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RESUMEN

Evaluacién comparativa de la actividad antioxidante y fenoles totales en diversos

extractos de ecotipos de Ugni molinae Turcz.

La murtilla o murta (Ugni molinae Turcz., Myrtaceae) es nativa del centro y sur de
Chile y en Argentina. Se cultiva por sus frutos, de agradable sabor y aroma, la infusién
de las hojas es usada en medicina tradicional para suavizar el cutis reseco y aumentar
la elasticidad y frente a inflamaciones y dolor. En este trabajo se realiz6 un estudio
comparativo entre los extractos provenientes de diferentes ecotipos de Ugni molinae
para determinar su contenido en fenoles y la actividad antioxidante.

Los extractos fueron obtenidos de cada ecotipo agotando en forma secuencial las
hojas con solventes de polaridad creciente, se evaluaron los extractos con una mayor
concentracion en fenoles, mediante el ensayo de Folin-Ciocalteu, resultando el ecotipo
de Queule el que presentd mayor contenido en su extracto etandlico (EET) (462,4 + 0,2
mg &c. galico/g es). Posteriormente se evalud la actividad antioxidante en los EET, se
realizé el ensayo de xantino oxidasa, en este caso fue uno de los ecotipos de Porma
(E3) el que presenté mayor potencia frente a la enzima con una CEs 1,9 £ 0,01 ppm,
el segundo ensayo realizado fue el de atrapamiento del SO, en éste el ecotipo de
Mehuin (E4) el que presenté una mayor capacidad de atrapar el SO con una CEs, 0,50
+ 0,01 ppm, el ultimo ensayo realizado fue el de cinética de atrapamiento del radical
DPPH, en este caso fue el ecotipo de Cauquenes el que presenté una mayor potencia
seguido de una alta eficiencia antioxidante.

Las diferencias observadas entre los distintos ecotipos, en relacion a la actividad
antioxidante, se puede suponer que se deban al conjunto de taninos y flavonoides
presentes en sus EET.

Estos resultados permiten establecer que las variaciones en la ubicacion
geografica de los ecotipos afecta su actividad antioxidante, y abre la puerta a otros
estudios quimicos y farmacolégicos mas detallados de la especie que permitan
establecer su composicién quimica en polifenoles, para poder potenciar a los extractos

de murtilla como fuente de antioxidantes en busca de futuros fitofarmacos.
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SUMMARY

Comparative evaluation of the antioxidant activity and total phenols in multiple

extracts of ecotypes of the Ugni molinae Turcz.

The murtilla or murta (Ugni molinae Turcz., Myrtaceae) is native of the center
and south of Chile and Argentina. It is harvest for its fruits of pleasant flavor and scent,
the infusion of the murtilla leaves it is used in traditional medicine to soften dry skin and
to give more elasticity, besides it is used in front of inflammation and pain. On this work
a comparative study was made between extracts from different ecotypes of the Ugni
molinae to determine their content in phenols and the antioxidant activity.

The extracts gotten from each ecotype exhausting in sequential way the leaves of
hexane, dichloromethane, ethyl acetate and ethanol, the extracts evaluated we found a
great concentration of phenols, therefore the Folin-Ciocalteu test was made, being that
Queule ecotype presented a greater content of total phenols (462,4 £ 0,2 mg gallic
acid/g dried extract). Later the antioxidant activity was evaluated in the ethanol extracts
(EET), in first place the xanthine oxidase test was made, in this case one of the
ecotypes from Porma (E3) presented a greater potential in front of the enzyme with a
CEs 1,9 £ 0,01 ppm, the second test was the catching of the SO, in this test was the
Mehuin ecotype (E4) the one that presented a greater capacity to catch the SO with a
CEs 0,50 = 0,01 ppm, the last test was the kinetic catching of the radical DPPH, in this
case was the Cauquene ecotype the one that had a greater potential followed by a

high antixiodant efficiency.

The differences observed in the different ecotypes, in relation to the antioxidant
activity it can be presume that the set of tannins and flavonoids presented in the EET.
These results allow establishing what variations in the location of the ecotypes affect its
antioxidant activity, and open the door to more deeply chemical and pharmacological
studies of the species that allows a chemical composition of polyphenols to be able
maximize the murtilla extracts as a source of antioxidants in the search of future herbal

medicines.
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Introduccion

I. INTRODUCCION

Desde el inicio de la historia, el ser humano ha estudiado la naturaleza
descubriendo las propiedades curativas y preventivas de diversas especies asi como
las propiedades toxicas de otras, construyendo un legado milenario de conocimientos
en medicina tradicional, que se ha pasado a través de las generaciones. Parte de ese
legado se encuentra en Chile que posee una amplia gama de especies con diversas
propiedades curativas, conocimientos que se han pasado a través de los afios por sus

pueblos originarios.

Dentro de ese legado se encuentra la murta o murtilla (Ugni molinae Turcz.), la
murtilla es un arbusto de la familia de las Myrtaceae nativa del centro y sur de Chile y
de zonas aledafias en Argentina. En Chile crece en bosques litorales y montafias
costeras de la VIl a la X Regién, especialmente en la Cordillera de la Costa y parte de
la Pre-cordillera Andina. Posee una amplia distribucion encontrandose desde la Region
de O’Higgins hasta la Region de Aysén (Seguel et al., 1999).

La murtilla, se cultiva por sus frutos, de agradable sabor y aroma. El periodo de
recoleccién de los frutos depende de la zona, y es mas tardio cuanta mas fria sea la
region de cultivo. El fruto se utiliza en reposteria y en la fabricacion de mermeladas,
jugos y chocolates, asi como para la elaboracion de licores. Ademas, la infusién de las
hojas de murtilla es usada en medicina tradicional para suavizar el cutis reseco y
aumentar la elasticidad y frente a inflamaciones y dolor. Estudios realizados
recientemente han demostrado que los frutos poseen flavonoles, flavan-3-oles y en
general poseen un contenido en polifenoles alrededor de los 32 + 4 mg &cido
galico/100g (Ruiz et al., 2010).
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Ademas, los extractos de las hojas de murtilla presentan compuestos
polifendlicos como heterdsidos de los flavonoles de miricetina, canferol y quercetina,
presentes en extractos acuosos y alcohodlicos, ademas de epicatequina y derivados de
acido galico en extractos alcohdlicos y acuosos respectivamente (Rubilar et al., 2006).

En extractos de DCM y EtOAc se han encontrado triterpenos como el &cido
asiatico y el 4cido alfitlico, que han demostrado tener efecto antiinflamatorio topico
(Aguirre et al.,, 2006; Delporte et al., 2007), debido a esto el interés por estudiar y
conocer en mayor profundidad las bondades de esta especie, ha aumentado en los

ultimos anos.

Existe suficiente evidencia cientifica que demuestra que una dieta rica en
antioxidantes, disminuye la incidencia de enfermedades cardiovasculares vy
degenerativas como cancer y ateroesclerosis, enfermedades desencadenadas entre
otras causas por estrés oxidativo en el organismo, dafio que puede ser evitado o
disminuido al aumentar la ingesta de antioxidantes. El estrés oxidativo se produce por
un desbalance entre la produccion de radicales libres y la concentracion de

antioxidantes presentes en el organismo (Pietta, 1999).

Entre los diferentes mecanismos enzimaticos involucrados, se encuentra la
enzima xantina oxidasa (XO), responsable de ocasionar la gota y de producir dafio
oxidativo en tejidos. Esta enzima cataliza la oxidacion de hipoxantina a xantina y de
ésta a acido Urico, estas reacciones llevan a la produccién de anién superéxido (SO),
aumentando los niveles de oxidacién en el organismo. Se ha estudiado que inhibidores
de la XO son potenciales agentes terapéuticos en contra de la hiperuricemia que
termina ocasionando la gota, calculos renales y enfermedades relacionadas con
especies oxidativas del oxigeno (ROS) como ateroesclerosis entre otras (Lin et al.,
2002).



Introduccion

Esto potencia el interés de estudiar especies que aporten un alto contenido de
antioxidantes como flavonoides y taninos como es el caso de la murta. Entre los
efectos positivos que poseen los flavonoides destacan su actividad antioxidante,
antiviral, anticancerigenos (Middleton, 1998), antiinflamatoria (Hayek, 1997),
antialérgica (Middleton, 1998), anti-aterogénica (Hayek, 1997), y anti-trombosis
(Baeuerle et al., 1998). Los flavonoides contribuyen a disminuir el estrés oxidativo al

inhibir la activacion de enzimas claves como la XO (Matsurama et al., 1998).

Como se describi6 anteriormente los extractos de murtilla poseen en su
composicion taninos y flavonoides, en base a esto y debido a la amplia distribucién
geografica de la murtilla, es importante a su vez estudiar como las diferentes
condiciones de suelo y clima pueden afectar el contenido de antioxidantes que aporta
la planta y a su vez el efecto de estas condiciones a la capacidad antioxidante de los

extractos obtenidos a partir del material vegetal.

El objetivo de este trabajo fue realizar un estudio comparativo entre los extractos
provenientes de diferentes ecotipos de Ugni molinae para determinar su contenido en
fenoles y la actividad atrapadora de radicales libres. Para esto se preparé extractos de
cada ecotipo agotando en forma secuencial las hojas con hexano, diclorometano,
acetato de etilo y etanol, se evaluaron los extractos en los cuales encontramos una
mayor concentracion en fenoles. Con este fin se realizo el ensayo de Folin-Ciocalteu
para determinar el contenido de polifenoles totales, posteriormente se evalud la
actividad atrapadora de radicales libres de los extractos por medio de los ensayos de
DPPH y SO. Se evalu6 ademas la capacidad inhibitoria de la XO de todos los extractos

obtenidos.
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1. Ficha botanica de Ugni molinae Turcz.

1.1. Clasificacion taxondmica

[ 1
Nombre cientifico *Ugni molinae Turcz.
J
Myrt i Mol |
: — *Myrtus ugni Mol.
Sinonimias *Eugenia ugni Hook. et Arn )
emurtilla, murta, ufii o Uni (voz )
Nombres vulgares mapuche), Chilean guava (inglés),
Chilean cranberry (inglés) )
\
Familia *Myrtaceae
J
~
Orden *Myrtales
J
~
Clase *Magnoliopsida
J
~
Division *Magnoliophyta
\ J

Figura 1: Clasificacion taxonémica de U. molinae

(Reiche, 1998; Montenegro, 2000; Wilhelm de Mdsbach, 1999)
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1.2. Distribucién geogréfica

La U. molinae crece habitualmente en terrenos despejados, en bordes de
bosques, formando parte del matorral, desde Talca (VI Regién) hasta el rio Palena (X
Region). En la parte norte de su &rea de dispersion habita principalmente en la
cordillera de la costa formando parte del bosque maulino. Mas hacia el sur y hacia el
interior del territorio forma parte de la densa formacién arbustiva que crece a orillas de

los bosques (Hoffmann, 1982; Montenegro, 2000).

1.3. Condiciones de desarrollo

En su hébitat natural, la murta se desarrolla como un arbusto, cuya altura varia
entre 1 y 2 m, aunque puede alcanzar los 4 m. Es de hoja perenne, lanceolada, de
color verde oscuro; su copa es densa y apretada. Las flores, hermafroditas, son de
forma acampanada, de color blanco, rosado o purpureo (Montenegro, 2000). La
floracion se produce a partir de finales de noviembre, el fruto madura hacia mediados
del verano; es una baya globosa, de color rojo intenso y entre 5 y 15 mm de diametro
(Novoa, 1983) (Figura 2).

La murta requiere suelos sin exceso de humedad y sol constante. Se adapta a la
mayoria de los suelos, y es resistente a las sequias y a los vientos. Estudios recientes
han catalogado a la murtilla como una especie tipo que requiere una baja exposicion a
la radiacion UV ya que de esta forma logra desarrollarse satisfactoriamente, lo que a su
vez la potencia como una especie de facil domesticacion y que permitiria desarrollar su
cultivo a mayor escala, generando asi atractivo economico en su desarrollo para la

exportacion de productos derivados de ella (Pastenes et al., 2002).
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Figura 2: Fotos de U. molinae: a) flores de murta: hermafroditas de forma

acampanada, de color rosado; b) frutos de murta: baya globosa de color rojo
intenso; c¢) hojas de murta: de forma perenne, lanceolada y de color verde

oscuro.

2. Estudios anteriores de Ugni molinae

2.1. Composicion quimica de las hojas

Andlisis quimicos realizados en nuestro laboratorio confirman la presencia de
compuestos polifendlicos y triterpenos en las hojas de murtilla (Aguirre et al., 2006;
Delporte et al., 2007). Ademas los estudios farmacolégicos realizados hasta ahora y los
gue estan actualmente en curso, han permitido encontrar una relacion entre la
capacidad antioxidante de los extractos con su concentracion de compuestos fendlicos.
Recientemente se han desarrollado estudios que permitiran establecer la composicion
guimica de esta especie, con el objetivo de determinar que componentes son los
responsables de su actividad antioxidante.

Asi para la hoja se han descrito polifenoles como: epicatequina, diramnésido de
miricetina, ramnaosido de miricetina, glucésido de miricetina, diramnésido de quercetina,
ramnosido de quercetina, glucésido de quercetina y el glucésido de canferol (Rubilar et
al., 2006). Las estructuras se presentan a continuacion:
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y QH
& _OH
HO 0 W -
E OH
OH .
OH
Epicatequina Di-ramnésido de miricetina Ramnésido de miricetina
oH oH
CHa
OH
HO
O
HO ©
. o )
OH o OH
OH OH O CH,
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Figura 3: Compuestos fendlicos identificados en extractos etanélicos de hojas de murta

En los EDCM y EAE de las hojas de U. molinae se han encontrado triterpenos
pentaciclicos, que han demostrado tener actividad antiinflamatoria topica (Aguire et al.,
2006; Delporte et al., 2007), las estructuras de los triterpenos encontrados hasta ahora

se presentan a continuacion:
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Acido oleandlico Acido ursolico

Figura 4: Acidos triterpenos pentaciclicos identificados en EDCM y EAE de hojas de

murta



Introduccion

2.2. Actividad antioxidante de infusos de Ugni molinae

Es ampliamente conocido que las sustancias antioxidantes son la principal
defensa orgénica en contra de radicales libres, que como se comentd anteriormente
dichos radicales en exceso aumentan el estado oxidativo del organismo lo que
desencadena una serie de reacciones perjudiciales provocando estados patolégicos
severos (Pietta, 1999).

En la busqueda de antioxidantes naturales, se ha demostrado que los infusos de
murtilla al 1% han demostrado tener actividad antioxidante por el método ORAC en
plasma humano, este efecto se asocia a su contenido en polifenoles previamente
descrito (Avello y Pastene, 2004; Rubilar et al., 2006).

2.3. Resultados de la actividad protectora sobre dafio oxidativo en

eritrocitos

Los antecedentes disponibles sefialan que la peroxidacion de lipidos en las
membranas celulares interrumpe sus funciones protectivas y estructurales, como
consecuencia varios eventos patoldgicos estan implicados como resultados de esta
oxidacion (Abuja y Albertini, 2001), los mecanismos moleculares de la actividad
antioxidante de los polifenoles, no se conocen con exactitud, pero uno de los
mecanismos mas aceptados esta en la capacidad de estos compuestos de insertarse
en las membranas celulares y modificar la estructura y fluidez de los lipidos de

membranas (Arora et al., 2000; Nakagawa et al., 2000).
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Como se menciond anteriormente los extractos EAT, EET y acuosos poseen en
su composicion diversos polifenoles, ademas recientemente se ha demostrado que
bajas concentraciones de los extractos acuosos de U. molinae muestran un efecto
protector ante el dafio ocasionado por estrés oxidativo producido por HCIO y proteccion
contra la hemolisis (Suwalsky et al., 2006).

Cabe destacar que los extractos acuosos de U. molinae inducen una alteracién
en la morfologia celular de los eritrocitos humanos de su forma normal discoide a una
forma equinocitica, induciendo una perturbacién en la membrana fosfolipidica del
eritrocito, aumentando su fluidez, por lo que la toxicidad de los extractos debe ser

considerada ante un posible uso terapéutico (Suwalsky et al., 2006).
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Hipotesis

Il. HIPOTESIS
Los extractos obtenidos desde las hojas de los distintos ecotipos de murtilla

presentan distinta capacidad de actividad antioxidante debido a que su composicién en
polifenoles varia de acuerdo con el habitat del cual provienen.
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1.

[ll. OBJETIVOS

Objetivos generales

Determinar la actividad antioxidante de los extractos obtenidos desde las
hojas de diferentes ecotipos de U. molinae.

Determinar la concentracion de polifenoles totales en extractos obtenidos
desde las hojas de diferentes ecotipos de U. molinae.

Objetivos especificos

Obtener los diferentes extractos de cada ecotipo de U. molinae por
agotamiento de las hojas con solventes de polaridad creciente.

Implementar la metodologia Folin-Ciocalteu, para la determinacion de la
concentracion de fenoles totales.

Implementar la metodologia de anion superoxido para la determinacion de
la capacidad atrapadora de anion superoxido en los extractos que presenten
un mayor contenido en fenoles.

Implementar la metodologia de DPPH para la determinacion de la
capacidad atrapadora de radicales libres en los extractos que presenten un
mayor contenido en fenoles.

Implementar la metodologia de xantino oxidasa, en todos los extractos
obtenidos de los diferentes ecotipos, para determinar que extractos tienen la

capacidad de inhibir la enzima.

12



Materiales y métodos

IV. MATERIALES Y METODOS

1. Material vegetal

Se recolectaron siete ecotipos de Ugni molinae, Myrtaceae provenientes de
diferentes localidades (Tabla 1) de los cuales 5 corresponden a ecotipos (E1-E5)
proporcionados por la Dra. lvette Seguel del Instituto Nacional de Investigacion
Agropecuaria (INIA), uno corresponde a un ejemplar proveniente de la Provincia de

Chiloé (E-Chi) y otro de la Provincia de Cauquenes (E-Cau).

Se guardd un testigo en el Herbario de la Escuela de Quimica y Farmacia,
Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas de la Universidad de Chile para E-Chi
y E-Cau, cuyos numeros de registro corresponden respectivamente a SQF-22463 y
SQF-22462. Todos los ecotipos fueron recolectados en el mes de abril en el afio 1996.

Tabla 1: Datos de recoleccion de ecotipos de Ugni molinae

Localidad Ubicacion geografica
E-Cau Villa Alegre Region del Maule 35°41'S; 71° 400
El Puren Region de la Araucania 38°03'S; 73° 100
E2 Porma Region de la Araucania 38°08'S; 73° 16’0
E3 Porma Region de la Araucania 38°09'S; 73° 170
E4 Mehuin Region de los Rios 39°26'S; 73° 12’0
E5 Queule Region de los Rios 39° 23'S; 73° 120
E-Chi Quemchi Region de los Lagos 42° 01’S; 73° 300

13
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2. Estudios quimicos

2.1 Obtencion de extractos seriados de U. molinae

Las hojas fueron secadas a 40 °C en estufa, hasta peso constante y molidas para
ser sometidas a extraccién sucesiva con solventes de polaridad creciente hasta total
agotamiento del material vegetal, eliminando completamente el solvente por
evaporacion a presiéon reducida en un evaporador rotatorio. Para cada uno de los
ecotipos, se obtuvieron los extractos secos de hexano (EHEX), diclorometano (EDCM),
acetato de etilo (EAE) y etanol (EET) (Figura 3).

HEX =3 Hojas secasy molidas de U. molinae

»| EHEX
v
DCM =—3  Material vegetal agotado con HEX
»| EDCM
: A4
EtOAc =3 Material vegetal agotado con DCM
o
=3
. 2
» EAE =
v g
EtOH —3 Material vegetal agotado con EtOAc
» EET

v \ 4

Material vegetal agotado con EtOH

Figura 5: Proceso de extraccién de hojas de U. molinae. EHEX: extracto hexanico; EDCM:

extracto de diclorometano; EAE: extracto de acetato de etilo; EET: extracto etandlico
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2.2. Determinacion de la cantidad de fenoles totales mediante la

reaccion de Folin-Ciocalteu

Para la determinacion de la cantidad de fenoles totales presente en los distintos
extractos de los ecotipos de U. molinae se emple6 el método de Folin-Ciocalteu, el cual
se fundamenta en la reaccién de Oxido-reduccion entre compuestos reductores y el
reactivo de Folin-Ciocalteu (RFC) al producirse una transferencia alcalina de electrones
reduciendo el complejo fosfomolibdico/fosfotingstico a un cromoégeno azul el cual es

medido por colorimetria (Singleton y Rossi, 1965).

Para ello, 50uL de una solucion de muestra en MeOH (80%) se homogeneizé en
un vortex con 450 pL de agua destilada y se incorporé 2,5 mL de una solucion de RFC
(10%) se dejo por 5 min a 25 °C. Luego se agreg6 2 mL de Na,CO; (5%). Tanto esta
solucion como la solucién blanco fueron homogeneizadas e incubadas en bafio
termorregulado a 30 °C por 90 min para posteriormente leer en espectrofotobmetro a

765 nm, luego de enfriar por 5 min a temperatura ambiente.

El valor de fenoles totales en las muestras fue expresado en ug/mL de acido
galico para lo cual fue establecida una curva de calibracion en un rango de 0 a 700
pg/mL (Tawaha et al., 2007). El equipo utilizado para determinar la absorbancia fue un

espectrofotdmetro Unicam UV-VIS.

El contenido de fenoles totales se determiné por regresion lineal (n=3) mediante
el analisis de las gréficas obtenidas utilizando el programa Graph Pad Prism version
5.01. Los resultados se presentaron como mg acido galico/ g de extracto seco £ SD. La
significancia de los resultados fue determinada por el método ANOVA de una via y

analisis de comparaciones multiples de Kruskal-Walis para no paramétricos.
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3.

Tabla 2: Tabla resumen del protocolo de la determinacién de fenoles
totales mediante la reacciéon de Folin-Ciocalteu

Andlisis Blanco
Solucion de muestra en MeOH (80%) 50 pL
MeOH (80%) 50 yL
RFC (10%) 2,5 mL 2,5mL
Agua destilada 450 yL 450 yL
Homogeneizar. Incubar por 5 min a 25°C
Na,CO; (5%) 2mL.. 2 mL

Homogeneizar e incubar a 30 °C por 90 min. Leer a 765 nm

RFC: reactivo de Folin-Ciocalteu

Estudios farmacolégicos

Los estudios farmacol6gicos fueron realizados en los EET de los 7 ecotipos, por

problemas de precipitacion ocasionados por los medios acuosos de los estudios

realizados.

3.

1. Ensayo de inhibicién de la enzima xantina oxidasa

La capacidad de inhibicion de la enzima xantino oxidasa por los extractos

etandlicos evaluados de murtilla fue medida espectroscépicamente siguiendo la

formacion de acido drico a 295nm con xantina como sustrato a 25°C. El equipo

utilizado para determinar la absorbancia fue un espectrofotémetro Unicam UV-VIS.
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3.1.1. Protocolo

El ensayo consisti6 en agregar directamente en la cubeta de cuarzo XO (10
mU/mL) en tampoén fosfato pH 7,4 (10 mM) y la solucion muestra (1-10 pg/mL), la
reaccion se inicio al agregar X (40 puM/mL) y la tasa de formacion de acido urico fue
monitoreada espectrofotométricamente de manera continua por 30 min a 25 °C, la
especificidad de la reaccién se determind utilizando un inhibidor especifico de la

xantino oxidasa en este caso se trabajo con alopurinol (1-100 pg/mL).

Tabla 3: Tabla resumen del protocolo del ensayo de inhibicién de xantino oxidasa

Blanco Enzima  Control negativo  Blanco muestra  Muestra

Buffer 600 pL 400 pL 600 pL 400 L
XO 200 pL 200 pL
Agua Bidestilada 200 pL 200 uL —— e
Extracto 200 uL 200 uL
Homogeneizar. Incubar a 25°C por 10 min
Xantina 200 pL 200 uL 200 uL 200 uL
Volumen final 1mL 1mL 1mL 1mL

Homogeneizar. Leer a 290 nm por 30 min a 25°C

XO: xantina oxidasa

3.1.2. Tratamiento de datos

Se determino el porcentaje de inhibicion de la enzima por la siguiente férmula:
Formula 1:

o 1—(AvAsw
%Inhibicibn= ——— x100
° (Acn-Ase)
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Dénde:

¢ Acn= Absorbancia del control negativo
e Age= Absorbancia del blanco enzima
e Ay= Absorbancia muestra

¢ Agy= Absorbancia del blanco muestra

Los datos se graficaron de la siguiente forma Log % inhibicion vs. Log
concentracion (ppm), para poder determinar la CEsy, los ensayos fueron realizados con
un n=3, utilizando el programa Graph Pad Prism version 5.01. Los resultados se
presentaron como CEsy + SD. La significancia de los resultados fue determinada por el
método de Wilcoxon.

3.2. Atrapamiento del anién superdxido

En el proceso de catélisis de la oxidacion de xantina (X) a acido urico por la
enzima xantina oxidasa (XO) se produce la reduccion de oxigeno generando el radical
SO (McCord y Fridovich, 1968). Mediante esta reaccién se evalu6 la capacidad de las
muestras de capturar el SO empleando la reaccién de reducciéon de azul de
nitrotetrazolio (NBT) a diformazan descrita por Aruoma et al. (1989), observandose a

560 nm una disminucién de color con respecto al grupo control negativo.

3.2.1. Protocolo
La solucion de reaccién consistié en incorporar directamente en la cubeta de
cuarzo: Na,EDTA (100 pM), X (40 uM), NBT (40 uM) en tampon fosfato pH 7,4 (10
mM). La reaccion se inicié al agregar XO (10 mU/mL) y la tasa de decoloracion fue
monitoreada espectrofotométricamente de manera continua por 20 min a 25 °C en

ausencia y presencia de las muestras a distintas concentraciones (1-10 pg/mL).
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La especificidad de la reaccion se determiné utilizando 100 mU/mL de superéxido
dismutasa (SOD), en este caso la solucién de reaccion consistio en Na,EDTA (100
M), X (40 uM) y NBT (40 uM) en tampon fosfato pH 7,4 (10 mM). La reaccién se inicio
al agregar XO (10 muU/mL), se homogeneiz6 y se pre-incubdé por 10 min,
posteriormente se incorporé SOD (100 mU/mL), se homogeneizé y se monitore6 por 20

min a 25 °C, la absorbancia de este control debe ser menor a la del control negativo.

Tabla 4: Tabla resumen del protocolo del ensayo de atrapamiento del anién superéxido

Blanco Enzima  Control negativo  Blanco muestra  Muestra

Buffer 600 uL 500 uL 600 uL 600 uL
Xantina 100 pL 100 pL 100 yL 100 yL
EDTA 100 pL 100 pL 100 pL 100 pL
NBT 100 pL 100 pL 100 pL 100 pL
Agua Bidestilada 100 pL 100 pL oo -
Extracto 100 uL 100 uL
Homogeneizar. Incubar a 25°C por 10 min
XO 100 pL 100 pL
Volumen final 1mL 1mL 1mL 1mL

Homogeneizar. Leer a 560 nm por 20 min cada 1 min a 25°C

XO: xantina oxidasa
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3.2.2. Tratamiento de datos

Se determiné el porcentaje de atrapamiento del anién superoxido por la

siguiente férmula:
Formula 2:

Acn-A
Y%Atrapamiento= %MOO
M~/\BM

Dénde:

¢ Acn= Absorbancia del control negativo
e Age= Absorbancia del blanco enzima
¢ Ay= Absorbancia muestra

¢ Agy= Absorbancia del blanco muestra

Los datos se graficaron % atrapamiento vs. concentracion (ppm), para poder
determinar la dosis efectiva 50 (CEs), los datos se trabajaron con un n=3, utilizando el
programa Graph Pad Prism version 5.01. Los resultados se presentaron como CEsg £
SD. La significancia de los resultados fue determinada por el método de Wilcoxon.
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3.3. Cinética de atrapamiento del radical DPPH

3.3.1 Protocolo

Para determinar la capacidad atrapadora del radical DPPH de los distintos
extractos se preparé una solucién metandlica de DPPH a 26 mg/mL, de la siguiente
forma, se pes6 0,006 g de DPPH y se aforé a 250 mL con metanol P.A. y se protegio
de la luz. Luego se leyo6 contra un blanco (metanol P.A.) a 517 nm. La absorbancia de
esta solucion debe ser mayor a 0,700 (solucion A).

Las soluciones metandlicas de los extractos fueron preparadas a diversas
concentraciones en un rango de 2-12 pg/mL. Los patrones utilizados fueron &cido
galico y quercetina de ambos patrones se prepararon soluciones metandlicas en un

rango de concentracién de 2-10 pg/mL.

Posteriormente, la reaccién se inicié incorporando directamente en la cubeta de
cuarzo 975 puL de DPPH y 25 pL de muestra (Brand-Williams, 1995). Para cada
muestra el blanco consisti6é en 975 L de metanol y 25 pL de muestra. Se monitoreé la
reacciéon a 517 nm por un minimo de 20 min y un maximo de 120 min dependiendo del
tiempo en que cada muestra se demoré en llegar al estado estacionario. Ademas, se
determind la absorbancia en el grupo control que consistié en 975 uL de DPPH y 25 uL

de metanol.
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3.3.2. Tratamiento de datos

La cinética de la reaccién de los extractos con el radical DPPH-, se monitore6
para cada concentracion evaluada, y al alcanzar el estado estacionario se calcul6 él

%DPPH remanente (%DPPH-rem), aplicando la siguiente formula:

Formula 3:

Ass

%DPPH-rem:(A )x 100
]

Dénde:

¢ Ass= Absorbancia en el estado estacionario

¢ Ao= Absorbancia del grupo control

Se trabaj6 en el estado estacionario para asegurar que la reaccion no continuara.
Se construyeron graficos de %DPPH- ., vs. concentracion (ppm), para determinar
graficamente la CEso, que se define como la concentracién de antioxidante necesaria
para disminuir en un 50% la concentracion inicial de DPPH, utilizando el programa
Graph Pad Prism version 5.01. Posteriormente se determind graficamente el tiempo
necesario para que la CEsy alcance su estado estacionario (TCEsg), con estos dos

pardmetros se determing la eficiencia antioxidante, con la siguiente férmula:

Férmula 4:

1

EA= ———«+—
CE50 X TCE50
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Dénde:

e CE;5o= Concentracion efectiva 50

¢ TCEso= Tiempo necesario para que ECsgalcance su estado estacionario

Ademéas se calculd el % atrapamiento del radical DPPH-por las muestras

evaluadas, a una concentracion comun para los EET (5 ppm) mediante la siguiente

formula;
Formula 5:
Ao-A
%Atrapamiento= <(i‘—35> x 100
]
Dénde:

¢ Ass= Absorbancia al alcanzar el estado estacionario

¢ A= Absorbancia del grupo control

Los datos se graficaron % inhibicion vs. g acido galico/100g extracto seco, para
poder comparar entre los diversos ecotipos su capacidad antioxidante respecto a su
contenido en fenoles totales, los datos se trabajaron con un n=3, utilizando el programa
Graph Pad Prism version 5.01. La significancia de los resultados fue determinada por
el método de ANOVA de dos vias y analisis de comparaciones multiples de Kruskal-

Walis.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

1. Estudios quimicos

1.1. Extraccion

Debido al proceso de secado del material vegetal, la pérdida promedio en peso

por secado de los 7 ecotipos correspondié a un 51,5 + 1,3%.

1.1.1. Obtencion de extractos seriados y sus rendimientos

El rendimiento de la obtencién de los extractos se detalla en la Tabla 5 y se
grafica en la

Figura 4, en ambos se puede observar que existe cierta homogeneidad en los
rendimientos de las distintas extracciones con la excepcion de E-Cau que presenté un

rendimiento considerablemente mayor que los demas ecotipos para los EDCM y EET.

Tabla 5: Rendimiento del proceso de extraccion de las hojas de Ugni molinae de

los distintos ecotipos en estudio

Rendimiento (%)

Ecotipos

E-Cau E-1 E-2 E-3 E-4 E-5 E-Chi
EHEX 1,4 1,5 1,4 1,3 1,4 1,3 1,2
EDCM 5,9 2,3 1,4 2,0 2,5 19 1,7
EAE 3,7 2,9 1,6 1,4 1,8 1,7 4.4

EET 22,2 15,8 12,1 13,0 12,4 16,1 16,1

EHEX= extracto hexanico de hojas de U. molinae; EDCM= extracto en

diclorometano de hojas de U. molinae; EAE= extracto en acetato de etilo de hojas

de U. molinae; EET=extracto etanélico de hojas de U. molinae
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E-Cau
E-1
E-2
E-3
E-4
E-5
E-Chi
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Figura 6: Grafico comparativo de los rendimientos de extraccion de las hojas de
los distintos ecotipos de U. molinae

EHEX= extracto hexanico de hojas de U. molinae; EDCM= extracto en
diclorometano de hojas de U. molinae; EAE= extracto en acetato de etilo de

hojas de U. molinae; EET=extracto etandlico de hojas de U. molinae

1.2. Determinacién de la cantidad de fenoles totales mediante |la reaccién

de Folin-Ciocalteu de los extractos de U. molinae
Para determinar la cantidad de fenoles totales en los extractos de los distintos

ecotipos de U. molinae se obtuvo una curva de calibracién de acido galico en un rango
de concentracion 0 a 700 pg/mL (Figura 7).
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Figura 7: Curva de calibracién de acido gélico para la determinacion

de fenoles totales por el método de Folin-Ciocalteu

Mediante la cuantificacién de fenoles totales, se pudieron establecer diferencias
esperables entre los extractos EAE y EET. Los EET de todos los ecotipos mostraron

aproximadamente un contenido promedio tres veces mayor de fenoles que los EAE.

Al realizar las diferentes comparaciones de los EAE de los diferentes ecotipos
como lo muestra la Tabla 6, mediante ANOVA de una via con un ensayo de
comparaciones multiples de Tukey, se observé que las diferencias entre los ecotipos
fue significativa (P <0,05) a excepcién de los E4 y E5 que no mostraron diferencias

significativas entre ellos.
En el caso de los EET de los ecotipos (Tabla 7), las diferencias entre todos los

ecotipos fue significativa (P <0,05), segun el andlisis realizado empleando ANOVA de

una via con un ensayo de comparaciones multiples de Tukey
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Tabla 6: Contenido de fenoles de los distintos ecotipos de
U. molinae EAE.

Ecotipo Fenoles totales
(mg &cido gélico/ g extracto seco = SD)
El 85,2+0,2
E2 148,3+ 0,5
E3 86,7 £ 0,5
E4 1249+ 0,5
E5 124,3+0,5
E-Cau 143,6 + 0,3
E-Chi 158,7 £ 0,2
S 200-
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Figura 8: Contenido de fenoles totales expresados en mg
acido gdlico/g extracto seco para los extractos EAE de los
distintos ecotipos de U. molinae

El= Ecotipo 1; E2= Ecotipo 2; E3= Ecotipo 4; E5=Ecotipo 5;
E-Cau= Ecotipo Cauquenes; E-Chi= Ecotipo Chiloé
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Tabla 7: Contenido de fenoles de los distintos ecotipos

de U. molinae EET.

400+

300+

200+

mg acido gélico/ g extracto seco

& &S L Q,’O(b

Ecotipo Fenoles totales
(mg &cido gélico/ g extracto seco = SD)
El 394,2+0,3
E2 363,5+0,2
E3 375,7+0,2
E4 452,5+0,2
E5 462,4 + 0,2
E-Cau 377,604
E-Chi 379,2+0,2
500-

N

o

<

Figura 9: Contenido de fenoles totales expresados en mg

acido galico/g extracto seco para los extractos EET de los

distintos ecotipos de U. molinae
El= Ecotipo 1; E2= Ecotipo 2; E3= Ecotipo 4; E5=Ecotipo 5;

E-Cau= Ecotipo Cauquenes; E-Chi= Ecotipo Chiloé
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2. Estudios farmacolégicos

2.1. Ensayo de xantina-oxidasa

Las gréaficas obtenidas corresponden a un comportamiento sigmoidal (Figura
10), esperable al tratarse de una inhibicion no competitiva del sitio alostérico de la
enzima XO, las graficas obtenidas fueron linealizadas aplicando logaritmo en ambos

ejes (Figura 11), posteriormente por regresion lineal se obtuvo las CEs, para los 7

ecotipos (Tabla 8).

100+

80+

X0

60+

40+

%Inhibicion

204

0 1 1 1 1 1 1
0 2 4 6 8 10 12

Concentracion (ppm)

Figura 10: % Inhibicion xantino oxidasa vs. concentraciéon

(ppm) para el EET del E-Cau.
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Figura 11: Log % inhibicion xantino oxidasa vs. Log

concentracion (ppm) para el EET del E-Cau.

Al observar los resultados obtenidos destaca que el E3 fue el que presento

mayor potencia con una CEsy = 1,87 + 0,03 y el E-Chi presenté menor potencia

con una CEsg = 4,48 £ 0,03 (Tabla 8). Los graficos correspondientes a los otros

ecotipos se encuentran en la seccion de anexos (Anexo 1).

Tabla 8: Concentracién efectiva 50 de los distintos

ecotipos de U. molinae EET.

Ecotipo Concentracion efectiva 50
(ppm £ SD)
E1l 3,65+0,03
E2 2,94 + 0,03
E3 1,87 £ 0,03
E4 2,22 + 0,03
E5 2,64 + 0,03
E-Cau 3,83+ 0,03
E-Chi 4,48 + 0,03
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Segun la bibliografia consultada, de los flavonoides descritos para los EET de
murtilla, solo la quercetina (CE5=2,62 pM £ 0,13) y la mirecetina (CE5=2,38 pM =
0,13) poseen actividad inhibitoria sobre la XO, los derivados de quercetina no poseen
actividad sobre la XO por impedimento estérico, ya que se deriva el hidroxilo del C-3
(Figura 3) (Cos et al., 1998).

La mirecetina posee actividad tanto inhibitoria sobre la XO y atrapadora sobre el
SO y solo el canferol (CE5=1,06 uM % 0,03) es considerado como inhibidor puro de la
XO, sin actividad sobre el SO (Cos et al., 1998).

Podemos suponer por los resultados obtenidos de los diferentes ecotipos de
murta que los ecotipos E1, E-Cau y E-Chi, podrian tener un mayor contenido en
flavonoides como la quercetina y la mirecetina, asi como sus derivados, mientras que

el E3 y E4 podrian tener un mayor contenido de canferol y sus derivados.

Debido a que todos los ecotipos fueron cultivados en el mes de abril, y solo los
ecotipos E2 y E3 son de la localidad de Porma y los otros ecotipos no comparten
localidades, se puede suponer que las diferencias se deben a las condiciones
ambientales a las que cada ecotipo fue expuesto durante su desarrollo, lo que
condiciona que cada ecotipo posea una actividad ante la XO distinta, presumiblemente
por diferencias en el contenido de los flavonoides que poseen mayor capacidad de
inhibir la XO.
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2.2. Atrapamiento de anién superéxido

Las gréficas obtenidas corresponden a un comportamiento exponencial, con dos
fases involucradas (una de mayor velocidad y otra de velocidad lenta) (Figura 12),
caracteristicas del atrapamiento de diferentes radicales como el SO, las graficas
obtenidas fueron linealizadas aplicando logaritmo al eje X (Figura 13), posteriormente

por regresion lineal se obtuvo las CEs, para los 7 ecotipos (Tabla 9).
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Figura 12: % atrapamiento del anién superéxido (SO) vs.

concentracion (ppm) para el EET del E2.

Los graficos correspondientes a los otros ecotipos se encuentran en la seccién

de anexos (Anexo 2).
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Figura 13: % atrapamiento del anion superéxido (SO) vs. Log

concentracion (ppm) para el EET del E2.

Al observar los resultados obtenidos destaca que el E4 y el E5 son los

ecotipos con mayor capacidad atrapadora del SO, registrando una CEsy de 0,50

+ 0,01y 0,96 £ 0,02, respectivamente y los E2 y E3 presentaron menor potencia

con una CEsp= 1,81 + 0,03 (Tabla 9).

Tabla 9: Concentracién efectiva 50 de los distintos

ecotipos de U. molinae EET.

Ecotipo Concentracién efectiva 50
(Ppm £ SD)
El 1,58 £ 0,02
E2 1,81+0,01
E3 1,81 +£ 0,02
E4 0,50 + 0,01
E5 0,96 + 0,02
E-Cau 1.18 £ 0,02
E-Chi 1,25+0,01
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De acuerdo a lo discutido anteriormente, de los flavonoides descritos para los
EET de murtilla, la epicatequina (CEsp= 1,59 uM + 0,08), la quercetina (CE5=1,63 pM
*+ 0,02), la mirecetina (CE5,=0,33 uM = 0,03) y el epigalato de catequina (CE5,=0.48
UM £ 0,02) (Figura 3), poseen actividad atrapadora del SO, la presencia de un
hidroxilo en el C-3 y C-3" esta asociado a una mayor actividad, lo que justifica que
flavonoides como el canferol, que no posee el hidroxilo en el C-3, no tenga actividad
atrapadora sobre el SO (Cos et al., 1998).

El hecho de que todos los ecotipos presenten una CEsq de atrapamiento del
anion superéxido menor a la CEsgy de inhibicion de la XO (Tabla 12), indican que
poseen tanto actividad sobre la XO y el SO, en el caso de la murta, los flavonoides
descritos anteriormente poseen hidroxilos en el C-5 y C-7, caracteristica asociada a

los compuestos capaces de inhibir a la XO y ademas atrapar al SO (Cos et al., 1998).

Con los antecedentes presentados y con los resultados obtenidos se puede
suponer que los diferentes ecotipos de murta, deben su actividad sobre la XO y el SO
por la combinacion de los diferentes flavonoides descritos para los EET de hojas de U.
molinae, debido a que no se conoce con exactitud la composicion quimica de los
extractos, solo se puede suponer que ecotipos como E4 y E5 poseen en su
composicion mayor contenido de mirecetina y sus derivados, por lo que

presumiblemente presenten la mayor capacidad de atrapamiento del SO (Tabla 9).

Lo anterior presenta directa relacion con lo comentado anteriormente sobre las
condiciones ambientales a las que cada ecotipo fue expuesto durante su desarrollo, lo
que condiciona que cada muestra posea una capacidad atrapadora distinta ligada a

las condiciones de su entorno.
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2.3. Cinética de atrapamiento del radical DPPH

La cinética de la reaccién del atrapamiento del radical DPPH, describe un
comportamiento exponencial de 3 fases, una con velocidad rapida, otra con velocidad
media y una con velocidad lenta, comportamiento que se observa en los 7 ecotipos
evaluados de murta, en la Figura 14 se observa la cinética de la reaccién para el E-
Chi.

1.0
—®- 2Zppm
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i& i =~ 4ppm
0.6 == 5ppm
% =6— 10ppm
04 -0~ 15ppm
0.2
OO L] 1 1 1 1 I I 1
0 20 40 60 80 100 120 140
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Figura 14: Cinética de atrapamiento del radical DPPH, para el EET
del E-Chi.

En el estado estacionario (ss), se calculd el % de DPPH remanente
(%DPPHrem) para cada concentracion evaluada, de cada ecotipo estudiado de murta
y se grafico vs la concentracion (ppm) y por regresion lineal se calcularon las CExs

para los 7 ecotipos y los patrones (Figura 15).
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Figura 15: %DPPH remanente (%DPPHrem) vs. concentracién

(pmm), para el EET del E-Chi extracto etandélico.

El ecotipo proveniente de Cauquenes fue el que presenté mayor capacidad
atrapadora del radical DPPH, seguido del E3 (Tabla 10), en comparacion el E2

presentod la menor capacidad de atrapar el radical DPPH (Tabla 10).

Tabla 10: Concentracion efectiva 50 de los distintos ecotipos

de U. molinae EET y los patrones evaluados.

Ecotipo Concentracién efectiva 50
(ppm £ SD)
El 7,81 +0,22
E2 12,50+ 0,14
E3 8,06 + 0,25
E4 6,93 +0,18
ES 7,43 +0,21
E-Cau 5,95+ 0,24
E-Chi 9,31 +0,16
Acido galico 4,84 + 0,22
Quercetina 5,56 +0,17
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Con los datos de CEsg, se determiné el tiempo en que cada CEsg llegd a su ss
(Figura 16), para posteriormente determinar la eficiencia antioxidante de cada ecotipo
(Tabla 11). Los graficos correspondientes a los otros ecotipos se encuentran en la

seccion de anexos (Anexo 3).
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Figura 16: Cinética de atrapamiento del radical DPPH, para las CEx, de

los ecotipos evaluados de U. molinae.

Tabla 11: CEsy, TCE5 Yy EA de los distintos ecotipos de U. molinae EET y los patrones

evaluados.

Ecotipo CEso (ppm £ SD) | TCEsy (Mmin £ SD) EA (x10° + SD)

El 7,81+ 0,22 502 2,56+ 0,24

E2 12,50+ 0,14 40+ 4 2,00+0,12

E3 8,06 + 0,25 40+ 5 3,10 + 0,26

E4 6,93+0,18 506 2,88 +0,22

ES 7,43 +0,21 502 2,69+ 0,20

E-Cau 5,95+ 0,24 30+4 5,60 + 0,24

E-Chi 9,31 +0,16 605 1,79+0,16

Acido gélico 4,84+ 0,22 54 +2 3,82 +0,22

Quercetina 5,56 +0,17 66 + 6 2,72 +0,17
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La eficiencia antioxidante es un parametro que permite evaluar cada ecotipo
considerando su CEsy y el tiempo que demoran en atrapar el 50% de DPPH, esto es
importante ya que un buen antioxidante es aquel que posee potencia (menor CEsp) y a
su vez lo hace en corto tiempo, dos condiciones necesarias para evitar y prevenir el

dafio ocasionado por el estrés oxidativo (Villafio et al., 2007).

Para los ecotipos evaluados fue el E-Cau el que presenté una mayor EA de 5,60
*+ 0,24 y a su vez el E-Chi fue el que presenté una menor EA correspondiente a 1,79 +
0,16 (Tabla 11). Con estos resultados se puede presumir que el E-Cau posea en su
EET, un mayor contenido de acido galico y sus derivados, ya que este tanino es capaz
de reaccionar con 7 moléculas de DPPH a la vez, ya que en su estructura posee 3
grupos hidroxilos disponibles para reaccionar con el radical DPPH como se observa en
la Figura 17, es importante destacar que los mecanismos de reaccién involucrados
con el radical DPPH no se conocen con exactitud, ya que antioxidantes como el
sesamol (Figura 17) poseen una cinética de reaccidn rapida y son capaces de
reaccionar con 3 moléculas de DPPH, en constraste con el acido galico que es de

cinética lenta y reacciona con 7 moléculas (Mishra et al., 2011).

OH

HO OH

O OH
1Y
HO 0 O

Acido galico Sesamol

Figura 17: Estructuras quimicas correspondientes al &cido géalico y al sesamol.
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Como se comentd previamente, aunque se conoce el modelo de cinética que
caracteriza a la reaccion con el radical DPPH (exponencial de 3 fases), no se sabe con
exactitud como es el proceso de interaccion entre las moléculas de DPPH y la
molécula de antioxidante. En el caso de los EET de los ecotipos evaluados, se puede
presumir que es el conjunto de taninos y flavonoides presentes en cada ecotipo, lo que
les da su eficiencia antioxidante ya que no se cuenta con la composicion quimica
completa en polifenoles de los extractos evaluados que permitan establecer mayores
diferencias entre los ecotipos, a pesar de esto, se puede establecer que existen
diferencias en los EET de los ecotipos evaluados, por ejemplo en la Figura 18, se
observa gue los ecotipos con mayor contenido en polifenoles E4 y E5, no son los méas

potentes como atrapadores del radical DPPH (Tabla 12).

Como se dijo anteriormente el E-Cau fue el que presenté mayor potencia
atrapadora del radical DPPH con un contenido menor de polifenoles respecto de los
E4 y E5. La potencia de E-Cau, se podria explicar suponiendo que posee un mayor
contenido en taninos como el acido galico y sus derivados, descritos para los extractos

metandlicos y acuosos de U. molinae (Rubilar et al., 2006).
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Figura 18: Contenido de fenoles totales vs. % inhibicién del radical DPPH (5ppm) para

los 7 ecotipos evaluados de U. molinae.
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En la Tabla 12 se presenta un resumen de los resultados obtenidos, es
importante destacar la importancia de conocer completamente la composicion
guimica de los EET obtenidos para poder discutir con mayor profundidad y
alcanzar mejores conclusiones que permitan explicar por ejemplo como el E-Cau
siendo el que presenté una mayor capacidad atrapadora del radical DPPH, no fue
el que tuvo la mayor potencia frente a la XO y el SO, al igual que el E5 que resulté
ser de los ecotipos evaluados el que posee mayor contenido de fenoles totales,

pero no fue el mas potente en ninguno de los ensayos realizados.

Por lo tanto cabe destacar que la capacidad antioxidante en los ensayos
evaluados, permite observar que un alto contenido en polifenoles no desencadena
en una buena capacidad antioxidante, ya que esta depende del tipo de polifenoles
presentes en los extractos a evaluar, diferencias que se observan claramente en

la Tabla 12, y que fueron discutidas previamente.

Es importante destacar ciertas diferencias que dan indicios de diferencias en
la composicion quimica de los EET evaluados, por ejemplo como se muestra en la
Tabla 12, el E5 fue el que presenté un mayor contenido en fenoles totales (462,4
+ 0,2), pero no resultd ser el mas potente en los ensayos farmacoldgicos, otro
ejemplo interesante fue el E3 que fue el inhibidor mas potente de la XO (1,87 +
0,03) pero no destacd en ningln otro ensayo realizado y el E-Cau que como se
menciond anteriormente fue de los ecotipos evaluados el atrapador mas potente

del DPPH y el que present6 mayor EA (6,0 + 0,2 y 5,6 + 0,2 respectivamente)

La Unica excepcion a la regla fue el E4, que podria tener en su EET la
combinacion justa de polifenoles para una buena actividad antioxidante, el E4 fue
el segundo con mayor contenido de polifenoles (452,5 + 0,2 mg &cido galico/g es),
fue el segundo inhibidor més potente de la XO (2,22 £ 0,03), el inhibidor méas
potente del SO (0,50 £ 0,01) y el segundo més potente frente al DPPH (6,9 £ 0,2),

esta relacion no se presento para la EA (2,9 £ 0,2).
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Lo que demuestra que no hay una relacion directa entre la potencia

atrapadora del radical y una buena eficiencia antioxidante, debido a que como se

comentd anteriormente el parametro EA relaciona potencia y tiempo de reaccién

con el radical DPPH.

Tabla 12: Resumen de los resultados obtenidos para los distintos ecotipos de U.

molinae EET.

FT X0 SO DPPH
(mg ac gélico/ CE 5o CE 5o CEso EA
g es £ SD) (ppm £ SD) | (ppm £ SD) | (ppm £ SD) | (x10 = SD)
El 394,2+0,3 3,65+0,03 | 1,58 +0,02 7,8+0,2 2,6+0,2
E2 363,5+0,2 2,94+0,03 | 1,81 +0,01 125+0,1 2,00+0,1
E3 375,7+£0,2 1,87+£0,03 | 1,81+0,02 8,1+0,3 3,1+0,3
E4 4525+ 0,2 2,22+0,03 | 0,50+0,01 6,9%0,2 290,22
ES 462,4 £ 0,2 2,64 +0,03 | 0,96 +0,02 7,4+0,2 2,7+0,2
E-Cau 377,6 +0,3 3,83+0,03 | 1,18 + 0,02 6,0+0,2 56+0,2
E-Chi 379,2+0,2 4,48 +0,03 | 1,25+0,01 9,3+0,2 1,8+0,2

FT: fenoles totales. XO: xantino oxidasa. SO: anién supero6xido
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VI. CONCLUSIONES

El rendimiento de la obtencidn de los extractos presentd cierta homogeneidad con la
excepcion de E-Cau que presenté un rendimiento considerablemente mayor que los

demads ecotipos para los EDCM y EET.

Mediante la cuantificacion de fenoles totales, se pudieron establecer diferencias
esperables entre los extractos EAE y EET. Los EET de todos los ecotipos mostraron

aproximadamente un contenido promedio tres veces mayor de fenoles que los EAE.

En los EAE de los diferentes ecotipos, se observd que las diferencias entre los estos fue
significativa (P <0,05) a excepcién de los E4 y E5 que no mostraron diferencias
significativas entre ellos. Para los EET de los ecotipos, las diferencias entre todos fue
significativa (P <0,05), resultando el EET del E5 el que presenté un mayor contenido en

fenoles totales correspondiente a 462,5 + 0,2 mg acido gélico/g extracto seco.

En el ensayo de xantino oxidasa se observd que el E3 fue el que presentd mayor
potencia al momento de inhibir a la enzima con una CEsp= 1,871 0,03 ppm y el E-Chi fue

de los ecotipos evaluados el menos potente con una CEsy= 4,48 + 0,03 ppm.

En el ensayo de atrapamiento del anidn superéxido se observd que el E4 fue el que
presentd mayor capacidad de atrapamiento con una CEsp= 0,50 + 0,01 ppm y los E2 y
E3 fueron de los ecotipos evaluados los menos potentes con una CEsy de 1,81 + 0,02

ppm para E3 y una CEsy de 1,81 £ 0,01 ppm para el E2.

En el ensayo de cinética de atrapamiento del radical DPPH, el E-Cau fue el que presento
una mayor capacidad atrapadora del radical con una CE5,=6,0 £ 0,2 ppm, y una EA=5,6
x 102 + 0,2 ppm, de los ecotipos evaluados fue el E2 el que presentd menor capacidad
atrapadora del radical DPPH con una CE5=12,5 + 0,1 ppm vy el E-Chi fue el que resultd

con una menor eficiencia antioxidante.
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v Las diferencias observadas entre los distintos ecotipos se puede suponer que se deban
en el caso de la xantino oxidasa a la presencia en los EET de un mayor contenido en
flavonoides como la quercetina y la mirecetina, asi como sus derivados, mientras que el

E3 y E4 podrian tener un mayor contenido de canferol y sus derivados.

v" Respecto del ensayo de atrapamiento del anién superdxido todos los ecotipos
presentan una CEsy de atrapamiento del anién superdxido menor a la CE5y de inhibicidon
de la xantino oxidasa lo que indica que poseen tanto actividad sobre la xantino oxidasa
y el anién superdxido, en el caso de la murta, los flavonoides descritos capaces de
inhibir a la xantino oxidasa y ademads atrapar al anién superéxido son la epicatequina
(CEsp= 1,59 uM # 0,08), la quercetina (CEs¢=1,63 uM % 0,02), la mirecetina (CEs,=0,33
UM £ 0,03) y el epigalato de catequina (CEsg=0.48 uM % 0,02). Por lo que se puede
suponer que la mayor actividad del E4 se deba a la presencia de estos flavonoides en su

EET.

v" Ademds se puede suponer que los diferentes ecotipos de murta, deben su actividad
sobre la xantino oxidasa y el anidn superdxido por la combinacion de los diferentes
flavonoides descritos para los EET de hojas de U. molinae, debido a que no se conoce
con exactitud la composicién quimica de los extractos, solo se puede suponer que los
ecotipos como E4 y E5 poseen en su composicidon mayor contenido de mirecetina y sus
derivados, por lo que presumiblemente presenten la mayor capacidad de atrapamiento

del SO.

v" En el ensayo de cinética de atrapamiento del radical DPPH, la eficiencia antioxidante es
un parametro que permite evaluar cada ecotipo considerando su CEsyy el tiempo que
demoran en atrapar el 50% de DPPH, esto es importante ya que un buen antioxidante
es aquel que posee mayor potencia (menor CEsp) y a su vez lo hace en corto tiempo,
dos condiciones necesarias para evitar y prevenir el dafio ocasionado por el estrés

oxidativo (Villafio et al., 2007).
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v" Con los resultados obtenidos se puede presumir que en el caso de los EET de los
ecotipos evaluados, que es el conjunto de taninos y flavonoides presentes en cada
ecotipo, lo que les da su eficiencia antioxidante ya que no se cuenta con la composicion
guimica completa en polifenoles de los extractos evaluados que permitan establecer

mayores diferencias entre los ecotipos.

v" Estos resultados permiten establecer que variaciones en la ubicacidn geografica de los
ecotipos modula su actividad antioxidante, y abre la puerta a otros estudios quimicos y
farmacolégicos mas detallados de la especie que permitan establecer su composicion
guimica en polifenoles, para poder potenciar a los extractos de murtilla como fuente

de antioxidantes en busca de futuros fitofarmacos.
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Anexos

ANEXOS
Anexo 1. Graficos correspondiente al % Inhibicion de la enzima xantino oxidasa (XO)
vs. Concentracion (ppm) y su linealizacion aplicando logaritmo de los extractos
etandlicos (EET) de los 7 ecotipos evaluados.
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1B. Ecotipo Chiloe
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1C. Ecotipo 1
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1D. Ecotipo 2
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1E. Ecotipo 3
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1F. Ecotipo 4
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1G. Ecotipo 5
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Anexo 2. Graficos correspondiente al % Atrapamiento del anién superoxido (SO) vs.
Concentracion (ppm) y su linealizacion aplicando logaritmo de los extractos etandlicos
(EET) de los 7 ecotipos evaluados.
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2B. Ecotipo Chiloé
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2C. Ecaotipo 1
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2D. Ecotipo 2
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2E. Ecotipo 3
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2F. Ecotipo 4
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2G. Ecotipo 5
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Anexos

Anexo 3. Gréficos correspondiente a la cinética de atrapamiento del radical DPPH y

%DPPH remanente (%DPPHrem) vs. Concentracion (ppm) de los extractos etandlicos

(EET) de los 7 ecotipos y patrones evaluados.
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3B. Quercetina
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3C. Ecotipo Cauquenes
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3D. Ecotipo Chiloe
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3E. Ecotipo 1
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3F. Ecotipo 2
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3G. Ecotipo 3
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3H. Ecotipo 4
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3l. Ecotipo 5

0.2

0.0+
0

%DPPHrem

2ppm
3ppm
4ppm
S5ppm
6ppm
12ppm

100+

20

40

60 80 100 120 140

Tiempo(min)

%DPPHrem =-6.256 * CONC + 96.45

r’=0.9990
F=33,36

2 4 6 8 10 12 14
Concentracion (ppm)

71



Anexos

3J. Cinética de atrapamiento del radical DPPH para las concentraciones efectivas 50

(CExp) de los extractos etandlicos (EET) de los ecotipos evaluados.
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