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RESUMEN

Ugni molinae Turcz., conocida tradicionalmente como murtilla, es una especie autéctona
que crece en forma silvestre y abundante en las regiones del sur de Chile. A sus hojas la
medicina folclorica le ha atribuido varias propiedades medicinales; sus infusiones son
utilizadas por sus propiedades astringentes, aromaticas, estimulantes, analgésicas y
antiinflamatorias, asi como también para aliviar las dolencias de las vias urinarias, entre
otros usos. Estudios quimicos y farmacoldgicos realizados en el Laboratorio de Productos
Naturales de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas, U. de Chile; confirmaron
la presencia de compuestos triterpénicos en las hojas de murtilla, tales como los acidos
betulinico, ursdlico, oleandlico, alfitélico, corosodlico, madecasico, maslinico y asiatico,
ademas de compuestos polifendlicos como acido galico, quercetina, miricetina, canferol,
epicatequina y algunos de sus derivados glicosilados. Se le atribuyen a ambos grupos de
compuestos los efectos inhibidores de la glicogeno fosforilasa a (GPa), e inhibidores de la

proteina tirosina fosfatasa 1B (PTP1B).

El objetivo de este estudio fue realizar un estudio comparativo de las propiedades
inhibitorias de la GPa y la PTP1B de extractos de acetato de etilo (EAEs) y etandlico (EETs)
de las hojas de diez diferentes genotipos de U. molinae, cultivados y recolectados en las
mismas condiciones. Para esto se realizaron los ensayos de inhibicion de GPa y PTP1B,
los resultados se analizaron por espectrofotometria y se compararon por analisis de
varianza de una via ANOVA vy test de Tuckey, considerando que los resultados tuvieron

diferencias estadisticamente significativas para p < 0,05.

Los resultados indicaron que existen diferencias estadisticamente significativas entre las
concentraciones inhibitorias 50 (Clsp) entre los diferentes genotipos de los extractos
evaluados en el ensayo de inhibicion de GPa y que existe diferencias estadisticamente
significativas en la capacidad inhibitoria a las concentraciones evaluadas entre los
diferentes genotipos de los extractos evaluados en el ensayo de inhibicion de PTP1B. Esto
confirma que la diferencia genética si influencia las propiedades farmacoldgicas de la

especie.
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SUMMARY

Evaluation of inhibitory properties of ugni molinae leaf extract over glycemia

regulating enzymes.

Ugni molinae Turcz., traditionally known as ‘murtilla’, is a native Chilean species which
grows wild and plentiful in the south of the country. The folk medicine has attributed
medicinal properties to the infusion of the murtilla leaves, using it for its astringent, aromatic,
stimulating, analgesic and anti-inflammatory properties; as well as relieving ailments of the

urinary tract, among other uses.

Chemical and pharmacological studies in the Natural Products Laboratory of the Faculty of
Chemical and Pharmaceutical Sciences, Universidad de Chile; confirmed the presence of
triterpene compounds in murtilla leaves, such as betulinic, ursolic, oleanolic, alphitolic,
corosolic, madecassic, maslinic and asiatic acids, as well as polyphenolic compounds like
gallic acid, quercetin, myricetin, kaempferol, epicatechin and some of their glycosylated
derivatives. Both groups of compounds have inhibitory effects on glycogen phosphorylase

a (GPa), and also they are inhibitors of protein tyrosine phosphatase 1B (PTP1B).

The aim of this study is to conduct a comparative study of inhibitory properties of the leaves
of ten different U. molinae genotypes, by ethyl acetate (EAEs) and ethanol (ETEs) extracts,
on PTP1B and GPa. In order to do it, they were performed inhibition assays of GPa and
PTP1B, the results were analyzed by spectrophotometry and compared by analysis of
variance ANOVA and Tuckey test, considering that the results have statistically significant

differences at p <0.05.

The results indicated that there were significant differences between the inhibitory
concentration 50 (IC50) between different genotypes of the extracts tested in the inhibition
assay of GPa, and that there is statistically significant difference in the inhibitory capacity at
the concentrations evaluated between the different genotypes extracts evaluated for
inhibition of PTP1B. This confirms that the genetic difference of this species influences the

pharmacological properties of it.
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1. Introduccion

1.1  Antecedentes

Ugni molinae Turcz., comunmente conocida como murtilla o murta, es un arbusto
nativo del sur de Chile (Avello et al., 2009). A sus hojas se le han atribuido varias
propiedades medicinales por parte de la medicina folclérica, sus infusiones son
utilizadas por sus propiedades astringentes, aromaticas, estimulantes, analgésicas
y antiinflamatorias, asi como también para aliviar las dolencias de las vias urinarias,
entre otros usos (Munoz, 1981; Montenegro, 2000; Delporte et al., 2007). Desde el
punto de vista de la industria cosmética, las hojas de murtilla son usadas para
suavizar el cutis reseco y aumentar la elasticidad de la piel (Montenegro et al., 2005).
En el mercado nacional se comercializan productos cosméticos a base de extractos
obtenidos desde las hojas de murtilla desarrollados por el Laboratorio Levinia y
Manfredini, ya que sus compuestos polifendlicos poseen efectos correctivos y
neutralizantes del estrés oxidativo; ademas, los terpenos y los taninos que poseen
sus extractos tienen propiedades reguladoras de la microcirculacién, cicatrizacion y

poder astringente (Segel y Torralbo, 2004).

La planta ha sido histéricamente apreciada por sus agradables frutos, los que se
utilizan en reposteria, en la fabricacion de mermeladas, jugos y en la elaboracion de
licores (Ah-Hen et al., 2011). Ademas, investigaciones han concluido que los
extractos metandlicos, etandlicos y antocianinas purificadas desde el fruto poseen
actividad antioxidante y actividad inhibitoria contra las bacterias E. coli y S. typhi,
similar a la de los antibiéticos estandar en el mercado (Junqueira-Gongalves et al.,

2015).



Las hojas de murtilla han sido investigadas desde el punto de vista quimico y

farmacoldgico en el Laboratorio de Productos Naturales de la Facultad de Ciencias

Quimicas y Farmaceéuticas, U. de Chile, y por otros investigadores cuyos resultados

previos a la realizacion de esta memoria se presentan a continuacion:

1.2. Estudios quimicos y farmacolégicos previos

Analisis quimicos realizados en nuestro laboratorio confirman la presencia de

compuestos polifendlicos y triterpénicos en las hojas de murtilla. Se han identificado

triterpenos pentaciclicos para extractos seriados de las hojas de la especie,

derivados de los esqueletos ursano, lupano y oleanano (Figuras 1, 2 y 3).

Especificamente se han aislado e identificados los acidos betulinico, ursélico,

oleandlico, alfitélico, corosolico, madecasico, maslinico y asiatico (Tablas 1, 2y 3),

responsables de los efectos antioxidantes, antiinflamatorios e inhibidores de la

glicogeno fosforilasa a (Aguirre et al., 2006; Delporte et al., 2007; Goity et al., 2013).

Triterpenos identificados en las hojas de Ugni molinae.

Figura 1. Esqueleto ursano

Tabla 1. Acidos triterpénicos derivados del

esqueleto ursano

acido R1 R2 R3
Ursodlico -H -CH3 -H
Corosolico -OH -CH3 -H
Asiatico -OH -CH,OH -H
Madecasico -OH -CH,OH -OH




/// Tabla 1. Acidos triterpénicos derivados
K del esqueleto lupano

Acido R,
Betulinico -H
) Alfitolico -OH

Figura 2. Esqueleto lupano

Tabla 2. Acidos triterpénicos derivados
del esqueleto oleanano

Acido R,
COOH
R1////,
' Oleandlico -H
HO . Maslinico -OH
N

Figura 3. Esqueleto oleanano

Ademas se han identificado varios compuestos polifendlicos, principalmente
flavonoides, entre los cuales se han descrito quercetina, miricetina, canferol (Tabla
4, Figura 4), epicatequina (Figura 5) y heterdsidos de los flavonoides antes
mencionados (Rubilar et al., 2006; Avello et al., 2012). Finalmente, en
investigaciones recientes realizadas en nuestro laboratorio se ha identificado acido

galico en extractos etandlicos de la especie (Figura 6) (Pérez, 2015).



Polifenoles identificados en las hojas de Ugni molinae.

Rz Tabla 3. Flavonoles
OH R1 R2
o Miricetina -OH -OH
Ry
Quercetina -H -OH
OH
Canferol -H -H
0]

Figura 4. Esqueleto flavonoles

OH COOH
o
OH
OH HO OH
o OH
Figura 5. Epicatequina Figura 6. Acido galico

Las ultimas investigaciones realizadas en nuestro laboratorio se han hecho con
distintos genotipos de muirtilla, ya que estudios previos realizados en el Instituto de
Investigacion Agropecuaria (INIA), han demostrado que la murtilla silvestre presenta
una gran variabilidad genética, la cual fue confirmada a nivel molecular mediante la
aplicacion de la técnica de ADN polimérfico amplificado al azar (RAPD), con el fin
de seleccionar el o los genotipos de la especie con los mejores atributos comerciales
(Seqguel et al., 2000). Es asi, que en la actualidad en nuestro laboratorio se esta
investigando la influencia genotipica en las propiedades farmacologicas de Ugni

molinae.



En diferentes estudios se ha demostrado que existe una gran variedad de
compuestos polifendlicos y triterpénicos que poseen un potencial efecto atenuante
de la hiperglicemia (Ramirez et al., 2011; Wen et al., 2008; Hao et al., 2009; Jakobs
et al., 2006; Zhang W. et al., 2006; Na et al., 2006; Qiu et al., 2009; Nurul et al.,
2013; Zhang J. et al., 2015; Lan et al., 2015), de los cuales, muchos se han
identificado en diferentes extractos de la hoja de murtilla (Aguirre et al., 2006;
Delporte et al., 2007; Goity et al., 2013; Rubilar et al., 2006; Avello et al., 2012;

Arancibia, 2015).

La hiperglicemia cronica es una caracteristica de la diabetes mellitus tipo 2 (DMT2),
condicion que trae como consecuencia dafio a nivel microangiopatico (retinopatia,
nefropatia y neuropatia) y macrovascular (enfermedad isquémica del corazon,
ataque cerebral y enfermedad vascular periférica). La DMT2 se asocia a una
reduccion en la expectativa de vida, aumento del riesgo de eventos morbidos
relacionados con complicaciones cronicas y disminucién en la calidad de vida

(Organizacién Mundial de la Salud, 2006; Sarwar et al., 2010)

La hiperglicemia posee diferentes causas, entre estas destaca el desequilibrio entre
la ingesta y gasto de calorias, la inactividad fisica, la susceptibilidad genética, la
excesiva produccion de glucosa hepatica, entre otras. La produccidn de glucosa por
el higado ha sido un importante blanco farmacolégico en la terapia contra la
hiperglicemia, la cual consta tanto de la glicogendlisis como de la gluconeogénesis;
esta ultima, permite la sintesis de glucosa a partir de precursores no glucosidicos
como lactato, aminoacidos, piruvato, glicerol e intermediarios del ciclo de Krebs
(Hanson y Owen, 2013). La glicogendlisis es catalizada en el higado, musculo y

cerebro por la enzima glicégeno fosforilasa a (GPa), responsable de la liberacion de
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glucosa a partir del glucogeno (Thomson et al., 2009). Se ha comprobado que la
produccion de glucosa hepatica aumenta en el estado post-pandrial en personas
con diabetes mellitus 2, esto debido a un descontrol en los niveles de glucagon en
sangre, los cuales se mantienen elevados, provocando la excesiva produccion de

glucosa hepatica (McCormack et al., 2001; Del Prato et al., 2004).

Existen otra enzimas implicadas en la regulacién y control de los niveles de glucosa
sanguineos, especificamente enzimas ligadas a la resistencia a la insulina, como la
proteina tirosina fosfatasa 1B (PTP1B), la cual es un regulador negativo de la
sefnalizacion de la insulina. Concretamente, la PTP1B remueve las moléculas de
fosfato de los residuos de tirosina de las proteinas del receptor de insulina activado,
y los fosfatos de las proteinas involucradas en la cascada de sefalizacion per se.
Por lo tanto, investigaciones han demostrado y concluido que la inhibicién de PTP1B
resultaria en receptores de insulina activados, mejorando asi la sensibilidad a la
insulina y estimulando la incorporacion de glucosa (Koren y George, 2007; Goldstein

et al., 2000).

En el presente trabajo de investigacion, se evaluaron comparativamente diferentes
genotipos de los extractos de acetato de etilo (EAES) y extractos etandlicos (EETS)
de las hojas de murtilla, cultivados en las mismas condiciones climaticas,
temperatura, humedad y calidad de suelo, respecto a su actividad inhibitoria sobre
las enzimas GPa y la PTP1B, enzimas implicadas en el control glicémico en el
organismo. Esta evaluacion se realizara con la finalidad de demostrar diferencias
debidas al factor genético, y asi, determinar el genotipo de Ugni molinae que mas
destaque entre los evaluados, como un candidato que pueda ser cultivado a gran

escala para su explotacién comercial por la industria farmacéutica.



1.3. Descripcion botanica

Ugni molinae Turcz., de la familia de las Myrtaceae, conocida tradicionalmente como
murta o murtilla es un arbusto perenne, que puede llegar hasta los 2 m de alto en
regiones lluviosas. Se distribuye principalmente en el sur de Chile, desde la VIl hasta
la X Regidn. Se caracteriza por poseer ramas con una superficie vellosa, cubiertas
de tricomas filamentosos. Las hojas son de color verde oscuro brillantes, con forma
ovalada, lanceolada o eliptica y se disponen de manera opuestas, estas hojas

pueden alcanzar tamanos de 2cm aproximadamente (Figura 7).

Sus flores son solitarias, de color rosado a blanco; son hermafroditas y presentan
forma acampanada, tienen de 4 a 5 sépalos fusionados por la base, su corola posee

de 4 a 5 pétalos libres, y poseen gran cantidad de estambres.

Los frutos maduran aproximandose el verano; es una baya globosa, de color rojo
intenso y tienen un diametro entre 5 y 15 mm. La murtilla necesita suelos sin exceso
de humedad y sol constante para su adecuado desarrollo. Se cultiva por sus frutos,
de agradable sabor y aroma, los cuales han sido descritos como una mezcla de
notas frutales, dulces y florales; por estas cualidades, el fruto de murtilla ha
alcanzado un gran valor comercial. El periodo de recoleccion de los frutos suele ser
en el verano, pero en ciertas zonas es mas tardio, dependiendo de las condiciones

climaticas de la region de cultivo (Montenegro, 2000).

Figura 7. Ugni molinae



2. Hipotesis
Las hojas de los distintos genotipos de Ugni molinae, cultivados y recolectados en
las mismas condiciones, presentan diferencias en la actividad inhibitoria de la

glicégeno fosforilasa a (GPa) y la proteina tirosina fosfatasa 1B (PTP1B)

3. Objetivos

3.1 Objetivo general
Realizar un estudio comparativo de las propiedades inhibitorias de la GPa y la

PTP1B de las hojas de distintos genotipos de Ugni molinae.

3.2 Objetivos Especificos
Evaluar el potencial efecto hipoglicemiante de los extractos de acetato de etilo
(EAEs) y extractos etandlicos (EETs) de hojas provenientes de diez genotipos

diferentes de Ugni molinae, mediante:
1. Ensayo inhibicién de la actividad de la GPa

2. Ensayo inhibicion de la actividad de la PTP1B



4. Materiales y métodos

41 Reactivos
Se utilizdé hexano, diclorometano, acetato de etilo y etanol de grado de laboratorio

para las extracciones del material vegetal.

Para la realizacion de los ensayos enzimaticos se  utilizaron:
Solvente de lavado Extran MA 03, libre de fosfato, Merck; solventes p.a. como
dimetilsulféxido, Merck , acido clorhidrico (HCI), Merck; agua milli-Q preparada por
un sistema Milipore Mili-Q Plus (Milipore, Bedford, MA, USA); sal sédica de HEPES,
Sigma-Aldrich; glicégeno proveniente de higado de bovino, Sigma-Aldrich; sal
hidratada disoddica de a-D-glucosa 1-fosfato, Sigma- Aldrich; enzima glicogeno
fosforilasa a (GPa) proveniente de musculo de conejo, Sigma- Aldrich;. Proteina
tirosina fosfatasa 1B recombinante humana, expresada en E. coli, Sigma- Aldrich;
cloruro de potasio (KCI), Merck; acido etilenglicoltetraacetico (EGTA), Sigma-
Aldrich; cloruro de magnesio (Mg2Cl), Merck; molibdato de amonio ((NH4)sMo7024),
Merck; verde malaquita (oxalato), Merck; ditiotreitol (DTT), Sigma- Aldrich; cloruro
de sodio (NaCl), Merck; p-nitro fenil fosfato (pNPP), Sigma- Aldrich e Hidréxido de

sodio (NaOH), Merck.

Los compuestos de referencias utilizados en los ensayos fueron: cafeina, Sigma-
Aldrich, para el ensayo de inhibicion de GPa, y sal sédica de o-vanadato, Sigma-

Aldrich, para el ensayo de inhibicion de PTP1B.



4.2 Material vegetal

Se trabaj6 con las hojas de diez genotipos de Ugni molinae que se cultivaron en las
mismas condiciones climaticas, de temperatura, humedad y calidad de suelo, desde
el banco de germoplasma del Instituto de Investigaciones Agropecuarias (INIA),
ubicado en Carillanca, Temuco. El INIA ha recolectado hojas de mas de 100
diferentes genotipos de la especie, desde la VIl Regién del Maule a la X region de
los Lagos. En la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas de la Universidad
de Chile se han registrado y depositado un testigo herbario de cada genotipo
seleccionado para los estudios. Estos genotipos fueron seleccionados considerando
dos cualidades de interés comercial; cinco fueron elegidos por la capacidad de
producir un gran numero de hojas y los otros cinco genotipos fueron escogidos
debido a su potencial agronémico con respecto a la produccion de frutos. Los
diferentes genotipos y los numeros de registro de cada testigo herbario se identifican

en la Tabla 5.
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Genotipos Procedencia :;::;:iigistro g;:zriioé?‘e
19-1 N Ceoin | SQF-22554 | Hojas
ZF-18 Q‘iggifri SQF-22550 | Hojas
8-2 C\‘}‘I‘:?:g%ens’ SQF-22571 | Hojas
19-1 ha I;‘:;';‘ig’n SQF-22553 Hojas
14-4 N :‘;;I':m SQF-22549 | Hojas

Queule,
XV region

Lenca,
X region

Porma,

IX regién

Mehuin,
XV region

Aucar,
X region

SQF-22556

SQF-22551

SQF-22550

SQF-22552

SQF-22555

Frutos

Frutos

Frutos

Frutos

Frutos

Tabla 4. Genotipos, procedencia, numero de registro de testigo herbario y criterios
de seleccidn de los genotipos de Ugni molinae utilizados en este estudio
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43 Es

tudios quimicos

4.3.1 Obtencion de extractos seriados de Ugni molinae

Los EAE y EET se obtuvieron de las hojas secas y molidas (2,0kg) de cada uno de

los genotipos. Estas fueron extraidas sucesivamente por maceracién a temperatura

ambiente con hexano (HEX), diclorometano (DCM), acetato de etilo (AE) y etanol

(ET); después los solventes fueron eliminados en un evaporador rotatorio a presion

reducida, obteniéndose los extractos secos de hexano, diclorometano, acetato de

etilo y etandlico (EHE, EDCM, EAE y EET, respectivamente) (Figura 8). Los

extractos estudiados fueron los EAEs y EETSs, ya que de acuerdo a estudios previos

ambos presentan el mayor contenido de triterpenoides y compuestos fendlicos,

metabolitos secundarios con efectos inhibidores de las enzimas GPa y PTP1B

(Aguirre et al., 2006; Delporte et al., 2007; Goity et al., 2013).

POLARIDAD CRECIENTE

HEXANO =)

DICLOROMETANO m=p

ACETATO DE ETILO =)

ETANOL =)

Material vegetal:
Hojas secas y molidas de
Ugni molinae

|

Material vegetal agotado
con HEX

|

Material vegetal agotado
con DCM

|

Material vegetal agotado
con AE

|

Material vegetal agotado
con ET

EHE

EDCM

EAE

EET

Figura 8. Procedimiento de extraccion seriada de las hojas de Ugni molinoe. EH: extracto hexanico;
extracto diclorometano; EAE: extracto acetato de etilo; EET: extracto etandlico;
HEX: hexano; DCM: diclorometano; AE: acetato de etilo; ET: etanaol.

EDCM:
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4.4 Estudios farmacolégicos in vitro

4.41 Ensayo inhibicion de la enzima glicogeno fosforilasa a (GPa)

Protocolo

La metodologia utilizada estuvo basada en el procedimiento descrito por Wen et al.,
en el 2008, método que fue modificado y adaptado para las condiciones de trabajo
en el laboratorio, acorde a los volumenes de los reactivos a trabajar en el lector de
microplacas. La actividad de la GPa se determiné por espectrofotometria, para esto
se midid la reaccion en direccion de la sintesis de glicégeno por la liberacion de
fosfato a partir de glucosa-1-fosfato, al inverso de la reaccion que sucede
naturalmente en el organismo (Figura 9). Esta reaccion se llevé a cabo a 22°C
durante 25 minutos en 150uL de medio tamponado que contenia 50mM HEPES (pH
7.2), 100mM KCI, 2,5mM EGTA, 2,5mM MgCl2, 0,5mM glucosa-1-fosfato, y 1mg/ml
de glucdégeno. El fosfato fue medido a 621nm, 5 minutos después de la adicién de
150uL de solucién de detenciéon que contenia 10mg/ml de molibdato de amonio y
0,38mg/ml de verde malaquita en medio con 1M de HCI. Las diluciones de los
extractos que se analizaron fueron afadidas al ensayo en 20uL disueltas en
dimetilsulfoxido al 14% (DMSO). Las condiciones del ensayo estan descritas en la

Tabla 6.

Se implementd el método en el espectrofotometro del lector de microplacas
realizando la curva de inhibicién enzimatica, en la que se utiliz6 como compuesto
de referencia a la cafeina, obteniéndose la Clso experimental del compuesto de

referencia.
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Luego cada muestra se analiz6 por triplicado en el espectrofotémetro del lector de
microplacas y se evaluo a distintas concentraciones para obtener la concentracion

inhibitoria cincuenta (Clso) (Wen et al., 2008).

: " OH OH
] Q
g ! Glycogen Phoaphorylase .
W
H 1
- o e
H H ( }@H i " H

Glycogen Glucozs 1-phosphats Glycogen
HO—P—0H

H
Figura 9. Accidn de la enzima glicogeno fosforilasa sobre el glicogeno

Tabla 5. Resumen del ensayo de inhibicion de GPa

Control Control no
Blar[1cI;>(B) negativo enzimatico Mue?t? il
H CN) [ul CNE) [pl H

Tampon salino (TS) 40 40 40 40
Tampén HEPES (T) 90 90

Dimetilsulfoxido
14% (DMSO) AL AL

Diluciones de
extractos
Glicégeno

Glucosa-1-fosfato
G1P

Glicégeno
Fosforilasa a (GPa)

Incubar 25 minutos a 22°C

Solucion de

detencion 150

150

Incubar 5 minutos a 22°C

Medir a 621nm

1

4



Preparacion de reactivos

a. Solucién de tampon HEPES

Se prepararon 25mL de solucion de tampon de HEPES (50mM), para esto se peso
325mg de HEPES en un vaso precipitado y se agregd un poco de agua Milli-Q, para

posteriormente ajustar aproximadamente a pH 7,2. La solucion fue guardada a 4°C.

b. Soluciéon de tampén con sales

Se prepararon 25mL de solucién de tampén HEPES (50mM) a la que se le
agregaron sales. Para esto se pes6 325mg de HEPES en un vaso precipitado y se
agrego un poco de agua Milli-Q, posteriormente se ajusta aproximadamente a pH
7,8. Luego se agregaron 186mg de KCI, 23,7mg de EGTA y 12,71mg de MgCI2.

Finalmente, se ajusta a pH 7,2. La solucién se guardo a 4°C.

c. Solucién de glicégeno

Se prepararon 10mL de solucién de glicogeno (1mg/mL), para esto se pesaron
10mg de glicégeno y se llevo a un volumen final de 10mL con la solucion de tampon

HEPES 50mM a pH 7,2. La solucién se guardo a 4°C.

d. Solucién de glucosa-1-fosfato

Se prepararon 25mL de solucion de glucosa-1-fosfato (0,5mM), para lo que se peso
3,8mg de glucosa y fue aforado en un matraz de 25mL con la solucion de tampdn
(HEPES 50mM) a pH 7,2. La solucién final fue guardada en tubos eppendorf a

-20°C.
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e. Solucién de enzima glicégeno fosforilasa a (GPa)

Se prepard una solucién de GPa (60ug/mL), para esto fueron pesados 3,25mg de
soélido seco que contiene 1,5mg de enzima y se afor6é en un matraz de 25mL con la
solucion de tampén HEPES 50mM a pH 7,2. Finalmente se guardaron en tubos

eppendorf a una temperatura de aproximadamente -20°C.

f. Solucion de detencion

Se prepararon 250mL de la solucién, para esto se pesaron 2,5g de molibdato de
amonio y 95mg de verde de malaquita, los cuales fueron llevados a un matraz
aforado de 250mL y se disolvieron en una cantidad minima de agua milli-Q. Al
matraz se le agregé un volumen de 25mL de HCI al 37%, y luego se afor6 con agua

milli-Q hasta completar volumen.

Finalmente, la solucidén se disolvié con ayuda de un sonicador y después se filtraron

los residuos no disueltos, obteniéndose la solucion final.

g. Soluciones de los extractos etanolicos (EET)

Se prepard una solucion concentrada (150ug/mL) de cada genotipo de los extractos
de Ugni molinae a evaluar en dimetilsulfoxido (DMSO) al 14%, y se tomaron las
alicuotas respectivas para obtener las concentraciones necesarias para evaluar la

curva de inhibicion enzimatica de cada genotipo.

h. Soluciones de los extractos de acetato de etilo (EAE)

Se preparé una soluciéon concentrada (3mg/mL) de cada genotipo de los extractos

de Ugni molinae a evaluar en DMSO al 14%, y se tomaron las alicuotas respectivas
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para obtener las concentraciones necesarias para evaluar la curva de inhibicion

enzimatica de cada genotipo.

i. Soluciones de cafeina

Se prepard una solucion concentrada (300 uM) de cafeina en DMSO al 14% y se
tomaron las alicuotas respectivas para obtener las concentraciones deseadas para

evaluar la curva de inhibicién enzimatica del compuesto de referencia.

4.4.2 Ensayo inhibicion de la proteina tirosina fosfatasa 1B (PTP1B)

Protocolo

La metodologia utilizada fue basada en el procedimiento descrito por Ma et al., en
el 2011, método que fue modificado y adaptado para las condiciones de trabajo en
el laboratorio, acorde a los volumenes de los reactivos a trabajar en el lector de
microplacas. La actividad enzimatica se determind por espectrofotometria, para la
cual se utilizé p-nitro fenil fosfato (pNPP) como sustrato, el cual se hidroliza a p-
nitrofenol que a pH alcalino se torna de incoloro a amarillo. Los 96 pocillos
disponibles en la microplaca fueron llevados a un volumen final de 250uL, los que
contenian 12mM de pNPP y 0,1ug PTP1B recombinante en tampon, el cual estaba
constituido por 50mM de HEPES, 150mM de NaCl y 5mM de ditiotreitol (DTT). Las
diluciones de los extractos que se analizaron fueron anadidas al ensayo en 20uL
disueltas en dimetilsulféxido (DMSO) al 12,5%. Después de la incubacién por 10
min a 37 °C la reaccion se terminé con 5M de NaOH. El producto formado, p-
nitrofenol, fue estimado midiendo la absorbancia a 405nm. La hidrolisis no

enzimatica de 12mM de pNPP fue corregida midiendo el aumento en la absorbancia
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a 405nm obtenido en la ausencia de la enzima PTP1B. Las condiciones del ensayo

estan descritas en la Tabla 7.

Se implementé el método en el espectrofotdmetro del lector de microplacas,
realizando la curva de inhibicién enzimatica, en la que se utiliz6 como compuesto
de referencia la sal sddica de o-vanadato, obteniéndose la Clso experimental del

compuesto de referencia.

A continuacion se realizé un ensayo preliminar con dos genotipos de los EAEs y los
EETs (8-2 y 22-1). Los EAEs se evaluaron a concentraciones de 40, 20, 10, 5, 2y
1ug/mL, y los EETs fueron evaluados a 2 y 1ug/mL, con el fin de encontrar una
concentracion comun a la que inhiban entre 0 y 100% a la enzima, y asi comparar

los 10 diferentes genotipos de cada extracto.

Tabla 6. Resumen del ensayo de inhibicion de PTP1B.

Blanco(B) Contr_‘ol Coqtrql o Muestra (M)
negativo enzimatico

[ul] CN) [l] CNE) [ul] [ul]

Tampoén (B) 130 100 130 100

Dimetilsulfoxido
12,5% (DMSO) 20 20

Diluciones de 20 20
extractos

Proteina Tirosina
Fosfatasa 1B 30 30
(PTP1B)

p-Nitro fenil fosfato

to-NPP) 50 50 50

50

Incubar 10 minutos a 37°C
Solucion de
s

50 50 50

Medir a 405nm



Preparacion de reactivos

a. Solucién de tampoén

Se prepararon 25mL de solucion tampén HEPES (50mM) a la que se le agregaron
sales, para esto se pes6 325mg de HEPES, 19,3mg de DTT y 219mg de NaCl y
fueron llevados a un vaso precipitado, se agregé un poco de agua Milli-Q y se ajusto

a pH 7,2. La solucién fue guardada a 4°C.

b. Solucién de p-nitro fenil fosfato (pPNPP)

Se prepard un volumen de 10mL de solucion de pNPP (60mM), para lo que se
pesaron 222,7mg de pNPP y fue aforado en un matraz de 10mL con la solucién

tampodn. La solucion final fue guardada en tubos eppendorf a -20°C.
c. Solucién de enzima Proteina tirosina fosfatasa 1B (PTP1B)

Se preparo una solucion de 1mL de enzima en solucidén tampoén a una concentracion
de 3,3*10°ug/uL de PTP1B, para esto se utilizd una alicuota de 6,7uL de una

solucion madre de enzima de concentracién 0,5ug/uL, mantenida a -80°C.
d. Solucién de detencion NaOH

Se prepardé un volumen de 10mL de soluciéon de NaOH (5M), para lo que se pesaron
2g de NaOH y luego fue aforado en un matraz de 10mL con agua milli-Q. La solucion

final fue guardada a 4°C.

e. Soluciones de los extractos etanolicos (EET)

Se prepard una solucion concentrada (200ug/mL) de cada genotipo de los extractos
de Ugni molinae a evaluar en dimetilsulfoxido (DMSO) al 12,5%, y se tomaron

alicuotas respectivas para obtener una concentracion de 1ug/mL en el volumen total
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a trabajar en cada pocillo (250uL) necesario para evaluar la capacidad inhibitoria de

los distintos genotipos a esa concentracion.

f. Soluciones de los extractos de acetato de etilo (EAE)

Se prepard una solucion concentrada (500ug/mL) de cada genotipo de los extractos
de Ugni molinae a evaluar en DMSO al 12,5%, y se tomaron alicuotas respectivas
para obtener una concentraciéon de 2ug/mL en el volumen total a trabajar en cada
pocillo (250uL) necesario para evaluar la capacidad inhibitoria de los distintos

genotipos a esa concentracion.

g. Soluciones de la sal sédica de o-vanadato

Se prepard una solucion concentrada (500ug/mL) de la sal sédica de o-vanadato en
DMSO al 12,5% y se tomaron las alicuotas respectivas para obtener las
concentraciones deseadas para evaluar la curva de inhibicion enzimatica del

compuesto de referencia.
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4.4.3 Tratamiento de datos
Para los ensayos realizados se determind el porcentaje de inhibicidn enzimatica

utilizando la siguiente ecuacion:

o eve s (Acn — Ab) — (Am — Acne)
% inhibicion = (Acn— Ab) x 100

Donde:

Acn = Absorbancia del control negativo

Ab = Absorbancia del blanco

Am = Absorbancia de la muestra

Acne = Absorbancia del control no enzimatico

Los datos se graficaron como logaritmo de la concentracién (ug/mL) vs % inhibicién
para poder determinar la concentracion inhibitoria 50 (Clso), los datos se trabajaron
por triplicado y se evaluaron en el programa Graph Pad Prism versién 6.01. Los

resultados se presentaron como Clso.

Para determinar la diferencia estadisticamente significativa entre los genotipos
evaluados respecto a sus capacidades inhibitorias sobre las enzimas GPay PTP1B,
se utilizé el analisis estadistico por ANOVA de una via y el test de comparaciones

multiples Tukey.
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5. Resultados y Discusion

5.1 Estudios Quimicos

5.1.1 Obtencion de los EAEs y EETs

En la Tabla 8, se puede observar que los EETs fueron los que presentaron mayor

rendimiento. Esto ultimo indica que la murtilla tiene una mayor proporcion de

compuestos polares como por ejemplo polifenoles. Por el contrario los EHEs fueron

los de menores rendimientos.

El EET del genotipo ZF-18 fue el de mayor rendimiento (27,7%) y en estudios

paralelos realizados en nuestro laboratorio, fue el que presentdé mejores efectos

antioxidantes (Pérez, 2015; Valenzuela, 2015).

Tabla 7. Rendimientos del procedimiento de extraccidn seriada de las hojas de Ugni

molinae expresados en % p/p.

Genotipo EHE EDCM EAE EET
14-4 1,3 % 1,9 % 52% 11,3%
19-1 1,0 % 1,5% 5,6 % 16,4 %
19-1 ha 1,1% 2,9% 4,4 % 14,8 %
1,1% 1,6 % 5,4 % 13,0 %
1,1% 1,7 % 4,8 % 12,5%
232  EPXZ 1,3 % 7,0% 12,1%
8-2 1,2 % 1,3 % 5,6 % 9,5%
1,5% 1,7 % 51% 8,5%
1,2% 1,9 % 4,7% 10,2 %
ZF-18 1,1% 1,7 % 3,1% 27,7%

EHE: extracto hexanico; EDCM: extracto de diclorometano; EAE: extracto de acetato de etilo;

EET: extracto etandlico. En color rojo los genotipos seleccionados por la calidad de los frutos y en

verde por la cantidad de hojas.
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5.2 Estudios Farmacolégicos

5.2.1 Ensayo de inhibiciéon de la enzima glicégeno fosforilasa a (GPa)

En la Tabla 9 se presentan las distintas concentraciones evaluadas de cafeina con
su porcentaje de inhibicion de la GPa, y en la Figura 10 se muestra la curva de
inhibicion de GPa dependiente del logaritmo de la concentracién de cafeina, con su

correspondiente ecuacion de la curva.

Tabla 8. Resultados de la inhibicidn sobre la GPa de la cafeina

ug/ml 0,9 1,9 3,9 7,8 15,5 31,1 62,1
% 18,4+4,6 28,7%+2,3 41,3+6,0 57,7+2,8 70,4 +3,7 76,8+1,9 80,1+2,8
100 -
80 -
c
0
L 607
2
P 40
: -
= Y=100/
2
. (1+107((1,486-X)*0,7449))
R?=0,9684
0 | 1 | 1 T 1

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0
log [Cafeina gM]

Figura 10. Curva de inhibiciéon enzimatica del compuesto de referencia frente a la GPa

El compuesto de referencia ensayado presenté una Clso de 5,95ug/ml.
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A continuacion se evaluaron los EAEs y EETs de los distintos genotipos de murtilla
a diferentes concentraciones por triplicado para obtener la concentracion inhibitoria
cincuenta (Clso). En las Tablas 10 y 12 se pueden observar los porcentajes de
inhibicion + su desviacion estandar de las diferentes concentraciones evaluadas de
los extractos. Y en las Tablas 11 y 13 se presentan las Clso de cada genotipo de

murtilla evaluado.

Tabla 9. Porcentaje de inhibicién sobre la GPa de los EAEs de muirtilla

png/ml
5,0 10 20 40 80 120 160
Genotipo
19-1 12,6 +1,3 26,5+1,5 43,1+1,3 60,6 + 0,9 61,7 +1,0 - -
ZF-18 - - 29,7+1,6 48,4+1,9 63,4+1,9 72,2+1,4 84,2+1,5
8-2 - 53+0,8 19,6 +0,7 38,6 +0,7 53,2 +2,0 56,4 + 1,4 -
19-1 ha - - 20,8+1,0 36,8+1,7 47,7+1,1 61,4+0,4 65,6 +1,7
14-4 - - 27,6 +1,1 34,8+1,3 45,5+0,7 47,7+1,1 51,3 +0,2

243+1,3  380+18 560+16 743+04 - -
E 353+2,8 53,2+04 638+20 748+09 845+10
8,6+1,6 27,2+10 503+0,8 675+1,3  93,0+28 -
10,2+0,8 287+19  469+15 605+1,6  651+10 -
- 21,8411  350+10 423+06 51,9+04  57,9+1,5

GPa: Glicdgeno fosforilasa a; EAE: Extracto acetato de etilo; DE: Desviacion estandar; En color rojo
los genotipos seleccionados por la calidad de los frutos y en verde por la cantidad de hojas. Los
resultados se expresan como porcentaje de inhibicidn de la enzima.

Tabla 10. Clsofrente a la GPa de los EAEs de cada genotipo evaluado

Genotipos 19-1 ZF-18 8-2 19-1ha 14-4

Clso

32,16* 44,34* 77,45% 78,85* 137,00* 34,23* 37,42*% 41,32* 53,99*
[ng/ml]

108,70*

*p< 0,05 significativo con respecto al control; Clsp: concentracidn inhibitoria 50; En color rojo los
genotipos seleccionados por la calidad de los frutos y en verde por la cantidad de hojas.

La comparacion de las Clso, nos permite concluir que el genotipo 19-1 seleccionado
por la cantidad de hojas fue el mas potente (Clso de 32,16ug/ml), pero con una
eficacia alrededor del 60%; y que el 23-2 (Clso de 34,23ug/ml) fue el mas potente
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de los genotipos seleccionados por la calidad de sus frutos, con una eficacia sobre

el 70%. Por eficacia se comprende a la respuesta terapéutica potencial maxima que

un farmaco puede inducir; por lo tanto, aunque el genotipo 19-1 sea el mas potente,

no es el mas eficaz. Ademas, es importante considerar que todos los EAEs

muestran diferencias estadisticamente significativas respecto al control positivo

(cafeina) (Tabla 14), pero ninguno sobrepasa la potencia de inhibicién sobre la GPa

de la cafeina (Clso de 5,95ug/ml).

En las Figuras 11 a la 20, se presentan las curvas de inhibicion de GPa versus

logaritmo de la concentracion de los EAEs con su correspondiente ecuacion de la

curva, esta inhibicion fue concentracion-dependiente para cada EAE evaluado.

EAE Genotipo 14-4 EAE Genaolipo 8-2
Inhibicion GPa Inhibicion GPa
100 - 100 -
&0 &0 4
5 5
o &4 o i
T and £ and
F ¥=100/ = =100/
204 {1+10{(2.137-X)*0.4925)) 20 {1+10"({1.889-X)*1.026)})
R? = 0.9775 . R'=0.9542
0 T T — o T T T T 1
1.0 1.5 2.0 2.5 1] 0.5 140 15 2.0 2.5
log [Concentracion] log [Concentracion]
Figura 11. Figura 12.
EAE Genotipo 19-1ha EAE Genotipo ZF-18
Inhibicion GPa Inhibicion GPa
1040 5 1004
80 80 »
c c
-0y -0y
‘G G0 L
A B ,
= | Y " | Y¥=100/
_; a0 1+1U“[ﬂ1.39?-x:|tﬂ.9339” E & [1+1|J"!{1.E'-4T-KJ‘1.IJEEIJ]'
20 R® = 0.9843 a0 R2 =0.9788
Q T T 1 0 T T 1
1.0 1.5 .0 2.5 1.0 1.5 Z.0 2.5
log [Concentracion] log [Concentracion]
Figura 13. Figura 14.
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EAE Genofipo 23-2
Inhibicion GPa

EAE Genotipo 191
Inhibicion GPa

100+ 100 4
#i04 a4
5 5
T 60 G 60 .
& o
+ 40 =100/ E 404
e (1+104((1.534-X)*0.86813)) = ¥=100/
A R = 0.9912 20 [(1+10{[1.507-X)*0.8457))
- R%=0.9365
0 . T . T . 0 T T T 1
e 05 10 15 20 25 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0
log [Concentracion) log [Concentracion]
Figura 15. Figura 16.
EAE Genotipo 311 EAE Genotipo 19-2
Inhibicion GPa Inhibicion GPa
100+ 100+ ;
#i04 L a4
5 )
T 604 -§ &0
3 a
£ 40 ¥=100/ £ 40 V=100
.\{ &
"y (1+107((1.573-X)°0.9808)) — (1410*((1.616-X)*1.606))
R* =0.9700 R? = 0.9694
i : : : 0 . . . .
10 15 20 25 00 05 10 15 20 25
log [Concentracicn) log [Concentracion)
Figura 17. Figura 18.
EAE Genotipo 22-1 EAE Genotipo 27-1
Inhibicidn GPa Inhibicidn GPa
100+ 100 -
80 a0 4
5 :
T 604 -g &0
& s
an T a0
s Y=100/ s Y=100/
704 14107 ({1.732-X)"0.9823)) 20 4 (1+10%({2,036-X)*0.7412})
. R? = 0,9651 RY = 0,9845
0 . . | 0 . r .
00 05 10 15 20 25 10 15 20 25
log [Concentracion] log [Concentracion]
Figura 15. Figura 20.
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Tabla 11. Porcentaje de inhibicién sobre la GPa de los EETs de murtilla

pg/ml
1,0 1,8 2,5 3,8 7,5
Genotipo

19-1 48,7 +1,8 62,4 +2,7 73,1+1,4 81,2+0,2 84,2+0,6
14-4 38,0+1,9 65,5+1,0 71,7+1,3 82,8+1,9 92,3+0,4
8-2 37,6 +2,1 56,6 + 1,8 68,4+1,9 80,3+2,8 86,0+0,1
ZF-18 40,2+1,3 50,0 + 0,6 65,5+1,5 783+0,4 87,2+1,5
19-1 ha 59+1,5 19,4 + 0,6 371+1,1 53,2+1,3 79,5+0,7
39,6+1,4 66,8 +1,4 75,4+1,5 87,7+0,6 94,4+0,3
37,6 +2,3 62,4+0,4 75,5+0,3 81,7+0,3 88,0+0,7
26,8+0,9 52,9+1,4 66,3 +0,7 74,4+0,9 88,1+0,4
26,0+2,3 41,1+1,8 54,7 +1,6 82,6 +1,7 98,3+1,2
6,5+1,2 33,9+1,0 48,3 +1,7 60,4 +0,8 79,2+1,1

GPa: Glicdgeno fosforilasa a; EAE: Extracto acetato de etilo; DE: Desviacidén estandar; En color rojo
los genotipos seleccionados por la calidad de los frutos y en verde por la cantidad de hojas. Los
resultados se expresan como porcentaje de inhibicidn de la enzima.

Tabla 12. Clso frente a la GPa de los EETs de cada genotipo evaluado

Genotipos | 19-1 144 8-2 ZF-18 19-1ha

Clso

1,03* | 1,31* | 1,44* | 1,53* | 352* | 1,26* | 1,33* | 1,75%* | 2,02*
[mg/ml]

2,89*

*p< 0,05 significativo con respecto al control; Clsp: concentracidn inhibitoria 50; En color rojo los
genotipos seleccionados por la calidad de los frutos y en verde por la cantidad de hojas.

Al igual que en los EAEs, al comparar las Clso, se puede concluir que el genotipo
19-1 seleccionado por la cantidad de hojas fue el mas potente (Clso de 1,03ug/ml),
y posee una eficacia sobre el 80%; el 22-1 fue el mas potente de los genotipos
seleccionados por la calidad de sus frutos (Clso de 1,26ug/ml), destacando entre
todos los EETs evaluados con una eficacia sobre el 90%. Es de importancia resaltar
que todos los EETs tuvieron una potencia mayor al compuesto de referencia,
cafeina, que posee un Clso de 5,98ug/ml, y todos exhiben diferencias
estadisticamente significativas respecto del control positivo, resultados que se

mostraran mas adelante (Tabla 15).
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En las Figuras 21 a la 30, se presentan las curvas de inhibicion de GPa versus

logaritmo de la concentraciéon de cada EET evaluado, con su correspondiente

ecuacion de la curva.

EET Genotipo 19-2 EET Genotipo 271
Inhibicidn GPa Inhibicion GPa
100 100 - .
80 r 04
5 )
‘o &0 -§ 504
& a
3} 40 Y=100/ f‘ a0+ Y=100!
e a0 (1+10({0.4605-X)*1.686)) - - (1+104{(0.3042-X)*2.028)}
RE= 01,9644 R = 0,8573
L]
n T T T 1 n T T T T T T
02 00 02 04 05 08 1D 02 00 02 04 08 0B 10
log [Concentracion] logi [Concentracién]
Figura 21. Figura 22.
EET Genotipo 23-2 EET Genotipo 31-1
Imhibicion GPa Inhibicion GPa
100+ 100
[ 3
80 0.
1§ B0~ :E B0
g 3
£ 4. Y=100/ £ sl Y=100/
=2 (1+10*{(0.1231-X)*1.486)) ) {1+10%{(0.2424-X)*1.553))
a0 R*=0.9678 20 R? = 0.9814
] T T T T T T 0 T T T T T 1
02 00 02 04 06 DB 40 42 00 02 04 0E DB 40
log [Concentracion] log [Concentracion]
Figura 23. Figura 24.
EET Genotipo 22-1 EET Genotipo ZF-18
Inhibicion GPa Inhibicion GPa
100 100 -
0 0
2 w % o
a a *  Y=100/
E a0 Y=100/ £ 404 1+104((0.1839-X)*1.248))
B 20 {1+10~({0.0985-X)*1.733)) E2 20 R? = 0,9661
i RE= 0,9935 i
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0F 00 02 04 06 OB 40 02 00 02 040G 0B 10
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Figura 25. Figura 26.
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EET Genotipo 19-1ha

EET Genotipo §-2

Inhibicion GPa Inhibicion GPa
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=
:g 604 -E 504
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Figura 27, Figura 28.
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Figura 29, Figura 30.
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El analisis estadistico de los resultados fue realizado por analisis de varianza
(ANOVA) de una via y el test de comparaciones multiples Tukey, el cual demostro
que hay diferencias estadisticamente significativas con respecto al compuesto de
referencia y entre los diferentes genotipos de Ugni molinae que fueron estudiados.

Estos resultados se muestran en las Tablas 14 y 15.

Tabla 13. Significancia estadistica del efecto inhibitorio de los EAEs de los distintos
genotipos de murtilla frente a GPa

Cafeina | 19-1 | ZF-18 8-2 19-2 221 27-1
Cafeina & & &
19_1 * * *
ZF-18 & & &
8_2 * * *

19-1ha e & o NS
14-4 * * * *
& NS NS &
& NS NS &
* * * *
* * * *

*p < 0,05 se considerd significativo comparando los distintos genotipos y el control;
NS: No significativo; En color rojo los genotipos seleccionados por la calidad de los frutos, en verde
por la cantidad de hojas y en color naranjo el compuesto de referencia.

En todos los EAEs de Ugni molinae estudiados existen diferencias estadisticamente
significativas comparados con el compuesto de referencia, y también es destacable
el amplio rango, estadisticamente significativo, en la capacidad de inhibicién sobre

la GPa entre la mayoria de los genotipos.

Entre los genotipos 19-1, 23-2, 31-1 y 19-2, como se puede observar en la Tabla 14,
no hay diferencia significativa. Es importante mencionar que entre estos genotipos,
el 19-1 es el unico seleccionado por la cantidad de hojas, y estos 4 genotipos
aludidos son los que mejores resultados tuvieron respecto a potencia inhibitoria

sobre la GPa.
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Entre los genotipos ZF-18, 31-1 y 19-2 no hubo diferencia significativa.

Entre los genotipos 8-2 y 19-1ha no hubo diferencia significativa, ambos genotipos
son pertenecientes al grupo seleccionado por hojas y estos poseen una Clso media

comparado con el resto de los genotipos.

Tabla 14. Significancia estadistica del efecto inhibitorio de los EETs de los distintos
genotipos de murtilla frente a GPa

Cafeina | 19-1 | 14-4 8-2 ZF-18 | 19-1ha
Cafeina * * * * *
19-1 o NS NS NS i NS NS NS
14-4 o NS NS NS i NS NS NS NS
8-2 o NS NS NS i NS NS NS NS
ZF-18 o NS NS NS v NS NS NS NS
19-1ha o o o o R NS
o NS NS NS NS v NS NS NS
o NS NS NS NS e NS NS NS
o NS NS NS NS e NS NS NS
o NS NS NS NS e NS NS NS

*p < 0,05 se considerd significativo comparando los distintos genotipos y el control;
NS: No significativo; En color rojo los genotipos seleccionados por la calidad de los frutos, en verde
por la cantidad de hojas y en color naranjo el compuesto de referencia.

En todos los EETs de los genotipos de Ugni molinae estudiados existen diferencias
estadisticamente significativas comparados con el compuesto de referencia, pero a
diferencia de los EAEs, los EETs mayoritariamente no son diferentes

estadisticamente entre si respecto a la potencia de inhibicién sobre la GPa.

Se puede destacar al genotipo 19-1ha, que posee diferencia estadisticamente
significativa con casi todos los demas genotipos, a excepcién del 19-2. Estos dos

genotipos comparten que son los que menor potencia tienen sobre la GPa.
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El genotipo 27-1 también tuvo una baja potencia, el tercero menos potente, y junto
a los genotipos 19-1ha y 19-2 son los que se diferencian estadisticamente con el

genotipo mas potente, 19-1.

Tabla 15. Clsode los EAEs y EETs de las hojas de distintos genotipos evaluados
de Ugni molinae y cafeina sobre GPa

Genotipos EAE Clso [ug/ml] EET Clso [pg/ml]

19-1 32,16* 1,03*

ZF-18 44,34 1,53*

8-2 77,45* 1,44*

19-1 ha 78,85* 3,52*

137,00* 1,31*

37,42* 1,75*

41,32* 2,89*

271 108,70* 2,02*
Cafeina 595

*p <0,05 significativo con respecto al control; GPa: Glicdgeno fosforilasa a; EAE: Extracto acetato de
etilo; EET: Extracto etanolico; Clso: concentracion inhibitoria 50; En color rojo los genotipos
seleccionados por la calidad de los frutos, en verde por la cantidad de hojas y en color naranjo el
compuesto de referencia. Se destacan en verde el genotipo elegido por “hojas” con mayor potencia
en los EAE y EET. Se destacan en rojo el genotipo elegido por “frutos” con mayor potencia en los
EAE y EET.

En estudios anteriores se ha demostrado que las hojas de murtilla presentan una
gran cantidad de compuestos polifenolicos, los cuales se encuentran principalmente
en los EETs (Rubilar et al., 2006).También se han descrito una gran variedad de
triterpenos pentaciclicos que se encuentran mayoritariamente en los EAEs de U.
molinae, y en menor cantidad en los EETs (Rubilar et al., 2006; Goity et al., 2013).

Esto se esta corroborando en tesis realizadas paralelamente en el Laboratorio de
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Productos Naturales de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas de la

Universidad de Chile (Arancibia, 2015; Pefia, 2014).

Se puede observar que respecto de los EAEs, es el genotipo 19-1 el que presento
mayor potencia (32,16ug/ml), y el 14-4 es el que presentd menor potencia

(137,00ug/ml).

En el caso de los EETs, también fue el genotipo 19-1 el que presenté mayor potencia

(1,03pg/ml), y el 19-1ha el que presentd menor potencia (3,52ug/ml).

La GPa posee varios sitios regulatorios o sitios de unidn, contiene un sitio catalitico
que une glucosa, glicégeno y analogos de éstos; el sitio alostérico que une
adenosina monofosfato y glucosa-6-fosfato; un sitio nucledsido de purina llamado
sitio inhibidor, que es activo hacia derivados de purina como la cafeina y un sitio
alostérico que une indoles. Esto nos indica que podrian existir una gran variedad de
compuestos capaces de unirse a los sitios regulatorios e inhibir a la enzima (Karis

et al., 2009; Tsitsanou et al., 2013).

En estudios farmacoldgicos in vitro realizados por Wen et al., en el 2008, se
demostrd que una gran variedad de triterpenoides pentaciclicos poseen capacidad
inhibitoria sobre la GPa, como se puede observar en la Tabla 17. Sin embargo, es
importante destacar que los EETs fueron 30 a 100 veces mas potentes que los
EAESs, siendo estos ultimos lo que poseen la mayor cantidad de triterpenos, esto es
posible que se pueda deber a diferentes razones, los cuales se discutiran a

continuacion.
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Jakobs et al., en el 2006, demostraron que varios polifenoles como luteolina, tricina,
baicaleina, quercetina, entre otros, obtenidos de las companias Extrasynthese y
Sigma-Aldrich, poseen capacidad inhibitoria sobre la GPa. Dentro de los
compuestos evaluados en la investigacion anteriormente mencionada, se
encuentran varios polifenoles identificados en extractos de murtilla (Pefia, 2014),
cuyas Clso frente a la GPa se observan en la Tabla 18. Estos resultados podrian
indicar que los polifenoles, como la quercetina, son los que principalmente estan
involucrados en la alta potencia de los EETs estudiados. Sin embargo, algunos
compuestos como la epicatequina no poseen actividad, lo que podria afectar en el
efecto total del extracto, incluso compitiendo con los demas compuestos por los

sitios de union en la enzima, provocando una disminucion de la actividad final.

Como se ha mencionado anteriormente, en los EAEs se encuentran la mayor
proporcion de triterpenos, sobre los cuales se ha demostrado que poseen actividad
inhibitoria sobre la GPa, pero hay algunos como el acido madecasico que no
presentan actividad inhibitoria sobre la enzima (Wen et al., 2008.), provocando,
posiblemente competencia con los otros compuestos por los sitios de union de la

enzima, lo que podria generar una disminucién en la potencia final.

Por tanto, considerando que en ambos extractos (EETs y EAESs) existe una mezcla
de compuestos, tanto polifenoles como triterpenos, y que las proporciones de estos
difieren segun el genotipo que corresponda (Arancibia, 2015; Pefia, 2014), se puede
inferir que existen interacciones (sinergia y/o competencia) entre los distintos
compuestos y los sitios de unién de la GPa, con lo que se puede inferir que los
extractos de los genotipos con mejores resultados deben tener una mezcla de

triterpenos y polifenoles en las proporciones mas adecuadas para inhibir la GPa.
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Tabla 16. Valores de Clso frente a la
GPa de los triterpenoides
pentaciclicos presentes en las hojas
de murtilla

Tabla 17. Valores de Clso frente a la
GPa de diferentes polifenoles presentes
en las hojas de murtilla

< DE DIUE ~
0 0 0 PNOIE 0 0
e cl U
Acido ursélico 4,12 Quercetina 1,52
Acido oleandlico 6,42 E,picatequina s.a?
Acido asiatico 8,32 Acido galico s.a?
Acido corosoélico 9,52 Clso: Concentracién inhibitoria 50; 2Jakobs et al.,
Acido alfitélico 9,9b 2006; s.a: sin actividad.
Acido maslinico 13,22
Acido betulinico 19,62
Acido madecasico s.a?

Clso: Concentracion inhibitoria 50; *Wen et
al., 2008; "Hao et al., 2009; s.a: sin
actividad.
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5.2.2 Ensayo de inhibicion de la enzima proteina tirosina fosfatasa 1B
(PTP1B)

En la Tabla 19 se presentan las distintas concentraciones evaluadas de la sal sodica
de o-vanadato con su porcentaje de inhibicion sobre la PTP1B, y en la Figura 31 se
muestra la curva de inhibicion de la PTP1B dependiente del logaritmo de la

concentracion de la sal sddica de o-vanadato, con su correspondiente ecuacion de

la curva.

Tabla 18. Resultados de la inhibicion sobre la PTP1B del compuesto de referencia

[ng/ml] 0,4 1 10 15 20 25 30 40
% 124+14 18,1+0,4 559+1,5 65,7%+2,3 740+1,2 78,2+0,8 84,2+3,2 92,2+2,1
100 -
B
80 4
c
0
© 60+
2
K=
£ 40
~ Y=100/
204 (1+104((0,7838-X)*0,9016))
® R?2=10,9757
0 1 1 1 1 1
-0.5 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0

log[Concentracion]

Figura 31. Curva de inhibicién enzimatica del compuesto de referencia frente a la PTP1B

El compuesto de referencia ensayado presenté una Clso de 6,08ug/mL.
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A continuacion se evaluaron los EAEs y EETs de dos genotipos de murtilla a

diferentes concentraciones frente a la PTP1B.

Tabla 19. Inhibicion sobre la PTP1B de los EAEs de muirtilla

20 10 5 ) 1
101,2 + 3,0 98,7+ 1,4 100,6 + 1,7 78,2+1,3 17,8+2,1
102,5+2,2  103,1+4,2 99,4 + 2,5 84,1+2,0 19,0 + 1,4

Los resultados son expresados como porcentaje de inhibicion.

Tabla 21. Inhibicion sobre la PTP1B de los EETs de murtilla

Genotipad

97,2+0,7 80,8+2,6
99,0 +1,8 88,1+1,9
Los resultados son expresados como porcentaje de inhibicidn.

Con estos resultados se decidio evaluar a los EAEs a 2ug/mL y los EETs a 1pg/mL,
con el objetivo de obtener un resultado preliminar comparativo de la capacidad
inhibitoria entre los genotipos de un mismo extracto. En las Tablas 22 y 23 se

pueden observar los resultados obtenidos.

Tabla 22. Inhibicion sobre la PTP1B de los EAEs de murtilla

Genotipos 2ug/mL EAE
19-1 97,2+0,9
14-4 80,8 +1,5
8-2 80,7 +1,3

ZF-18 79,5+ 2,0
19-1ha 48,8 +1,9
94,0 + 0,8
93,1+1,2
91,1 +2,0
83,4+1)9
64,7 +1,3

En color rojo los genotipos seleccionados por la calidad de los frutos, en verde por la cantidad de
hojas y en color naranjo el compuesto de referencia. Los resultados son expresados como
porcentaje de inhibicidn.
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Dentro de los EAEs fue el genotipo 19-1 (97,2+0,9%) el que mayor porcentaje de
inhibicion posee a la concentracion estudiada, sin embargo son varios los genotipos

que poseen un porcentaje de inhibicion mayor al 90%.

El EAE que obtuvo el menor porcentaje de inhibicién fue el genotipo 19-1ha

(48,8+1,9%)

Tabla 23. Inhibicion sobre la PTP1B de los EETs de murtilla

Genotipos 1ug/mL EET

ZF-18 88,5+0,9
8-2 83,5+1,7
14-4 82,7+1,9
19-1 76,4 +2,5
19-1ha 72,9+1,7
90,1+1,3

88,2+2,1

82,2+1,1

65,0 +2,8

59,0 +1,8

En color rojo los genotipos seleccionados por la calidad de los frutos, en verde por la cantidad de
hojas y en color naranjo el compuesto de referencia. Los resultados son expresados como
porcentaje de inhibicién.

Dentro de los diferentes genotipos evaluados de los EETs fue el 23-2 (90,1+1,3%)
el que mayor porcentaje de inhibicion posee a la concentracion estudiada, sin
embargo son varios los genotipos que poseen un porcentaje de inhibicion mayor al

80%.

El EET 31-1 fue el que exhibid el menor porcentaje de inhibicion (59,0+1,8%).

Para poder realizar una correcta comparacion entre los extractos EETs y EAEs
evaluados, es necesario tener la Clso de cada genotipo, sin embargo, se puede
observar que los EETs a una concentracién menor (1ug/mL) son capaces de inhibir
sobre el 50% a la enzima PTP1B; a diferencia de los EAEs que a una concentracion

de 2ug/mL inhiben en su mayoria sobre el 50% a la enzima, ademas que segun los
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ensayos preliminares realizados en los genotipos 8-2 y 19-1 de los EAEs,
corroboran que a una concentracion de 1ug/mL inhiben menos del 20% a la enzima.
Esto ultimo podria indicar que los compuestos fendlicos que se encuentran en forma

mayoritaria en los EETs podrian ser responsables de la inhibicién de la PTP1B.

Ademas del sitio catalitico de la PTP1B, se ha identificado un segundo sitio de union,
lo cuales se encuentran adyacentes entre si (Zhang et al., 1993). Investigaciones
mediante a acoplamiento molecular con una estructura cristalografica de PTP1B
humana, utilizando acidos triterpénicos como el acido mordnico, oleandlico, ursdlico
y morolico, cuales fue purificado y caracterizado desde extractos acetonicos de
hojas y raices de la planta Phoradendron reichenbachianum, sugieren una potencial
unién de las moléculas anteriormente mencionadas, al sitio de unién adyacente al

sitio catalitico de la enzima (Ramirez et al., 2011).

En las Tablas 24 y 25 se pueden observar los valores de las Clsofrente a la PTP1B
de los polifenoles y los triterpenoides pentaciclicos respectivamente, resultados
recopilados de diferentes investigaciones, de los cuales se adjuntaron los que se
encuentran presentes en las hojas de murtilla. De esta recopilacion de resultados,
se puede concluir que el compuesto con mayor potencia es la epicatequina (0.6+0.0
pg/mL) (Lan et al., 2015), lo cual corroboraria que los EETs posean una mayor
capacidad inhibitoria sobre la PTP1B, considerando que la mayor concentracion de
polifenoles, como la epicatequina, se encuentran en los EETs (Rubilar et al., 2006),
Ademas existen compuestos polifendlicos conjugados que no poseen actividad
sobre la enzima como la quercetina-3-O-a-D glucuronido (Zhang J. et al., 2015), lo

que podria afectar en la potencia final del extracto.
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Por otro lado, los EAEs que poseen una gran cantidad de triterpenoides
pentaciclicos (Rubilar et al., 2006; Goity et al., 2013), presentaron una destacada
actividad inhibitoria sobre la PTP1B. En general los triterpenoides pentaciclicos
encontrados en la bibliografia estudiada, como el acido ursdlico, oleandlico,
maslinico y corosélico poseen una gran potencia inhibitoria sobre la enzima, como
se puede observar sus Clso en la Tabla 25. Esto ultimo podria indicarnos que los
triterpenos de los extractos evaluados si estan implicados en el efecto inhibitorio

sobre la PTP1B.

Por consiguiente, ya que tanto los EETs y los EAEs poseen una mezcla de
compuestos triterpénicos, polifendlicos y otros en proporciones y concentraciones
variables entre extractos y entre genotipos (Arancibia, 2015; Pefa, 2014), se puede
inferir que los extractos de los genotipos con mejores resultados podrian tener una
mezcla de compuestos con capacidad inhibitoria en las proporciones mas

adecuadas para inhibir la PTP1B.

Tabla 24. Valores de las CI50 de Tabla 25. Valores de las CI50 de
los polifenoles presentes en las los triterpenoides pentaciclicos
hojas de murtilla frente a la PTP1B presentes en las hojas de murtilla

frente a la PTP1B
Triterpenoides

Clso [pg/mL]

Polifenoles Clso [ug/mL]

pentaciclicos

Epicatequina 0,6+0,0° Acido ursolico 1,4%0,12

Quercetina 6,2+2,32 Acido oleandlico 1,8+0,2°
Quercetina-3-0-8-D- | 4. op Acido maslinico 2,8+0,1°

glucéronido T Acido corosélico 3,410,4°
Miricetina-3-O-8-D 9.54+3.3b Clso: Concentracién inhibitoria 50; ®Zhang

glucéronido T W. et al., 2006; ®°Na M. et al., 2006; “Qiu
Quercetina-3-0-a-D W.et al., 2009.

b
L s.a
glucéronido

Clso: Concentracidn inhibitoria 50; @ Nurul I.
etal., 2013; ®Zhang J. et al., 2015; ‘Lan J. et
al., 2015; s.a: sin actividad.
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En la Tabla 26 se puede evidenciar que todos los EAEs de Ugni molinae estudiados
poseen diferencias estadisticamente significativas comparados con el compuesto
de referencia a una concentracion de 2ug/mL. También sobresale la gran diferencia,
estadisticamente significativa, en la capacidad de inhibicién sobre la PTP1B entre

la mayoria de los genotipos.

Tabla 26. Significancia estadistica del efecto inhibitorio de los EAEs de los
distintos genotipos de murtilla frente a PTP1B.

o- 19-1 | ZF-18 | 8-2 | 19-1ha
vanadato
o- * * * *
vanadato
19_1 * * * *
ZF-18 * * NS *
8_2 * * NS *
19-1ha * * * *

14-4 * * NS NS o
* * * * *
* * * * *
e S NS NS e

*p < 0,05 se considerd significativo comparando los distintos genotipos y el control;
NS: No significativo; En color rojo los genotipos seleccionados por la calidad de los frutos, en verde
por la cantidad de hojas y en color naranjo el compuesto de referencia.

Especificamente, entre los genotipos ZF-18, 8-2, 14-4 y 22-1 no existe diferencia
estadisticamente significativa. Estos genotipos mencionados anteriormente a una

concentracion de 2ug/mL inhibieron alrededor del 80% la enzima.

Entre los genotipos que a una concentracién de 2ug/mL inhibieron sobre el 90%
(19-1, 27-1, 19-2 y 23-2), solo hay diferencia estadisticamente significativa entre el

mas y menos potente (19-1 (97,2 + 0,9%) y 23-2 (91,1 + 2,0%)).
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En la Tabla 27 se puede evidenciar que todos los EETs de Ugni molinae estudiados
poseen diferencias estadisticamente significativas comparados con el compuesto
de referencia a una concentracion de 1ug/mL. Ademas es destacable que entre la
mayoria de los genotipos evaluados exista diferencia estadisticamente significativa

respecto a la capacidad de inhibicion de la PTP1B.

Tabla 27. Significancia estadistica del efecto inhibitorio de los EETs de los
distintos genotipos de murtilla frente a PTP1B.

o 19-1 | zF-18 | 82 | 19-1ha
vanadato
o- * * * *
vanadato
19-1 & & & NS
ZF-18 & & NS &
8-2 i & NS ©
19-1ha & NS & &
14-4 o & * NS *
* * * * *
* * * * *
. i NS | NS | *

*p < 0,05 se considerd significativo comparando los distintos genotipos y el control;
NS: No significativo; En color rojo los genotipos seleccionados por la calidad de los frutos, en verde
por la cantidad de hojas y en color naranjo el compuesto de referencia.

Entre los genotipos mas potentes (23-2, ZF-18 y 22-1), no hubo diferencia
significativa, y a su vez los genotipos ZF-18 y 22-1 no presentaron diferencias
significativas con el genotipo 8-2. Este ultimo tampoco se diferencio
significativamente con los genotipos 14-4 y 27-1, como se puede observar en la

Tabla 27.
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Conclusiones

Se confirma la hipotesis, ya que existe diferencia estadisticamente
significativa en las propiedades farmacolégicas estudiadas entre los
diferentes genotipos evaluados de Ugni molinae, cultivados y recolectados
en las mismas condiciones edafoclimaticas.

Respecto a la inhibicién sobre la GPa, la potencia de los EETs fue mayor que
la cafeina, y la potencia de los EAEs, fue menor que la de la cafeina. Lo que
podria indicar que los EETs poseen a los compuestos mas activos o la mejor
mezcla de ellos

El EET y el EAE del genotipo 19-1 fueron los mas potentes en el ensayo de
inhibicion de la GPa (Clso 1,03 y 32,16 ug/mL, respectivamente), siendo este
genotipo un potencial candidato para continuar con futuros estudios
farmacolégicos, ademas de su cultivo y recoleccion con fines medicinales.
Existe diferencia estadisticamente significativa entre los distintos genotipos
evaluados frente a la GPa, esta se deberia principalmente a las variaciones
genéticas en la especie, debido a que todos los genotipos fueron cultivados
y recolectados en las mismas condiciones.

Respecto a la inhibicion de la PTP1B, existe mayoritariamente diferencias
estadisticamente significativas entre los 10 genotipos evaluados, lo que se
debe a la variacion genética en la especie, ya que todos los genotipos fueron
cultivados y recolectados en las mismas condiciones. Siendo el genotipo 19-
1 el que presento el mayor porcentaje de inhibicion entre los EAEs a una
concentracion de 2ug/mL (97,2 + 0,9%) y el genotipo 23-2 el que presento el
mayor porcentaje de inhibicion entre los EETs a una concentracion de
1ug/mL (90,1 + 1,3%).
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Anexos

Anexos 1: Testigos Herbarios de los 10 genotipos de murtilla
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Anexo 2: Resumen de congreso asistido

Evaluacion de la actividad inhibitoria sobre la glicogeno
fosforilasa a de distintos genotipos de Ugni molinae.
(Evaluation of the inhibitory activity of different genotypes of Ugni
molinae on glycogen phosphorylase a)
ftalo Buguefio!, Jorge Arancibia-Radich', Ivette Seguel?, Carla Delporte’
Facultad Ciencias Quimicas y Farmacéuticas, Universidad de Chile, Santiago, Chile;
2INIA, Carillanca, IX Region, Chile.

E-mail: italo.b.d@hotmail.com

Estudios previos en el Laboratorio de Productos Naturales de la Facultad de
Ciencias Quimicas y Farmacéuticas de la U. de Chile, han demostrado que las hojas
de murtilla poseen un potente efecto inhibidor de la glicégeno fosforilasa a (GPa),
enzima responsable de la liberacion de glucosa a partir de glicégeno. Los estudios
quimicos muestran que las hojas de murtilla presentan taninos, acidos fendlicos,
flavonoides, y una serie de triterpenoides pentaciclicos como los acidos asiatico,
corosolico, madecasico, oleandlico, ursolico y maslinico, los cuales se les vincula
en parte a la actividad hipoglicemiante’.

El objetivo de este trabajo fue determinar en forma comparativa las concentraciones
inhibitorias cincuenta (Clso) de los extractos etandlicos (EET) sobre la actividad de
la GPa, los cuales fueron preparados a partir de las hojas de diez genotipos de Ugni
molinae, obtenidos desde el banco de germoplasma del INIA (Carillanca). Dichos
genotipos fueron cultivados y recolectados en las mismas condiciones.

La actividad de la enzima fue determinada en direccién de la sintesis de glicogeno
a través de la liberacion de fosfato desde glucosa-1-fosfato a 22°C. Se desarrollo
un aducto de color verde entre el grupo fosfato liberado y la solucion de detencién
que consistié en molibdato de amonio y verde de malaquita?. La absorbancia del
aducto fue determinada en un lector de microplaca.

Los resultados muestran que el genotipo 19-1 fue el mas potente, con un Clso de
1,03pg/ml, con un porcentaje de inhibicion maximo de 84,2% a una concentracion
de 7,50ug/ml.
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