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Resumen

RESUMEN

En esta tesis se observo que los extractos seriados de acetato de etilo (EAE) y
etanol (EET) de las hojas de Ugni molinae Turcz. (murtilla) son fuente de los &cidos,
asiatico, alfitélico, corosolico, betulinico, oleandlico, ursélico, madecasico y maslinico,
presentes en diferentes concentraciones. Siendo estos dos Ultimos triterpenoides
identificados por primera vez en esta especie. Se obtuvo desde el EET una fraccion
enriguecida en triterpenoides (SAE), la cual concentré alrededor de 3 veces la cantidad
de los acidos madecasico, asiatico, corosélico y maslinico. SAE (1 mg/oreja) demostrd
tener efecto anti-inflamatorio tépico significativo de un 43,3 £ 4,2% en el modelo de
edema de oreja de raton inducido por TPA. Este efecto fue atribuible en parte a la
presencia del 4cido madecasico (DEs, 0,11 pumol/oreja). SAE (1 y 10 pg/mL) y los
acidos madecéasico (1 y 10 pM), corosélico (1 uM) y alfitélico (10 uM) redujeron
significativamente la cantidad de IL-6 liberada desde adipocitos maduros expuestos a
TNF-a.

Tanto EAE como SAE redujeron significativamente el nivel de especies
reactivas de oxigeno intracelulares (EROic) inducidas por TNF-a en macréfagos y
células B pancreaticas, debiéndose este efecto tanto a los triterpenoides como a los
compuestos fendlicos presentes. Los &cidos madecasico, asiatico, corosdlico,
maslinico, alfitélico, ursdlico y oleandlico (1 y 10 uM) fueron capaces de disminuir el
nivel de EROic inducidas por TNF-a tanto en macrofagos como en células B

pancreaticas, siendo el efecto mas potente en estas Ultimas células.

Tanto SAE como EAE (10 pg/mL) inhiben el proceso de diferenciacion de
adipocitos debido en gran parte a sus triterpenoides. Estos, a una concentracion de 10

MM, mostraron un importante efecto inhibitorio.

EET, EAE y SAE (60 pg/mL) inhiben la glicogeno fosforilasa a, observdndose
actividades inhibitorias de 45,9 + 4,3, 92,2 £+ 1,1y 91,6 + 1,2%, respectivamente. Tanto

triterpenoides como flavonoides estarian involucrados en este efecto.



Abstract

ABSTRACT

This study showed that ethyl acetate and ethanol serial extracts (EAE and EET,
repectively) from the leaves of Ugni molinae Turcz. (murtilla) are source of asiatic,
alphitolic, corosolic, betulinic, oleanolic, ursolic, madecassic and maslinic acids at
different concentrations. The two latter triterpenoids were identified for the first time in
this species. It was obtained from EET a triterpenoid-rich fraction (SAE), which
concentrated about 3 times the amount of madecassic, asiatic, corosolic and maslinic
acids. SAE (1 mg/ear) showed a significant topical anti-inflammatory effect of 43.3 +
4.2% in the TPA-induced mouse ear edema. This effect is due in part to the presence of
madecassic acid (EDs, 0,11 pmol/ear). SAE (1 y 10 pg/mL) and madecassic (1 y 10
UM), corosolic (1 puM) and alphitolic (10 uM) acids significantly reduced the amount of

IL-6 released from TNF-a-exposed mature adipocytes.

Both EAE and SAE significantly reduced the level of TNF-a-induced intracellular
reactive oxygen species (icROS) in macrophages and pancreatic B cells owing this
effect to the pentacyclic triterpenes and phenolic compounds occurring in them.
Madecassic, asiatic, corosolic, maslinic, alphitolic, ursolic and oleanolic acids (1 and 10
puM) attenuated the TNF-a-induced icROS level, both in macrophages and in pancreatic
B cells, being the effect more potent in the latter.

Both SAE and EAE (10 pug/mL) inhibited the adipocyte differentiation process in
large part due to their triterpenoids. These, at a concentration of 10 uM, showed

significant inhibitory effect.

EET, EAE and SAE (60 pg/mL) inhibited glycogen phosphorylase a, observing
inhibitory activities of 45.9 + 4.3, 92.2 + 1.1 and 91.6 + 1.2%, respectively. Both

triterpenoids and flavonoids were involved in this effect
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I. INTRODUCCION

1. Antecedentes de la especie

1.1. Clasificacion taxonémica (Montenegro, 2000)

Nombre cientifico : Ugni molinae Turcz.
Sinonimias : Myrtus ugni Mol., Eugenia ugni Hook. et Arn.
Nombres vulgares  : murta, murtilla, ufii o UAU (voz mapuche)

Chilean guava (inglés), Chilean cranberry (inglés)

Familia : Myrtaceae
Orden : Myrtales
Clase : Magnoliopsida

Division : Magnoliophyta



Introduccion

1.2. Descripcién botanica (Huxley y cols., 1999)

Ugni molinae Turcz., es un arbusto perteneciente a la familia Myrtaceae que
crece de manera silvestre en las regiones australes de Chile (35° a 42° LS) y que
puede alcanzar hasta 2 m de altura. Sus hojas son ovaladas, lanceoladas o elipticas de
1,4 - 3,6 x 0,8 — 2 cm de tamafio, glabras o con algunos pocos pelos dispersos, de
agudas a acuminadas con vena media prominente sobre el envés de lamina; sus
peciolos son superficialmente canalizados de 2 — 4 mm; pétalos suborbiculares,
carnosos de 5 — 8 mm, rosados; 40 a 60 estambres de 2 — 4 mm. Frutos subglobosos

de alrededor de 1 cm de diametro, rojo oscuros.

Figura 1: Ugni molinae Turcz., Myrtaceae
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1.4. Antecedentes de uso tradicional y etnofarmacolégicos

Ugni molinae es una especie productora de bayas cuyo aroma caracteristico ha
sido descrito como una mezcla de notas frutales, dulces y florales debido a sus
compuestos volatiles, similares a los encontrados en muchos frutos aromaticos
tropicales (Scheuermann y cols., 2008). En las zonas de crecimiento, los frutos de esta
especie son altamente apreciados y consumidos como fruto fresco, siendo también
procesados como mermelada, conservas en almibar, empleados en reposteria, jugos y
licores (Ah-Hen y cols., 2011). Se ha demostrado que estos frutos poseen una rica y
diversa composicion de compuestos bioactivos con propiedades medicinales, los
cuales han sido intensamente estudiados (Schreckinger y cols., 2010). Estos
antecedentes han incentivado el desarrollo de estudios que contemplen la
domesticacién de la especie (Aguila y Nahuelhual, 2008; Franck y cols., 2007) y
formulaciéon de patentes que protejan variedades especificas (Seguel y Montenegro,
2010).

La medicina tradicional ha atribuido a las partes aéreas de la especie
propiedades astringentes, estimulantes y aromaticas, ademas de diversas propiedades
terapéuticas frente a afecciones de la piel y para el tratamiento de dolores del tracto
urinario (Montenegro, 2000; Montes y Wilkomirsky, 1985). La infusion de sus hojas es
empleada para suavizar el cutis reseco y aumentar la elasticidad de la piel
(Montenegro y cols., 2005). En la actualidad diversos productores cosméticos han

desarrollado formulaciones en base a extractos de las hojas de esta especie nativa.
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1.5. Estudios previos
1.5.1. Estudios quimicos previos

1.5.1.1. Triterpenoides pentaciclicos

Aguirre y cols. (2006) describieron para extractos seriados de las hojas de la
especie seis triterpenoides pentaciclicos derivados de los esqueletos ursano, lupano y
oleanano (Figura 2). Es asi como desde un extracto seriado de diclorometano fueron
aislados e identificados los acidos betulinico, ursdlico, oleandlico, afitdlico y corosdlico

y desde un extracto seriado de acetato de etilo fue obtenido el acido asiético.

Acido betulinico Acido ursélico Acido oleandlico
acido 3B-hidroxi-lup-20(29)-en-28-oico acido 3B-hidroxi-urs-12(13)-en-28-oico acido 3p-hidroxi-olean-12(13)-en-28-oico

Acido alfitdlico Acido corosélico Acido asiatico

acido 2a-3B-dihidroxi-lup-20(29)-en-28-oico acido 2a-3B-dihidroxi-urs-12(13)-en-28-oico acido 2a-3B-23-trihidroxi-urs-12(13)-en-28-oico

Figura 2: Triterpenoides pentaciclicos previamente identificados en las hojas de U. molinae
(Aguirre y cols., 2006)
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1.5.1.2. Compuestos fendlicos

Rubilar y cols. (2005), mediante cromatografia de liquidos de alta eficiencia
acoplada a detector de UV y de espectrometria de masas por ionizacion por electro-
spray en tandem (CLAE-UV-ESI-MS"), identificaron en extractos globales de etanol y
metanol de las hojas de U. molinae compuestos fendlicos glucosidicos y ramnosidicos
derivadas de miricetina, quercetina y canferol, ademas de epicatequina y miricetina en
su estado de aglicona. Del mismo modo, los autores identificaron en un extracto
acuoso glucosidos, xilésidos y ramnésidos de miricetina y quercetina ademas de

derivados del acido galico.

1.5.2. Estudios farmacoldgicos previos

1.5.2.1. Actividades anti-inflamatoria y analgésica

Aguirre y cols. (2006) demostraron mediante el ensayo de inflamacion tépica en
oreja de raton que los extractos seriados de hexano, diclorometano, acetato de etilo y
metanol de las hojas de la especie poseen elevadas actividades anti-inflamatorias

debidas principalmente a la presencia de los triterpenoides pentaciclicos descritos.

Las propiedades analgésicas de los extractos seriados de diclorometano,
acetato de etilo y metanol de las hojas fueron posteriormente demostradas por
Delporte y cols. (2007) mediante los ensayos in vivo de contorsiones abdominales,
latigazo de la cola y prueba de la formalina en ratones, obteniendo los valores de DEsg
indicados en la Tabla 1, validando asi el uso tradicional de las hojas en el tratamiento
analgésico de diversas dolencias. Los autores vincularon el mecanismo del efecto a la
inhibicion de la lipooxigenasa y/o ciclooxigenasa en la cascada del &cido araquiddnico
y/lo receptores de opioides. Consideraron también, ademas de la composicion
triterpenoidea de los extractos, la presencia de los compuestos fendlicos en los

extractos como posibles contribuyentes al efecto total.
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Tabla 1: Efectos analgésicos de extractos de hojas de U. molinae (Delporte y cols., 2007)

DESOca-ip DESOIc-po DESO\C-I % Epf

(mg/kg) + SEM (mgkg) + SEM (%) * SEM (d.u5%) £ SEM
DCM 0,21* =+ 0,02 199,00 + 16,0 2,00 = 11 75,5* * 53
EA 0,37 + 0,03 189,00 = 10,2 0,35* + 0,1 77,5 # 3,9
ME 1,37 + 0,82 120,00 =+ 6,8 1,40* =+ 0,2 31,6 = 12,2
Ibuprofeno 0,85* + 0,26 459 + 12,0 8,23* =+ 0,1 A76,5* + 6,3

*p < 0,05. DEsqcaip = dosis que produce un 50% de analgesia en el ensayo de contorsiones abdominales (administracion i.p.); DEsoic-po
= dosis que produce un 50% de analgesia en el ensayo del latigazo de la cola (administracion p.o.); Esoc« = dosis que produce un 50%
de analgesia en el ensayo del latigazo de la cola (administracion tépica); % E, = Efecto analgésico porcentual en la prueba de la
formalina por administracion tépica; d.u. = dosis Unica; DCM = extracto de diclorometano; EA = extracto de acetato de etilo; ME =
extracto metandlico; A~ ~ efecto méaximo. Cada grupo representa el promedio de ocho animales pretratados con los extractos o el
farmaco de referencia + SEM

1.5.2.2. Actividad antioxidante de extractos de hojas

Recientemente, Rubilar y cols. (2011) demostraron la actividad atrapadora del
radical libre DPPH de extractos etandlicos globales de hojas, tallos y frutos de U.
molinae observando que el extracto de hojas resulté respectivamente 2 y 4 veces mas
activo que los de tallos y frutas, observando una correlacion lineal estadisticamente
significativa entre la composicién fendlica y la actividad atrapadora del radical libre. En
el mismo estudio, se demostr6 que el mismo extracto de hojas posee la mayor
actividad inhibitoria sobre la peroxidacion lipidica debida a la presencia de los

compuestos fendlicos de elevada polaridad.

1.5.2.3. Otras actividades

Shene y cols. (2012) estudiaron extractos acuosos e hidro-alcohélicos de las
hojas secas y observaron un efecto promotor del crecimiento de lactobacilos y
bifidobacterias, siendo este Ultimo comparable al obtenido con fructo-oligosacaridos, un
agente prebiético de referencia. En el mismo estudio se demostré la sensibilidad de

bacterias Gram-(-) y -(+) de muestras fecales frente a los mismos extractos.
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2. Sindrome metabdlico e inflamacion

Actualmente no existe una definicion clara respecto al sindrome metabdlico
(SM). Sin embargo se ha establecido como criterio general que el SM es una
agrupaciéon de anormalidades metabdlicas que incluyen obesidad abdominal,
resistencia a la insulina, dislipidemia aterogénica, presiébn sanguinea elevada, perfil
pro-trombético e inflamacién (Alberti y Zimmet, 1998; Ross y Despres, 2009), estando
asociado a un aumento del riesgo de diabetes del tipo 2, enfermedad cardiovascular y

mortalidad (Galassi y cols., 2006; Lorenzo y cols., 2003).

Se ha descrito que la progresion hacia la diabetes tipo 2 en individuos de indice
de masa corporal (IMC) entre 25 y 30 kg/m? ocurre con una incidencia tres veces
superior que en aquellos de IMC menor que 25 kg/m?y 10 veces superior en individuos
obesos (IMC > 30 kg/m?), siendo el sobrepeso y la obesidad predictores tanto de la

resistencia a la insulina como de la diabetes (Bonora y cols., 2004).

La acumulacion de nutrientes en forma de triglicéridos ocurre principalmente en
el tejido adiposo blanco, el cual ademéas de ser un depdsito acumulativo de energia es
un tejido secretor de sustancias reguladoras de la homeostasis metabdlica, tales como
las adipocitoquinas leptina, adiponectina, resistina y visfatina, las cuales son factores
que conectan el tejido adiposo con la inflamacion y el sistema inmunitario (Tilg y
Moschen, 2006) y citoquinas pro-inflamatorias entre las cuales destacan el factor de
necrosis tumoral a (TNF-a), interleuquina 6 (IL-6) y proteina quimioatractante de
monocitos 1 (MCP-1) (Xu y coals., 2003). En su conjunto, estos mediadores constituyen
un estado de inflamacién crénica sub-clinica que ha sido referida como
“metaflamacion” (Hotamisligil, 2006). Cabe destacar la abundante vascularizacion del
tejido adiposo blanco, por lo que sus secreciones estdn comunicadas con otros tejidos
del organismo tales como la musculatura esquelética e islotes pancreéticos, ejerciendo
al mismo tiempo sobre éstos sus efectos biologicos. Tanto TNF-a como IL-6
promueven la resistencia a la insulina (Hotamisligil y cols., 1993; Senn y cols., 2002),
bloqueando (por via de la proteina quinasa JNK) la actividad del sustrato del receptor

de insulina (IRS), el cual es un mediador de la transduccion de la sefial entre este
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receptor y distintos factores de transcripcion en el nacleo celular (Hotamisligil y cols.,
1996).

Como se mencioné anteriormente, los adipocitos son capaces de secretar
MCP-1, para el cual se ha demostrado que contribuye a la infiltracion de macrofagos
hacia el tejido adiposo, promoviendo la progresion de la resistencia a la insulina y
diabetes debido a que esta poblacién de células es responsable en gran parte del TNF-
a presente y de cantidades significativas de la 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS) e
IL-6 (Kanda y cols., 2006; Weisberg y cols., 2003). La produccion de estas citoquinas
por parte de los macrofagos se suma a la de los adipocitos generando un estado
inflamatorio progresivo vinculado tanto al aumento de masa del tejido adiposo como al

deterioro de la homeostasis metabdlica.

3. Sindrome metabdlico y estrés oxidativo

Extensas revisiones abordan los mecanismos por los cuales se generan
complicaciones debidas a trastornos metabdlicos y describen el estrés oxidativo como
factor clave (Brownlee, 2001). El exceso de nutrientes disponibles es metabolizado por
la mitocondria generando anion superéxido mediante un desacoplamiento abundante y
progresivamente disfuncional de la cadena transportadora de electrones conduciendo a
dafo celular, lo cual al ocurrir en células B favorecera la progresion de la disfuncién
metabdlica a la diabetes de tipo 2 (Lowell y Shulmanz, 2005). A su vez, las especies
reactivas de oxigeno (ERO) generadas en este proceso induciran la generacion de
mediadores inflamatorios tales como los mencionados en la seccion anterior (Dandona
y cols., 2005). De este modo las citoquinas inflamatorias generadas como resultado del
dafo inducido por ERO se sumaran a las liberadas por la respuesta inmunitaria en el
tejido adiposo blanco, potenciando la progresion de la enfermedad. Adicionalmente,
Kim y cols. (2010) demostraron el mecanismo por el cual el TNF-a induce la produccién

de ERO en la mitocondria.



Introduccion

Existe un estrecho vinculo entre los estados hiperglicémicos, el estrés oxidativo
y la inflamacion cronica. La conjuncién de estos acontecimientos fisiolégicos debe ser
abordada al estudiar agentes capaces de controlar las complicaciones ocasionadas por
el deterioro de la homeostasis metabdlica.
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Hipo6tesis

Il. HIPOTESIS

Las hojas de Ugni molinae Turcz. poseen efectos inhibitorios sobre la glicogeno
fosforilasa a, actividades moduladoras de la adipogénesis y actividades anti-
inflamatorias y antioxidantes. Estos efectos se deben a los metabolitos secundarios

presentes en ellas.
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Objetivos

[ll. OBJETIVOS

1. Objetivo general

Contribuir al conocimiento quimico y farmacologico de las hojas de U. molinae,
identificando metabolitos secundarios presentes en las hojas, determinando sus
potenciales actividades moduladoras de la actividad de glicégeno fosforilasa a y
adipogénesis, asi como sus posibles propiedades anti-inflamatorias y antioxidantes.

2. Objetivos especificos

e Determinar para los diferentes extractos y metabolitos secundarios aislados en
cantidad suficiente:

Su actividad inhibitoria de glicégeno fosforilasa a
Su efecto sobre la adipogénesis en preadipocitos

e Aislar e identificar metabolitos secundarios presentes en los extractos
bioactivos obtenidos desde las hojas de U. molinae.

e Determinar in vivo e in vitro, mediante distintos modelos, la actividad anti-
inflamatoria de las geninas triterpenoides obtenidas en cantidad suficiente.

e Determinar in vitro la actividad antioxidante de los diferentes extractos y de las
geninas triterpenoides obtenidas en cantidad suficiente empleando diferentes
modelos.

e FEvaluar relaciones estructura-actividad entre los distintos triterpenoides
identificados.

12
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IV. MATERIALES Y METODOS

1. Material vegetal

Fue recolectada en el mes de abril una muestra de hojas de Ugni molinae
Turcz. (Myrtaceae) de la Provincia de Cauquenes (35° 41’ S; 71° 40’ O). 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 cuyo nuimero de registro
corresponde a SQF-22462.

2. Estudios quimicos
2.1. Extraccion

2.1.1. Obtencion de extractos seriados de U. molinae

Las hojas fueron secadas en estufa a 40 °C hasta peso constante y molidas
para ser sometidas a extraccion sucesiva con solventes de polaridad creciente hasta
total agotamiento del material vegetal, eliminando completamente el solvente por
evaporacion a presion reducida en un evaporador rotatorio. Se obtuvieron los extractos
secos con hexano (EH), diclorometano (EDCM), acetato de etilo (EAE) y etanol (EET)
(Figura 3).
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I Hojas secas y molidas de
- Ugni molinae

Hexano

v

) Material vegetal agotado con
Diclorometano =———————
hexano

\ 4

EH

v

Acetato de etilo > Material yegetal agotado con
diclorometano

>
L

Y

o0 —=—0T

EDCM

v

- Material vegetal agotado con
- acetato de etilo
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\ 4

EAE

v

Material vegetal agotado con
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Figura 3: Proceso de extraccion seriada de hojas de U. molinae

\ 4

EET

EH: extracto hexanico; EDCM: extracto con diclorometano; EAE: extracto con acetato de etilo; EET:

extracto etandlico.
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2.1.2. Obtencidn de una fraccion rica en triterpenoides desde el EET

Debido a que el EET es una mezcla compleja que contiene compuestos
fendlicos (Rubilar y cols., 2005), sapogeninas (Aguirre y cols., 2006) y saponinas
triterpénicas (Avello y cols., 2009) se exploraron dos estrategias, con el fin de
seleccionar la metodologia mas eficiente para obtener fracciones ricas en

triterpenoides.

2.1.2.1 Extraccion liquido-liquido del EET por reparto entre solventes

Se realizé la extraccibn empleando EtOAc sobre una suspension acuosa al
0,8% del EET, obteniendo una fraccion denominada FAcet, para posteriormente
intentar extraer desde la fase acuosa remanente (FAql) las saponinas con n-butanol

(Fbut), como se muestra en la Figura 4.

Tanto FAcet como FBut fueron llevados a sequedad bajo presion reducida

mediante un evaporador rotatorio.

EET
Suspensién acuosa 0,8%

EtOAC

Secar con Na,SO,

Filtrar por papel Whatman 4 FAQl

Llevar a sequedad

n-butanol
Filtrar por papel Whatman 4
Llevar a sequedad
4
Facet FAQ2 Fbut

Figura 4: Esquema de extraccion liquido-liquido del EET por reparto entre solventes.
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FAcet: fraccién rica en triterpenoides obtenidos de la fase organica de EtOAc; FAqQ: fase acuosa;
Fbut: fase butanolica

2.1.2.2. Extraccion solido-liquido del EET con aparato de Soxhlet

Se realiz6 una extraccién mediante un aparato de Soxhlet sobre diferentes lotes
de 5 g de EET hasta total agotamiento en forma sucesiva con agua, CH,Cl,, EtOAc y
EtOH, obteniéndose respectivamente las fracciones AET, SDM, SAE, SET como se
muestra en la Figura 5. Se emple6 agua como primer solvente con la finalidad de
extraer taninos y compuestos hidrosolubles, procediendo con los solventes organicos
de polaridad creciente y secando completamente a temperatura ambiente por corriente
de aire el residuo sélido al finalizar cada extraccion exhaustiva. Cada una de las
fracciones fue llevada a sequedad a presion reducida mediante un evaporador
rotatorio.

EET
59 Fraccién
Agua
> AET
Diclorometano
> SDM
Acetato de etilo
> SAE
Etanol
> SET

300 mL

Figura 5: Esquema de extraccion soélido-liquido
del EET con aparato extractor de Soxhlet
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2.2. Aislamiento de metabolitos secundarios desde los extractos bioactivos
mediante columna cromatogréfica, seguimiento mediante cromatografia en capa

fina e identificacion por resonancia magnética nuclear

2.2.1. Fraccionamiento por columna cromatogréfica abierta (CC)

Para el fraccionamiento y posterior aislamiento por CC fueron empleadas las
fases estacionarias gel de silice 60 (63 — 200 um y 40 — 63 um) y Sephadex® LH-20.
Se emple6é también un sistema de cromatografia de liquidos de mediana presién
(MPLC) equipado con una bomba Bichi 688 y fase estacionaria de gel de silice
octadecil silanizada (FR-18) en columna de 45 x 2 cm, Biichi 28147.

2.2.2. Seguimiento mediante cromatografia en capa fina (c.c.f.)

El seguimiento tanto de los procesos de extraccion como del fraccionamiento
por CC se realiz6 mediante c.c.f. utilizando cromatofolios de gel de silice 60 de fase
normal y FR-18. Para los cromatofolios en fase normal se emple6 como fase movil las
mezclas n-butanol-EtOAC-NHgq-H,O (6:4:0,5:1) y DCM-EtOAC (8:2) y para FR-18 se
empled una mezcla MeOH-H,O (8:2). Para revelar triterpenoides se empleé el reactivo
de p-anisaldehido-acido sulfarico (PAS) y para revelar compuestos fenélicos se empled
el reactivo NP-PEG.

2.2.3. Reactivos reveladores de rociado parac.c.f.

e p-anisaldehido-acido sulfarico (PAS)

Permite la deteccién de terpenoides, fenilpropanoides y saponinas al
rociar la placa cromatogréafica con el reactivo y calentarla posteriormente sobre

una plancha a 110 °C.

El reactivo fue preparado disolviendo 0,5 mL de p-anisaldehido en 10
mL de acido acético glacial, seguido de 85 mL de metanol y 5 mL de acido

sulfurico concentrado.
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e NP-PEG

Permite la deteccion de flavonoides y aloina al rociar la placa con el
reactivo, observando la fluorescencia producida bajo luz UV de 365 nm. El
comportamiento de fluorescencia es dependiente de la estructura quimica de

los compuestos.

La placa cromatogréfica es rociada con una solucién metandlica al 1%
de difenilboriloxietilamina (NP) seguido de una solucion etandlica al 5% de
polietilenglicol-4000 (PEG).

2.2.4. Identificacién por espectrometria de resonancia magnética nuclear (RMN)

La identificacibn de los compuestos aislados se realizO6 mediante
espectrometria de *H RMN (400 MHz) y **C RMN (100 MHz) en un equipo Bruker
Avance UltraShield 400 (Bruker Daltonik GmbH; Bremen, Alemania) con TMS como

estandar interno.
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2.3. Caracterizacion de los extractos de U. molinae mediante cromatografia de
liguidos de alta eficiencia acoplada a deteccién por UV y espectrometria de

masas por ionizacién por electro-spray en tandem (CLAE-UV-ESI-MS/MS)

Las muestras se examinaron en un sistema CLAE-UV-ESI-MS/MS que
consisti6 en un sistema CLAE Agilent 1100 (Agilent Technologies Inc.) acoplado al
espectrémetro de masas de tipo electro-spray con trampa iénica ESI-IT Esquire 4000
(Bruker Daltonik GmbH, Alemania). Para el control del sistema de CLAE se utilizé el
programa ChemsStation para CLAE 3D Rev. A.10.02 (Agilent Technologies Inc., CA-
USA) y para el control del espectrometro se utilizd el programa esquireControl 5.2
(Bruker Daltonik GmbH, Alemania).

Para la separacién por CLAE se utiliz6 una columna Hibar Purospher Star RP-
18 (250 mm x 4 mm de didmetro interno; tamafo de particula: 5 um). A la salida de la
columna se conecté un partidor que dividié el flujo hacia el detector de UV y al
espectrometro de masas. La separacion de 20 uyL de cada muestra se realizé a
temperatura ambiente mediante el programa en gradiente sefialado en la Tabla 2 a un
flujo constante de 0,6 mL/min, detectando a 201 nm.

Tabla 2: Sistema de gradiente para la
caracterizacion por CLAE-UV-ESI-MS" de
extractos de U. molinae.

Tiempo Gradiente (%)

(min) A B
0 60 40
40 97 3

A: CH3CN; B: HCOOH 0,1%

El proceso de ionizacion (nebulizacion) mediante electro-spray se realizd a
3000 V asistido por nitrdgeno como gas nebulizador a una temperatura de 325 °C,
presion de 2 bar y flujo de 10 L/min. Los espectros de masas se adquirieron en
polaridad positiva y negativa para el intervalo de barrido de 20 — 1000 m/z, utilizando

barrido estandar y resolucién normal (velocidad de barrido 13000 m/z/s; ancho de pico
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0,6 FWHM/m/z). La trampa de iones se utilizd en el modo de control de carga de iones
(ICC activado). La disociacion inducida por colisién (CID) se efectu6 mediante helio
presente en la trampa. La fragmentacion se realizd utilizando los siguientes
parametros: SmartFrag, 30 — 200 %; amplitud de fragmentacion, 1,00 V; tiempo de
fragmentacion, 40 ms; ancho de aislamiento MS(n), 4 m/z; promedios MS(n), 5;
namero de iones precursores AutoMS(2), 5 sefales; y la intensidad umbral AutoMS(2)
se fij6 previamente a cada inyeccidén. Adicionalmente, para la seleccién de los iones
precursores se utilizé el modo de exclusion activa (andlisis dependiente de datos) con

los siguientes pardmetros: exclusién, 2 espectros; tiempo de exclusién, 1 min.

El andlisis de cromatogramas y espectros de masas se realiz6 por medio del

programa DataAnalysis 3.2 (Bruker Daltonik GmbH, Alemania).

2.4. Estandarizacion guimica de extractos de U. molinae por cromatografia de

liquidos de alta eficiencia

Todos los andlisis cuantitativos por CLAE fueron realizados en un equipo de
CLAE Waters 600 C acoplado a un detector de arreglo de fotodiodos Waters 996 y

equipado con un inyector automatizado Waters 717 plus.

Para la estandarizacion del EAE y SAE se inyect6 en el equipo un volumen de
20 pL de una solucion metandlica de 5000 pg/mL y para la estandarizacion del EET un
volumen de 20 pL de una solucion metandlica de 10000 pg/mL.

Para valorar de manera eficiente la cantidad de triterpenoides en los distintos

extractos fue necesario establecer dos condiciones cromatograficas diferentes

detalladas a continuacion.
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2.4.1. Valoracion de los acidos madecésico, asiatico, maslinico, corosdélico y

alfitolico

La valoracion de la cantidad de los acidos madecasico, asiatico, maslinico,
corosolico y alfitélico en los extractos EAE y EET y la sub-fraccién rica en

triterpenoides (SAE) se realizé por CLAE con las siguientes condiciones:

Columna . Hibar Purospher Star FR-18 (250 mm x 4 mm de diametro interno;
tamafio de particula: 5 pum)
Fase movil  : Acetonitrilo — Acido férmico 0,1 % (60 : 40)

Flujo : 0,6 mL/min

Se emplearon estdndares primarios de los acidos madecéasico (PhytolLab,
Alemania), asiatico (Sigma) y maslinico (Sigma). La concentracion de los &cidos
corosolico y alfitélico fue expresada como los acidos ursdélico y betulinico, al no exisitir

patrones primarios comercialmente disponibles.

2.4.2. Valoracién de los acidos betulinico, ursélico y oleandélico

La valoracién de la cantidad de los acidos betulinico, ursélico y oleandlico en
los extractos EAE y EET vy la fraccion rica en triterpenoides (SAE) se realiz6 por CLAE

con las siguientes condiciones:

Columna : Hibar Purospher Star FR-18 (250 mm x 4 mm de diametro interno;
tamafio de particula: 5 pm)
Fase movil  : Acetonitrilo — Acido férmico 0,1 % (75 : 25)

Flujo : 0,7 mL/min

Se emplearon estandares primarios de los acidos betulinico, ursélico y

oleandlico (Sigma).
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2.5. Determinacion de la cantidad de fenoles totales mediante la reaccién de

Folin-Ciocalteu

Para la determinacion de la cantidad de fenoles totales en los distintos extractos
de las hojas de U. molinae se empleé el método de Folin-Ciocalteu, el cual se
fundamenta en la reacciébn de oxido-reduccion entre compuestos reductores y el
reactivo de Folin-Ciocalteu (RFC) al producirse una transferencia de electrones en
medio alcalino, reduciendo el complejo fosfomolibdico/fosfotliingstico a un cromégeno
azul el cual es cuantificado por colorimetria (Bray y Thorpe, 2006; Singleton y Rossi,
1965).

Para ello, 50 yL de una solucién metandlica al 80% de cada extracto fueron
diluidos con 450 pL de agua destilada para luego incorporar a esta solucién 2,5 mL de
una solucion RFC 10 %, y homogeneizar por 5 min a 25 °C. Transcurrido este tiempo,
se agregaron 2 mL de Na,CO; 5%. Tanto la solucién de la muestra como la solucién
control fueron homogeneizadas e incubadas en bafio termorregulado a 30 °C por 90
min, enfriando por 5 min a temperatura ambiente antes de leer la absorbancia a 765

nm en espectrofotdmetro Unicam UV-VIS.
El valor de fenoles totales en las muestras (n = 3) fue expresado en ug/mL de
acido galico para lo cual fue establecida una curva de calibracién en un intervalo de 0 a

700 ug/mL (Tawaha y coals., 2007).

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.

22



Materiales y métodos

3. Estudios farmacologicos
3.1. Estudios in vivo

3.1.1. Animales de experimentacion

Fueron empleados ratones de la cepa CF-1 no consanguineos de 20 — 25 g de
peso otorgados por la Unidad de Pruebas Biolégicas del Instituto de Salud Publica de
Chile (ISP), mantenidos a una temperatura de 18 a 20 °C. Todos los procedimientos
fueron realizados bajo los principios éticos que guian la investigacion con animales de
experimentacion, siendo estos aprobados por la Comisién de Etica de la Facultad de

Ciencias Quimicas y Farmacéuticas de la Universidad de Chile y del ISP.

3.1.2. Determinacion de la actividad anti-inflamatoria topica

La actividad anti-inflamatoria fue evaluada en grupos de 8 ratones tratados y 16
controles para cada dosis de las muestras en estudio. Luego de 5 minutos del
tratamiento con las muestras, los ratones recibieron 5 yug de acetato de 12-O-
tetradecanoil-forbol (TPA) (Sigma, St. Louis, MO) disuelto en acetona, como agente
pro-inflamatorio (el solvente no interfiere con el ensayo). Los sujetos control sélo
recibieron TPA a la misma concentracion. Tanto la muestra como el TPA fueron
aplicados sobre las superficies interna (10 pL) y externa (10 pL) de la oreja derecha,

mientras que la oreja izquierda sélo recibié acetona.

Los ratones fueron sacrificados por dislocacion cervical luego de 4,5 h de
exposicion al TPA y secciones de 6 mm de didmetro de ambas orejas fueron cortadas
con un sacabocados y pesadas. La diferencia de peso entre las secciones de ambas
orejas correspondid al valor del edema (Lloret y Moreno, 1995). La actividad anti-

inflamatoria tépica (AT) fue evaluada de acuerdo a la siguiente ecuacion:
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Pc — Pt
%AT = X 100

Donde Pc y Pt corresponden respectivamente a las medianas de los pesos de
las secciones de las orejas controles y tratadas (Delporte y cols., 2003).

Las dosis de las muestras fueron seleccionadas de acuerdo a trabajos previos
en el mismo ensayo biolégico (Aguirre y cols., 2006), confirmando la actividad de EAE
y EET y estableciendo la de SAE a una dosis de 1 mg. El 4cido madecésico fue
evaluado a 0,1, 0,2, 0,7, 0,8 y 1,6 umol/L mientras que el control positivo de

indometacina fue ensayado a dosis de 0,2, 0,4, 0,7 y 1,4 umol/L.

3.1.3. Andlisis estadistico

La significancia estadistica fue evaluada empleando el ensayo de Kruskal-
Wallis, seguido del ensayo de comparaciones multiples de Dunn. El criterio para la
significancia estadistica fue establecida a un P < 0,05. Los datos fueron expresados
como los valores de mediana + SEM calculados del peso del edema para los animales
tratados y no tratados, considerando los valores de control como un 100% de

inflamacion.
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3.2. Evaluacion de las actividades anti-inflamatoria, antioxidante y anti-

adipogénica en modelos celulares
3.2.1. Metodologia general

3.2.1.1. Reactivos, materiales e instrumentos de uso general

El TNF-a de ratén, el suero fetal bovino (SFB), tripsina y los medios de cultivo
de Eagle modificados de Dulbecco (DMEM) tanto alto o bajo en glucosa como libre de
rojo fenol fueron adquiridos de Sigma (St Louis, MO, Estados Unidos). Para todos los
casos, se diluy6é 100 veces en los medios de cultivo un cdctel de penicilina 10,000 U y
estreptomicina 10 mg/mL (Sigma). Para el conteo de células se empleé azul de tripan
0,4% y cadmaras desechables de conteo de células en un contador automatizado
Countess® de Invitrogen Life Technologies (Carlsbad, CA, Estados Unidos). Se emple6
material de plastico estéril Falcon de BD Biosciences (Franklin Lakes, NJ, Estados
Unidos). Para determinaciones fluorimétricas se emplearon placas negras Costar de
Corning Inc. (Corning, NY, Estados Unidos) de 96 pocillos con fondo claro.

Todas las lecturas tanto espectrofotométricas como de fluorescencia fueron

realizadas en un lector de microplacas Bio-Tek Synergy HT.
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3.2.1.2. Lineas celulares

Para los ensayos se emplearon tres lineas celulares de ratén (Mus musculus),
todas adquiridas de la ATCC (American Type Culture Collection, Manassas, VA,
Estados Unidos): Macréfagos de ascitis (RAW 264.7), células beta de insulinoma
pancreatico (B-TC-6) y fibroblastos embrionarios (3T3-L1) (Figura 6).

ASCC Numbor: T8-71
Cevgnaton:

RAW-2447

L Dty

ATCC Numbor: CRL-11506
Cosgraton.  Beta.1C-4

e Davaty

AICC Nurder CLITI
Cesgraton: 31341

Figura 6: Micrografias de las lineas celulares
empleadas (ATCC).
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3.2.1.3. Viabilidad celular

El ensayo de viabilidad celular para todos los modelos se realiz6 mediante el
ensayo no radioactivo de proliferacion celular CellTiter 96° (Promega, Fitchburg, WI,
Estados Unidos) el cual es un método colorimétrico que determina el numero de
células viables en proliferacibn o en ensayos quimiosensibles. El ensayo se
fundamenta en la reaccion de bioreduccion celular de la sal de tetrazolio 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio (MTS) en
presencia del reactivo acoplador de electrones sulfometilato de fenacina (PMS) para
generar un formazan soluble en el medio de cultivo (Figura 7). La absorbancia del
formazan se mide a 490 nm directamente desde una placa de 96 pozos sin procesos

adicionales (Barltrop y cols., 1991).

OCH,COOH so;5 OCH,COOH SO
3
E l ./N N
7 \N/©/ PMS ©\( ~ /©/

—] N

_ l@ g \
N-N\( CHj N=NH_ S cH,
CHa CH,

MTS Formazan

Figura 7: Reaccion de reduccion de MTS a formazan soluble en medio de cultivo

El procedimiento se realiz6 siguiendo el protocolo del fabricante, sembrando 7,0
x 10° células/pocillo. Fueron evaluadas cuatro concentraciones de EAE y SAE (0,1 a 10
pg/mL) y cuatro concentraciones de los acidos madecasico, asiatico, corosdlico,
alfitélico, maslinico, ursélico y oleandlico (0,1 a 100 uM) en macréfagos (RAW 254.6) y
pre-adipocitos (fibroblastos 3T3-L1) de ratdon. Para células pancreaticas de raton (B-TC-
6) se evaluaron cuatro concentraciones en un intervalo de 0,01 a 10 yg/mL para los

extractos y 0,01 a 10 yM para los triterpenoides. Se emplearon como farmacos de
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referencia indometacina, ibuprofeno y a-tocoferol, los cuales fueron evaluados a las
mismas concentraciones que los compuestos en estudio.
Los resultados fueron expresados como porcentajes de viabilidad celular (%
VC) en base al promedio de la medicion de cinco réplicas frente a control segun la
férmula:
Abs‘?}?‘?@?gas

490 nm
Abscontroles

%VC = x 100

3.2.1.4. Analisis estadistico

La significancia estadistica de los datos se obtuvo mediante analisis de

varianza y test de comparaciones multiples de Tukey.
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3.2.2. Determinacion del nivel de especies reactivas de oxigeno intracelular en

macréfagos y células pancreaticas estimuladas con TNF-a

La influencia tanto de los triterpenoides, EAE, SAE y farmacos de referencia (a-
tocoferol, indometacina e ibuprofeno) sobre el nivel de especies reactivas de oxigeno
intracelulares (EROic) fue evaluada en macréfagos RAW 264.7 y células pancreéaticas
B-TC-6 previamente estimuladas con TNF-q, induciendo asi una respuesta inflamatoria
y pro-oxidante.

El nivel de EROic fue evaluado empleando la sonda diacetato de 2',7’-
diclorodihidrofluoresceina (DCFH-DA) (Figura 8).

HsC.__O O
= A
1 So I
cl cl 485@hme

H OH
e
o)

DCFH-DAR

CHg

Esterasasl

Peroxidasal

Fe2+

sopE
02® # H,0y

Citocromo@

530@me

Figura 8: Deteccion de cantidad de EROic mediante el método de fluorescencia DCFH-DA/DCF.

Para ello, el método descrito por Wang y Joseph (1999) fue modificado
sembrando 4,0 x 10° células/pocillo en placas negras de fondo claro Costar® de 96
pocillos con DMEM bajo en glucosa suplementado con SFB 10%. Una vez alcanzada
la confluencia celular del 80%, el medio fue reemplazado por medio DMEM libre de rojo

fenol sin suplementar con SFB, lavando las células dos veces con el mismo medio con
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el fin de eliminar SFB remanente que pudiese contener esterasas. Al medio de cultivo
se agregd DCFH-DA 5 uM, para luego de 30 min inducir las células a un estado
inflamatorio mediante estimulacion con 2 ng/mL de TNF-a por un periodo de 90 min.
Completada la induccion los macrofagos fueron expuestos a los triterpenoides y
farmacos de referencia (10 y 1 yM) y extractos (10 y 1 pg/mL) por un periodo de dos
horas midiendo la fluorescencia emitida por DCF a una longitud de onda de excitacion
de 480 + 20 nm y de emision de 530 + 20 nm tanto al inicio del tratamiento (T;) como al

término (T;) (Figura 9).

DCFH-DA5 uM
|
&
TNF-a 2 ng/mL
b
&
Muestras
h.
| &
0 0,5 1,0 15 2,0 2,5 3,0 3,0 3,5 4,0
| h
Induccién de la .
— inflamacion \L Tratamiento
t £
Fluorescencia Fluorescencia
(480/530 nm) (480/530 nm)

Figura 9: Esquema del tratamiento de la linea celular para la determinacion de EROic en
macrofagos y células pancreéticas estimuladas con TNF-a.

ti: tiempo inicial del tratamiento; t;: tiempo final del tratamiento.

El porcentaje de especies reactivas de oxigeno intracelulares (% EROic)

relativo a los controles se calcul6 mediante la siguiente féormula:

(th - Fti)muestras

%EROic =
(th - Fti)controles

x 100

Donde:
Ft; : Fluorescencia en t;

Ft; : Fluorescencia en t;
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3.2.3. Evaluacion de la acumulacién de triglicéridos en adipocitos

3.2.3.1. Diferenciacion celular

Fibroblastos 3T3-L1 (pre-adipocitos) fueron sembrados a una densidad de
6.000 células/pocillo en placas de 6 pocillos. Los pre-adipocitos fueron cultivados en
medio DMEM alto en glucosa (DMEM a.g.) suplementado con SFB al 10% e inducidos
a diferenciacion luego de 2 dias de haber sido alcanzado un 100% de confluencia (dia
0). Para inducir la diferenciacion, el medio de crecimiento fue suplementado con 3-
isobutil-1-metilxantina (IBMX) 0,5 mM, dexametasona 1 uyM e insulina 10 ug/mL por 48
h (dia 2). Al dia dos, el medio fue reemplazado por DMEM a.g. fresco suplementado
con SFB 10%, antibiéticos e insulina 10 yg/mL por dos dias adicionales (dia 4). Luego
del dia cuatro, el medio suplementado con insulina fue reemplazado con DMEM a.g.
fresco suplementado con SFB 10% y este medio fue reemplazado cada dos dias hasta

alcanzar completa madurez de las células (dia 10).

3.2.3.2. Efecto de las muestras sobre el proceso de diferenciacién celular

Los tratamientos tanto con los &acidos madecasico, asiatico, corosolico,
maslinico, alfitélico, ursdlico y oleandlico (10 uM) como con los extractos SAE y EAE
(10 pg/mL) comenzaron desde el dia cero hasta el dia diez, diluyendo en el medio de
cultivo una cantidad suficiente de las muestras en solucion madre de DMSO, cuya
concentracion final nunca excedi6 un 0,5% al estar en contacto con las células

(concentracion que no generé muerte celular en pruebas de viabilidad) (Figura 10).
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Muestras

DMEM a.g.
SFB 10%
Pen-Estrep 1x
Insulina 10 pg/mL DMEM a.g.
IBMX 0,5 mM SFB 10%
Dexametasona 1 uM Pen-Estrep 1x
DMEM a.g. l J
DMEM a.g. SFB 10%
SFB 10% Pen-Estrep 1x
Pen-Estrep 1x Insulina 10 pg/mL
L " | " |
0 1 2 4 9 3 5 6 7 8 10
T ¢ dias
Células 3T3-L1 Ensayo de AdipoRed®
100% de confluencia Fluorescencia 485/572 nm

Figura 10: Esquema del tratamiento de la linea celular para la determinacion de la acumulacién de
triglicéridos en células 3T3-L1 en presencia de las muestras a partir del inicio de la diferenciacion
de las células.

Pen-Estrep: coctel de antibidticos penicilina y estreptomicina

La acumulacion de triglicéridos en las células fue determinada mediante el
ensayo de AdipoRed® (Lonza, Suiza) que consiste en la tincibn de lipidos
intracelulares mediante una solucion hidrofilica de Rojo Nilo el cual al ser particionado
a un ambiente lipofilico se torna fluorescente. La intensidad de la fluorescencia con una
excitacion a 485 nm y una emision a 535 nm (F*85/535) es proporcional a la cantidad de
lipido acumulado. La cantidad de triglicéridos acumulados en adipocitos tratados con
las muestras (n = 4) frente al grupo control de células no tratadas (n = 8) fue calculada

segun la siguiente férmula:

485/535

% Acumulacion de triglicéridos = %‘;ggs x 100

controles

Los resultados fueron expresados como % Acumulacion de triglicéridos + SEM.
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3.2.3.3. Efecto de las muestras sobre la acumulacién de triglicéridos en

adipocitos estimulados con TNF-a

Para evaluar el efecto de las muestras sobre la acumulacion de triglicéridos en
adipocitos en estado inflamado fue necesario diferenciar células 3T3-L1 de acuerdo a
la metodologia sefialada en el punto 3.2.3.1. Al décimo dia, las células ya diferenciadas
fueron expuestas a las muestras junto a TNF-a (2 ng/mL) para determinar el nivel de
acumulacion de triglicéridos a las 24 horas de exposiciéon (Figura 11). Se consideré
como control negativo el grupo de células no expuestas y como control positivo el

grupo de células expuestas a TNF-a (2 ng/mL) sin agregado de muestras.

La acumulacién de triglicéridos en las células tratadas fue determinada frente al

control negativo mediante el ensayo de AdipoRed® descrito en el punto 3.2.3.2.

Los resultados fueron expresados como % Acumulacion de triglicéridos + SEM.

3.2.4. Evaluacién del efecto de las muestras sobre la liberacion de IL-6 desde

adipocitos estimulados con TNF-a

Para evaluar el efecto de las muestras sobre la liberacion de IL-6 desde
adipocitos en estado inflamado fue necesario diferenciar células 3T3-L1 de acuerdo a
la metodologia sefialada en el punto 3.2.3.1. Al décimo dia, las células ya diferenciadas
fueron expuestas tanto a las muestras como a TNF-a (2 ng/mL) (Figura 11) para
determinar el nivel de liberacion de IL-6 al medio de cultivo mediante un ensayo de
inmunoadsorcion ligado a enzimas (ELISA) (Qiagen, Estados Unidos) en donde un
anticuerpo especifico para la citoquina recubre la superficie util de una placa de 96
pocillos la cual une y captura la interleuquina de interés presente en las muestras.
Luego de lavar la placa se agregd un anticuerpo de deteccion asociado a biotina, el
cual se unié6 a la IL-6 capturada. Un segundo lavado fue requerido para eliminar
material no unido, para luego agregar un conjugado de avidina-peroxidasa de rdbano.
Los pocillos fueron nuevamente lavados y se agregd una solucion de sustrato

colorimétrico, el cual produjo un color azul en proporcion a la cantidad de analito
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presente. El desarrollo de color fue detenido mediante un reactivo de detencién y se
leyo la absorbancia a 450 nm. Las lecturas de las muestras fueron luego comparadas
con la curva de calibracion utilizando IL-6 patrén, obteniendo la concentracién
promedio de esta citoquina (pg/mL + SEM) como resultado de 5 réplicas. El grupo
control negativo consistio en células no estimuladas con TNF-a ni tratadas con las
muestras, mientras que el grupo control positivo correspondié a las células estimuladas
con TNF-a no tratadas con las muestras, considerado la concentracion de IL-6 liberada

al medio como el 100 %.

Se ha demostrado que la suplementacion con a-tocoferol (50 uM) en dietas
altas en grasa disminuye la produccién de IL-6 en tejido adiposo blanco de ratones y
en células 3T3-L1 estimuladas con lipopolisacarido (LPS) (Lira y cols., 2011). Por esta
razén, se incluyé esta vitamina en el ensayo como referencia en cantidades

equimolares a las de los triterpenoides evaluados.

Diferenciacion

e —
0 1 2 10 dias
Células 3T3-L1 TNF-a 12h 24h
100% de confluencia +

Muestras

Nivel de acumulacion de triglicéridos
Ensayo de AdipoRed®
Fluorescencia 485/572 nm

Determinacioén de la liberacién de IL-6
ELISA

Figura 11: Esquema del tratamiento de la linea celular para la determinacion de

la acumulacién de triglicéridos y liberaciéon de IL-6 en células 3T3-L1
estimuladas con TNF-a (2 ng/mL).

34



Materiales y métodos

3.3. Evaluacién del efecto de las muestras sobre la actividad de catalasa y

xantina oxidasa

3.3.1. Extraccién enzimética

Para realizar el ensayo de la catalasa fue necesario aislar la enzima de células
3T3-L1. Para ello, las células fueron llevadas a confluencia en una placa de 100 mm de
didmetro y luego el medio de cultivo fue reemplazado por un tampdn de lisis constituido
por HEPES 20 mM (pH 7,2) con EGTA 1 mM, manitol 210 mM y sacarosa 70 mM, para
ser removidas mediante un raspador de goma. Las células fueron centrifugadas a 1000
X g por 10 min a 4 °C y luego sometidas a lisis mediada por ultrasonido por 5 min. El
lisado de células fue centrifugado a 1500 x g por 5 minutos a 4 °C y el sobrenadante

recolectado para realizar los ensayos.

3.3.2. Determinacion de la actividad enziméatica

La determinacion de la actividad enzimatica se realiz6 por espectrofotometria
empleando un “kit” de valoracién de enzimas en muestras bioldgicas (Cayman

Chemical, Ann Arbor, MI, Estados Unidos), como se detalla a continuacion.

3.3.2.1. Actividad de xantina oxidasa

La actividad de la enzima frente a las muestras fue determinada
colorimétricamente al detectar la cantidad de anién superdxido generado por la xantina
oxidasa, empleando una sal de tetrazolio como cromégeno que reacciona con el anién
superéxido para producir formazan (Figura 12). Este compuesto presenta un maximo
de absorbancia a 460 nm y el valor es directamente proporcional a la actividad de la

enzima.
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Xantina@,k 20,8 Formazanf

Xantina®xidasal

H,O,BZcido@iricol 20,7 Sal@e@etrazoliol

Figura 12: Esquema del ensayo de determinacion de la actividad de la XO

Se determiné el porcentaje de actividad enziméatica en presencia de las

muestras frente al grupo control no expuesto (n = 5) mediante la siguiente férmula:

460 nm
Absmuestra

460 nm
Abscontral

% Actividad de X0 = x 100

donde el grupo control corresponde a la enzima no expuesta a las muestras.
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3.3.2.2. Actividad de la catalasa

Se evalu6 un posible efecto de las muestras sobre la actividad de la catalasa.
Para ello se empleé un “kit” para la determinaciéon de la actividad enzimatica en
muestras biolégicas (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, Estados Unidos) adaptando las
instrucciones entregadas por el fabricante, incluyendo en el medio de reacciéon las
muestras junto con la enzima previamente aislada desde los macréfagos RAW 264.7

como se detalla en 3.2.1.

El ensayo utiliza la funcién peroxidativa de la enzima. El método se basa en la
reaccion de la enzima con metanol en presencia de una concentracién éptima de H,0..
El formadehido producido se mide colorimétricamente con 4-amino-3-hidracino-5-
mercapto-1,2,4-triazol (Purpald) como cromdégeno. Purpald forma un heterociclo
biciclico con aldehidos, el cual luego de la oxidacion cambia de incoloro a purpura y su
absorbancia es medida a 540 nm, cuya intensidad es directamente proporcional a la

actividad de la enzima.

Se determiné el porcentaje de actividad enzimatica en presencia de las

muestras frente al grupo control no expuesto (n = 5) mediante la siguiente formula:

540 nm
Absmuestra

540 nm
Abscontrol

% Actividad de catalasa = x 100

donde el grupo control corresponde a la enzima no expuesta a las muestras.
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3.4. Evaluacion del efecto de los extractos de U. molinae sobre la actividad de la

glicogeno fosforilasa a

La actividad de la glicogeno fosforilasa a (GPa) de musculo de conejo en
presencia de EAE, SAE y EET fue determinada por espectrofotometria. La actividad de
GPa fue medida en direccion de la sintesis de glicbgeno por liberacion de ion fosfato
desde glucosa-1-fosfato. Cada extracto fue disuelto en DMSO a una concentracion de
60 pug/mL. La enzima fue agregada a un volumen total de 250 yL de tampén HEPES 50
UM (pH 7,2) que contenia KCI 100 mM, MgCl, 0,5 mM, glucosa-1-fosfato 0,5 mM,
glicégeno 1 mg/mL y la solucién de las muestras. Luego de 20 minutos de reaccién
enzimatica a 22 °C, fueron agregados 750 pL de una solucién de molibdato de amonio
(10 mg/mL) y verde de malaquita (0,38 mg/mL) en HCI 1 M, midiendo la absorbancia a

620 nm luego de 5 min de la adicién de esta solucién (Wen y cols., 2008).
Se empled como referencia una fraccion de Centella asiatica comercial cuya

composicion declarada corresponde a un 40% de asiaticosido, 30% de &cido
madecasico y 30% de acido asiatico.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

1. Estudios quimicos

1.1. Extraccioén

1.1.1. Obtencion de extractos seriados y sus rendimientos

El rendimiento de la obtencion de los extractos se detalla en la Tabla 3.

Tabla 3: Rendimiento del
proceso de extraccion de las
hojas de Ugni molinae

Rendimiento (% p/p)

EH 14
EDCM 5,9
EAE 37
EET 22,2
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1.1.2. Obtencion de una fraccién rica en triterpenoides desde el EET

A continuacion se describen los resultados de las dos técnicas utilizadas para
obtener una fraccion purificada y enriquecida en los triterpenoides presentes en el EET.

1.1.2.1. Extraccion liquido-liquido del EET por reparto entre solventes

Se emprendi6é en primera instancia una extraccion por reparto entre solventes
gue permitiera aislar todos los compuestos de posible naturaleza triterpénica, cuya
presencia pudimos observar al analizar por c.c.f. el EET con distintos patrones de
triterpenoides, en distintos sistemas de disolventes y distintas fases estacionarias. Es
asi como confirmamos la presencia de los acidos corosélico y asiatico y un compuesto
denominado U7 el cual resulté coincir en R; con el acido madecasico presente en un
extracto estandarizado de C. asiatica (Figura 13). De este modo, se realiz6 una
extraccion empleando EtOAc sobre una suspension acuosa al 0,8% de EET para
posteriormente intentar extraer las saponinas desde la fase acuosa (FAgl) con n-
butanol (Fbut) (Figura 4). Desde la fase organica de EtOAc (FAcet) se obtuvo una
fraccion cruda de triterpenoides que mantuvo la composicion terpénica del EET (Figura
13).
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Acido asiatico

Acido madecasico

Asiaticdsido

1 23 4 5 6 78

Figura 13: Cromatografia en capa fina de FAcet y FBut, productos de la
extraccion del EET por reparto entre solventes y comparacion con los
distintos extractos

1: Extracto de C. asiatica; 2: acido corosdlico; 3: FAcet; 4: FBut; 5: EH; 6:
EDCM; 7: EAE; 8: EET. Fase movil: n-but:AcOEt:NH3:H,O = 6:4:0,5:1,
reactivo revelador: PAS

Es importante sefialar que este procedimiento presentd dificultades.
Observamos que el EET no es totalmente soluble en agua y genera emulsiones de
dificil manejo, impidiendo obtener 6ptimos rendimientos. Por lo tanto, decidimos
explorar una extraccién sélido-liquido con un aparato de Soxhlet.

1.1.2.2. Extraccién solido-liquido del EET con aparato de Soxhlet

Se realizd una extraccion con aparato de Soxhlet de diferentes lotes de 5 g de
EET en forma sucesiva hasta total agotamiento con H,O, CH,Cl,, EtOAc y EtOH,
obteniéndose respectivamente las fracciones AET (70%), SDM (2%), SAE (10%) y SET
(12%) (Figura 14). Esta metodologia resultdé ser eficiente, superando también las
dificultades operacionales observadas en la extracciéon liquido-liquido de la seccion
1.1.2.1.
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EET
59 Fraccion
(Rendimiento * SD)
Agua - AET
“1 (70,0 £0,5%)
Diclorometano R SDM
71 (25%0,1%)
Acetato de etilo - SAE
“1 (10,0 £ 0,4%)
Etanol - SET

“1 (12,1 %0,4%
300 mL ( R

Figura 14: Esquema de extraccion del EET mediante
un aparato de Soxhlet y los rendimientos del proceso

Se confirmé en SAE la presencia de los acidos asiatico y corosélico, ademas de
la mezcla de los &cidos ursdlico y oleandlico y el compuesto U7. Es importante sefialar
gue la extraccion inicial con agua del EET y una posterior extracciéon con CH,Cl,
permitieron que SAE sea una fraccién rica en triterpenoides pentaciclicos con baja
cantidad de polifenoles como se detallard en 1.3.7 y 1.5, respectivamente. El
fraccionamiento en CC para el aislamiento de U7 desde SAE se detalla en la seccion
1.2.1.

La Figura 15 muestra una c.c.f. que da cuenta de la presencia de los distintos
triterpenoides previamente identificados para esta especie, cuya identidad fue
confirmada por CLAE-DAD: &acidos asiatico (7), corosolico (8), alfitélico (9), ursélico
(10), oleandlico (11) y betulinico (14). Se puede observar que todos los compuestos
mencionados se encuentran presentes tanto en el EAE (3) como en el EET (4) y que
tanto el EH como el EDCM poseen aparentemente menor abundancia de terpenoides
de polaridades superiores a las de los acidos ursolico y oleandlico. Cabe destacar que
el SAE (5 en Figura 15) conservo los triterpenoides presentes en EET, disminuyendo la
cantidad de compuestos polares retenidos en el origen de la siembra sobre el

cromatofolio.
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. - -
b 4
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Figura 15: c.c.f comparativa de los distintos extractos de U. molinae y patrones

1: EH; 2: EDCM; 3: EAE; 4: EET; 5: SAE; 6: SDM; 7: acido asiatico; 8: acido corosolico; 9: acido
alfitélico; 10: 4cido ursdlico; 11: &cido oleandlico; 12: mezcla de acidos oleandlico y ursolico; 13:
asiaticésido; 14: acido betulinico; 15: extracto de C. asiatica. Fase movil: n-But:AcOEt:NH3:H,0 =
6:4:0,5:1, revelador: PAS
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1.2. Fraccionamiento en columna cromatografica abierta (CC)

1.2.1. Fraccionamiento en CC de SAE

2,5 g de SAE fueron fraccionados a través de una CC de gel de silice 60 (63 —
200 pm de tamafio de particula) empleando como eluyentes mezclas de CH,Cl,-EtOAc
y EtOAc-MeOH de polaridad creciente. Se recogieron fracciones de 1000 mL. La
fraccion CH,Cl,-EtOAc (30:70) (22%) resultd estar compuesta de &cido asiatico y el
compuesto U7. El compuesto U7 no habia sido identificado anteriormente en esta
especie, por lo que fue aislado por medio de repetidas cromatografias preparativas en
capa fina (placas de soporte de vidrio con capas de 1 mm de espesor de gel de silice
60 G), cada una con 6 mg de fraccién a separar. Estas fueron eluidas con MeOH
(detectando los triterpenoides en una franja lateral de 2 cm con PAS) y se empled
EtOH p.a. para extraer el compuesto aislado del gel de silice raspado. La solucion
filtrada fue evaporada, obteniéndose 10 mg (17% de rendimiento) de un precipitado
blanco el cual fue identificado como acido madecasico (Figura 16) por espectroscopia
de RMN (Anexos 1 y Tabla 4), comparando con los espectros de RMN de &cido
madecasico patron en metanol-d, y andlisis bibliografico (Du y cols., 2004). La
presencia de este triterpenoide en los extractos fue confirmada por ESI-MS/MS como

serda detallado en la seccion 1.3.7.

Figura 16: Acido madecéasico
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Tabla 4: Desplazamientos quimicos de RMN-C de U7, acido madecasico patrén, datos de
bibliografia para acido madecasico y una estimacién in silico para acido madecasico.

5 (ppm) ,

) Acido

Acido madecasico

madecasico (Du y cols., Estimacion
C Tipo u7 patron 2004) in silico*

metanol-d4 metanol-d4 CsDsN

1 CH2 45,8 45,8 48,2 48,2
2 CH 68,2 68,2 68,9 69,0
3 CH 76,9 76,7 78,7 78,5
4 C 41,4 41,4 43,1 43,1
5 CH 46,2 46,2 48,7 48,6
6 CH 67,0 67,0 67,6 67,6
7 CH> 39,9 39,9 39,3 39,0
8 C 38,4 38,4 39,5 39,5
9 CH T T 48,9 48,9
10 C 37,1 37,1 37,9 38,0
11 CH> 23,0 23,0 25,0 25,0
12 CH 125,6 125,6 126,0 126,0
13 C 137,7 137,6 138,6 138,6
14 C 42,4 42,4 44,2 44,3
15 CH> 27,3 27,3 28,7 28,7
16 CH: 23,9 23,9 26,0 26,0
17 C 43,3 43,3 48,0 48,0
18 CH 53,0 53,0 53,3 53,3
19 CH 37,2 37,1 38,0 38,1
20 CH T T 39,0 39,1
21 CH> 27,7 27,7 31,0 31,0
22 CH: 30,3 30,3 37,5 37,5
23 CH> 64,7 64,4 66,5 66,6
24 CHs 13,8 13,8 15,5 15,5
25 CHs 16,2 16,2 17,4 17,2
26 CHs 17,6 17,6 18,7 18,6
27 CHs 22,7 22,7 23,7 23,8
28 C 180,2 180,4 179,2 179,8
29 CHs 20,1 20,1 17,7 21,3
30 CHs 17,4 17,4 21,1 18,3

*ACD/Labs SpecManager; tDesplazamiento bajo senal debida a solvente
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1.2.2. Fraccionamiento en CC de EAE

Con el fin de aislar el &cido alfitélico para las evaluaciones farmacoldgicas, EAE

(5 g) fue fraccionado mediante CC por gel de silice 60 (63 — 200 um de tamafio de

particula) y las diferentes fracciones fueron eluidas con mezclas de disolventes de

polaridad creciente (hexano-EtOAc y finalmente MeOH 100%) (Tabla 5). Las fracciones

obtenidas fueron concentradas al vacio y analizadas por c.c.f. con distintas fases

moviles y estacionarias, con triterpenoides patrones y reveladas con PAS. De esta

forma se pudo comprobar la presencia de los &cidos ursélico, oleandlico, alfitélico,

corosdlico y asiatico.

Tabla 5: Fraccionamiento de EAE para la obtencion de fracciones crudas de triterpenoides
pentaciclicos

Fraccion

Fase movil

Volumen
total de elucion

Rendimiento
(%)

Composicion

AE1l

HEX:

AcOEt = 80:20

3L

10

clorofila
acido ursolico
acido oleandlico

AE2

HEX :

AcOEt = 75:25

4,5L

clorofila

acido ursdlico
acido oleandlico
acido alfitélico

AE3

HEX:

AcOEt =70:30

1L

30

acido ursdlico
acido oleandlico
acido alfitélico
acido corosdlico

AE4

HEX:

AcOEt = 60:40

7L

28

acido ursdlico
acido oleandlico
acido alfitélico
acido corosélico

AES5

HEX :

AcOEt = 50:50

1L

acido corosolico
acido asiatico

AEG

MeOH

25L

25

acido asiatico
Polifenoles
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Las fracciones AE3 y AE4 se reunieron en una y fueron sometidas a
fraccionamiento por CC de gel de silice 60 (40-63 pum de tamafio de particula),
eluyendo con mezclas de CH,Cl,-EtOAc de polaridad creciente, obteniendo una
fraccion CH,Cl,-EtOAc (50:50) que contiene en proporcion 50:50 (determinado por
CLAE-UV-ESI-MS/MS, seccién 1.3.5) una mezcla de los &cidos alfitélico y corosoélico,
los cuales fueron separados posteriormente mediante repetidos fraccionamientos de
porciones de 100 mg por cromatografia de liquidos de media presién empleando una
columna de gel de silice RP-18 y eluyendo con un flujo de 5 mL/min de MeOH-H,O

(90:10) y recogiendo fracciones de 15 mL.
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1.3. Caracterizacion de los extractos de U. molinae mediante cromatografia de
liguidos de alta eficiencia acoplada a deteccién por UV y espectrometria de

masas con ionizacion por electro-spray en tdandem (CLAE-UV-ESI-MS/MS)

Para caracterizar los EAE, EET y SAE fueron inyectados como patrones
primarios los acidos asiatico, oleandlico y la mezcla de los acidos ursélico y oleandlico
y como patrén secundario el acido alfitlico. Las moléculas deprotonadas [M-H] y sus
fragmentos mayoritarios fueron observados en el escaneo completo de los espectros
MS® y MS? en modo de i6n negativo. Se obtuvo asi el patron de fragmentacion de
dichos estadndares y se confirmd su presencia en los extractos de U. molinae al ser
sometidos a las condiciones cromatogréaficas detalladas en la seccién 2.3 de materiales

y métodos.

Bajo las condiciones de analisis se observo en los espectros de fragmentaciéon
gue todos los patrones estudiados como también los triterpenoides presentes en los
extractos generarian en el MS? un fragmento analogo al descrito por Chen y cols.
(2011), quienes observaron para los acidos ursélico y oleandlico una pérdida de HCHO
y H,O que resulté en un fragmento de 407 m/z. Estos resultados se replicaron para los
acidos ursdlico y oleandlico analizados en esta tesis (Figura 20). Se observé ademas
que las pérdidas de masa en las fragmentaciones MS? de los triterpenoides
corresponden principalmente a grupos -OH y —CH,OH 6 —CHs;. No se observaron
indicios de fragmentaciones retro-Diels-Alder, debido posiblemente a que las
condiciones de fragmentacion son considerablemente menos energéticas que las
implicadas en espectrometria de masas por impacto electrénico a 70 eV, en donde los
fragmentos producto de dicha reaccidn son caracteristicos para el tipo de compuestos

aqui estudiado.
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1.3.1. Analisis por CLAE-UV-ESI-MS/MS del acido asiatico

En el cromatograma de CLAE se obtuvo un tiempo de retencion de 7,8 min para
el &cido asiatico patron (p.m. 488,7) desde el cual se obtuvo su espectro de masas
MS1 por ESI en modo de i6n negativo (Anexo 2.1.). Junto con el ibn molecular [M-H]-
de m/z 487 se observaron dos iones con m/z 523 y 976, correspondiendo ambos
respectivamente a los aductos [M+CI] y [2M-H]. Estos aductos en MS? generaron
como fragmento Gnico el i6n molecular observado en MS1. En el espectro MS? del i6n
[M-H] del &cido asiatico se pueden observar sus principales fragmentos, detallados en
la Tabla 6.

Se propone en la Figura 17 una ruta que explicaria la generacion de los
principales fragmentos del espectro MS? del i6n [M-H]". Se observa una pérdida de H,O
que corresponderia a los carbonos C-2 y C-3 y la pérdida de HCHO (eventualmente en
etapas sucesivas de descarbonilacion y deshidrogenacion) para obtener un fragmento
de m/z 439, el cual es coherente con los estudios de Chen y cols. (2011) para

triterpenoides pentaciclicos 4cidos.

HO m/z 487 m/z 469 m/z 439

OH OH OH

m/z 421 m/z 407

OH

Figura 17: Ruta de fragmentacion ESI-MS propuesta para el [M-H] del acido asiatico

Se propuso también la pérdida ulterior del grupo —CH,-OH, originando el

fragmento de m/z 407. También se observé una pérdida de otro hidroxilo en C-3 6 C-2
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de manera conjunta o independiente con —CH,-OH generando respectivamente los
fragmentos de m/z 391y 421.

1.3.2. Analisis por CLAE-UV-ESI-MS/MS del acido alfitolico

Fue sometido a analisis el patrén secundario de acido alfitélico aislado desde el
EAE (confirmado por RMN) obteniéndose en CLAE un pico de tiempo de retencién de
24,3 min. Desde éste fue adquirido el espectro de masas MS' observando en él dos
iones mayoritarios correspondientes a [M-H] y [2M-H] de m/z 471 y 944,

respectivamente.

®

° ho ¢ HCHO Y
HO I —= 5> j —/S 1o o
HO miz 471 miz 453 miz 423

<—
o)

wo | |

m/z 405 miz 391

Figura 18: Ruta de fragmentacion ESI-MS propuesta para el [M-H] de &cido alfitdlico
El espectro MS? del ion molecular [M-H]- (Anexo 2.2) mostré 5 fragmentos

principales que se detallan en la Tabla 6. Estos corresponderian a pérdidas de H,0,

posible descarbonilacion-deshidrogenacion y elimnacion de un metilo como CHj,.
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1.3.3. Analisis por CLAE-UV-ESI-MS/MS del acido corosoélico

Se observé en el espectro de masas MS* una sefial intensa correspondiente al
ion molecular [M-H]" de m/z 471,4, ademas de dos aductos de m/z 944 y 986
correspondientes respectivamente a [2M-H] y a [2M+HCOOH-4H].

HO —=2> 1o ———2> HO

HO m/z 471 m/z 453 m/z 423

-H,0 -H,0
-CH,

- (%
o o

m/z 405 m/z 391

Figura 19: Ruta de fragmentacidon ESI-MS propuesta para [M-H] acido corosélico

El espectro MS? mostré una sefial de 423 m/z correspondiente a la pérdida de
H,O y formaldehido. Se observaron también sefiales que muestran fragmentos cuyas

pérdidas corresponden a H,O y CH, (Figura 19).

1.3.4. Analisis por CLAE-UV-ESI-MS/MS del acido oleandlico

El espectro MS* en modo de i6n negativo (Anexo 2.4.) muestra un Gnico i6n
correspondiente al iobn molecular [M-H]" de m/z 455, del cual al obtener su espectro de
fragmentacion MS? observamos un fragmento de m/z 407. Previamente, Li y cols.
(2009) (partiendo de un extracto del nispero Eriobotrya japonica) describieron un
fragmento MS? tanto para el [M-H] del &cido oleandlico como de su isémero el acido
ursélico de m/z 411 correspondiente a [M-H-CO,]. Este fragmento no fue detectado en

los analisis aqui descritos para el espectro de fragmentacion MS? del patrén primario,
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encontrdndose un fragmento a m/z 407. Sin embargo, recientemente Chen y cols.
(2011) también observaron el fragmento de m/z 407 tanto para &cido ursolico como
oleandlico y lo definieron como [M-H-HCHO-H,O] (Figura 20), propuesta que es
congruente con los resultados obtenidos bajo las condiciones experimentales
configuradas para esta investigacion.

1.3.5. Andlisis por CLAE-UV-ESI-MS/MS de la co-elucién de los acidos oleandlico

y ursdlico

Se inyect6 al sistema CLAE-UV-ESI-MS" una mezcla de los acidos oleandlico y
ursélico (Figura 20), obteniéndose un Unico pico cuyo tiempo de retencion fue idéntico
al del patrén primario de acido oleandlico (51,8 min). Se observé también que la
fragmentacion MS' y MS? de esta mezcla de triterpenoides (Anexo 2.5.) es
completamente coincidente con la del patrén primario del acido oleandlico. La similitud
de las polaridades de estos dos isbmeros estructurales resulta en un tiempo de
retencién idéntico bajo las condiciones de la CLAE que se establecieron para este

analisis descriptivo.

Ry Ry Ro
R4
® no ©  _HCHO °
(0] 2 > (0] ) o
(o]
HO m/z = 455 m/z = 437 m/z = 407

Figura 20: Ruta de fragmentacion ESI-MS propuesta para los [M-H] de los acidos oleandlico (Ri: H
y R2: CHgs) y ursélico (R1: CHz y Rz: H)
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Tabla 6: Tabla de iones MS! y de fragmentos MS? de [M-H]" de distintos estandares de

triterpenoides pentaciclicos, obtenidos por CLAE-UV-ESI-MS/MS

Estandar Tr MS* (m/z) Fragmentos MS? (m/z)
(min)

Acido asiatico 7,8 487  [M-H] 439 391 421 409
523  [M+CIJ 487
976 [2M-HJ 487

Acido alfitélico 24,3 471 [M-H] 453 425 407 390
944  [2M-HJ 471
966 [2M+Na-H] 471

Acido corosdlico 26,8 471 [M-H] 451 423 407 391
944  [2M-HJ 471
966 [2M+Na-H] 471

Co-elucion de los acidos 51,5 455 [M-H] 407 437

oleandlico y ursolico

Acido oleandlico 51,8 455  [M-H] 407 439
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1.3.6. Caracterizacion del EAE, EET y SAE por CLAE-UV-ESI-MS/MS

Se observa en el perfil cromatografico por CLAE obtenido para el EAE (Figura
22 A) la presencia de al menos 9 compuestos cuyos espectros de masas MS' y MS?
para [M-H] se pueden observar en el Anexo 5 y cuyos fragmentos mas relevantes se

detallan en la Tabla 7.

Tabla 7: Tabla de iones MS* y de fragmentos MS? de [M-H] de los distintos compuestos presentes
en el cromatograma por CLAE-UV de EAE

Pico Tr m/z

(min)

ms? MS? [M-H]

1 5,2 504 [M-H] 540 [M+CI] 455 437 423 407 389 Acido madecésico
2 75 487 [M-H] 523 [M+CIJ 976 [2M-H] 441 423 409 393 Acido asiatico
3 10,5 487 [M-H] 523 [M+CIJ 975 [2M-H] 441 423 393 n.i.
4 22,9 471 [M-H] 507 [M+CIJ 943 [2M-H] 425 405 393 n.i.
5 24,3 471 [M-H] 944 [2M-H] 425 405 393 Acido alfitélico
6 26,8 471 [M-H] 944 [2M-H] 423 409 393 Acido corosélico
7 29,1 471 [M-H[ 507 [M+CI| 944 [2M-H] 423 405 393 Acido maslinico
8 49,6 455 [M-H] 437 419 395 Acido betulinico
9 512 455 [M-H] 439 207 Acidos oleandlico y

ursélico

En base a los antecedentes entregados por el analisis por CLAE-UV-ESI-
MS/MS para los patrones anteriormente discutidos, hemos podido identificar la
presencia de los &cidos asiatico (pico 2) y alfitlico (pico 5) y los acidos ursélico y
oleandlico (pico 9).

Se observo también la presencia del acido corosélico (pico 6) a un tiempo de
retenciéon de 26,8 min cuyo patrén de fragmentacion es coincidente con los fragmentos
reportados en literatura de m/z 423 y 409 (Li y cols., 2009). Al tiempo de retencién 29,1
min se pudo observar la presencia de un triterpenoide no identificado para esta especie
(pico 7) el cual presenta un patron de fragmentacion idéntico al del acido corosélico
(Anexo 3.6. y 3.7.) y que podria corresponder al isomero estructural de este ultimo, el
acido maslinico (Figura 21) cuyos fragmentos fueron reportados por Liy cols. (2009) en
su estudio de Eriobotrya japonica. La presencia de este triterpenoide fue confirmada

por completos estudios de RMN.
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Figura 21: Acidos corosélico (A) y maslinico (B)

1.3.7. Caracterizacion por CLAE-UV-ESI-MS/MS de SAEy EET

Fueron inyectados al sistema de CLAE-UV-ESI-MS" 3 mg/mL y 10 mg/mL del
SAE y EET, respectivamente. Se pudo observar que existe equivalencia en cuanto a
los perfiles cromatogréficos de triterpenoides de ambos extractos y que el SAE es un
sub-extracto de EET rico en triterpenoides. Las figuras 19 By 19 C demuestran que se
conservo la composiciéon de los triterpenoides acidos madecasico, asiatico, corosdlico,

maslinico y mezcla de los &cidos ursolico y oleandlico.

Se observo en el perfil cromatografico que el proceso de purificacion de EET
permitié concentrar los triterpenoides removiendo en gran parte el contenido de fenoles
(Figura 22 C), como se pudo determinar mediante la reaccién de Folin-Ciocalteu y
posteriormente confirmado con la estandarizacion quimica de los extractos, como se

detalla en 1.4.
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Figura 22: Cromatogramas por CLAE-UV a 201 nm de EAE 3 mg/mL (A); EET 10 mg/mL (B) y SAE 3
mg/mL.

1: 4&cido madecésico; 2: acido asiatico; 3: no identificado; 4: no identificado; 5: acido alfitélico; 6:

acido corosolico; 7: acido maslinico; 8: acido betulinico; 9: co-elucién de acidos ursélico y
oleanélico

Se confirmé la presencia del acido madecasico (pico 1) en los extractos, como
fue reportada en el estudio de RMN del compuesto U7 aislado desde SAE. La Figura

23 muestra la ruta de fragmentacion propuesta de acuerdo a los espectros MS* y MS?
para el pico 1.
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o o ©
-H,0 -HCHO
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-H,0 -H,0 -2H,0
- CH,OH - CH,OH
(<
—_—> 0 €&———

Figura 23: Ruta de fragmentacion ESI-MS propuesta para el acido madecasico

m/z 389
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1.4. Estandarizacién quimica de extractos de U. molinae por cromatografia de

liguidos de alta eficiencia

Los distintos triterpenoides presentes en los extractos poseen diferentes
polaridades. Sobre esta base fueron clasificados en dos grupos: un grupo de mediana
polaridad, constituido por los acidos madecasico, asiatico, alfitélico, corosdlico y
maslinico y un grupo de baja polaridad, constituido por los acidos betulinico, ursdlico y
oleandlico. La separacion del primer grupo se logré al emplear como fase moévil la
mezcla acetonitrilo — &cido férmico 0,1% (60 : 40) a un flujo de 0,6 mL/min en una
columna de gel de silice octadecil-silanizada (250 mm x 4 mm) (Figura 24) y la elucién
del segundo grupo se logré al eluir a través de la misma fase estacionaria con una
mezcla de acetonitrilo — acido formico 0,1% (75 : 25) a un flujo de 0,7 mL/min (Figura
25).

Se obtuvieron curvas de calibracion para los patrones primarios en un intervalo
de 10 a 200 pg/mL (Anexo 3) y se establecieron los tiempos de retencion para cada

uno de acuerdo a las condiciones cromatogréaficas correspondientes (Tabla 8):

Tabla 8: Curvas de calibracion para los patrones primarios de acidos madecasico, asidtico,
maslinico, betulinico, ursélico y oleandlico

2

Tr £ SD Ecuacién r
Acido madecasico® 6,42 + 0,01 Area = 18780 C + 14630 0,9987
Acido asiatico® 8,96 =+ 0,01 Area = 18910 C + 6218 0,9985
Acido maslinico® 31,81 + 0,25 Area = 27700 C - 160100 0,9949
Acido betulinico® 32,87 + 0,08 Area = 23181 C - 15440 0,9941
Acido oleandlico” 36,51 =+ 0,08 Area = 29041 C - 210301 0,9897
Acido ursélico® 3793 + 0,14 Area = 18810 C - 29820 0,9990

Tr: tiempo de retencién (min); C: concentracion del estandar expresada en ug/mL. ® acetonitrilo -
acido férmico 0,1% (60 : 40); 0,6 mL/min; b acetonitrilo - acido férmico 0,1% (75 : 25); 0,7 mL/min
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Figura 24: Cromatogramas por CLAE-DAD 201 nm de EAE 5 mg/mL (A), EET 10 mg/mL (B) y SAE 5

mg/mL (C).

1: acido madecasico; 2: acido asiatico; 3: compuesto no identificado; 4: acido alfitélico; 5: acido
corosolico; 6: acido maslinico. Acetonitrilo - acido formico 0,1% (60 : 40); 0,6 mL/min; Hibar
Purospher Star RP-18 (250 mm x 4 mm |.D.; tamafio de particula: 5 um).
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Figura 25: Cromatogramas por CLAE-DAD 201 nm de EAE 5 mg/mL (A), EET 10 mg/mL (B) y

SAE 5 mg/mL (C). 7: &cido betulinico; 8: mezcla de los acidos oleandlico y ursélico.

Acetonitrilo - acido férmico 0,1% (75 : 25); 0,7 mL/min; Hibar Purospher Star RP-18 (250 mm x 4

mm |.D.; tamafio de particula: 5 um).
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Con las ecuaciones de las rectas de calibracién para los patrones primarios se

obtuvo la concentracion de los triterpenoides en EET, SAE y EAE, detalladas en Tabla
9.

Tabla 9: Estandarizacion quimica de EET, SAE y EAE en sus principales triterpenoides

pentaciclicos

Concentracion (% p/p de extracto seco)

EET SAE EAE
Acido madecasico 36 £+ 0,1 84 + 05 1,1 + 0,3
Acido asiatico 73 = 01 206 + 1,2 81 = 03
Acido alfitolico* 02 + 0,0 04 + 0,0 94 + 0,3
Acido corosélico** 1,6 +* 0,0 49 = 0,3 276 = 07
Acido maslinico 40 £+ 0,2 146 = 0,8 75 = 04
Acido betulinico 00 * 00 00 = 00 1,8 + 0,0
Acidos oleandlico y ursolico** 03 =+ 0,0 08 + 0,0 209 + 0,2

Los valores corresponden ala concentracion promedio de la obtenida en seis determinaciones.

* Concentracion expresada en acido betulinico; ** Concentracion expresada en acido ursoélico.
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Figura 26: Estandarizacion quimica de EET, SAE y EAE en sus principales

triterpenoides pentaciclicos.

Los valores corresponden al promedio de la concentracion obtenida en seis
determinaciones + SD. * Concentracién expresada en acido betulinico; **
Concentracién expresada en acido ursélico.
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Se observé que la obtencidon de SAE a partir del EET logré concentrar alrededor

de tres veces la cantidad de triterpenoides que se encontraban en el extracto etandlico,

obteniendo una fraccion rica en 4 triterpenoides: los acidos madecésico (8,4 + 0,5%
p/p), asiatico (20,6 £ 1,2% p/p), corosdlico (4,9 £ 0,3% p/p) y maslinico (14,6 + 0,8%

P/p).

El EAE, contiene una mayor variedad de triterpenoides que el SAE, siendo

mayoritarios el acido corosdlico (27,6 £ 0,7% p/p) y la mezcla de los acidos oleandlico y

ursélico (20,9 = 0,2% p/p) de baja polaridad la cual, por normalizacion aproximada de

areas bajo la curva para cada pico no resuelto de los acidos oleandlico (36,6 min) y

ursélico (37,9 min), se puede estimar que se encuentran en una proporcion cercana a

30:70, respectivamente (Figura 27).

36,584

+-37,922

Figura 27: Co-elucion por CLAE de los acidos oleandlico (36,6 min) y ursdlico

(37,9 min) EAE (5 mg/mL).

Acetonitrilo - acido féormico 0,1% (75 : 25); 0,7 mL/min; Hibar Purospher Star RP-

18 (250 mm x 4 mm I.D.; tamafio de particula: 5 um).

Ademas se encuentran en el EAE los acidos alfitélico, asiatico y maslinico en

concentraciones de 9,4 £ 0,3, 9,1 £ 0,3y 7,5 £ 0,4%, respectivamente.

62



Resultados vy discusion

1.5. Determinacion de la cantidad de fenoles totales mediante la reaccion de

Folin-Ciocalteu

Para determinar la cantidad de fenoles totales presentes en los extractos de U.
molinae expresados como &cido gdlico fue necesario establecer una curva de
calibracion (Anexo 4) con este patron primario de la cual se obtuvo la siguiente
ecuacion:

A =0,0014C + 0,001

donde A es la absorbancia a 765 nm y C la concentracion de acido galico expresado
en pg/mL.

De este modo se determind que el EET posee cerca de 3 veces mas
compuestos fendlicos que SAE y EAE (130,6 + 0,4 y 143,6 + 0,3 mg equivalentes de
acido gdlico por g de extracto seco, respectivamente) con 377,6 £ 0,3 mg equivalentes

de acido galico por g de extracto seco.
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Figura 28: Cantidad de fenoles totales en EET, SAE y EAE de U.
molinae expresados como mg de acido gélico por g de extracto
seco

La menor cantidad de compuestos fendlicos en el SAE se deberia a la
abundancia de glicosidos de flavonoides y taninos del EET, que fueron removidos por

la purificacion con agua del extracto mediante un aparato de Soxhlet. Gran parte de la
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masa del EET estaria constituida por los glucésidos, ramnésidos y xilésidos de
flavonoides descritas por Rubilar y cols. (2005) y confirmados por Shene y cols. (2012)
mediante un andlisis por CLAE-DAD-MS" de extractos hidro-alcohdlicos del material
vegetal. Ademas se pudo confirmar de manera visual la abundante presencia tanto de
taninos gélicos como condensados al obtener luego de la extraccion acuosa una
suspension de flobafenos y un sobrenadante que generaba coloracién negro-azulada

en presencia de FeCls.

La cantidad de compuestos fendlicos remanentes tanto en el SAE como el EAE
se deberia principalmente a las agliconas de miricetina, quercetina vy
catequina/epicatequina, cuya presencia ha sido descrita por los autores antes

mencionados.
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2. Estudios farmacolégicos

2.1. Evaluacién de la actividad anti-inflamatoria topica

La actividad anti-inflamatoria topica determinada en el modelo de edema de
oreja de raton inducida por TPA fue de 43,3 £ 4,2% a una dosis de 1 mg de SAE. En
estudios previos las misma dosis de EAE y EET exhibieron respectivamente 83,1 + 3,2
y 78,3 + 11,8% de efectos (Aguirre y cols., 2006). El efecto fue estadisticamente
significativo comparado con el grupo control. Fue evaluada por primera vez en este
modelo la actividad anti-inflamatoria del acido madecésico el cual demostro tener una
DEs, de 0,11 umol (Tabla 10), menor a la del farmaco de referencia, aunque este
ultimo fue mas eficaz. Los dos triterpenoides mayoritarios de esta fraccion también se
encuentran en extractos bioactivos de otras especies medicinales como Centella
asiatica (Rumalla y cols., 2010), cuyos efectos anti-inflamatorios también han sido
atribuidos a estos compuestos presentes en cantidades considerables en sus extractos
estandarizados (Rafamantanana y cols., 2009). De este modo, es posible atribuir en
parte el efecto anti-inflamatorio de SAE a la presencia de los acidos madecasico,
asiatico, corosolico y maslinico, puesto que los acidos asiatico, corosélico y maslinico
han mostrado DEs, de 0,13, 0,19 y 0,27 umol respectivamente (Aguirre y cols., 2006;
Banno y cols., 2004; Banno y cols., 2005).

Tabla 10: Tabla dosis-efecto de la actividad anti-inflamatoria
topica de acido madecasico e indometacina en modelo de
edema de oreja de ratén inducido por TPA

% AT =+ SEM
Dosis (umol) _
Acido madecésico Indometacina

1,6 84,1 + 10,0* n.e.

1,4 n.e. 92,9 + 13,0*
0,8 70,5 + 8,5* n.e.

0,7 69,8 + 6,5* 71,7 + 11,3
0,4 n.e. 48,2 + 17,1*
0,2 61,1 + 6,2* 19,8 + 94*
0,1 55,8 + 7,2% n.e.

Cada valor representa la mediana + SEM de los resultados
obtenidos (n = 8); * P < 0,05 demuestra que existe diferencia
significativa entre el grupo tratado y el grupo control (100 %
de inflamacidn); n.e. no ensayado.
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Si bien la Figura 29 muestra que existiria una tendencia a un efecto inferior por
parte de SAE comparado con los dos extractos, el andlisis estadistico de

comparaciones multiples de Dunn no encontré diferencias significativas.
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Figura 29: Efecto anti-inflamatorio tépico del EAE, SAE y
EET a una dosis de 1 mg en modelo de edema de oreja de
raton inducido por TPA.

* Aguirre y cols. (2006), % AT: Efecto anti-inflamatorio tépico

Se ha demostrado que los taninos hidrolizables son capaces de inhibir la
produccion de hidroperéxidos inducida por TPA (Gali y cols., 1992; Noro y cols., 1999),
lo cual podria explicar en parte el aparente mayor efecto anti-inflamatorio del EET con
respecto al SAE. Ademas, Rubilar y cols. (2005) demostraron que las hojas de U.
molinae son una rica fuente de fenoles antioxidantes: glucdsidos de quercetina,
canferol y miricetina junto con su genina, presentes en EET, EAE y SAE como fue
confirmado en el punto 1.5. por el método de Folin-Ciocalteu. Estos compuestos son
ampliamente conocidos por sus actividades anti-inflamatorias y analgésicas (Middleton
y cols., 2000; Toker y cols., 2004), por lo que su contribuciéon al efecto aqui observado
es esperable. Del mismo modo, Parveen y cols. (2007) demostraron que el canferol y
su 3-O-glucésido poseen efectos anti-inflamatorio y analgésico dependientes de la
dosis. Estos flavonoides han sido descritos para la especie y su abundante presencia

en el EET podria explicar la mayor actividad de dicho extracto.
En cuanto al EAE, la mayor diversidad y cantidad de triterpenoides podria

contribuir a explicar su importante efecto, puesto que se ha demostrado en el mismo

modelo que los acidos corosolico, alfitélico, oleandlico y ursélico poseen una DEs, de
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0,19, 0,20, 0,65 y 0,21 pmol respectivamente (Aguirre y cols., 2006; Banno y cols.,
2004; Banno y cols., 2005; Gali y cols., 1992; Yasukawa y cols., 1995).

Se ha establecido que el TPA induce inflamacion por activacion de la ruta
molecular del NF-kB (Ban y cols., 2009). Esto se correlaciona con el efecto anti-
inflamatorio in vivo del acido madecasico que hemos determinado ya que los estudios
previos de este triterpenoide muestran que inhibe la INOS, COX-2, TNF-a, IL-18, e IL-
6 mediante una regulacion negativa de NF-kB (Won y cols., 2010a). Tanto los
resultados aqui obtenidos como los datos de la bibliografia muestran que los &cidos
triterpenoides pentaciclicos 2a-hidroxilados (acidos alfitdlico, asiatico, corosélico,
madecasico y maslinico en este caso) son mas potentes que indometacina como
agentes anti-inflamatorios y que la presencia de un hidroxilo en C-2 en los esqueletos
derivados del lupano, ursano y del oleanano conducen a un aumento en su actividad.
Ademas, la presencia de hidroxilos en los esqueletos del ursano en C-6 y C-23

incrementa la actividad observada para el &cido corosélico (Figura 30).

Respecto a los triterpenoides derivados del ursano y del oleanano pudimos
concluir que la di-metilaciéon en C-20 disminuye su potencia, como se observé al
comparar la potencia de los &cidos oleandlico y maslinico con sus respectivos
isdbmeros estructurales los &cidos ursélico y corosélico. Es importante destacar que la
diferencia en la potencia anti-inflamatoria topica entre los acidos maslinico y corosélico
es menor que la existente entre los acidos oleandico y ursdlico, por lo que se confirma

el importante rol que cumpliria el grupo hidroxilo en C-2.
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Derivados del ursano

Acido ursélico

Acido corosélico Acido asiatico Acido madecasico
4cido 3-hidroxi-urs-12(13)-en-28-oico
acido 2a-3p-dihidroxi-urs-12(13)-en-28-oico acido 20-3p-23-triihidroxi-urs-12(13)-en-28-oi acido 2a-3p-6p-23 idroxi-urs-12(13)-en-28-oi
DE;, 0,21 pmol
DEj, 0,19 pmol DEj, 0,13 pmol DEj, 0,11 pmol

Derivados del oleanano

Acido oleandlico Acido maslinico
4cido 3p-hidroxi-olean-12(13)-en-28-oico acido 20-3-dihidroxi-olean-12(13)-en-28-oico

DE,, 0,65 umol DE;, 0,27 pmol

Derivados del lupano

Acido betulinico Acido alfitélico
4cido 3B-hidroxi-lup-20(29)-en-28-0ico 4cido 20-3p-dihidroxi-lup-20(29)-en-28-0ico
DE;, 0,66 pmol DEj, 0,20 pmol

Figura 30 Estructuras de los acidos ursolico, corosolico, asiatico, madecésico, oleandlico,
maslinico, betulinico y alfitélico y sus correspondientes DEs frente al modelo de inflamacion de
oreja de ratén inducida por TPA (Aguirre y cols., 2006; Banno y cols., 2005; Goity y cols., 2013)
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2.2. Evaluacion de las actividades anti-inflamatoria, antioxidante y anti-

adipogénica en modelos celulares

2.2.1. Viabilidad celular

Para realizar los ensayos farmacoldgicos en modelos celulares fue necesario
determinar las concentraciones que no resultaran téxicas para las células durante el
periodo de exposicion a las muestras en estudio. Conocidos son los efectos
citostéticos y anti-proliferativos de algunos triterpenoides pentaciclicos sobre células
tumorales (Hsu y cols., 2005; Reyes-Zurita y cols., 2011; Thurnher y cols., 2003;
Yasukawa y cols.,, 1995; Pisha y cols.,, 1995), los cuales a determinadas
concentraciones podrian influir en el normal desarrollo de lineas celulares como las

agui empleadas.

De este modo, se llevé a cabo el ensayo de MTS para evaluar la viabilidad
celular frente a una exposicién de cuatro concentraciones de triterpenoides por al
menos 24 horas en las condiciones de cultivo. Todos los ensayos ulteriores fueron
realizados a concentraciones que no indujeran muerte celular, obteniendo asi

resultados que no fueran debidos a efectos citotoxicos.

2.2.1.1. Viabilidad de células RAW 264.7

Al cabo de 24 horas de exposicibn a los &cidos madecasico, asiatico,
corosolico, alfitélico, ursdlico, oleandlico y maslinico no se observé toxicidad en todo el
intervalo de concentraciones evaluadas (0,1 a 100 pM) y del mismo modo para EAE y
SAE (0,1 a 100 pg/mL) (Figura 31).
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Figura 31: Viabilidad de células RAW 264.7 expuestas durante 24 horas a cuatro concentraciones
distintas de triterpenoides pentaciclicos (0,1 — 100 pM) (A) y de los extractos EAE y SAE (0,1 — 100
ug/mL) (B).

Los valores en el eje de ordenadas representan los porcentajes de células vivas expuestas a las
muestras respecto ala cantidad de células control = SD (n = 5).

Para definir claramente la concentracion maxima a evaluar en los ensayos
sobre esta linea de macréfagos, se realiz6 también un estudio de la viabilidad celular al
cabo de 48 horas de exposicion. Se observé que tanto para la maxima concentracion
evaluada de los acidos alfitélico, corosélico, maslinico y ursélico como para la del EAE
y SAE comienzan a manifestarse efectos citotoxicos (viabilidad inferior a 90%) (Figura
32).
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Figura 32: Viabilidad de células RAW 264.7 expuestas durante 48 horas a cuatro concentraciones
distintas de triterpenoides pentaciclicos (0,1 — 100 pM) (A) y de los extractos EAE y SAE (0,1 — 100
ug/mL) (B).

Los valores presentados en el eje de ordenadas representan los porcentajes de células vivas
expuestas a las muestras respecto a la cantidad de células control £ SD (n = 5).

De este modo se establecié que la maxima concentracién a evaluar en células
RAW 264.7 fue de 10 uM para triterpenoides y de 10 ug/mL para el EAE y SAE, debido
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a que dichas concentraciones no inducen muerte celular durante exposicion al
tratamiento.

2.2.1.2. Viabilidad de células 3T3-L1

El ensayo de viabilidad para las células 3T3-L1 a 24 y 48 horas permitié
establecer que la concentracion maxima a ser evaluada fue de 10 uM para los
triterpenoides y 10 pg/mL para el EAE y SAE, debido a que las concentraciones de 100
MM y 100 pg/mL inducen muerte celular tanto para el EAE como SAE y la mayoria de
los triterpenoides evaluados (Figura 33 yFigura 34).
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Figura 33: Viabilidad de células 3T3-L1 expuestas durante 24 horas a cuatro concentraciones
distintas de triterpenoides pentaciclicos (0,1 — 100 pM) (A) y de los extractos EAE y SAE (0,1 — 100
Mg/mL) (B).

Los valores presentados en el eje de ordenadas representan los porcentajes de células vivas
expuestas a las muestras respecto a la cantidad de células control + SD (n =5)
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Figura 34: Viabilidad de células 3T3-L1 expuestas durante 48 horas a cuatro concentraciones
distintas de triterpenoides pentaciclicos (0,1 — 100 pM) (A) y de los extractos EAE y SAE (0,1 — 100
ug/mL) (B).

Los valores presentados en el eje de ordenadas representan los porcentajes de células vivas
expuestas a las muestras respecto a la cantidad de células control £ SD (n = 5).
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Es importante destacar que el acido madecésico resultd ser el Unico
triterpenoide que no exhibié citotoxicidad en ninguna de las concentraciones o periodos
de exposicién y ademas indujo la proliferacion de células al encontrarse una viabilidad
celular cercana al 140% al cabo de 24 horas de tratamiento a 100 uM, efecto que ya
comienza a notarse a la concentracibon 1 pM. Los otros compuestos evaluados
presentaron en nula o menor medida este efecto. Sin embargo al superar la
concentracion de 10 uM se observo una notable toxicidad. Como fue mencionado, las
células 3T3-L1 son fibroblastos embrionarios, que por su potencialidad de diferenciarse
son empleados aqui como pre-adipocitos. De este modo, el efecto observado con
estos compuestos podria deberse a los efectos favorables sobre la sintesis de
colageno en fibroblastos que ha sido reportado extensamente en numerosas fuentes
para extractos de Centella asiatica que contienen los Aacidos asiatico y madecasico
(Bonté y cols., 1994; Maquart y cols., 1990; Maquart y cols., 1999). Se ha establecido
también que tanto la conformacién como la abundancia de las fibras de colageno en la
matriz extracelular son factores cruciales para una mayor proliferacion de estas células

(Hadjipanayi y cols., 2009).
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2.2.1.3. Viabilidad de células B-TC-6

A ninguna de las concentraciones evaluadas se observé muerte celular luego

de 24 horas de exposicion a los siete triterpenoides y a os EAE y SAE (Figura 35).

2001
1754 A

— 1504

125+
100 == = = = e - = = - - -

0 L] L] L] L] 1
103 102 10? 10° 10t 102
v

Acido madecasico
Acido asiatico
Acido corosélico
Acido alfitélico
Acido ursélico

-
[3d
1

Acido oleanélico

bbb

b-TC-6
Viabilidad celular (%)

a
=]
1

Acido maslinico

N
a
1

b-TC-6
Viabilidad celular (%)

200+
1759
— 150+
125+
100+

N g~
g o u
[ I T |

0

—— EAE
B —— SAE

L] L] L] L] 1
103 1072 10? 10° 10t 102

ng/mL

Figura 35: Viabilidad de células B-TC-6 expuestas durante 24 horas a cuatro concentraciones
distintas de triterpenoides pentaciclicos (0,1 — 100 pM) (A) y de los extractos EAE y SAE (0,1 — 100

Hg/mL) (B).

Los valores presentados en el eje de ordenadas representan los porcentajes de células vivas
expuestas a las muestras respecto a la cantidad de células control + SD (n =5)

Se determind una concentracion maxima de 10 uM para los triterpenoides y de

10 pg/mL para el EAE y SAE, siguiendo las concentraciones establecidas por la

viabilidad de las otras lineas celulares para asi obtener resultados comparables. Asi,

los triterpenoides y los EAE y SAE fueron evaluados en todas las lineas celulares a las

concentraciones de 1y 10 uM para los compuestos purificados y de 1 y 10 ug/mL para

EAE y SAE.
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2.2.2. Determinacién del nivel intracelular de especies reactivas de oxigeno en

macréfagos RAW 264.7 y células pancreaticas B-TC-6 estimuladas con TNF-a

El estrés oxidativo intracelular ocurre cuando la produccién de las especies
reactivas de oxigeno excede la capacidad de los antioxidantes celulares de
neutralizarlas y es resultado tanto de la excesiva cantidad de energia disponible
(James y cols., 2012) como de la respuesta inflamatoria inducida por el tejido adiposo

(Dandona y cols., 2005), siendo coexisitiendo ambos en el sindrome metabdlico.

Diversos métodos han sido propuestos para la determinaciéon del nivel de
EROic, induciendo el estrés oxidativo principalmente con H,O, (Halliwell y Whiteman,
2004). En esta tesis se propuso la modificacion del método descrito por Wang y Joseph

(1999), induciendo el estrés oxidativo con TNF-a.
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2.2.2.1. Determinacion del nivel de EROic en macr6fagos RAW 264.7 estimulados
con TNF-a

Tanto SAE como EAE demostraron reducir significativamente el nivel de EROic
inducido por TNF-a a ambas concentraciones ensayadas (Figura 36), observandose en
estos experimentos un leve pero estadisticamente significativo incremento de la

actividad al aumentar diez veces la concentracion de SAE y EAE (Tabla 11).
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Figura 36: Nivel promedio de EROic en células RAW 264.1
inducidas con TNF-a (2 ng/mL) durante noventa min y
tratadas con EAE y SAE a dos concentraciones (n = 6).

Los resultados estan expresados como % EROic + SD
respecto a control (n = 6). **P < 0,001 vs. control, P <
0,001 vs concentracion inferior.

Tabla 11: Porcentaje de disminucion de EROic + SEM en células
RAW 264.1 estimuladas con TNF- a y tratadas con SAE y EAE 1 pM y

10 pM

% Disminucién de EROic + SEM

1 pyg/mL 10 yg/mL
SAE 288 + 25 38,1 + 26
EAE 344 + 4,4 449 + 45

Al evaluar el efecto de los triterpenoides en estudio se observé que todos
disminuyen significativamente el nivel de EROic en macréfagos respecto al control
(Figura 37).
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Figura 37: Nivel promedio de EROic en células RAW 264.1
inducidas con TNF-a (2 ng/mL) y tratadas con triterpenoides y
farmacos de referencia a dos concentraciones (n = 6).

Los resultados estan expresados como % EROic + SEM
respecto a control (n = 12). **P < 0,001 vs. control.

Se observé que todos los triterpenoides ensayados a una concentracion 1 uM,
con la excepcion del 4cido maslinico, poseen una actividad superior a la observada
para los farmacos de referencia (Figura 38 y Tabla 4), para los cuales previamente han
sido demostradas sus actividades reductoras de especies reactivas de oxigeno por
rutas independientes de la inhibicibn de la ciclooxigenasa, interviniendo en las
cascadas de sefalizacién conducentes a la activacion de la NADPH oxidasa (Feitoza y
cols., 2010; Wilkinson y cols., 2012).
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Figura 38: Porcentaje de disminucion de EROic inducido en células RAW 264.1 por TNF-a 2 ng/mL y
tratadas con triterpenoides o farmacos de referencia a dos concentraciones por dos horas
posteriores a lainduccion (n = 6).

Los resultados estan expresados como % de disminucion de EROic + SEM respecto a control (n =
12). **P < 0,001 vs. control.

Tabla 12: Porcentaje de disminucion de EROic inducido en células
RAW 264.1 por TNF-a 2 ng/mL y tratadas con triterpenoides o
farmacos de referencia

% Disminucién de EROic + SEM

1uM 10 pM
Acido madecésico 31,2 + 0,6 190 + 1,2
Acido asiatico 347 + 0,9 16,3 + 0,9
Acido corosélico 284 + 18 175 + 1,0
Acido maslinico 171 + 0,8 255 + 0,6
Acido alfitolico 274 + 18 12,7 + 05
Acido ursdlico 258 + 2,2 18,7 + 05
Acido oleandlico 235 + 1,0 255 * 0,6
Ibuprofeno 150 = 2,7 208 = 05
Indometacina 150 + 2,7 20,3 + 15
a-tocoferol 19,1 + 0,7 251 + 05

Kim y cols. (2010) describieron la ruta de generacion de EROic inducida por
TNF-a como una ruta de sefalizacidn intracelular que involucra la activacion de la
proteina moduladora de ERO (Romol). Se podria esperar que los triterpenoides
actien modulando esta ruta, ademas de inhibir enzimas generadoras de EROic como

la xantina oxidasa.

Se ha demostrado la capacidad de los triterpenoides derivados del ursano de
suprimir la ruta del factor nuclear kB (NF-kB) en macréfagos. Esta supresion promueve
efectos anti-inflamatorios al inhibir la expresion de las enzimas iINOS y COX-2 (Won y

cols., 2010a; Yun y cols., 2008). Dichos efectos provocan la disminucion de la
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liberacion de citoquinas pro-inflamatorias y la cantidad de éxido nitrico generado por
iINOS. Por otro lado, Kim y cols. (2010) plantean que la muerte celular inducida por
TNF-a es normalmente bloqueada por una activacion concomitante de NF-kB, puesto
gue la sefializacién de este factor nuclear induce la expresion de superédxido dismutasa
dependiente de manganeso (MnSOD) y la cadena pesada de ferritina (FHC) (Pham y
cols., 2004), los cuales son agentes antioxidantes intracelulares. Lo anterior se asocia
a que la inhibicion concomitante de NF-kB potenciaria la vulnerabilidad de células a la
apoptosis (Cardoso y Oliveira, 2003). Estos antecedentes podrian explicar la
disminucion del efecto atenuador del nivel de EROic mostrado por los derivados del
ursano (acidos madecasico, asiatico, corosolico y ursélico) y el derivado del lupano
(4cido alfitélico) al aumentar la concentracion a la cual las células fueron expuestas
(Figura 38), ya que es posible que un aumento de las concentraciones intracelulares de
estos compuestos pudiese bloquear la ruta NF-kB y como consecuencia disminuir la
expresion de MnSOD y FHC.

Ikeda y cols. (2007) concluyeron que el acido ursélico es capaz de inducir la
generacion de EROic en macréfagos no estimulados de manera dependiente de la
dosis a 4 y 20 uM, respectivamente. Observaron ademas que el acido oleandlico no
presenta este efecto pro-oxidante, por lo que la leve diferencia estructural entre estos
isdbmeros es crucial en su efecto. Estas observaciones respaldan los resultados
obtenidos en este ensayo, en cuanto a que los derivados del ursano disminuirian su
potencia al aumentar la dosis. Se puede apreciar claramente en la Figura 39 como a
una concentracién 100 uM el acido ursdlico, a diferencia del acido oleandlico genera
una pérdida estadisticamente significativa de la viabilidad celular (79,6 + 0,9 y 99,8 £
3,8%, respectivamente). La literatura cientifica ha demostrado extensamente que la
generacion de estrés oxidativo es conducente a dafio celular y apoptosis y es
esperable que este factor influya en la toxicidad de los compuestos de manera dosis- y

estructura-dependiente.
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Figura 39: Viabilidad de células RAW 264.7 expuestas
durante 48 horas a cuatro concentraciones distintas de
los &cidos ursélico y oleandlico.

Los valores del eje de ordenadas representan los
porcentajes de células vivas expuestas a las muestras
respecto a la cantidad de células control + SD (n = 5).

Previamente, You y cols. (2001) concluyeron que el acido ursélico en
macrofagos RAW 264.7 no estimulados induce la produccion de NO y TNF-a a través
de la activacién de NF-kB. Estos resultados contrarios a los descritos en otros trabajos
sobre macrofagos estimulados fueron justificados por los autores al proponer que el
efecto de este triterpenoide sobre NF-kB dependeria del estado biolégico en el cual se
encuentren los macrofagos. lkeda y cols. (2005) respaldaron lo propuesto,
describiendo ademas un mecanismo por el cual los macrofagos no estimulados y en
presencia de &cido ursolico aumentarian la liberacién de IL-13 mediante incrementos
de EROic. Esta informacion debe ser considerada al establecer tanto la dosis como la
estandarizacion quimica de un extracto en cuanto al tipo de triterpenoides presentes,
puesto que una sobredosis de determinados compuestos triterpénicos podria propiciar
efectos contrarios a los beneficios farmacoldgicos tanto en individuos sanos como en

otros afectados por desérdenes metabdlicos.
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2.2.2.2. Determinaciéon de los niveles de EROic en células pancreaticas B-TC-6

estimuladas con TNF-a

En este ensayo se evaluo la capacidad de las muestras de disminuir los niveles
de EROic en células pancreéticas estimuladas con TNF-a, puesto que se ha
demostrado que elevados niveles de este agente promueven la muerte celular por
dafio oxidativo debido a la inducida generacion inducida de ERO desde la mitocondria
(Kim y cols., 2010). La disminucion de células 8 pancreaticas debida a apoptosis se ha

hecho evidente en estudios histolégicos de individuos diabéticos (Butler y cols., 2003).

Tanto SAE como EAE disminuyeron, a ambas concentraciones evaluadas, el
porcentaje de EROic respecto al control en una magnitud similar a la observada en
macrofagos. Se observé que la actividad de los extractos disminuyd a la concentracion

mayor (Figura 40).

Tabla 13: Porcentaje de disminucion de EROic * SEM en células -
TC-6 estimuladas con TNF-a y tratadas con SAE y EAE 1 uM y 10 uM

% Disminucion de EROic + SEM

1 pg/mL 10 pg/mL
SAE 3786 = 25 26,17 = 26
EAE 2546 + 44 1238 + 45
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Figura 40: Nivel de EROic generadas en células B-TC-6
luego de ser inducidas con TNF-a (2 ng/mL) durante
noventa minutos y tratadas con EAE y SAE a dos
concentraciones por dos horas posteriores ala induccién.

Los resultados estan expresados como % EROic + SEM
respecto a control (n = 6). **P < 0,001 vs. control, P <
0,001 vs. concentracion inferior.

Esta disminucién de actividad a mayor concentracion se deberia al efecto pro-
oxidante atribuible a la generacién de H,O, a través de la interaccion de compuestos
fendlicos con componentes del medio de cultivo como fue descrito por Lapidot y cols.
(2002) para la misma linea celular, siendo dicho estudio congruente con la composicién
de compuestos fendlicos de los extractos de U. molinae. Los mismos autores
concluyen que este efecto pro-oxidante artificial puede ser reducido al co-administrar
metmioglobina al medio de cultivo, para de ese modo obtener efectos protectores
frente al estrés oxidativo con los compuestos fendlicos evaluados por ellos (crisina,

catequina, quercetina y acido cafeico 50 uM).

Los triterpenoides aislados mostraron mayor actividad atenuadora de los

niveles de EROic en células pancreéticas que en macrofagos (Figura 41).
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Figura 41: Nivel de EROic generadas en células B-TC-6
luego de ser inducidas con TNF-a (2 ng/mL) durante
noventa minutos y tratadas con triterpenoides o farmacos
de referencia a dos concentraciones por dos horas
posteriores alainduccion (n = 6).

Se observé que para la mayor parte de los triterpenoides ensayados se alcanzé
el efecto maximo a la concentracién 1 uM, siendo ésta equivalente a la presentada por
los farmacos de referencia. Sélo los acidos madecasico y asiatico superaron el efecto
de los farmacos de referencia, logrando eliminar completamente las EROic a la
concentracion mayor (Figura 40y 37 y Tabla 14).

Disminucién de EROic
(%)
Disminucion de EROic
(%)

g{;@ f@ﬁ;%@@ éf«»*’ﬁ?"

10 uM

Figura 42: Disminucion de EROic inducidas en células B-TC-6 por TNF-a (2 ng/mL) y tratadas con
triterpenoides o farmacos de referencia a dos concentraciones por dos horas posteriores a la
induccion (n = 6).

Los resultados estan expresados como % de disminucion de EROic + SEM respecto a control (n =
12). **P < 0,001 vs. control.
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Tabla 14: Porcentaje de disminucién de EROic inducidas en células
B-TC-6 por TNF-a (2 ng/mL) y tratadas con triterpenoides o farmacos
de referencia

% Disminucién de EROic + SEM

1uM 10 uM
Acido madecésico 659 * 7,0 99,2 + 05
Acido asiatico 780 + 7,9 1049 * 3,0
Acido corosélico 60,2 + 6,4 599 + 11
Acido maslinico 39,2 * 53 430 = 1,7
Acido alfitélico 616 * 6,5 615 * 1,6
Acido ursolico 510 = 56 50,5 = 0,6
Acido oleandlico 51,1 +* 5,7 56,7 + 11
Ibuprofeno 304 = 40 344 £ 0,7
Indometacina 40,7 * 57 454 * 0,7
a-tocoferol 344 + 3,3 304 =+ 14

La capacidad anti-oxidante de las células  es muy baja debido a la débil
expresion de enzimas antioxidantes tales como glutation peroxidasa y superéxido
dismutasa en los islotes pancreéticos, a diferencia de otros tejidos (Tiedge y cols.,
1997). Lo anterior esta directamente relacionado con la vulnerabilidad de estas células
frente al estrés oxidativo generado por EROic. Se han descrito dos rutas de produccion
de EROic en células pancredticas, no mitocondrial y mitocondrial. La ruta no
mitocondrial esta directamente relacionada con el exceso de glucosa disponible y la
mitocondrial a la cadena transportadora de electrones (Brownlee, 2001). En este
experimento se mantuvieron los niveles bajos de glucosa en las condiciones de cultivo,
de modo que el unico inductor de EROic fue TNF-a, el cual estimula la generacion de
ERO mediante las sefializaciones intracelulares descritas por Kim y cols. (2010). Al
existir en estas células limitada capacidad anti-oxidante enzimatica, es probable que
gran parte de la actividad observada para las muestras evaluadas se deba a sus

capacidades de regular las rutas de sefalizacion inductoras de inflamacioén y ERO.
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2.2.3. Evaluacion de la acumulacion de triglicéridos en adipocitos

2.2.3.1. Efecto de las muestras sobre el proceso de diferenciacion celular

Tanto SAE como EAE redujeron significativamente la acumulacion de
triglicéridos en un 40,7 + 10,1 y 68,4 + 7,1%, respectivamente. No se observé
diferencia significativa entre los efectos de ambas muestras. Sin embargo EAE muestra

una tendencia a producir un mayor efecto que SAE (Figura 43 A).
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Figura 43: Acumulacion de triglicéridos en células 3T3-L1 diferenciadas a adipocitos en presencia
de EAE y SAE a una concentracion de 10 pg/mL (A) y en presencia de triterpenoides pentaciclicos
a una concentracion de 10 pyM (B).

Los resultados estan expresados como porcentajes de acumulacién de triglicéridos + SD respecto
al control (n = 4). ** P <0,001.

Los triterpenoides ensayados, presentes en las hojas de U. molinae, mostraron
un importante efecto de disminucion de la acumulacién de triglicéridos durante el

proceso de diferenciacion celular (Figura 43 B).

Estos resultados confirman los obtenidos por Zong y Zhao (2007) para el acido
corosolico, quienes concluyeron que este triterpenoide promueve la absorcion de
glucosa, suprime la diferenciacién y regula negativamente en adipocitos 3T3-L1 la

expresion de PPAR-y y C/EBP-a. Recientemente Sung y cols. (2010) demostraron que
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el acido oleandlico posee similar efecto al acido corosélico sobre la diferenciacion de
adipocitos, demostrados por Zong y Zhao (2007).

De acuerdo al analisis quimico realizado a los EAE y SAE se obtiene que la
concentracion de 10 pg/mL evaluada en este ensayo contiene las concentraciones de
los compuestos sefialadas en la Tabla 15. El intervalo de concentraciones en el que se
encuentran los triterpenoides explicaria en gran parte el efecto tanto de EAE como de

SAE, pudiéndose proponer un efecto aditivo entre los efectos de cada compuesto.

Tabla 15: Concentracion de triterpenoides en EAE y SAE 10

pg/mL
Concentracion
EAE 10 pg/mL SAE 10 pg/mL
UM UM
Acido madecasico 0,2 1,7
Acido asiatico 1,7 4,2
Acido alfitélico 2,0 0,1
Acido corosélico 5,8 1,0
Acido maslinico 1,6 3,1
Acido betulinico 0,4 0,0
Acidos oleandlico y ursélico 4.6 0,2

Sin embargo, también se ha demostrado que los flavonoides canferol y
guercetina mejoran la captura de glucosa en adipocitos sin inducir adipogénesis en
células 3T3-L1, actuando como agonistas parciales del PPAR-y (Fang y cols., 2008) y
existen datos que demuestran el efecto anti-adipogénico de flavonoides (Harmon vy
Harp, 2001) también en el proceso de diferenciacion celular. Estos antecedentes no
permiten descartar el aporte de los compuestos fendlicos, también presentes tanto en

EAE como en SAE, a su efecto sobre la diferenciacion celular de adipocitos.
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2.2.3.2. Efecto de las muestras sobre la acumulacion de triglicéridos en

adipocitos maduros estimulados con TNF-a

El TNF-a, actua sobre el metabolismo de lipidos en adipocitos inhibiendo la
lipogénesis y la absorcion de acidos grasos libres, ademéas de estimular su liberacion
via lipolisis (Cawthorn y Sethi, 2008). Este efecto se puede apreciar en la Figura 44
donde en el grupo control positivo se observé una acumulacion de triglicéridos
equivalente a un 87,3 + 2,6% comparado al grupo control negativo (100%) de
adipocitos maduros no estimulados por 24 horas con TNF-a (2 ng/mL). El proceso de
lipdlisis inducido por TNF-a es mediado por las proteinas JNK, ERK1/2 y por NF-kB,
siendo inhibido por supresores de este Ultimo como las tiazolidindionas (Souza y cols.,
1998).

Este experimento evalué posibles efectos de las muestras sobre la
metabolizacién de lipidos en adipocitos maduros y en presencia de TNF-a, puesto que
sustancias capaces de inhibir la activacion de NF-kB podrian suprimir el efecto anti-
adipogénico y lipolitico que ejerce el TNF-a sobre los adipocitos y los efectos
supresores de distintos triterpenoides sobre NF-kB son ampliamente conocidos (Won y
cols., 2010b; Yun y cols., 2008; Zeng y cols., 2012).

Se obtuvo que las células tratadas con EAE y SAE a una concentracion de 1
ug/mL y los triterpenoides evaluados a una concentracion de 10 uM no alteraron el
efecto lipolitico del TNF-a, lo contrario sucedié al aumentar 10 veces la concentracion

tanto de los extractos como de la mayoria de los triterpenoides (Figura 44 A).
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Figura 44: Acumulacion de triglicéridos en adipocitos maduros expuestos a TNF-a (2 ng/mL) y
tratados con SAE y EAE (A) y con triterpenoides pentaciclicos (B) por 24 horas

Los resultados estan expresados en porcentajes de acumulacion de triglicéridos + SEM respecto
al control negativo (n = 4). *0,01 < P < 0,05; **0,001 < P <0,01; ***P < 0,001

Tabla 16: Porcentaje de acumulacién de triglicéridos en adipocitos
maduros expuestos a TNF-a (2 ng/mL) y tratados con triterpenoides
pentaciclicos por 24 horas.

% Acumulacién de triglicéridos + SEM

1uM 10 pM
Acido madecésico 86,3 + 33 1076 + 4,6
Acido asiatico 896 + 1,4 849 + 46
Acido alfitélico 942 + 5,2 105,121 + 3,3
Acido corosélico 96,8 * 35 1096 + 6,3
Acido maslinico 919 + 29 92,1 + 7,0
Acido ursolico 90,0 + 5,0 971 + 52
Acido oleandlico 75,6 + 2,5%* 73,9 + 51*
a-tocoferol 865 + 35 86,6 + 3,1

Los resultados estan expresados en porcentajes de acumulacion de
triglicéridos + SEM respecto al control negativo (n = 4). *0,01 < P < 0,05;
**0,001 < P <0,01; ***P < 0,001

Es importante mencionar que a diferencia del &cido madecasico, el &cido
asiatico no inhibe la actividad lipolitica del TNF-a a la mayor concentracion. Esto es
sustentable al comparar los estudios de Yun y cols. (2008) con los de Won y cols.
(2010a) donde el acido madecasico demostrd ser un inhibidor de la activacion de NF-
KB mas potente que el acido asiatico. Es evidente que la presencia del grupo hidroxilo

en C-6 potenciaria la actividad inhibitoria de NF-kB (Figura 45).

87



Resultados vy discusion

Acido asiatico Acido madecasico
acido 2a-3B-23-triihidroxi-12(13)-ursen-28-oico acido 2a-3B-6B-23-trihidroxi-urs-12(13)-en-28-oico

Figura 45: Acidos asiatico y madecasico

Del mismo modo, Takada y cols. (2010) recientemente demostraron que tanto
el 4cido ursolico como el oleandlico inhiben la activaciéon de NF-kB de manera dosis-
dependiente. Los autores observaron que este Ultimo actta con la mitad de la potencia
de su isémero estructural y sostienen que esta diferencia se debe a las diferencias
estructurales y conformacionales que existen entre ellos. La actividad inhibitoria de los
triterpenos aqui evaluados sobre el efecto del NF-kB se hace evidente al observar que
el Unico compuesto que no inhibi6é significativamente el efecto lipolitico inducido por
TNF-a fue el acido oleandlico y se deberia a su menor potencia inhibidora de la
activacion de NF-kB. Ademas, un estudio reciente en adipocitos de cultivo primario de
rata tratados con este triterpenoide demostrd que el acido ursoélico estimula de manera
dosis-dependiente (25 — 100 uM) la lipdlisis en adipocitos por la via de la proteina
quinasa A (PKA) dependiente de AMP ciclico (Liy cols., 2010).

Los resultados obtenidos muestran que gran parte de los triterpenoides
pentaciclicos descritos para U. molinae a concentraciones inferiores a 10 uM, inhibirian
la lipdlisis inducida por TNF-a debido a sus efectos inhibitorios sobre la activacion de
NF-kB.

88



Resultados vy discusion

2.2.4. Evaluacion del efecto de las muestras sobre la liberacion de IL-6 desde

adipocitos estimulados con TNF-a

Los adipocitos del tejido adiposo blanco al estar expuestos al TNF-a liberan
citoquinas pro-inflamatorias entre las cuales destaca la IL-6 (Xu y cals., 2003). De este
modo, para estudiar los posibles efectos de los extractos de U. molinae y sus
triterpenoides en este proceso inflamatorio del sindrome metabdlico, fueron evaluadas
dos concentraciones de SAE (1 y 10 pug/mL) en un modelo celular de adipocitos
maduros expuestos a TNF-a observandose que ambas concentraciones redujeron de
manera equivalente (33,4 + 3,4 y 32,3 + 3,0%, respectivamente) la cantidad de IL-6

liberada.
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Figura 46: Cantidad de IL-6 liberada por adipocitos
maduros estimulados con TNF-a en presencia de SAE

Los resultados estan expresados en pg/mL de IL-6 + SEM
(n =5).*0,01 < P <0,05; **0,001 < P < 0,01; ***P < 0,001.

De los triterpenoides evaluados solo los &cidos madecésico 1 y 10 pM,
corosolico 1 uM vy alfitélico 10 uM disminuyeron significativamente la liberacion de IL-6
frente al control positivo (Figura 47 y Tabla 17). La Tabla 18 muestra los efectos

obtenidos con estos compuestos.
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Figura 47: Cantidad de IL-6 liberada por adipocitos
maduros estimulados con TNF-a en presencia de
triterpenoides pentaciclicos y farmaco de referencia (a-

tocoferol).

Los resultados estan expresados en pg/mL de IL-6 £+ SEM
(n =5). *0,01 < P < 0,05; **0,001 < P < 0,01; ***P < 0,001.

Tabla 17: Cantidad de IL-6 liberada por adipocitos maduros estimulados
con TNF-a en presencia de triterpenoides pentaciclicos y farmaco de

referencia

IL-6 £ SEM (pg/mL)

1uM 10 uM
Control - 100,6 * 3,3 100,6 += 3,3
Control + 3134 *= 8,3 3134 * 83
Acido madecasico 2258 £ 91*** 231,0 * 14,9*
Acido corosdélico 2422 + 17,6% 307,4 * 40,3
Acido alfitlico 251,0 *+ 14,1* 211,0 * 11,3*
Acido ursélico 2846 * 20,0 3050 * 12,8
Acido oleandlico 2786 + 18,3 2734 * 18,0
a-tocoferol 2426 + 97** 279,4 = 20,4

Los resultados estan expresados en pg/mL de IL-6 + SEM (n = 5). *0,01 <
P <0,05; **0,001 < P < 0,01; ***P < 0,001.
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Tabla 18: Efecto inhibidor de la liberacién de IL-6 desde
adipocitos estimulados con TNF-a de los acidos madecasico,
corosolico y alfitélico

% Efecto £+ SEM

1uM 10 uM
Acido madecésico 280 * 29 26,3 + 48
Acido corosélico 227 + 56 n.e.
Acido alfitélico n.e. 327 + 3,6

n.e. no se observé efecto

Estos resultados se consideraron preliminares, ya que se deberian evaluar al

menos dos dosis adicionales para obtener conclusiones mas sélidas respecto de este

ensayo.

91



Resultados vy discusion

2.3. Evaluacion del efecto de las muestras sobre la actividad de las enzimas

catalasa y xantina oxidasa

Existen antecedentes en la literatura que demuestran que los triterpenoides
poseen actividades moduladoras sobre sitios alostéricos enzimaticos (Wen y cols.,
2008). Se evalud en este ensayo una posible activacion alostérica sobre la catalasa de
raton, determinando si la modulacién de esta enzima contribuiria a la actividad anti-

oxidante de las muestras ensayadas en los modelos celulares.

No se observaron cambios estadisticamente significativos sobre la actividad
enzimatica de la catalasa frente a SAE y EAE a 1 y 10 ug/mL, como tampoco frente a
los triterpenoides evaluados a 1 y 10 pM (acidos madecasico, asiatico, alfitélico,
corosolico, ursdlico y maslinico) (Figura 48). De este modo, la actividad reductora del
nivel de EROic descrita anteriormente no tendria relacion con la actividad catalitica de

esta enzima.
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Figura 48: Efecto de SAE, EAE y triterpenoides sobre la actividad enzimética de la
catalasa

Por otro lado, la xantina oxidasa (XO) se encuentra en el citosol y se ha
demostrado que junto con la mitocondria es una de las mayores fuentes de especies
reactivas de oxigeno en ratones diabéticos y que su inhibicion reduce el estrés
oxidativo y mejora las alteraciones mitocondriales (Bravard y cols., 2011). Por esta
razon se decidié evaluar si existia efecto inhibitorio sobre esta enzima a las mismas

concentraciones de EAE y SAE empleadas en los ensayos celulares y a las mismas
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concentraciones de los &cidos asiatico, alfitolico, corosélico, ursélico, oleandlico y

maslinico.

Se observd que todos los triterpenoides evaluados a la concentracion 10 uM
inhibieron la actividad de la XO (Figura 49 B y Tabla 19). El andlisis estadistico de
comparaciones mdultiples de Tukey indic6 que el efecto inhibitorio sobre la actividad

enziméatica fue estadisticamente equivalente (P > 0,05) entre los compuestos.
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Figura 49: % Actividad de la xantina oxidasa (XO) frente a triterpenoides pentaciclicos a
concentraciones 1 uM (A) y 10 uM (B) y frente a SAE y EAE a concentraciones de 1 ug/mL (C) y 10
pg/mL (D).

Los resultados estan expresados como el promedio de 5 réplicas + SEM. **0,001 < P < 0,01; ***P <
0,001.
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Tabla 19: Efecto inhibitorio de triterpenoides
pentaciclicos sobre la xantina oxidasa (XO)

% Inhibicion de XO

10 pM
Acido madecésico 243 t 8,6*
Acido corosélico 36,0 + 2,2%%=
Acido alfitélico 38,6 * 3,0%**
Acido ursolico 35,9 + 54
Acido oleandlico 40,2 *+ 1,3%

Los resultados estan expresados como el
promedio de 5 réplicas + SEM. **0,001 < P <
0,01; **P < 0,001.

Antecedentes obtenidos de la literatura indican que la actividad de otros
triterpenoides pentaciclicos presentes tanto en SAE como en el EAE es similar a la

obtenida para los aqui evaluados (Yin y Chan, 2007).

El EAE y SAE inhibieron la enzima de manera dependiente de la concentracion

como se observa en la Tabla 20.

Tabla 20: Efecto inhibitorio del EAE y SAE sobre xantina oxidasa

(X0)
% Inhibicién XO
1 pg/mL 10 pg/mL
SAE 359 = 27 493 + 51
EAE 302 + 25 56,9 = 79

Estas actividades no son completamente explicables por la presencia de los
triterpenoides si se considera el contenido de éstos en SAE y EAE (Tabla 21). Las
conocidas actividades inhibitorias de los flavonoides sobre esta enzima (Nagao y cols.,

1999) aportarian de manera importante a la actividad global de SAE y EAE.

94
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Tabla 21: Concentraciones molares de los triterpenoides pentaciclicos presentes
en SAEy EAE 1y 10 ug/mL

Concentracion de triterpenoides (UM)

1 pg/mL 10 pg/mL

EAE SAE EAE SAE
Acido madecésico 0,0 0,2 0,2 1,7
Acido asiatico 0,2 0,4 1,7 4,2
Acido alfitélico 0,2 0,0 2,0 0,1
Acido corosélico 0,6 0,1 5,8 1,0
Acido maslinico 0,2 0,3 1,6 3,1
Acido betulinico 0,0 0,0 0,4 0,0
Acido oleandlico 0,2 0,0 1,4 0,1

Acido ursolico 0,4 0,0 3,2 0,1




Resultados vy discusion

2.4. Evaluacion del efecto de los extractos de U. molinae sobre la actividad de la

glicogeno fosforilasa a (GPa)

La actividad inhibitoria de todos los triterpenoides descritos para esta especie
ha sido evaluada previamente frente a la GPa (Hao y cols., 2009; Wen y cols., 2008).
Fueron evaluados los extractos EAE, EET y SAE, observandose para éstos a una
concentracion de 60 ug/mL actividades inhibitorias de 45,9 + 4,3, 92,2+ 1,1y 91,6 £
1,2%, respectivamente.

% Inhibicién de GPa

Figura 50: Efecto inhibitorio de extractos de las
hojas de U. molinae y un extracto de referencia
de C. asiatica sobre la glicogeno fosforilasa a
(GPa)

La cuantificaciébn de los triterpenoides de los extractos evaluados en este

ensayo se muestra en la Tabla 22.
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Tabla 22: Valores de Clso frente a GPa de los triterpenoides presentes en las hojas de U.
molinae y las concentraciones molares de los triterpenoides pentaciclicos presentes en
EAE, EET y SAE a 60 pg/mL.

Clso GPa Concentracion en 60 pg/mL
(uM) EAE EET SAE Ext. C. asiatica
Acido ursélico 9* 19,3 pM 0,3 uM 0,8 uM
Acido oleandlico 14* 8,3 uM 0,1 uM 0,3 uM
Acido asiético 17* 9,9 uM 9,0 uM 25,3 uM 36,8 uM
Acido corosélico 20* 35,0 uM 2,0 uM 6,2 uM
Acido alfitélico 21 11,9 uM 0,3 uM 0,5 uM
Acido maslinico 28* 9,5 uM 5,1 uM 18,5 uM
Acido betulinico 43* 2,4 uM 0,0 uM 0,0 uM
Acido madecésico s.a.* 1,3 uM 4,3 uM 10,0 uM 35,7 uM

Clso: Concentracion inhibitoria 50; *Wen y cols. (2008); **Hao y cols. (2009); s.a.: sin
actividad

El extracto estandarizado de referencia de C. asiatica utilizado como referencia
inhibié la enzima en un 53,8 + 4,3%, considerandose responsable de este efecto el
acido asiatico que esta presente en una concentracion 36,8 uM. Wen y cols. (2008)
demostraron que tanto el acido madecasico como el asiaticésido no poseen actividad
inhibitoria sobre la GPa, por lo que al observar la concentraciéon del triterpenoide activo
de este extracto es posible proponer que tanto el acido madecasico como los
heterésidos podrian competir por el sitio alostérico de la enzima, atenuando el efecto

del acido asiatico en la mezcla.

Por otro lado se ha demostrado que un nimero importante de flavonoides
inhibe la GPa, entre ellos la quercetina con una Clsy 4,8 uM (Jakobs y cols., 2006). Por
lo anterior se puede considerar que estos compuestos, presentes en EET son los

principales responsables de su efecto.

Puesto que el efecto del EAE fue menos al que presentan cada uno de los
triterpenoides en forma aislada frente a esta enzima, se pudo concluir que no hubo ni
potenciacién ni sumacion. Estos antecedentes serviran de base para futuros estudios

farmacodinamicos frente a esta enzima.
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VI. PROYECCIONES

En los dltimos afios se ha observado un creciente interés en la busqueda de
moléculas bioactivas de fuentes naturales para desarrollar nuevas generaciones de
productos naturales de importancia terapéutica en la prevencion y el tratamiento de la
diabetes tipo 2 y sus diversas complicaciones (Naik y Kokil, 2013; Yin, 2012), por esta
razéon los resultados farmacologicos expuestos en esta tesis permiten abrir nuevas
perspectivas en el estudio farmacolégico de esta especie, promoviendo un estudio mas

profundo de los mecanismos de accion.

Ser4 necesario conocer también los parametros farmacocinéticos de los
extractos de murtilla, debido a que éstos corresponden a una asociacion de
componentes bioactivos. Existen antecedentes sobre la biodisponibilidad y distribucién
tanto de triterpenoides como de flavonoides, conociéndose el comportamiento de
algunos de estos metabolitos secundarios tanto en humanos como en animales de
experimentacion al ser administrados como monodroga (Crozier y cols., 2010; Rush y
cols., 1993; Yin y cols., 2012).

En datos no mostrados se pudo observar una importante variacion en la
composicion de &cido asiatico en distintos genotipos de la especie Ugni molinae y en
ejemplares que crecen en distintas latitudes, dando esto cuenta de la influencia tanto
del genotipo como de las condiciones edafoclimaticas en la biosintesis tanto de
triterpenoides pentaciclicos como de compuestos fendlicos. El estudio mencionado en
dichos genotipos generd un nueva linea de investigacion del laboratorio de productos
naturales en esta especie, la que establecera las diferencias en la composicién quimica
y en los efectos farmacolégicos entre los distintos genotipos. De esta forma se
desarrollaran extractos estandarizados a partir del genotipo que presenta la

composicion quimica de mayor eficacia farmacologica.
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VII. CONCLUSIONES

En esta tesis se confirmo la hipétesis al demostrar que los extractos obtenidos
desde las hojas de Ugni molinae Turcz. asi como sus metabolitos secundarios, exhiben
actividades inhibitorias de la glicogeno fosforilasa a, moduladoras de la adipogénesis,

anti-inflamatorias y antioxidantes, obteniendo las siguientes conclusiones:

Estudios quimicos

e Los extractos seriados de acetato de etilo (EAE) y etanol (EET) de las hojas de
U. molinae son fuente de los acidos, asiatico, alfitélico, corosoélico, betulinico,
oleandlico, ursélico, madecasico y maslinico. Siendo estos dos ultimos
identificados por primera vez en esta especie.

e EI EAE contiene los acidos madecésico, asiatico, alfitdlico, corosdlico,
maslinico, betulinico, oleandlico y ursdlico siendo mayoritarios los &cidos
corosolico, ursdlico y oleandlico.

e EIEET es un extracto rico en compuestos fendlicos y es posible obtener desde
él por aparato de Soxhlet una fraccién enriquecida en triterpenoides (SAE). Esta
extraccion permitié, concentrar alrededor de 3 veces la cantidad de los &cidos

madecasico, asiatico, corosélico y maslinico.

Actividad anti-inflamatoria

e SAE demostré tener efecto anti-inflamatorio tdpico significativo de un 43,3 +
4,2% a una dosis de 1 mg/oreja en el modelo de edema de oreja de raton
inducido por TPA. Este efecto es atribuible en parte a la presencia del acido
madecasico (DEs, de 0,11 pmol/oreja) y a los acidos asiatico, corosolico y
maslinico, también presentes en el SAE a los cuales se les ha demostrado
previamente su actividad anti-inflamatoria tépica. Es posible concluir también
gue los compuestos fendlicos presentes en SAE contribuyen a su efecto anti-

inflamatorio tépico.
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e La presencia de un grupo hidroxilo en C-6 en el acido madecasico incrementa
la potencia anti-inflamatoria topica demostrada para los derivados del ursano.

e Preliminarmente, SAE a concentraciones de 1 y 10 pg/mL y los acidos
madecasico 1 y 10 uM, corosdlico 1 puM vy alfitélico 10 pM redujeron
significativamente la cantidad de IL-6 liberada desde adipocitos maduros

expuestos a TNF-a.

Actividad anti-oxidante

e Tanto EAE como SAE redujeron significativamente el nivel de especies
reactivas de oxigeno intracelulares (EROic) inducidas por TNF-a en macréfagos
y células B pancreaticas, debiéndose este efecto tanto a los triterpenoides
pentaciclicos como a los compuestos fendlicos presentes.

e Los &cidos madecasico, asiatico, corosolico, maslinico, alfitolico, ursélico y
oleandlico a concentraciones de 1y 10 uM fueron capaces de disminuir el nivel
de EROic inducidas por TNF-a tanto en macréfagos como en células B
pancreéticas, siendo el efecto mas potente en estas Ultimas células. El efecto
antioxidante intracelular se deberia principalmente a las capacidades que tienen
estos compuestos de regular las rutas de sefalizacién inductoras de
inflamacién y de ERO.

e Se observé una disminucion del efecto atenuador del nivel de EROic mostrado
por los derivados del ursano (acidos madecasico, asiatico, corosélico y ursolico)
y el derivado del lupano (acido alfitélico). Esta disminucion de efecto se podria
deber al efecto inhibidor del NF-kB demostrado para estos compuestos, debido
a que la sefalizacion de este factor nuclear induce la expresién de agentes

antioxidantes intracelulares como la MnSOD y FHC.

Actividad moduladora de la adipogénesis

e Tanto SAE como EAE a una concentracion de 10 ug/mL inhiben el proceso de

diferenciacion de adipocitos debido en gran parte a los triterpenoides presentes.
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Estos, a una concentracion de 10 pM, mostraron un importante efecto
inhibitorio.

e SAE (1 pg/mL) y sus triterpenoides pentaciclicos (1 pM) no reducen la
acumulacién de triglicéridos en adipocitos maduros expuestos a TNF-a. Se
observd un leve aumento en la acumulacion de triglicéridos al exponer a los
adipocitos a una concentracion diez veces mayor a las iniciales, este efecto se
podria deber a la inhibicidn sobre la cascada de sefializacién de TNF-a el cual

presenta actividad lipolitica en adipocitos.
Actividad inhibitoria de la glicégeno fosforilasa a
e EET, EAE y SAE a una concentracién de 60 pg/mL inhiben la enzima glicégeno
fosforilasa a, observandose actividades inhibitorias de 45,9 + 4,3, 92,2 + 1,1y

91,6 £ 1,2%, respectivamente. Tanto triterpenoides como flavonoides estarian

involucrados en este efecto.
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ANEXOS

Anexo 1: Espectros de RMN del compuesto U7 (acido madecasico)
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A1.2. ®*C-RMN de acido madecéasico patron (A) y muestra del compuesto U7 (B) en metanol-d4
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Al1.3. DEPT-135 de acido madecésico patrén (A) y muestra del compuesto U7 (B) en metanol-d4
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Al.4. 3C-RMN (ampliado) de acido madecéasico patron (A) y muestra del compuesto U7 (B) en metanol-d4
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Anexo 2: Espectros de masas por ionizacién por electro-spray de estandares de
triterpenoides pentaciclicos

A2.1. Espectros de masas por ionizacién por electro-spray de acido asiatico
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A2.2. Espectros de masas por ionizacién por electro-spray de acido alfitélico
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A2.3. Espectros de masas por ionizacién por electro-spray de acido corosolico
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A2.4. Espectros de masas por ionizacién por electro-spray de acido oleandlico
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A2.5. Espectros de masas por ionizacidn por electro-spray de la co-elucidon de los

acidos oleandlico y ursoélico
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Anexo 3: Espectros de masas por ionizacion por electro-spray de cada pico de
los cromatogramas por CLAE-UV para EAE, SAE y EET (Figura 22)

A3.1. Espectros de masas por ionizacion por electro-spray del pico 1
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A3.2. Espectros de masas por ionizacién por electro-spray del pico 2
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A3.3. Espectros de masas por ionizacién por electro-spray del pico 3
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A3.4. Espectros de masas por ionizacién por electro-spray del pico 4
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A3.5. Espectros de masas por ionizacién por electro-spray del pico 5
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A3.6. Espectros de masas por ionizacién por electro-spray del pico 6
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A3.7. Espectros de masas por ionizacién por electro-spray del pico 7
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A3.8. Espectros de masas por ionizacién por electro-spray del pico 8
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A3.9. Espectros de masas por ionizacién por electro-spray del pico 9
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Anexo 4: Curvas de calibraciéon de CLAE-DAD para los patrones primarios de los

triterpenoides pentaciclicos presentes en los extractos de U. molinae
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Anexo 5: Curva de calibracion de &cido gdalico para la determinacion de la

cantidad de fenoles totales mediante la reaccion de Folin-Ciocalteu
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Anexo 6: Micrografias del proceso de diferenciacion celular de las células 3T3-L1 a
adipocitos
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