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AAPH: 2,2-azobis (2-metilpropionamidina) dihidrocloruro

ADA: Asociaciéon Americana de Diabetes
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ABC: Area bajo la curva

AGES: Productos finales de glicacion avanzada

ANOVA: Analisis de varianza

AWA: Mezcla de solvente acetona : agua: acido acético

CAT: Capacidad antioxidante total

CEPEDEQ: Centro de Estudios de Quimica de la Universidad de Chile
CEso: Concentracion efectiva 50

CFT: Contenido de fenoles totales o Concentracion de fenoles totales
CICUAL: Comité Institucional Para el Cuidado y Manejo de Animales de Laboratorio de la
Facultad de Medicina, Clinica Alemana - Universidad del Desarrollo
Clsp: Concentracion inhibitoria 50

CLAE-UV-ESI-MS": Cromatografia liquida de alta eficiencia acoplado a detector UV y
detector de masa con ionizacién por electrospray

CMR: Centro de medicina regenerativa

dL: Decilitro

DE: Desviacion estandar
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DMSO: Dimetilsulféxido
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DPPH: Radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo

EAC: Extracto Acetdnico de frutos de murtilla

EAG: Equivalentes de acido galico

EDC: Extracto diclorometanico de frutos de murtilla

EEA: Extracto etandlico acido de frutos de murtilla

EGTA: Acido etilen-bis (oxietilenitrilo) tetraacético tetrasddico

ELISA: Enzyme-linked immunosorbent assay

EM: Espectrometria de masas

ENTs: Enfermedades No Transmisibles

ENS: Encuesta Nacional de Salud

ER: Reticulo endoplasmico

ES: Extracto seco

ET: Equivalentes trolox

ERDNSs: Especies reactivas derivadas del nitrogeno

ERDOs: Especies reactivas derivadas del oxigeno
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ES: Extracto seco

ESI-IT: lonizacion por electro-spray con trampa de iones
FC: Reactivo de Folin-Ciocalteu

FL: Fluoresceina

FID o IDF: Federacion Internacional de Diabetes

g: gramo

GPa: Glicdégeno fosforilasa A

G-1-P: glucosa 1-fosfato

G19-1: genotipo 19-1

h (hrs.): hora

HAT: Transferencia de un atomo de hidrégeno

HEPES: Acido N-(2-Hidroxietil)piperazina-N'-(2-etanosulfénico)
INE: Instituto Nacional de Estadisticas

INIA: Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias
INTA: Instituto de Nutricion y Tecnologia de los Alimentos
IKKB: Subunidad catalitica de la Quinasa IKf3

IL: Interleuquina

IP: Instituto pluridisciplinar

Kg: Kilégramo

KCI: Cloruro de potasio

L: Litro

LPN: Laboratorio de Productos Naturales de la Universidad de Chile

LS: Latitud sur

MgClz: Cloruro de magnesio

mg: Miligramo

mm: Milimetro

mM: Milimolar

min: Minuto

mL: Mililitro

MINSAL: Ministerio de Salud

NADPH: Nicotinamida adenina dinucleétido fosfato
NF-kB: Factor nuclear kappa B

ng: Nanégramo

nm: Nanometro

nM: Nanomolar

OMS: Organizacion Mundial de la Salud
ORAC: Oxygen radical absorbance capacity
ORAC-FL: ORAC fluoresceina

ORAC-PGR: ORAC rojo de pirogalol

pH: Potencial hidrogeno

PGR: Rojo de pirogalol
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PKC: Proteina quinasa C

pNPG: p-nitrofenil-a-D-glucopirandsido
ppm: Partes por millon

PS: Peso seco

psi: Libras por pulgada cuadrada

RAPD: ADN polimorfico amplificado al azar
ROO": Radical peroxilo

RP: Fase reversa

RPM: Revoluciones por minuto

SET: Transferencia de un electron

SEM: Error estandar de la media

SM: Sindrome metabdlico

Tolox: Acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil-cromano-2-carboxilico
TR: Tiempo de retencion

TTOG: Test de Tolerancia Oral a la glucosa
UA: Unidades de absorbancia

UV: Ultravioleta

UCM: Universidad Complutense de Madrid
UCh: Universidad de Chile

UDD: Universidad del Desarrollo

Ul: Unidades internacionales

USD: Ddlares americanos

V: Volts

A: Longitud de onda

pL: Microlitro

ug: Microgramo

pm: Micrometro

MM: Micromolar

% vl/v: Porcentaje volumen / volumen

% p/v: Porcentaje peso / volumen

° C: Grados celsius
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1. RESUMEN

Un estado hiperglicémico mantenido en el tiempo conduce a la aparicion de multiples
complicaciones de salud asociadas al estrés oxidativo y a diferentes alteraciones metabdlicas.
Los tratamientos actuales para estados hiperglicémicos no son enteramente efectivos, por lo
que la identificacion de compuestos quimicos de origen natural capaces de reducir la
hiperglicemia y prevenir los efectos deletéreos del estrés oxidativo es un campo atractivo para
el desarrollo de nuevas alternativas terapéuticas. Entre estas fuentes de origen natural se
describen a los frutos de Ugni molinae Turcz, conocida popularmente como murtilla. Los
especimenes silvestres de frutos de murtilla han sido los principalmente estudiados,
reportandose la presencia de acidos fendlicos, flavonoides y antocianinas, asi como efectos
antioxidantes e inhibitorios de enzimas relacionadas con el metabolismo de los carbohidratos.
En funcién de lo anterior es que el objetivo de este trabajo fue correlacionar el perfil fendlico
de extractos de frutos provenientes de 8 genotipos de U. molinae cultivados en las mismas
condiciones edafoclimaticas en el INIA Carillanca con las propiedades antioxidantes vy el
potencial efecto hipoglicemiante in vitro, seleccionando el mas activo para un estudio in vivo.
Se obtuvieron extractos seriados ricos en fenoles con acetona y con mezcla etanol acido,
analizando quimicamente los mas activos mediante CLAE-UV-ESI-MS. Se utilizaron métodos
espectrofotométricos in vitro para evaluar sus capacidades antioxidantes y su potencia
inhibitoria sobre la actividad de las enzimas a-glucosidasa y glicogeno fostorilasa A. El estudio
in vivo fue realizado en un modelo animal de Diabetes Mellitus tipo 2.

Dieciseis extractos semipurificados, tanto de acetona como de etanol acido, exhibieron
capacidad antioxidante y potencia inhibitoria sobre las enzimas evaluadas. El analisis quimico
evidencio diferencias en el perfil fendlico entre los extractos, siendo mas concentrados en

compuestos fendlicos y mas potentes en los ensayos farmacoldgicos in vitro los extractos
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obtenidos con acetona. Sin embargo, el extracto acetdnico seleccionado por sus significativos
efectos in vitro no demostrd efectos benéficos sobre parametros de control metabdlico en el
modelo in vivo.

Los resultados indican que los extractos acetonicos incluyen una mezcla de compuestos
fendlicos capaces de inhibir la actividad de dos enzimas relacionadas con el metabolismo de
los carbohidratos y presentan una promisoria capacidad antioxidante in vitro, sin embargo, es

necesario profundizar los ensayos in vivo para poder corroborar los resultados in vitro.

Palabras clave: Ugni molinae, frutos, antioxidante, a-glucosidasa, glicogeno fostorilasa A
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2. ABSTRACT

A sustained hyperglycemic state over the time leads to the appearance of multiple health
complications associated with oxidative stress and different metabolic alterations. Current
treatments for hyperglycemic states are not entirely effective thus; the identification of chemical
compounds from natural sources to reduce hyperglycemia and prevent the deleterious effects
of oxidative stress is an attractive field of research for the development of new therapeutic
alternatives. Among these natural sources, the fruits of Ugni molinae Turcz, popularly known
as murtilla, are described. Mainly wild specimens of murtilla fruits have been studied, reporting
the presence of phenolic acids, flavonoids, and anthocyanins, as well as antioxidant and
inhibitory effects of enzymes related to carbohydrate metabolism.

Based on the above, the aim of this work was to correlate the phenolic profile of fruit extracts
from 8 genotypes of U. molinae grown under the same edaphoclimatic conditions at INIA-
Carillanca with the antioxidant properties and the potential hypoglycemic effects in vitro,
selecting the most active for an in vivo study. Seriated extracts rich in phenols were obtained
with acetone and with an ethanol acid mixture, chemically analyzing the most active ones using
HPLC-UV-ESI-MS. In vitro spectrophotometric methods were used to evaluate its antioxidant
capacities and its inhibitory potency on the activity of the enzymes a-glucosidase and glycogen
phosphorylase A. The in vivo study was carried out in an animal model of Type 2 Diabetes
Mellitus.

Sixteen semi-purified extracts, both from acetone and ethanol acid, showed antioxidant
capacity and inhibitory potency on the evaluated enzymes. The chemical analysis showed
differences in the phenolic profile among the extracts, with the extracts obtained with acetone
being more concentrated in phenolic compounds and more potent in the in vitro

pharmacological assays. However, the selected acetone extract did not show beneficial effects
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on metabolic control parameters in the in vivo model.

The results indicate that the acetone extracts include a mixture of phenolic compounds that
inhibit the activity of two enzymes related to carbohydrate metabolism and with a promising in
vitro antioxidant capacity, however, further in vivo assay is necessary to corroborate the in vitro

results.

KEYWORDS: Ugni molinae, berries, antioxidant, a-glucosidase, glycogen phosphorylase A.
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3. INTRODUCCION

Los avances tecnologicos han permitido logros en salud publica a lo largo de la historia que
significaron una disminucion o en algunos casos la erradicacion de enfermedades
transmisibles, tales como la malaria o la tuberculosis. No obstante, la urbanizacion y el
desarrollo de mejores tecnologias aplicadas a la agricultura, la ganaderia y el procesamiento
de los alimentos permitieron el acceso de la poblacidn a comidas con mayor contenido
calorico. Si a lo anterior se suman modificaciones a las tecnologias de transporte vy
automatizacion de maquinarias, generando una disminucion del trabajo fisico de la poblacion,
se establece un desbalance entre la ingesta y gasto de energia en las actividades cotidianas.
Este desbalance energético ha determinado la aparicién de enfermedades no transmisibles
(ENTSs), tales como la obesidad, hipertension, dislipidemia y Diabetes Mellitus (DM), las cuales,
agrupadas en el denominado Sindrome Metabodlico (SM), se convirtieron en el principal
problema de salud publica en el siglo XXI (Jorquera & Cancino, 2012; Muoio & Newgard, 2008;
Zimmet, Alberti, & Shaw, 2001).

La Diabetes Mellitus (DM) se define como una enfermedad metabdlica de caracter cronica y
degenerativa que, segun la Federacion Internacional de Diabetes (IDF), en 2019 afectaba a
nivel mundial a 463 millones de personas adultas entre los 20 y 79 afios. Las proyecciones
indican que en los proximos afios la cantidad de personas que moriran debido a esta patologia
aumentara en un 50%, convirtiéndose en el afio 2030 en la séptima causa de muerte (ADA,
2021; IDF, 2019; OMS, 2016).

Este desorden metabdlico tiene multiple etiologia, la cual desemboca en defectos en la
secrecion pancreatica de insulina o en la accidn ineficiente de la misma a nivel de los tejidos,
provocando una alteracion de la homeostasis de los carbohidratos, lipidos y proteinas. Entre

los efectos de esta hormona se describen la supresidn de la liberacion de acidos grasos libres,
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favorecer la sintesis de triglicéridos en el tejido adiposo, inhibir la produccidon hepatica de
glucosa y promover la captacion de glucosa en el tejido muscular esquelético y adiposo (Muoio
& Newgard, 2008; Surya et al., 2014).

La clasificacion de la DM depende de su etiopatogenia y se han descrito cuatro tipos de
acuerdo con sus manifestaciones clinicas. Estos son la Diabetes Mellitus Tipo 1 o Diabetes
Mellitus Insulino Dependiente (DMT1), Diabetes Mellitus Tipo 2 o Diabetes Mellitus No Insulino
Dependiente (DMT2), Diabetes Gestacional y otros tipos especificos de Diabetes, siendo las
dos primeras mayoritarias a nivel mundial, con un 90 a 95 % de participacion de DMT2 (ADA,
2021; OMS, 2015).

Las personas afectadas por esta patologia se caracterizan por presentar una hiperglicemia
persistente que puede manifestarse a cualquier edad y con una prevalencia similar en ambos
géneros. Sin embargo, existen diferencias en la prevalencia en diversas regiones y etnias.
Esta hiperglicemia determina una serie de signos y sintomas que dependen del tipo de DM
que padezca la persona. Por ejemplo, para DMT1 se presenta, muchas veces de forma subita,
poliuria, polidipsia, polifagia, pérdida de peso, trastornos visuales y cansancio. Mientras que
para DMT2 es comun encontrar pacientes con sobrepeso u obesos y con una sintomatologia
similar a DMT1, pero menos intensa, lo que determina que esta patologia sea
subdiagnosticada hasta cuando ya han transcurrido varios afios de haberla desarrollado
(Sapunar, 2016; Surya et al., 2014).

En un estado de hiperglicemia, la glucosa no puede ingresar a las células, lo que determina
que este monosacarido sea el principal agente toxico causante de las complicaciones
observadas, generalmente, varios afos después del diagndstico de DM y/o SM. En particular
para DMT2, a nivel molecular, la resistencia a la insulina y posterior hiperglicemia se desarrolla

como consecuencia de factores inflamatorios (citoquinas) y hormonales, estrés intracelular del
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reticulo endoplasmatico (RE) y la acumulacion de subproductos toxicos derivados de la
sobrecarga nutricional en tejidos sensibles a la insulina. Entre los factores que la
desencadenan estan la alteracion de la secrecion de adiponectina y leptina, lo que a su vez
provoca una oxidacion incompleta de las grasas y acumulacién anormal de triglicéridos,
diacilgliceroles y ceramidas que impiden una accion adecuada de la insulina. Ademas, se han
descrito como factores de insulinoresistencia la activacion del Factor Nuclear kB (NF-kB),
sobreexpresion de la subunidad catalitica B de la Quinasa IkB (IKKB), aumento de la
produccion hepatica de diferentes interleuquinas (IL-6, IL-13) y del Factor de Necrosis Tumoral
a (TNFa) (Kawahito, Kitahata, & Oshita, 2009; Muoio & Newgard, 2008).

Al no utilizarse eficazmente la glucosa, se producen dafos a nivel celular y la activacion de
diferentes vias de sefalizacion, tales como: i) formacidn de productos finales de glicacion
avanzada (AGEs) por oxidacion intracelular de glucosa que luego reaccionan con grupos
aminos de diversas proteinas celulares, ii) estrés oxidativo debido al aumento de especies
reactivas de oxigeno/nitrogeno (ERDOs/ERDNSs) iii) activacion de las isoformas de proteina
quinasa C (PKC) que contribuyen a las complicaciones cardiovasculares por activacion de
oxidasas dependientes de NADPH, iv) sobreproduccién del anion superéxido inducido por la
cadena transportadora de electrones en la mitocondria que puede ser el mecanismo central
subyacente a todas las rutas destructivas responsables del paradigma diabético (Al-Dalen,
Chavez, Martinez, Ferreira, & Leon, 2004; Giacco & Brownlee, 2010; Kawahito et al., 2009).
En particular, el estrés oxidativo contribuye a la resistencia a la insulina debido a que interfieren
con las vias de sefializacion inducida por esta hormona, lo que, entre otros efectos, evita la
traslocacion del transportador de glucosa GLUT 4 hacia la membrana plasmatica, provocando,
a su vez, alteraciones en los tejidos afectados tales como ruptura de la barrera de

permeabilidad vascular, migracién de leucocitos y el desarrollo de un estado inflamatorio
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permanente. Las ERDOs han sido implicadas en la génesis y desarrollo de varias patologias
cronicas y degenerativas, incluyendo la cirrosis hepatica, artritis, aterosclerosis, cancer,
desdordenes autoinmunes, alteraciones cardiovasculares y neurodegenerativas, DM, etc.
Algunos mecanismos de las ERDOs que desencadenan las patologias antes mencionadas
son el inicio de la peroxidacion lipidica, lo que a su vez estimula la glicacion de proteinas,
inactivacion de enzimas y alteraciones en la estructura y funcidon del colageno y membranas,
desempefiando un papel importante en el envejecimiento prematuro como en el desarrollo de
las complicaciones cronicas de la DM. Se ha estimado que en pacientes mayores de 65 afos
la expectativa de vida se reduce entre 3 y 6 afios debido a la DM, lo cual alcanza también a
pacientes en edad temprana, por o que compuestos que puedan combatir a estas especies
oxidativas, es decir, antioxidantes exdgenos, tienen un gran potencial para prevenir estos
procesos patoloégicos o por lo menos atenuarlos (Kawahito et al., 2009; Sarkar & Shetty, 2014).
El estado de hiperglicemia cronica define a la DMT2 y SM, condicién que conlleva, a largo
plazo, al desarrollo de dafios a nivel microangiopatico (retinopatia, nefropatia y neuropatia) y
macrovascular (enfermedad isquémica del corazén, ataque cerebral y enfermedad vascular
periférica). En este sentido, la DMT2 se asocia a una disminucién en la calidad de vida de las
personas que la padecen (Kawahito et al., 2009).

Chile tiene una prevalencia global de DM, segun la Encuesta Nacional de Salud (ENS) del afio
2016-2017, de 12,3 %, lo que comparado al afio 2010 (9,0 %), significé que en 6 afios aumento
en mas de un 3 %. Si se separa por grupo etario, la tendencia es la misma, pasando de un
15,5 % a un 17,3 % en 6 anos para el grupo de 45 a 64 afios de edad y de un 25,7 % a un
30,6 % en los mayores de 65 afos (MINSAL, 2018). Sobre el 85 % de las personas que
padecen DM conoce su condicién, sin embargo menos del 20 % de esa poblacion esta bien

controlada (euglicemia). A nivel sudamericano, segun la Federacion Internacional de Diabetes
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(IDF), en 2019 la prevalencia de DM en la poblacién adulta (20 a 79 anos) chilena fue de un
9,8 %, ubicandose en el segundo lugar, tras Brasil. De las cifras anteriores se desprende que
la prevalencia de DM, en particular DMT2, aumenta con la edad y que en Chile los pacientes,
en general, no alcanzan un nivel de control adecuado de su hiperglicemia (IDF, 2019; MINSAL,
2018; Sapunar, 2016).

Se considera que los adultos mayores tienen 6,8 veces mas riesgo de padecer DMT2 en
comparacion con el grupo de 25 a 44 afos y se preveé que la proporcidn de personas mayores
de 65 afos aumentara 113 % para el 2035. La expectativa de vida en Chile ha ascendido a
82 ainos en mujeres y 77 afnos en los hombres, con un porcentaje superior al 19 % de personas
mayores de 60 afios (Familia, 2017; INE, 2022). Por su parte, el sobrepeso aumenta el riesgo
de padecer DMT2 en 3 veces, la obesidad en 7 veces y la obesidad moérbida lo hace en 60
veces en relacion a los eutroficos. En Chile el 22,8 % de los mayores de 15 afos tienen
obesidad y el 2,3 % obesidad morbida. Por lo tanto, se requiere que el sistema de salud se
adapte a la carga de enfermedad que constituye la DMT2 y disefiar estrategias con efectividad
en las intervenciones a lo largo del ciclo vital, focalizandose en la poblacion de mayor riesgo
(MINSAL, 2010, 2013, 2018; Sapunar, 2016).

La DM ha implicado una gran carga econdmica para los sistemas de salud de distintos paises,
estimandose que entre el 5y el 20 % del presupuesto disponible para salud se destina para
tratar a los pacientes con DM. Esto, en términos absolutos, significa cerca de 750 billones de
dolares (USD) anuales, con la posibilidad de incrementarse en 19 % en los proximos 25 afios.
La distribucién de este gasto no es uniforme, encontrandose que el mayor gasto se hace en
los paises mas ricos en contraste a lo que se hace en los paises con menores ingresos, que
es donde se encuentra el 75 % de la poblaciéon diabética. En 2014, Chile gastd

aproximadamente un 10,2 % de su presupuesto de salud sélo en el tratamiento de la DM (IDF,
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2019; MINSAL, 2010; Sapunar, 2016).

A nivel social, la DM lidera las pérdidas en productividad y crecimiento econémico, incluyendo
dias no trabajados, restricciones de actividad diaria, mortalidad y discapacidad permanente
causada por la patologia. La mayor carga econdmica es debida a la discapacidad y la muerte
causada por la propia enfermedad y sus complicaciones tanto micro como macrovasculares
(Zhang et al., 2009).

Las opciones terapéuticas para el tratamiento de la DM, en general, son efectivas, no obstante,
hay una serie de pacientes que no logran un adecuado control metabdlico incluyendo todas
las medidas disponibles en la actualidad. Se debe considerar, ademas, que aun existen paises
en donde el acceso a farmacos esenciales como la insulina es complejo (OMS, 2016).

De ahi entonces la necesidad de una busqueda constante de nuevas alternativas terapéuticas
que tengan un menor costo, pero que a la vez sean igual o mas efectivas que las que se
encuentran actualmente en uso (Giner & Castillo, 2003; Surya et al., 2014).

La OMS, desde hace bastantes afios ha reconocido la importancia de las plantas medicinales
en el tratamiento y prevencion de multiples enfermedades, asi como también su importancia
a nivel economico al ser una fuente de descubrimiento de nuevas moléculas que en algunos
casos tiene un costo muy inferior a la sintesis de nuevos farmacos.

El regreso del interés cientifico sobre las plantas medicinales, identificando su riqueza y
variedad quimica, ha impulsado una revalorizacion de su uso, lo que representa una forma
complementaria de curar, reemplazando el empirismo por la explicacion cientifica,
armonizando la medicina tradicional con la terapéutica moderna (Montes & Wilkomisrky,
1996). En 2002, la OMS planteé estrategias para incluir las medicinas tradicionales y
alternativas en la salud publica centrandose en aspectos como la politica, la seguridad, eficacia

y calidad, el acceso y el uso racional de éstas (Bodeker & Kronenberg, 2002).
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El reino vegetal constituye una importante fuente de componentes activos que son muy
diferentes en términos de estructura y propiedades biolégicas, dentro de los cuales se
describen enzimas, proteinas y compuestos de bajo peso molecular, tales como vitaminas,
esteroides, terpenoides, alcaloides, compuestos fendlicos, etc., los cuales han tenido un
notable papel en la medicina tradicional de diferentes paises. En los ultimos afos, la
prevencion del cancer y enfermedades cardiovasculares se ha asociado con el consumo de
frutas frescas, vegetales o infusiones ricas en antioxidantes naturales. Existen multiples
antecedentes en la literatura que sugieren que una mayor ingesta de dichos compuestos se
asocia con un menor riesgo de mortalidad por estas enfermedades que incluyen ademas, la
hipertension, la arteriosclerosis y la DM (Anhé et al., 2013; Arumugam, Manjula, & Paari, 2013;
Bahmani et al., 2014; Mohamed, 2013; Pandey & Rizvi, 2009; Surya et al., 2014).

En este sentido, las plantas medicinales pueden convertirse en una alternativa valida con el
fin de mejorar la calidad de vida de quienes padecen patologias como DMT2 y SM, resultando
de particular interés aquellas que manifiesten tanto propiedades hipoglicemiantes como
antioxidantes. De los estudios experimentales, se han identificado varios grupos quimicos que
tienen alguna actividad hipoglicemiante, dentro de los que se incluyen los polisacaridos
heterogéneos, alcaloides, glucopéptidos, terpenos, péptidos, aminas, esteroides, fenoles,
lipidos, cumarinas, compuestos azufrados, iones inorganicos y otros (Giner & Castillo, 2003).
Algunos compuestos pertenecientes a los grupos quimicos mencionados anteriormente se han
ensayado de manera aislada o siendo parte de extractos, es decir, a la forma de mezclas
complejas que incluyen agentes pleiotrépicos. La literatura indica que estudios clinicos
controlados y la experiencia tradicional confirman que un buen numero de extractos utilizados
en fitomedicina muestran una buena eficacia, lo que demuestra claramente que el empleo de

mezclas complejas tiene efectos beneficiosos en seres humanos. Se argumenta que las
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mezclas complejas han sido satisfactoriamente seleccionadas por la naturaleza, presentando
enfoques terapéuticos ventajosos sobre compuestos asilados que poseen solo un objetivo
terapéutico. No obstante, también se sefiala la necesidad de aplicar mucha investigacion para
establecer el modo de accién de estas mezclas, especialmente para encontrar potenciales
agentes sinérgicos con aplicaciones mucho mas generales (Wink, 2008).

Dentro de los mecanismos de accion que se han propuesto para aliviar la sintomatologia
producida por la hiperglicema mantenida, se describe la actividad antioxidante, la regulacién
de la respuesta inflamatoria y la regulacion de enzimas que participan del metabolismo de los
carbohidratos, los cuales, en su conjunto permitirian retardar la aparicion de sus
complicaciones (Anhé et al., 2013; Bahmani et al., 2014). Una de las enzimas que participa en
el metabolismo de los carbohidratos es la a-glucosidasa, localizada en la membrana superficial
de las microvellosidades de los enterocitos y que cataliza la hidrélisis de los carbohidratos
complejos a disacaridos y monosacaridos absorbibles, lo que causa un incremento en los
niveles de glicemia postprandial. Otra enzima es la glicogeno fosforilasa A (GPa), localizada
con mayor abundancia en musculo e higado y en menor proporcién en cerebro. Esta enzima
es responsable de la liberacidn de glucosa a partir de glucdégeno, en particular, la cerebral para
para cubrir cortos periodos de anoxia e hipoglicemia a nivel local, la muscular para proveer
energia para ser empleada en el mismo tejido y la hepatica para proveer glucosa a tejidos
extrahepaticos y regular los niveles de glicemia. Por lo tanto, la inhibicion de la actividad
catalitica de a-glucosidasa disminuye el influjo de glucosa desde el tracto gastrointestinal,
resultando en una disminucién de la glicemia postrandial, mientras que inhibir la actividad de
la isoforma hepatica de la GPa podria reducir la produccion y la liberacion de glucosa hacia el
torrente sanguineo (Baker, Greenhaff, & Timmons, 2006; Baker, Timmons, & Greenhaff, 2005;

Kim, Jeong, Wang, Lee, & Rhee, 2005; Newgard, Hwang, & Fletterick, 1989; Rubilar et al.,
25



2011).

Para el tratamiento de la DM con fitofarmacos, es preciso desarrollar preparados
farmacéuticos con principios activos identificados y cuantificados para contar con un producto
de 6ptima calidad que garantice su eficacia y seguridad. Por otro lado y tan importante como
la estandarizacién es la trazabilidad del proceso desde la siembra de la especie vegetal, su
cultivo y cosecha, ademas de la extraccién y desarrollo de la formulacion, para finalmente
realizar el control de calidad del producto farmacéutico.

Se han demostrado los efectos benéficos sobre la hiperglicemia a partir de compuestos
quimicos contenidos en diferentes 6rganos vegetales, tales como semillas, cortezas, hojas,
flores y frutos de variadas especies, como por ejemplo Camellia sinensis, Vaccinium
arctostaphylos, Allium sativum, Silybum marianum, entre muchas otras (Bahmani et al., 2014).
Una especie que ha adquirido gran atencion en el ultimo tiempo es Ugni molinae, la cual ha
demostrado interesantes propiedades farmacoldgicas, incluidas las que benefician a pacientes

que padecen DM.

3.1 Ugni molinae

U. molinae Turcz. (Myrtaceae) es una especie nativa Chilena, de caracter arbustiva, comun
de encontrar en conjunto con otras especies vegetales, formando parte del bosque del centro
y sur de Chile. Se distribuye desde la region del Maule hasta la region de Los Lagos (35° a
42° LS), principalmente en la cordillera de la costa y preferentemente en quebradas donde se
concentra mayormente la humedad ambiental, aunque también es frecuente de encontrar en
terrenos abiertos y degradados asi como en las orillas de bosques (M. Avello et al., 2009;
Montenegro, 2002; |. Seguel, Pefaloza, Gaete, Montenegro, & Torres, 2000).

Corresponde a un arbusto perenne, que crece segun la disponibilidad de agua, alcanzando
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los dos metros de altura en zonas de alta pluviosidad. Presenta hojas pecioladas, de2a 2,5 cm
de longitud, opuestas, sin estipulas, aovado-oblongas, con el apice agudo en forma de lanza,
verdes por encima, glaucas (de un verde mas claro) y con puntuaciones por el envés que
reflejan las glandulas presentes. Sus ramas nuevas presentan entrenudos cortos, hojas
comprimidas y se encuentran cubiertas de vellos. Sus flores son péndulas, solitarias y axilares,
presentando cinco sépalos unidos en la base y cinco pétalos, estambres numerosos y un estilo
mas largo (M. Avello & Pastene, 2005). En la Figura 1 se ilustra un cultivo de U. molinae
ubicado en la localidad de Tranapuente (38°41'29.6"S; 73°21'13.3"W), Puerto Saavedra, en la
Regidn de la Araucania, perteneciente al Instituto de Innovaciones Agropecuarias (INIA) en su

sede Carillanca.

Figura 1: Cultivos de murtilla de genotipos del banco de germoplasma de INIA-
Carillanca utilizados en este estudio
Produce bayas globosas con gran cantidad de semillas, carnosas, dulces y aromaticas, con
restos de calices pentameros y tetrameros. Estos frutos maduran principalmente en verano,
aunque dependiendo de la zona geografica y las condiciones climaticas en la que se

encuentren, esta maduracion se retarda hasta el otofio, presentando un intenso color rojo y un
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diametro que varia entre 5 y 15 mm (Hoffman, 1991; L6pez, Vega-Galvez, Rodriguez, Uribe,
& Bilbao-Sainz, 2018). En la Figura 2 se ilustra los frutos de la especie en los cultivos de

murtilla en INIA-Carillanca.

Figura 2: Bayas de murtilla de cultivos de INIA-Carillanca

En Chile, se le conoce vulgarmente como “murtilla”, “murta” o “ufii”, asi como a nivel mundial
como “chilean cranberry” y “chilean guava” de la cual se consumen sus frutos de agradable
sabor y aroma, ya sean frescos o a través de mermeladas, jarabes, postres y licores. Estas
caracteristicas han determinado un gran interés por esta especie, por lo que su cultivo se ha
masificado con fines comerciales (Ah-Hen, Zambra, Aguéro, Vega-Galvez, & Lemus-Mondaca,
2013; Hoffman, 1991; Lépez et al., 2018; Montenegro, 2002).

Debido a su creciente valor agronomico y comercial se han desarrollado proyectos que
promueven su cultivo y mejoramiento genético, asi como estrategias para la produccién y
busqueda de mercado a nivel internacional. En el afio 1996 se comenzd con la domesticacion
y cultivo de la especie en el INIA-Carillanca con fines productivos. Para tales efectos se
recolectaron mas de 100 accesiones de U. molinae (coleccion de germoplasma silvestre), en
sitios comprendidos entre las regiones del Maule y Los Lagos, en el centro y sur de Chile. Se
caracterizaron los suelos en donde se recolectaron los especimenes, se evaluaron los

meétodos de regeneracion, multiplicacion y conservacidon mas adecuados para mantener la
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integridad de los germoplasmas colectados y se caracterizaron botanica, morfologica, quimica
y molecularmente los distintos ejemplares obtenidos y los resultantes en los jardines de
cultivos del INIA. Para la caracterizacidon molecular se utilizé la técnica del ADN polimorfico
amplificado al azar (RAPD), analizando 45 entradas de murtilla representativas de todos los
sitios de colecta. En total se evaluaron treinta y tres partidores seleccionados al azar,
seleccionando siete de éstos para los estudios posteriores, sobre la base de la generacion de
productos amplificados reproducibles. EI ADN se extrajo de hojas en crecimiento y los
fragmentos amplificados se separaron por electroforesis en geles de agarosa. A partir de los
resultados obtenidos, se seleccionaron las variedades superiores en cuanto a rendimiento y
calidad de frutos, con el fin de posibilitar la explotacion comercial de la especie. Cabe destacar
que la especie presenta una alta variabilidad genética, identificandose varios genotipos, los
cuales han sido de interés para estudiar su desarrollo y crecimiento bajo las mismas
condiciones edafoclimaticas o bajo diferentes regimenes de aporte de nutrientes y agua,
estableciéndose cultivos en una misma zona, lo que ha permitido determinar, en base a
trabajos de investigacion, que las variaciones en el contenido fitoquimico y en las propiedades
farmacoldgicas de la especie son influenciadas por el genotipo (Pefa-Cerda et al., 2017; I.
Seguel et al., 2000; lvette Seguel & Torralbo, 2004).

La medicina tradicional les ha atribuido a las hojas de esta especie diversas propiedades
terapéuticas, tales como estimulantes, aromaticas, astringentes y analgésicas, empleandose
la infusion de sus ramas y hojas para el tratamiento de diarreas y disenterias, asi como para
el tratamiento de distintos tipos de dolor (Montenegro, 2000; Mufioz, Barrera, & Meza, 1981).
Los estudios realizados con extractos obtenidos desde las hojas provenientes de especimenes
silvestres y de distintos genotipos de la especie han mostrado propiedades antiinflamatorias,

analgésicas, antimicrobianas, cicatrizantes y antioxidantes. Estas propiedades se han
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atribuido principalmente a la presencia de derivados fendlicos y terpénicos (Aguirre et al.,
2006; Arancibia-Radich et al., 2016; M. Avello, Bittner, & Becerra, 2013; M. Avello & Pastene,
2005; M. Avello et al., 2014; M. Avello et al., 2009; M. A. Avello, Pastene, Bustos, Bittner, &
Becerra, 2013; Delporte et al., 2007; Goity et al., 2013; Lopez et al., 2018; Pefia-Cerda et al.,
2017; Rodriguez et al., 2014; Rubilar et al., 2006; Suwalsky, Orellana, Avello, & Villena, 2007;
Suwalsky, Orellana, Avello, Villena, & Sotomayor, 2006).

Por su parte, para los frutos de murtilla se han reportado la presencia de sustancias pécticas,
acidos fendlicos, flavonoides y antocianinas, asi como propiedades antimicrobianas,
antioxidantes e inhibitorias sobre la actividad de enzimas como la a-amilasa y la a-glucosidasa.
Sin embargo, a excepcién de Alfaro et al. (2013), quienes emplearon tres genotipos del INIA
(14-4, 19-1 y 27-1) y Augusto et al. (2014) (14-4) en estudios de capacidad antioxidante, el
resto de los trabajos han sido llevados a cabo con especimenes silvestres de U. molinae (S.
Alfaro et al., 2013; Susana Alfaro, Mutis, Quiroz, Seguel, & Scheuermann, 2014; Augusto et
al., 2014; Brito, Areche, Sepulveda, Kennelly, & Simirgiotis, 2014; Junqueira-Gongalves et al.,
2015; Lopez et al., 2018; Rodriguez et al., 2014; Rubilar et al., 2011; Ruiz et al., 2010; Shene
et al., 2009; Taboada et al., 2010).

Recientemente, el Laboratorio de Productos Naturales (LPN) de la Universidad de Chile
publicoé un estudio relacionado con las propiedades neuroprotectoras de extractos acetonicos
y etandlicos acidos de frutos de murtilla de ocho genotipos provenientes del INIA en un modelo
celular de la enfermedad de Huntington (Pérez-Arancibia et al., 2021).

Los trabajos publicados para frutos han sido llevados a cabo principalmente con muestras de
origen silvestre, no habiéndose explorado aun las propiedades antioxidantes, ni las
propiedades moduladoras de la actividad de enzimas involucradas en el metabolismo de los

carbohidratos, ni los efectos in vivo sobre la DM de los frutos de los distintos genotipos que el
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INIA mantiene cultivados en su sede Carillanca.

Por los antecedentes previamente expuestos, en este trabajo de tesis se estudiaron in vitro,
en forma comparativa, los efectos antioxidantes e inhibidores de la actividad de a-glucosidasa
y glicogeno fosforilasa A de extractos fendlicos de ocho genotipos de U. molinae, asi como in
vivo el efecto hipoglicemiante de uno de los extractos seleccionado por sus significativos

efectos in vitro.
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4. HIPOTESIS DE TRABAJO

El efecto antioxidante e inhibidor de la actividad de las enzimas a-glucosidasa y glicogeno
fosforilasa A depende de la composicidn fendlica cuali y cuantitativa de los extractos
provenientes de frutos de distintos genotipos de U. molinae.

El extracto seleccionado por sus efectos mas potentes como inhibidor de la actividad
enzimatica de a-glucosidasa y glicogeno fosforilasa A y por sus efectos antioxidantes
presentara efectos hipoglicemiantes in vivo, ademas de modular las concentraciones

plasmaticas de insulina y adiponectina.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Correlacionar la composicion fendlica cuali y cuantitativa de extractos de frutos de distintos
genotipos de U. molinae con las propiedades antioxidantes y potencial efecto hipoglicemiante
en modelos in vitro y evaluar en un modelo in vivo el efecto hipoglicemiante y antioxidante del

extracto mas potente en los ensayos in vitro.

5.2 Objetivos Especificos
1. Determinar el contenido de fenoles totales y el perfil de compuestos fendlicos de los
extractos de frutos provenientes de diferentes genotipos de U. molinae.
2. Evaluar la capacidad antioxidante in vitro de los extractos fendlicos de frutos provenientes
de diferentes genotipos de U. molinae a través de la:

Capacidad de apagamiento de radical DPPH

Capacidad de neutralizar radicales del oxigeno (ORAC)
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3. Evaluar el potencial efecto hipoglicemiante a través de ensayos in vitro de inhibicion de la
actividad enzimatica de los extractos fendlicos de frutos provenientes de diferentes genotipos
de U. molinae, para:

a-glucosidasa

Glicégeno fosforilasa A (GPa)
4. Evaluar la actividad hipoglicemiante in vivo en un modelo animal de Diabetes Mellitus Tipo
2 del extracto seleccionado por su mejor actividad antioxidante e inhibidora de enzimas que
regulan el metabolismo de los carbohidratos a través de:

Determinacion de los niveles de glicemia

Determinacion del peso corporal

Determinacion del consumo de alimento

Determinacion de los niveles insulina plasmatica

Determinacion de los niveles de adiponectina plasmatica
5. Correlacionar las actividades farmacoldgicas estudiadas con la composicidn fendlica de los

extractos evaluados.
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6. METODOLOGIA

6.1  Solventes y reactivos

Diclorometano, acetona, etanol, acido acético, metanol, acetonitrilo, dimetilsulfoxido, hidroxido
de sodio, cloruro de potasio, cloruro de magnesio y quercetina fueron adquiridos a Merck S.A.
(Darmstadt, Alemania). Fosfato de sodio, bifosfato de sodio, fosfato de sodio monobasico,
molibdato de amonio, verde de malaquita, AAPH (2,2-azobis (2-metilpropionamidina)
dihidrocloruro), fluoresceina (como sal disddica), rojo de pirogalol, acido 6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametil-cromano-2-carboxilico (Trolox), 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH), acarbosa, p-
nitrofenil-D-A-glucopiranosido,  a-glucosidasa, acido N-(2-Hidroxietil)piperazina-N'-(2-
etanosulfénico) (HEPES), acido etilen-bis (oxietilenitrilo) tetraacético tetrasodico (EGTA), a-D-
Glucosa 1-fosfato, cafeina, glicbgeno y glicogeno fosforilasa A (GPa) fueron adquiridos a
Sigma-Aldrich (Chile). Agua Milli-Q fue empleada para las diluciones en todos los

experimentos.

6.2 Material vegetal

En abril de 2016 se cosecharon alrededor de 1 kg de frutos maduros de ocho genotipos de U.
molinae cultivados bajo las mismas condiciones edafoclimaticas en la estacion experimental
del INIA-Carillanca, en la localidad de Tranapuente, Puerto Saavedra, Region de la Araucania
(38°41'26.5"S 73°21'10.9"W). Los genotipos incluidos en este estudio fueron seleccionados
en base a la calidad agrocomercial de sus frutos de acuerdo con estudios previos
desarrollados por el INIA. En la Tabla 1 se presentan los ocho genotipos seleccionados para
este estudio, el origen de las accesiones (localidad y Regidn), asi como el codigo empleado
para el archivo de una muestra de cada espécimen en el Herbario de la Facultad de Ciencias

Quimicas y Farmacéuticas de la Universidad de Chile.
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Tabla 1: Listado de los genotipos U. molinae cuyos frutos fueron estudiados en este

trabajo de tesis

Cédigo de
Genotipo Localidad de origen
herbario

14-4 Purén, Araucania SQF-22549
19-1 Porma, Araucania SQF-22554
19-1ha Porma, Araucania SQF-22553
19-2 Mehuin, Los Rios SQF-22557
22-1 Queule, Araucania SQF-22552
23-2 Aucar, Los Lagos SQF-22556
271 Aucar, Los Lagos SQF-22555
311 Porma, Araucania SQF-22551

Cabe destacar que entre las accesiones se encuentran las variedades registradas por el INIA,
Red Pearl (19-1) y South Pearl (27-1). En relacion al genotipo 19-1 (G19-1) se trabajo con
muestras de la cosecha antes mencionada, es decir, del afio 2016 y también con muestras de
la cosecha 2017, las cuales fueron comparadas en los estudios in vitro y empleadas en el
estudio in vivo para el grupo de animales tratados con extracto de frutos de murtilla.

Cada genotipo fue estudiado en forma independiente, es decir, se obtuvieron extractos
independientes para cada uno de ellos y éstos fueron evaluados comparativamente en cada

uno de los modelos descritos para esta investigacion.

6.2.1 Almacenamiento y conservacion de los frutos

Los frutos obtenidos desde los cultivos del INIA-Carillanca se trasladaron al Laboratorio de
Productos Naturales (LPN), fueron lavados y secados en un equipo liofilizador de bandeja con
la colaboracién de la empresa SouthAM. A continuacion, en el LPN fueron triturados en un
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molino de cuchillos y se almacenaron en bolsas aluminizadas y selladas a temperatura
ambiente hasta su utilizacion. La humedad residual de los frutos liofilizados fue determinada a

través de una termobalanza, empleando una muestra de 1 g de cada genotipo.

6.3 Obtencion, concentracién y secado de los extractos

En Octubre de 2016, 200 g de frutos secos y triturados de cada genotipo se sometieron a un
proceso de extraccion seriada con 1000 mL de los siguientes solventes: diclorometano,
acetona y mezcla etanol : acido acético al 1 %. El proceso se realizé a temperatura ambiente
y con proteccion de la luz, con volumenes sucesivos de solvente en una relacion de 5:1 con
respecto al material vegetal, bajo agitacién intermitente, hasta agotamiento del material
vegetal, evidenciado por la pérdida paulatina de la coloracion del filtrado y la ausencia de
residuo en el balon del evaporador rotatorio, luego del proceso de concentracion. Una vez
finalizado el proceso con un solvente, se seco el material vegetal remanente para cambiar de
solvente de extraccion. Cada extracto fue concentrado a presion reducida y baja temperatura
(40 — 60° C) hasta alcanzar un volumen aproximado de 200 a 400 mL, y a continuacion se
eliminé totalmente el solvente en una estufa al vacio a temperatura controlada (40 — 60° C),
obteniéndose los extractos secos de diclorometano (EDC), de acetona (EAC) y etanol acido
(EEA).

Para los estudios quimicos y las evaluaciones farmacolégicas in vitro se emplearon los
extractos ricos en fenoles, es decir, los EACs y los EEAs obtenidos desde los frutos de ocho
genotipos de U. molinae. Uno de dichos extractos fue seleccionado para el estudio in vivo por
su capacidad inhibitoria sobre la actividad de las enzimas a-glucosidasa y glicégeno fosforilasa

A, ademas de su capacidad antioxidante.
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6.4 Determinaciéon del contenido de fenoles totales por el método Folin-Ciocalteu
(FC) de los extractos fendlicos

El contenido de fenoles totales (CFT) se determiné mediante el método de FC, en el cual los
fenoles presentes en un medio alcalino se oxidan en presencia del reactivo de FC (mezcla de
fosfomolibdato y fosfotungstato), formandose un complejo coloreado.

Para tales efectos, se emplearon placas transparentes de 96 pocillos para evaluar la
absorbancia de cada muestra en espectrofotometro Multiskan GO. Se prepararon soluciones
de cada extracto en metanol 80 % v/v a una concentracion de 2 mg/mL. A cada pocillo se
agregaron 30 uL de reactivo de FC al 10 % en agua y 30 pL de extracto, blanco o estandar.
Esta mezcla se pre-incub6 por 2 min a 40° C. Posteriormente, se adicionaron 240 uL de
carbonato de sodio al 5 % en agua, la mezcla se agité y se incubé a 40° C durante 20 min.
Transcurrido el tiempo de incubacién, se obtuvo la absorbancia de cada muestra a 765 nm.
Los valores obtenidos en cada medicién se interpolaron en una curva de calibrado construida
con acido galico como estandar de referencia, expresandose cada valor en mg de
Equivalentes de Acido Galico (EAG)/g de extracto seco (ES) (Cicco, Lanorte, Paraggio,
Viggiano, & Lattanzio, 2009).

En la Tabla 2 se ilustra el esquema de trabajo.
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Tabla 2: Esquema de trabajo para cuantificacién de fenoles totales por método de

Folin Ciocalteu

Reactivos Estandar (uL) Blanco (uL) Muestra (uL)
Extracto de murtilla - - 30
Estandar de acido galico 30 - -
Metanol al 80 % (v/v) - 30 -
Reactivo de FC al 10 % 30 30 30

Incubar 2 min a40° C
Na2COzal 5% (p/v) 240 240 240
Volumen final 300 300 300

Incubar 20 min a40° C
Leer absorbancia auna A =765 nm

Cada muestra fue analizada en ftriplicado y sus resultados se presentan como promedios,

asociados a su desviacion estandar.

6.5 Caracterizacion quimica de los compuestos fendlicos presentes en los EACs

Los EACs de los ocho genotipos fueron analizados por cromatografia liquida de alta eficiencia
acoplado a detector UV y detector de masa con ionizacidon por electrospray (CLAE-UV-ESI-
MS") en un equipo Esquire 4000 ESI-IT (Bruker Daltonics GmBH, Alemania), empleando una
columna Hibar Purospher Star RP-18 (Waters) con un end-capped de 5 ym y 250 mm x 4 mm.
Los analisis fueron desarrollados a temperatura ambiente con una inyeccion de 20 pyL de
metanol como blanco o de cada extracto disuelto en metanol a una concentracion de
100 mg/mL. Se empled un sistema de gradiente compuesto por 2 fases, (A) acido formico al
4.5 % en agua y (B) Acetonitrilo, de acuerdo a la metodologia descrita por Pedro et al. (2016).
La gradiente de elucién fue: 0—-22 min 3 % B, 22-31 min 22 % B, 31-40 85 % B, 40—46 min
85 % B, 46-56 min 100 % B, and 56—65 min 3 % B a un flujo de 1,0 mL/min. La deteccién UV

fue realizada a 280 nm y 360 nm. El proceso de ionizacién (nebulizacion) fue desarrollado a
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3.000 V empleando nitrégeno como gas nebulizador a 365° C, una presion de 60 psi y un flujo
de 10 L/min. Los espectros de masa fueron obtenidos en polaridad negativa. Para el analisis
de los cromatogramas y espectrogramas se empleod el software Bruker DataAnalysis 3.2
(Bruker Daltonik GmbH, DE). La identificacion de los compuestos se realizé a través de la
revision de la literatura, empleando bases de datos como Respect for Phytochemicals,
Massbank y una libreria de compuestos obtenida en el Centro de Estudios de Quimica
(CEPEDEQ) de la Universidad de Chile.

Para comparar el perfil fendlico entre los EACs, la concentracion relativa de cada compuesto
tentativamente identificado fue determinada. El ion molecular de cada compuesto fue
seleccionado en el modo de seleccion de iones y sus areas fueron integradas. El area del peak
seleccionado fue normalizada dividiendo el area del peak por la suma de areas de todos los
peaks analizados. Posteriormente, la mayor area normalizada entre los EACs fue asignada
con una abundancia relativa del 100 %. Con los resultados obtenidos de la semicuantificacion
de cada compuesto se compararon los perfiles fendlicos entre los EACs y se determino si los
compuestos identificados estaban relacionados con las actividades farmacoldgicas analizadas
en los ensayos in vitro (Myjavcova et al., 2010; Pedro, Granato, & Rosso, 2016). Para los
EEAs, el perfil fendlico fue determinado previamente tal como se describié para los EACs

(Pérez-Arancibia et al., 2021).

6.6 Estudios farmacoloégicos

6.6.1 Determinacién de la capacidad antioxidante in vitro

La capacidad antioxidante se evalu6 a través de dos metodologias in vitro, la capacidad de
apagamiento del radical DPPH y la capacidad protectora de los extractos sobre las moléculas

sonda de fluoresceina (ORAC-FL) y rojo de pirogalol (ORAC-PGR) frente al ataque de los
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radicales peroxilos y alcoxilos (Lépez-Alarcén & Denicola, 2013).

6.6.1.1 Determinacién de la capacidad de apagamiento del radical DPPH

La metodologia para determinar la capacidad antioxidante frente al radical 2,2 difenil-1-
picrilhidrazilo (DPPH) fue adaptada con leves modificaciones de acuerdo a lo descrito por
Castro et al. (2014), para ser determinada mediante método espectrofotométrico en placas de
96 pocillos, empleando el equipo Thermo Scientific® Multiskan® GO 3.2.

Se prepararon soluciones metandlicas de los EACs a una concentracion de 200 ppm y para
los EEAs a una concentracion de 500 ppm. A partir de cada solucidn de extracto se obtuvieron
distintas diluciones para llevar a cabo el ensayo. A cada pocillo se agregaron 25 uL de extracto
o del estandar y 235 uL de solucion metanolica de DPPH en concentracion 40 ug/mL. El
decaimiento de la absorbancia se registré cada 10 segundos por un periodo de 90 min, a una
temperatura de 20° C y a una longitud de onda de 517 nm.

En la Tabla 3 se ilustra el esquema de trabajo.

Tabla 3: Esquema de trabajo para evaluar capacidad antioxidante por decoloraciéon de

radical DPPH
Reactivos Estandar (uL) Blanco (uL) Muestra (uL)
Extracto de murtilla - - 25
Estandar de quercetina 25 - -
Metanol - 25 -
DPPH 235 235 235
Volumen final 260 260 260
Leer absorbancia cada 10 segundos por 90 min, a 20° C, a una
A =517 nm

Una vez completado el tiempo de lectura, se graficaron las curvas de decaimiento de la
absorbancia para cada concentracion de extracto ensayada y se comparé contra un blanco
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que correspondio a metanol. El estandar de referencia correspondié a quercetina.
A partir de las curvas de decaimiento se obtuvieron las areas bajo la curva con las que se
calcularon los diferentes porcentajes de DPPH remanente, tal como sigue:

% remanente de DPPH = (ABCwmuestra / ABCglanco) X 100
Posteriormente, la concentracion de cada extracto fue graficada frente al porcentaje
remanente de DPPH con lo que se obtuvo la concentracion efectiva 50 (CEso) (Castro et al.,

2014).

6.6.1.2 Capacidad de absorcion de radicales del oxigeno (ORAC)

La capacidad antioxidante frente a los radicales peroxilos y alcoxilos (ROQO") fue llevada a cabo
en equipo Synergy HT de Bio-Tek Instruments, Inc, controlado por el software Gen 5. Se
evaluo i) la capacidad antioxidante total de extractos de frutos secos triturados obtenidos con
mezcla acetona : agua : acido aceético (70:29,5:0,5 v/v/iv, AWA) en concentracion 40 mg/mL
con el objetivo de comparar los resultados con la base de datos del INTA vy ii) la capacidad
antioxidante de los EACs y EEAs disueltos en metanol a una concentracion de 10 mg/mL. A
partir de cada solucién de extracto se obtuvieron distintas diluciones con tampon fosfato pH 7,4

para llevar a cabo el ensayo (Castro et al., 2014; Ou, Hampsch-Woodill, & Prior, 2001).

6.6.1.2.1 Estudio de la capacidad antioxidante mediante el ensayo ORAC-FL

Se emplearon microplacas blancas de poliestireno de 96 pocillos para evaluar la fluorescencia
de la parte superior con una longitud de onda de excitacion de 485/20 nm y con un filtro de
emision de 528/20 nm. La reaccion se realizé en un medio tamponado de fosfato de sodio

75 mM (pH 7,4) a un volumen final de 200 pL. A cada pocillo se agregaron 150 uL de

fluoresceina (FL) a una concentracion final de 48 nM y 25 uL de cada solucion de extracto o
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estandar. La mezcla se pre-incubd por 7 min a 40° C, antes de afadir 25 uL de una solucion
de 2,2-azobis (2-metilpropionamidina) dihidrocloruro (AAPH) como fuente de radicales
peroxilos y alcoxilos, a una concentracion final de 18 mM. El decaimiento de la fluorescencia
se registr6 cada 60 segundos por 120 min. Como estandar de referencia se empleo el
compuesto 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico (trolox) para elaborar una curva de
calibrado. El blanco correspondiéo a una mezcla de FL y AAPH, reemplazando la solucion
antioxidante (extracto o estandar) por tampon fosfato.

En la Tabla 4 se ilustra el esquema de trabajo

Tabla 4: Esquema de trabajo para evaluacién de capacidad antioxidante por

decaimiento de fluorescencia (ORAC-FL)

Reactivos Estandar (uL) Blanco (uL) Muestra (uL)
Fluoresceina 150 150 150
Estandar de trolox 25 - -
Extracto de murtilla - - 25
Tampon fosfato de sodio - 25 -

Incubar 7 min a40° C
AAPH 25 25 25
Volumen final 200 200 200

Leer fluorescencia cada 60 segundos por 120 min, a 40° C.

Una vez completado el tiempo de lectura, se graficaron las curvas de decaimiento de la
fluorescencia frente al tiempo para posteriormente calcular el area bajo la curva (ABC) de cada
extracto, estandar y blanco, siendo Fo la fluorescencia a los 0 min y F la fluorescencia a
distintos tiempos. El ABC corregida se obtuvo como sigue:

ABC corregida = ABCwmuestra - ABCaglanco-
Los valores de ABC corregida de cada extracto fueron interpolados en curva de calibrado de

trolox, expresando la capacidad antioxidante como valores ORAC de equivalentes de trolox
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(Mmoles/L) por mg de peso seco (PS) o por mg de extracto seco (ES) (Castro et al., 2014; Ou

et al., 2001).

6.6.1.2.2 Estudio de la capacidad antioxidante mediante el ensayo ORAC-PGR
Se emplearon microplacas transparentes de poliestireno de 96 pocillos para evaluar el
decaimiento de la absorbancia del rojo de pirogalol (PGR) a 540 nm. La reaccién se llevo a
cabo en un medio tamponado de fosfato de sodio 75 mM (pH 7,4) a un volumen final de
200 pL. A cada pocillo se agreg6 150 pL de rojo de pirogalol (PGR) en concentracién final
5,0 uM y 25 pL de cada solucién de extracto o estandar. La mezcla se pre-incubd por 7 min a
40° C y luego se adicion6 25 pyL de AAPH a una concentracion de 10 mM. Posteriormente, se
registré el consumo de la molécula sonda por el decaimiento progresivo de la absorbancia
cada 60 segundos por 120 min.
En la Tabla 5 se ilustra el esquema de trabajo.

Tabla 5: Esquema de trabajo para evaluacién de capacidad antioxidante por

decaimiento de absorbancia (ORAC-PGR)

Reactivos Estandar (uL) Blanco (uL) Muestra (uL)
Rojo de pirogalol 150 150 150
Estandar de trolox 25 - -
Extracto de murtilla - - 25
Tampon fosfato de sodio - 25 -
Incubar 7 min a 40° C
AAPH 25 25 25
Volumen final 200 200 200
Leer absorbancia cada 60 segundos por 120 min, a 40° C, a una
A =540 nm

Los valores de ORAC-PGR se calcularon del mismo modo descrito para el ensayo ORAC-FL,

interpolando los valores de ABC corregida de cada extracto en la curva de calibrado de trolox,
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expresando la capacidad antioxidante como valores ORAC de equivalentes de trolox
(Mmoles/L) por mg de peso seco (PS) o por mg de extracto seco (ES) (Castro et al., 2014;

Lopez-Alarcon & Lissi, 2006).

6.6.2 Ensayos de inhibicion de enzimas que regulan el metabolismo de los
carbohidratos

Se analizé la potencia inhibitoria de los EACs y EEAs sobre la actividad enzimatica de a-

glucosidasa y glicogeno fosforilasa A (GPa) a través de ensayos espectrofotométricos in vitro

en placas de 96 pocillos, empleando el equipo Thermo Scientific® Multiskan® GO 3.2.

6.6.2.1 Ensayo de inhibiciéon de la a-glucosidasa

Los EACs, EEAs y acarbosa, empleada como estandar de referencia, se disolvieron en
dimetilsulfoxido (DMSO) al 11,5 % en concentracion 1,15 mg/mL. A partir de cada solucion de
extracto o acarbosa se obtuvieron distintas diluciones para llevar a cabo el ensayo. El medio
de reaccion consistio en 120 yL de tampén fosfato 100 mM (pH 6,8), 20 uL de extracto, o de
acarbosa o blanco (DMSO al 11,5 %) y 60 pL de solucién de p-nitrofenil-a-D-glucopirandsido
(PNPG) en concentraciéon 5 mM. La mezcla se pre-incubo por 15 min a 37° C y, posteriormente,
se adicionaron 30 pL de una solucion enzimatica de a-glucosidasa, proveniente de
Saccharomyces cerevisiae, en concentracion de 0,1 Ul/mL. Junto a los extractos, se evalud
un control no enzimatico (sin enzima), un control negativo (sin extracto) y un blanco (sin
extracto y sin enzima).

Inmediatamente después de iniciada la reaccion, se realiz6 una lectura de absorbancia de las
muestras a 400 nm (Tiempo 0) y, posteriormente, se incubd por 30 min a 37° C, periodo en

que el pNPG, sustrato de la enzima, liberé un grupo p-nitrofenol de color amarillento. Al cabo
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de los 30 min se realiz6é una segunda lectura de absorbancia a 400 nm (Tiempo 30).
En la Tabla 6 se ilustra el esquema de trabajo.

Tabla 6: Esquema de trabajo para el ensayo de inhibicién de la actividad de la a-

glucosidasa.
Reactivos Blanco Control No Control Muestra
(uL) Enzimatico  Negativo (uL)
(uL) (uL)
Tampén fosfato 100 mM 150 150 120 120
DMSO al 11,5% 20 - 20 -
Extracto de murtilla o
estandar de referencia en - 20 - 20
DMSO al 11,5%
pNPG 5 mM 60 60 60 60
Incubar 15 mina 37° C
Solucion enzimatica
0.1 Ul/mL - - 30 30
Volumen final 230 230 230 230

Leer absorbancia a una A = 400 nm, incubar por 30 min a 37° C y volver a
leer absorbancia a una A =400 nm

La absorbancia, para efectos de calculo del porcentaje de inhibicion enzimatica, se considerd

como la diferencia de lecturas entre el tiempo 30 y tiempo 0. El porcentaje de inhibicion de las

muestras se calcul6 a partir de la siguiente ecuacion:

% de inhibicion = ((Acn — As) — (Am — Acne)) x 100

(Acn — Ag)

Dénde: Acn = Absorbancia del control negativo; As = Absorbancia del blanco; Auw =

Absorbancia de la muestra (extracto o estandar); Acne = Absorbancia del control no

enzimatico.

Los porcentajes de inhibicion obtenidos se graficaron frente al logaritmo de la concentracion

de cada extracto ensayado para obtener la concentracion inhibitoria 50 (Clso), comparandolo

con lo obtenido por el estandar de referencia (Kim et al., 2005).
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6.6.2.2 Ensayo de inhibicion de la enzima glicogeno fosforilasa A (GPa)

La actividad de la enzima GPa (proveniente de musculo de conejo) fue determinada en
direccion a la sintesis de glicogeno a través de la liberacion de fosfato desde glucosa-1-fosfato
a 22° C. El medio de reaccion consistié en DMSO al 14 % en tampdn salino que incluyé 50 mM
de HEPES, 100 mM de KCI, 2,5 mM de EGTA y 2,5 mM de MgCla.

Los EACs, EEAs y cafeina, empleada como estandar de referencia, se disolvieron en la
solucion anterior a una concentracion de 1,5 mg/mL. A partir de cada solucion de extracto o
cafeina se obtuvieron distintas diluciones para llevar a cabo el ensayo. Por su parte, se emple6
tampon HEPES 50 mM para disolver la glucosa 1-fosfato (G-1-P) a una concentracion de
0,25 mM, glicégeno a una concentracion de 1 mg/mL y GPa a una concentracion de 60 pg/mL.
A cada pocillo se agregaron 60 yL de extracto, o de control positivo o de blanco (DMSO al
14 %), 35 pL de solucion de glicogeno, 35 pL de solucion de G-1-P y, en el caso del control
negativo y de la muestra, 20 yL de solucién de enzimatica de glicogeno fosforilasa A. Esta
mezcla fue incubada por 20 min a 22° C, al cabo del cual se adicion6 150 pL de solucion de
detencidon compuesta por molibdato de amonio en concentracion 10 mg/mL y verde de
malaquita en concentracion 0,38 mg/mL en medio acido. La mezcla se incubd por 5 min a
22° C, al final de la cual, el fosfato liberado por accion de la enzima, a partir del sustrato G-1-
P, generd un aducto coloreado verde, al cual se le midio la absorbancia a 621 nm.

En la Tabla 7 se ilustra el esquema de trabajo.
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Tabla 7: Esquema de trabajo para el ensayo de inhibicién de la actividad de la GPa

Reactivos Blanco Control No Control Muestra
(uL) Enzimatico  Negativo (uL)
(uL) (uL)
DMSO 14 % en tampodn salino 60 - 60 -
Tampdén HEPES 20 20 - -
Extracto de murtilla o estandar
de referencia en tampdn salino - 60 - 60
con DMSO 14 %
Glicogeno en tampon HEPES 35 35 35 35
Glucosa-1-fosfato en tampdn
HEPES P 35 35 35 35
Glicégeno fosforilasa en tampdn
) HEPES P ) ) 20 20
Incubar 20 min a 22°C
Solucion de detencion 150 150 150 150
Volumen final 300 300 300 300

incubar por 5 min a 22°C y leer absorbancia a una A = 621 nm

Los calculos de las Clso se realizaron del mismo modo que lo descrito para a-glucosidasa, con
la diferencia que la absorbancia soélo se registré al final del ensayo (Karis, Loughlin, Jenkins,

& Healy, 2009).

6.7 Evaluacidn de la actividad hipoglicemiante in vivo del extracto seleccionado por
su capacidad antioxidante y de inhibicion enzimatica

Una vez llevados a cabo los ensayos para determinar el CFT, los ensayos antioxidantes y de

inhibicion enzimatica se seleccion6 un extracto para ser aplicado en un ensayo in vivo en

animales que representan un modelo de DMT2.

Para tales efectos, se organizaron en una tabla los extractos de los ocho genotipos de murtilla

y se ordenaron de acuerdo a su CFT, capacidad antioxidante y potencia inhibitoria frente la

actividad de las enzimas analizadas.
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A partir de esta tabla, se seleccion6 el extracto que presentd los mejores resultados

combinados en todos los ensayos anteriores.

6.7.1 Ensayo in vivo en ratones de la cepa BKS.Cg-m*"*Lepr/J

Se emplearon animales macho de la cepa BKS.Cg-m**Lepr®/J (ratones obesos y diabéticos)
y BKS.Cg-m*-Lepr®/J (ratones normales) a partir de las 3 a 4 semanas de vida, los cuales se
seleccionaron de acuerdo a su peso corporal y a su nivel de glicemia.

Los animales se mantuvieron en condiciones controladas de humedad y temperatura, con un
ciclo de 12 hrs. de luz/oscuridad y con acceso ad libitum a agua y alimento. El trabajo fue
desarrollado en concordancia con el “Protocolo de Manejo y Cuidados de Animales de
Laboratorio” del Comité Institucional Para el Cuidado y Manejo de Animales de Laboratorio
(CICUAL) de la Facultad de Medicina, Clinica Alemana - Universidad del Desarrollo.

El inicio del estudio se programé a partir de la obtencidn de niveles de glicemia por sobre los
200 mg/dL en tres dias sucesivos, lo cual determiné que el animal presentaba Diabetes
Mellitus.

Se planificé el uso de 32 animales, divididos en 4 grupos de 8 animales cada uno. Los grupos
fueron los siguientes:

Grupo 1: Control sano, es decir, ratones BKS.Cg-m*-Lepr®/J (ratones normales) que
mantuvieron su rutina de alimentacion y acceso a agua ad libitum por todo el periodo de
estudio.

Grupo 2: Control positivo, es decir, ratones BKS.Cg-m*"*Lepr®/J (ratones obesos y diabéticos)
a los cuales se les administr6 una dosis 300 mg/Kg de metformina, como farmaco de

referencia, disuelta en 200 pL de agua MilliQ.
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Grupo 3: Grupo tratado, es decir, ratones BKS.Cg-m*"*Lepr®/J (ratones obesos y diabéticos)
a los cuales se les administré extracto de murtilla a una dosis de 200 mg/Kg de peso, disuelto
en 200 pL de agua MilliQ.

Grupo 4: Control negativo, es decir, ratones BKS.Cg-m**Lepr®/J (ratones obesos y
diabéticos) a los cuales se les administro el vehiculo en el que fueron disueltos los extractos o
el farmaco de referencia, es decir, agua MilliQ.

El periodo de estudio contempl6 10 dias de tratamiento de lunes a viernes. La manipulaciéon
comenzd a partir del destete de los animales el dia 21 de vida, para la evaluacién diaria de
parametros de control metabolico como consumo de alimento, peso corporal y glicemia, para
determinar asi el inicio del estudio cuando estos presentaban obesidad e hiperglicemia
manifiesta.

El esquema de tratamiento se detalla en la Figura 3.

BKS.Cg-m**Lepr®/J (Ratén obeso y con Diabetes Mellitus Tipo 2)
BKS.Cg-m*"Lepr®/J (Ratén normal)

T
Semanas 1T T 1T 1T 1T T T 1
de vida 01 2 3 4 5 6 7 8
T
§ Vv
® 6 ¢ 0 © [
AR A A A
Dias |1'|!|!|!|!|6|7|!|!|1!)|1'1|1'2|

Inicio del estudio.

Medicion de glicemia.

Medicién de consumo de alimento y peso corporal.

Administraciéon de extractos, farmaco de referencia o vehiculo.

Test de Tolerancia Oral a la Glucosa (TTOG) el penultimo dia de estudio.
Obtencién de muestra sanguinea por puncion cardiaca.

Eutanasia de los animales.

-t E@—=t 0

Figura 3: Esquema de tratamiento para ensayo in vivo con ratones de la cepa

BKS.Cg-m**Lepr®/J
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El control de los diferentes parametros metabdlicos se llevd a cabo de acuerdo al siguiente
esquema:
Administracion de los tratamientos:

v' A las 08:00 hrs. de cada dia de estudio, se administraron por via oral los diferentes
tratamientos en un volumen de 200 yL, empleando una sonda intragastrica de material
polimérico flexible, con punta roma y perforada, la cual se acoplé a una jeringa. El
volumen fue ajustado en funcidén del peso del animal en estudio, considerando que el
volumen antes indicado se calculd para un peso corporal de 40 g.

v' Alas 12:00 hrs. de cada dia en estudio se midieron los diferentes parametros de control
metabdlico.

Control diario:

v'Se midié la cantidad de alimento ingerido por cada animal, empleando una balanza.

v'Se midié el peso corporal de cada animal, empleando una balanza.
v'Se midio la glicemia en 10 yL de muestra venosa de sangre, obtenida desde la vena de
caudal por corte de la punta de la cola con bisturi. Esta medicién se realiz6 a través de
kit comercial AccuChek Performa.
Al final del estudio:

v'Se aplicé un Test de Tolerancia Oral a la Glucosa (TTOG) el dia previo a la eutanasia de
los animales, es decir el dia 9 desde el inicio del estudio. Para tales efectos, en orden
cronoldgico, a las 12:00 hrs. del dia 9 de estudio se midio la glicemia en una muestra de
sangre venosa obtenida de la cola del animal (Tiempo 0), se administré una solucion de
carga de glucosa en una dosis de 2 g/kg en 200 uL de agua, por via oral a través de
sonda y se obtuvieron muestras de sangre venosa desde la cola del animal para medir

la glicemia a los 15, 30, 60, 90, 120 y 150 min de iniciado el test.
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v'El dia 10 de estudio se obtuvo una muestra de sangre por puncion cardiaca de cada
animal, los cuales estaban anestesiados con una mezcla de ketamina / xilacina. Estas
muestras fueron centrifugadas para obtener el plasma.

v'Las muestras de plasma obtenidos el dia de la eutanasia de los animales fueron
almacenadas a - 80° C y se trasladaron congeladas al Instituto Pluridisciplinar (IP) de la
Universidad Complutense de Madrid (UCM).

v'Estas muestras se destinaron a analisis posteriores de medicién de concentraciéon
plasmatica de insulina y adiponectina. (Attele et al., 2002; Campero, Ezquer, & Ezquer,

2015; Grace et al., 2009; Ju et al., 2008; Sakthi, Vadivu, & Jayshree, 2010).

6.7.2 Cuantificacion de la concentraciéon de insulina y adiponectina en muestras de
plasma a través de ELISA.

En las muestras de plasma de los ratones que fueron parte del estudio se determind la

concentracion de insulina y adiponectina en placas de 96 pocillos a través de kit ELISA

comerciales y el empleo de espectrofotometro Biotek.

6.7.2.1 Cuantificacion de la concentracion de adiponectina

Para la cuantificacion de adiponectina se empleé el protocolo rapido del Kit ab108785 Mouse
Adiponectin ELISA (Abcam, Cambridge, Reino Unido). A cada pocillo se agregaron 50 pL de
muestra o estandar de adiponectina. La placa se incub6 a temperatura ambiente por 120 min.
A continuacion, cada pocillo se lavé 5 veces con 200 uL de tampdn de lavado. Posteriormente,
a cada pocillo se agregaron 50 uL de anticuerpo biotinilado de adiponectina y la mezcla se
incubd a temperatura ambiente por 60 min. La placa se volvié a lavar 5 veces con 200 uL de

tampdn de lavado. A continuacién, a cada pocillo se agregaron 50 pyL de conjugado SP vy la
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mezcla se incubd a temperatura ambiente por 30 min. La placa se volvio a lavar 5 veces con
tampodn de lavado. A cada pocillo se agregaron 50 uL de sustrato cromogeno y la mezcla se
incubo por 25 min a temperatura ambiente. Para finalizar, a cada pocillo se agregaron 50 pL
de solucion de detencidn y la placa se ley6 inmediatamente a 450 nm y a 570 nm, corrigiendo
la absorbancia al restar los valores obtenidos entre ambas longitudes de onda.

Las absorbancias corregidas de las muestras se interpolaron en una curva de calibrado (1,5 a

6 ng/mL) de adiponectina expresando la concentracion de las muestras en ng/mL.

6.7.2.2 Cuantificacion de la concentracién de insulina

Para la cuantificacion de insulina se empleé el protocolo rapido del Kit Mercodia Mouse Insulin
ELISA (Uppsala, Suecia). A cada pocillo se agregaron 10 yL de muestra o estandar y 200 pyL
de conjugado de enzima. La mezcla anterior se incub6 a temperatura ambiente por 15 min con
agitacion constante. A continuacién, cada pocillo de la placa se lavo 6 veces con 700 yL de
tampon de lavado. Posteriormente, a cada pocillo se agregd 200 pyL de sustrato TMB y la
mezcla se incubo a temperatura ambiente por 20 min. Para finalizar, a cada pocillo se agrego
50 pL de solucion de detencidn, la placa se agitd y luego se leyd la absorbancia de cada
muestra o estandar a 450 nm.

Las absorbancias de las muestras se interpolaron en una curva de calibrado (0 a 5 ng/mL) de

insulina expresando la insulinemia en ng/mL.
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6.8 Correlacidon de las actividades farmacoldgicas estudiadas con la composicion
fendlica de los extractos evaluados

Los resultados obtenidos del analisis quimico cualitativo y semicuantitativo de los extractos

ricos en fenoles mas activos en los ensayos in vitro, sumado a los antecedentes de la literatura

de cada compuesto, fueron de utilidad para correlacionar las actividades farmacologicas de

los extractos con su contenido de compuestos fendlicos.

6.9 Analisis estadistico

Los resultados obtenidos tanto en los ensayos in vitro como in vivo fueron analizados mediante
estadistica descriptiva e inferencial. Se calcularon promedios, desviaciones estandar (DE) y/o
error estandar de la media (SEM) y se llevaron a cabo comparaciones entre los diferentes
extractos y grupos en estudio, los cuales dependieron del modelo de distribucion al que se
ajustaron los datos. Para tales efectos, se aplicaron inicialmente test de Shapiro-Wilk vy,
posteriormente, test paramétricos, como ANOVA de una y dos vias y test de comparaciones
multiples de Tukey o no paramétricos, como el test de Kuskall-Wallis seguido de un test de
Dunn. Se emple?d el software GraphPad Prism 6, considerando diferencias significativas para
valores de p < 0,05. Las diferencias significativas entre los diferentes extractos y genotipos

evaluados se evidencian en las tablas, indicadas con letras distintas.

53



7. RESULTADOS Y DISCUSION

71 Obtencion, concentracion y secado de los extractos

1 kg de frutos frescos de cada genotipo fueron sometidos a un proceso de secado por
liofilizacidn. La Tabla 8 ilustra las cantidades de frutos secos obtenidos de cada genotipo con
sus correspondientes humedades residuales. Cabe destacar que el G19-1 aparece en 2 filas,
correspondiendo a las cosechas del afio 2016 y 2017, lo cual se indica entre paréntesis.

Tabla 8: Rendimiento porcentual en peso de frutos secos de murtilla

Genotipo Peso fruto Peso fruto Humedad Rendimiento en peso

fresco (Kg) seco (Kg) residual (%) de fruto seco (%)
14-4 1,0007 0,2813 3,3 28,1
19-1 (2016) 1,0019 0,2560 2,2 25,2
19-1 (2017) 0,8255 0,2330 5,6 28,2
19-1ha 1,0041 0,2683 1,6 26,7
19-2 1,0042 0,2226 2,9 22,1
22-1 1,0009 0,2595 2,1 25,9
23-2 1,0042 0,1910 2,8 19,0
271 1,0290 0,2172 1,3 21,1
311 1,0005 0,2967 1,8 29,6

De acuerdo con la Tabla 8, los frutos perdieron entre un 70 y 80 % de peso durante el proceso
de liofilizado, lo cual permitié obtener 200 a 300 g de fruto seco para el proceso de extraccion,
con humedades residuales del orden del 2 %, salvo en el caso de la cosecha 2017 del G19-1
que presentd una humedad residual de 5,6 %.

Con los frutos secos y triturados, se procedio a extraer, concentrar y secar los extractos que
contenian los compuestos quimicos de interés. La Tabla 9 ilustra los rendimientos de cada

extracto.

54



Tabla 9: Rendimiento porcentual de los extractos seriados obtenidos desde frutos de

murtilla proveniente de los 8 genotipos estudiados

Genotipo Peso EDCs (%) EACs (%) EEAs (%)
inicial (g)
14-4 200,0 1,2 3,0 12,7
19-1 (2016) 200,0 2,6 1,2 24,2
19-1 (2017) 200,0 n.d. 8,5 n.d.
19-1ha 200,0 2,4 1,2 23,3
19-2 200,0 2.4 2,8 23,1
221 200,0 2,4 1,2 18,5
23-2 180,0 1,6 1,8 22,4
271 200,0 2,4 2,0 24,2
311 200,0 3,9 1,3 23,2

EDCs: extractos diclorometano; EACs: extractos acetonicos; EEAs: extractos etandlicos
acidos; n.d.: No determinado.
De acuerdo con los resultados ilustrados en la Tabla 9, los rendimientos de los EDCs y EACs
fluctuaron entre el 1y el 4 %, mientras que para los EEAs vari6 entre un 12 y un 24 %. Se
puede notar que para la cosecha 2017 del G19-1 s6lo se indica el rendimiento porcentual del
EAC. Si bien los EDCs y los EEAs se obtuvieron para la cosecha 2017, éstos no se llevaron a
sequedad, solo realizando este proceso con el EAC que fue utilizado para los ensayos
farmacoldégicos. Como se menciono en la metodologia, los procesos de secado de los frutos
frescos y los procesos extractivos aplicados fueron los mismos para los 8 genotipos, asi como
para ambas cosechas del G19-1, por lo que la diferencia en rendimiento de 8 veces entre los
EACs del G19-1 de los afios 2016 y 2017 pudieron deberse a una variacion en la composicion
de los frutos, lo cual también pudo influenciar la variacion de las humedades residuales
ilustradas en la Tabla 8, en que los frutos cosechados el afio 2017 mostraron un valor mas

alto que los cosechados en el afio 2016.
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En funcion de que el trabajo se enfocd en analizar el perfil quimico y farmacologico de los
extractos fendlicos obtenidos desde los frutos de distintos genotipos de U. molinae, los
experimentos fueron llevados a cabo con los EACs y EEAs. Los extractos secos empleados
en los ensayos farmacolégicos mostraron una consistencia pastosa de un color rojo o rojo
marrén intenso y fueron almacenados fraccionados en tubos eppendorf de 1,5 mL a -80° C
hasta su utilizacion. En relacion a la diferencia en los rendimientos obtenidos con cada
solvente de extraccién para cada serie de extractos, se puede mencionar que se debe a las
polaridades de los componentes de cada extracto y su afinidad por el solvente empleado. Es
asi como el diclorometano extrajo principalmente compuestos lipofilicos, mientras que acetona
y la mezcla de etanol / acido acético extrajeron principalmente compuestos mas polares como
los compuestos fendlicos e hidratos de carbono simples y complejos, tales como sustancias

pécticas, que posiblemente les otorgaron el caracter pastoso a los extractos.

7.2 Determinacién del contenido de fenoles totales por el método de Folin-Ciocalteu
(FC) de los extractos fendlicos

En los EACs y EEAs se cuantificé espectrofotométricamente el contenido de fenoles totales

(CFT) a través del método de Folin Ciocalteu (FC). La Tabla 10 ilustra los niveles de

concentracion y valores de absorbancia promedio, mientras que la Figura 4 la curva de

calibrado de 5 niveles (2 a 10 ug/mL) que se construy6 con acido galico.
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Tabla 10: Valores de absorbancia y concentracién de acido galico para construir la

curva de calibrado

Nivel de Concentracion de Unidades de Absorbancia
concentracion  acido galico (ung/mL) (UA) promedio + DE
1 2 0,0615 +0,1119
2 4 0,1969 + 0,0129
3 6 0,3529 + 0,0227
4 8 0,4622 + 0,0205
5 10 0,5836 + 0,0203
0.7-
0.6+
S 051
g 0.4
3
5  0.34
8
< 0.2 [acido galico] = 0.0655x - 0.0615
0.14 R2=0.9963
: Fcal < Ftabla
O-C | | | | | | | | | |

0 2 4 6 8 10 12

Concentracién de acido galico (ug/mL)

Figura 4: Curva de calibrado de acido galico para determinar el contenido de fenoles

totales

Los valores de absorbancia obtenidos con los EACs y EEAs de cada genotipo se interpolaron
en la ecuacion de la recta ilustrada en la Figura 4 para obtener el CFT de cada muestra. La
Tabla 11 y la Figura 5 ilustran los resultados para ambas series de extractos expresados en

miligramos de equivalentes de acido galico por gramo de extracto seco (mg EAG / g ES).
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Tabla 11: Contenido de fenoles totales de los EACs y EEAs

EACs EEAs
Genotipo mg EAG / g ES

Promedio £ DE Promedio £ DE
14-4 95,2 + 6,42 20,3+ 1,22
19-1 (2016) 102,2 + 10,32 27,5+1,3°
19-1 (2017) 72,5 £1,42¢ -
19-1ha 93,4 + 4,12bd 26,3 +0,10¢
19-2 91,3 + 8,7abde 32,5+ 1,61
22-1 107,6 + 7,82b.def 28,1 + 2,9bcde
23-2 93,9 + 0,52 bdef 29,9 + 2, 0bcdef
271 69,0 + 1,8¢%9 23,4 + 0,4a,b,c,e,g
311 86,9 + 2,3abcdenh 27.3 + 2 4bcefg

EACs: Extractos acetdnicos; EEAs: Extractos etandlicos acidos; EAG: Equivalentes de acido
galico; ES: Extracto seco; DE: Desviacion estandar; En negrita el extracto mas concentrado;
Letras distintas representan diferencias significativas.
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Figura 5: Contenido de fenoles totales en los EACs y EEAs

A: EACs; B: EEAs

De acuerdo con la Tabla 11 y la Figura 5 se observa que el CFT de los EACs fueron mas altos

que el de los EEAs (entre 3 a 5 veces) siendo estas diferencias significativas (p < 0,05), lo que

58



evidencia una mayor extraccion de derivados fenodlicos con acetona. Entre los EACs los
valores mas altos de CFT estuvieron en los G22-1 y G19-1 (cosecha del 2016), mientras que
entre los EEAs destaco el G19-2 con el mayor CFT. Al comparar las cosechas del 2016 con
la del 2017 del G19-1, se puede apreciar que el EAC obtenido con los frutos cosechados el
afio 2017 presenté un CFT menor, aun cuando el rendimiento en peso fue mayor que el
rendimiento del EAC obtenido de los frutos cosechados el afio anterior. Esto podria sugerir
que la extraccion con acetona desde los frutos de la cosecha 2017 extrajo compuestos que no
estaban presentes en los frutos de la cosecha 2016 y que no correspondian a compuestos
fendlicos, diferencias que podrian deberse a factores abibticos y/o bidticos.

En la literatura se pueden encontrar reportes de CFT para frutos de murtilla con el objetivo de
comparar diferentes afos de cosecha o distintos procesos de extraccion, pero que no son
comparables a los resultados obtenidos en este trabajo. Entre los trabajos destacan el de
Augusto et al. (2014) que reporto 40,2 mg EAG/g ES para extractos hidroalcohdlicos del G14-
4 recolectado en el afio 2011, el de Junqueira et al. (2015) que reporté 210 mg EAG/g peso
fresco para extractos hidroalcohdlicos de frutos silvestres de murtilla recolectados en 2009 y
el Rubilar et al. (2011) que reporté 10,1 mg EAG/g peso seco para extractos etandlicos de
frutos silvestres. EI CFT también varia entre los distintos érganos de una planta. En el
Laboratorio de Productos Naturales (LPN) de la Universidad de Chile se analizé el CFT de
extractos etanolicos de hojas de murtilla para los mismos genotipos estudiados en este trabajo,
reportando valores que fluctuaron entre 157,8 y 226,1 mg EAG/g ES, lo cual superé en 2 a 3
veces lo obtenido en este estudio para los extractos de frutos de murtilla (Pefia-Cerda et al.,

2017).
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7.3 Capacidad antioxidante
7.3.1 Capacidad atrapadora de radicales DPPH
Los EACs y EEAs de los 8 genotipos en estudio fueron evaluados espectrofotométricamente
respecto de su capacidad antioxidante para decolorar el radical DPPH. Como se describié en
metodologia, para obtener la concentracidn efectiva 50 (CEso) de cada extracto ensayado, se
registraron las curvas de decaimiento de absorbancia para las concentraciones ensayadas, se
calcularon las areas bajo la curva (ABC) y posteriormente se construyeron los graficos de
porcentaje remanente de DPPH frente a la concentracion. Estos ultimos graficos se ilustran
en el Anexo 2.
Enla Tabla 12 y en la Figura 6 se resumen las CEso para los EACs y EEAs de los 8 genotipos
en estudio.

Tabla 12: Concentraciones efectivas 50 (CEso) para potencia antioxidante frente a

radical DPPH de los EACs y EEAs

Genotipo EACs EEAs
CEso (ppm)
Promedio + DE Promedio + DE

14-4 422 +1,7° 365,7 +9,3°
19-1 (2016) 38,7 +1,4°° 226,8 +2,0°
19-1 (2017) 78,9+5,8
19-1ha 35,0 +1,67°° 339,9 + 5,12¢
19-2 36,9 + 0,474 197,4 + 15,6°
221 34,4 + 2 62Pcde 206,7 + 8,1°¢
23-2 34,1 £ 0,6"°%¢ 261,8+9,8
2741 58,3 +4,2 336,5 + 5,8°
311 499+ 1,12 292,5+13,4
Quercetina 5,9 +1,0*

*Todos los extractos fueron estadisticamente distintos a quercetina.
EACs: Extractos acetonicos; EEAs: Extractos etandlicos acidos; CEso: Concentracion
efectiva 50; ppm: partes por millon; DE: Desviacion estandar; En negrita el extracto mas
potente; Letras distintas representan diferencias significativas.
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Figura 6: Concentraciones efectivas 50 (CEso) para potencia antioxidante frente a
radical DPPH de los EACs y EEAs

A: EACs B: EEAs

De acuerdo con la Tabla 12 y Figura 6 se observa que las CEso de los EACs fueron mas bajas
que la de los EEAs en alrededor de 6 a 11 veces, siendo estas diferencias significativas
(p =0,05). Sin embargo, la potencia de ambas series de extractos fue menor que la potencia
de quercetina (estandar de referencia). Entre los EACs, destacaron los G23-2 y G22-1,
mientras que entre los EEAs destaco el G19-2 como los mas potentes frente al radical DPPH.
El EAC de la cosecha 2017 del G19-1 presentd aproximadamente la mitad de la potencia
antioxidante que el EAC de la cosecha 2016 frente el radical DPPH, lo cual podria estar
relacionado con la diferencia en el CFT de ambas cosechas. Otro factor que podria explicar la
diferencia de potencia en la capacidad antioxidante entre los EACs de ambas cosechas es la
mayor humedad residual del EAC de la cosecha 2017. En la literatura se describen solo 2
trabajos con frutos de murtilla para analizar su capacidad antioxidante frente al radical DPPH.
El primero es de Rubilar et al. (2011), quienes reportaron una CEso de 10,9 yg/mL para

extractos metandlicos acidos, valor que supera en potencia a ambas series de extractos
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analizados en este trabajo. El segundo trabajo es el de Brito et al. (2014), quienes reportaron
una CEsg de 82,9 uyg/mL para extractos hidroalcohdlicos al 50 %. En ambos casos, se
emplearon especimenes silvestres de murtilla y los valores de potencia antioxidante fueron
mas bajos que los obtenidos con otras bayas que crecen comunmente en Chile, tales como
maqui (Aristotelia chilensis), calafate (Berberis microphylla), arandanos (Vaccinium
corymbosum), arrayan (Luma apiculata), chequén (Luma chequen) y meli (Amomyrtus meli).
Una razén para que especimenes silvestres presenten una potencia antioxidante mayor que
los cultivados en el INIA bajo condiciones controladas podria ser su necesidad de adaptacion
a condiciones desfavorables de su habitat, ya sea por frio extremo, mayor luminosidad y/o
escases hidrica, lo cual estimula a la sintesis de compuestos fendlicos (S. Alfaro et al., 2013;

Krél, Amarowicz, & Weidner, 2015; Lopez et al., 2018).

7.3.2 Capacidad de neutralizar los radicales del oxigeno (ORAC)

Los frutos secos, asi como los EACs y EEAs de los 8 genotipos en estudio fueron evaluados
espectrofotométricamente respecto de su capacidad antioxidante a través de la metodologia
ORAC. Este analisis se dividio en 2 partes: Evaluacidon de la capacidad antioxidante total de
los frutos secos y evaluacion de la capacidad antioxidante de los EACs y EEAs.

Como se describié en metodologia, se registraron las curvas de decaimiento de fluorescencia
de la fluoresceina (FL) y de absorbancia del rojo de pirogalol (PGR), a partir de las cuales se
calcularon las areas bajo la curva (ABC). Las curvas de decaimiento de la absorbancia o de
fluorescencia se ilustran en los Anexos 3,4y 5.

Para obtener los valores ORAC en cada modalidad, fue necesario la construccién de una curva
de calibrado de trolox como sustancia de referencia. La Tabla 13 ilustra los niveles de

concentracion y valores de ABC promedio, mientras que la Figura 7 muestra la curva de
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calibrado de 9 niveles (0,5 a 23,5 uM) que se construyo con trolox para la modalidad ORAC-
FL.
Tabla 13: Valores de area bajo la curva promedio y concentraciéon de trolox para

construir curva de calibrado para ORAC-FL

Nivel de Concentracion de .
concentracion trolox (uM) ABC promedio £ DE
1 0,5 121,4 £+ 61,2
2 1,0 156,5 + 49,3
3 3,5 596,1 + 36,7
4 6,0 876,6 + 63,0
5 8,5 1162,7 + 105,5
6 11,0 1525,9 + 64,1
7 13,5 1835,0 + 33,8
8 21,0 2622,5+ 549
9 23,5 3042,4 + 169,3

ABC: Area bajo la curva; DE: Desviacién estandar
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Figura 7: Curva de calibrado de trolox para el ensayo ORAC-FL
Por su parte, en la Tabla 14 y en la Figura 8 se ilustran los valores empleados para la

construccion de la curva de calibrado para el ensayo ORAC-PGR.
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Tabla 14: Valores de area bajo la curva promedio y concentraciéon de trolox para

construir curva de calibrado para ORAC-PGR

Nivel de Concentracion de .
concentracion trolox (uM) ABC promedio + DE
1 86,7 259,5+72,7
2 149,8 387,9+27,7
3 275,9 857,2+16,5
4 400,1 1266,6 + 53,7
5 524,3 1651,0 £ 56,7
6 650,4 2032,6 + 112,9
7 711,5 2142,9 + 56,9

ABC: Area bajo la curva; DE: Desviacién estandar

2500-
o 2000-
T
)
€ 1500-
o
o
o 1000+
m [Trolox] = 3.127x + 22.02
< R2=0.997

500- Fcal < Ftabla
0 . . r .
0 200 400 600 800

Concentracion de Trolox (uM)

Figura 8: Curva de calibrado de trolox para ORAC-PGR
En las ecuaciones de la recta de ambas curvas se interpolaron las ABC corregidas de los
extractos evaluados para obtener los valores de ORAC-FL y ORAC-PGR reportados a

continuacion.

7.3.2.1 Capacidad antioxidante total de frutos de los diferentes genotipos de murtilla
En |la Tabla 15y en la Figura 9 se ilustran los resultados de capacidad antioxidante total (CAT)

para ORAC-FL y ORAC-PGR expresados en micromol de equivalentes trolox por miligramos
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de peso seco de fruto (umol ET /mg PS).
Tabla 15: Valores ORAC-FL y ORAC-PGR para determinar la capacidad antioxidante

total (CAT) de frutos de murtilla

Genotipo ORAC-FL ORAC-PGR
pmol ET / mg PS
Promedio + DE Promedio + DE

14-4 0,28 +£ 0,032 0,57 £0,122
19-1 (2016) 0,24 +0,012P 0,78 + 0,022
19-1 (2017) 0,32 + 0,022bc 0,59 + 0,052P¢
19-1ha 0,28 + 0,023.bcd 0,64 +0,032.>cd
19-2 0,39 £ 0,05¢%¢ n.d.
221 0,35 + 0,04a.cdef 0,66 + 0,123.bcde
23-2 0,33 + 0,012bcdefg 0,60 + 0,01a.bcdef
271 0,28 + 0,002Pc.dfgh 0,75 + 0,133bcdefg
311 0,33 + 0,012bcdefgh 0,51 + 0,043.cdefh

CAT: Capacidad antioxidante total de frutos; ET: Equivalentes trolox; PS: Peso seco de fruto;
DE: Desviacion estandar; n.d: No determinado; En negrita el extracto mas potente; Letras
distintas representan diferencias significativas.
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Figura 9: Valores ORAC-FL y ORAC-PGR para determinar la capacidad antioxidante
total (CAT) de 8 genotipos de frutos de murtilla.

A: ORAC-FL; B: ORAC-PGR
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En la Tabla 15 y la Figura 9 se aprecia que para el ensayo ORAC FL la CAT de los frutos del
G19-2 presentd el valor mas elevado de equivalentes trolox, sin embargo, éste no fue
estadisticamente diferentes a todos los genotipos (p < 0,05). Los valores de ORAC-FL de los
extractos preparados con mezcla acetona : agua : acido acético (70:29,5:0,5 v/viv, AWA)
pueden ser comparados con lo publicado en la base de datos del Instituto de Tecnologia de
los Alimentos (INTA) de la Universidad de Chile, quienes reportan un valor ORAC-FL para
frutos de murtilla silvestre igual a 0,43 ymol ET / mg PS (http://www.portalantioxidantes.com/),
valor que supera a los 8 genotipos de murtilla estudiados en este trabajo. Respecto a las
concentraciones obtenidas para cada grupo de extracto, cabe destacar el bajo valor de
equivalentes de trolox en el ensayo ORAC-FL de la cosecha 2016 del extracto del G19-1, a
diferencia del resto de los ensayos evaluados en este trabajo, en donde este genotipo ha
destacado por sus resultados con respecto a los siete genotipos restantes. En la literatura se
pueden encontrar reportes de valores ORAC-FL, pero que no pueden ser comparados con los
reportados en este trabajo, debido a que la obtencién de los extractos fue diferente y a que los
calculos llevados a cabo para obtener los valores ORAC fueron distintos. Por ejemplo,
(Rodriguez et al., 2014) reporto para frutos silvestres de murtilla valores ORAC entre 0,01 y
0,16 ymol ET / mg PS para extractos obtenidos con mezcla metanol : agua (50:50 v/v) y mezcla
acetona : agua (70:30 v/v).

Para la modalidad ORAC-PGR, destaco el extracto de la cosecha 2016 del G19-1 con el valor
mas alto de equivalentes trolox, sin embargo, no fue estadisticamente diferente a todos los
genotipos (p < 0,05). En la literatura no hay reportes de valores de equivalentes trolox para el
ensayo ORAC-PGR para frutos de murtilla, sin embargo, es posible encontrar trabajos con
extractos de arandanos, moras y frambuesas en los cuales relacionaron que un mayor

contenido de acido ascorbico en los extractos permitio proteger mejor a la molécula sonda
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(Atala, Vasquez, Speisky, Lissi, & Lopez-Alarcon, 2009). No obstante, dado que la metodologia
de extraccion y el calculo del valor ORAC no coincide con lo desarrollado en este trabajo, no

es posible comparar sus resultados.

7.3.2.2 Capacidad antioxidante para ORAC-FL de los EACs y EEAs

La Tabla 16 y la Figura 10 exhiben los resultados del ensayo ORAC-FL de los EACs y EEAs.
Estos resultados fueron expresados en micromol de equivalentes trolox por miligramos de
extracto seco (umol ET /mg ES).

Tabla 16: Valores de equivalentes de trolox para el ensayo ORAC-FL de los EACs y

EEAs
EACs EEAs
Genotipo pmol ET / mg ES

Promedio £ DE Promedio £ DE
14-4 2,09 +0,31° 0,42 + 0,05
19-1 (2016) 2,21 + 0,062 0,46 + 0,022
19-1 (2017) 2,41 £0,102>¢ n.d.
19-1ha 1,81 + 0,242abd 0,39 + 0,012bc
19-2 1,35+ 0,08¢¢ 0,42 + 0,023.bcd
22-1 2,02 +0,132bcdf 0,43 +0,012bcde
23-2 1,84 + 0,13ab.dfg 0,48 + 0,012b.def
271 1,41 + 0,119 0,43 + 0,002Pcdefg
311 1,90 + 0,052b.cdfgi 0,47 + 0,002Pdefg

EACs: Extractos acetdnicos; EEAs: Extractos etandlicos acidos; ET: Equivalentes trolox; ES:
Extracto seco; DE: Desviacion estandar; n.d: No determinado; En negrita el extracto mas
potente; Letras distintas representan diferencias significativas.
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Figura 10: Valores de equivalentes trolox para el ensayo ORAC-FL de los EACs y

EEAs

A: EACs; B: EEAs

De acuerdo con lo ilustrado en la Tabla 16 y la Figura 10 se puede apreciar que los valores de
equivalentes de trolox obtenidos por los EACs superaron en 4 a 5 veces a los obtenidos por
los EEAS, siendo estas diferencias significativas (p < 0,05). Estos resultados podrian explicarse
por el mayor CFT de los EACs respecto a los EEAs, que fueron capaces de proteger a la
molécula sonda fluoresceina del ataque radicalario. Entre los EACs se destacan los resultados
obtenidos para los frutos del G19-1 cosechados en el afio 2016 y en el afio 2017 con los

mayores valores de equivalentes de trolox, mientras que entre los EEAs destaco el G23-2.

7.3.2.3 Capacidad antioxidante para ORAC-PGR de los EACs y EEAs
La Tabla 17 y la Figura 11 ilustran los resultados para ORAC-PGR de los EACs y EEAs

expresados en micromol de equivalentes trolox por miligramos de extracto seco (umol ET /mg

ES).
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Tabla 17: Valores de equivalentes de trolox para el ensayo ORAC-PGR de los EACs y

EEAs
EACs EEAs
Genotipo pmol ET /100 g ES
Promedio + DE Promedio + DE
14-4 2,59 + 0,382 0,45 + 0,04°
19-1 (2016) 2,97 + 0,062 0,28 +0,03°
19-1 (2017) 1,33 +0,02° n.d.
19-1ha 3,17 + 0,732bd 0,60 + 0,03°
19-2 2,09 + 0,402bce 0,65 + 0,04°¢
22-1 2,71 + 0,11abdef 0,81 +0,00°
23-2 0,86 + 0,149 0,66 + 0,01%%
27-1 1,87 +0,12a.cefh 0,43 + 0,05*¢
3141 3,18 + 0,372bdfi 0,76 + 0,02°"

EACs: Extractos acetdnicos; EEAs: Extractos etandlicos acidos; ET: Equivalentes trolox; ES:
Extracto seco; DE: Desviacion estandar; n.d: No determinado; En negrita el extracto mas
potente; Letras distintas representan diferencias significativas.
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Figura 11: Valores de equivalentes trolox para el ensayo ORAC-PGR de los EACs y
EEAs
A: EACs; B: EEAs
De acuerdo a la Tabla 17 y a la Figura 11 se puede apreciar que los valores obtenidos por los

EACs superaron en 3 a 10 veces a los obtenidos por los EEAs, siendo estas diferencias
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significativas (p < 0,05). Esto permite inferir que ademas de poseer una mayor CFT, los EACs
presentaron compuestos quimicos mas reactivos para proteger a la molécula sonda rojo de
pirogalol del ataque radicalario.

Entre los EACs destacaron los resultados obtenidos para los G31-1, G19-1ha y la cosecha
2016 del G19-1. Este ultimo extracto super6 en mas de 2 veces al EAC obtenido con los frutos
de la cosecha 2017. Por su parte, entre los EEAs, destacaron los G22-1 y G31-1 entre los
valores mas altos. Los genotipos con los valores mas altos, asi como la diferencia entre las
cosechas 2016 y 2017 del G19-1 estan en relacion a las CFT.

En el LPN se analizaron las hojas de los mismos genotipos de murtilla, reportandose valores
de ORAC-FL para extractos etandlicos entre 8,6 a 23,8 umol ET /mg ES (Pena-Cerda et al.,
2017), valores que superaron en 9 a 16 veces a lo obtenido por los frutos. Estas diferencias
probablemente se deben a una mayor CFT en las hojas y a la presencia de una mezcla de
triterpenos pentaciclicos que no se encuentran en los frutos (Arancibia-Radich et al., 2016;
Jamkhande, Pathan, & Wadher, 2016; Liu, Rajendram, & Zhang, 2010; Montilla et al., 2003;
Yamaguchi et al., 2006).

Respecto a los ensayos antioxidantes DPPH y ORAC se obtuvieron resultados dispares. Los
EACs y EEAs fueron mas eficientes en proteger las moléculas sondas frente al ataque de los
radicales peroxilos y alcoxilos que para apagar el radical DPPH. Estas diferencias podrian ser
explicadas por un mayor contenido de compuestos fendlicos en los extractos capaces de
neutralizar los efectos de los radicales libres principalmente a través de transferencias de
atomos de hidrogeno (HAT) que por transferencia de electrones (SET). El ensayo del radical
DPPH involucra un mecanismo secuencial en que inicialmente opera el HAT y posteriormente
el SET, mientras que en el ensayo ORAC predomina el mecanismo HAT (Flieger, Flieger, Baj,

& Maciejewski, 2021). Por lo tanto, se puede deducir a partir de los resultados obtenidos en
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este trabajo que los compuestos fendlicos presentes en frutos de murtilla podrian neutralizar

a los radicales libres principalmente por el mecanismo HAT.

7.4 Ensayo de inhibicion de la actividad de a-glucosidasa

Los EACs y EEAs de los ocho genotipos en estudio fueron evaluados
espectrofotométricamente respecto de su potencia inhibitoria sobre la actividad de la enzima
a-glucosidasa, empleando acarbosa como farmaco de referencia.

Para obtener las concentraciones inhibitorias 50 (Clso) fue necesaria la construccion de curvas
de inhibicion en base a diferentes concentraciones de cada extracto. Estas se pueden
encontrar en el Anexo 6.

En la Tabla 18 y en la Figura 12 se ilustran los resultados de la potencia inhibitoria sobre la
actividad de a-glucosidasa expresados como concentracion inhibitoria 50 (Clso) en pg/mL.

Tabla 18: Potencia inhibitoria sobre actividad de a-glucosidasa de los EACs y EEAs

EACs EEAs
Genotipo Clso en ug/mL

Promedio + DE
14-4 24 +0,22 23,0 + 3,02
19-1 (2016) 1,4 £ 0,2 21,6 +1,1ab
19-1 (2017) 3,1+0,1¢ n.d.
19-1ha 1,7 + 0,004 21,8 +1,2b¢
19-2 2,1 +0,1ade 29,9 + 2,24
22-1 1,7 £ 0,1bdef 29,4 + 0,89
23-2 2,4 +0,1229 448 + 1,7
271 2,4 +£0,02e90 21,4 +1,13bcg
311 2,3 £ 0,129 26,0 + 2,0abcdegh
Acarbosa 323,7 + 31,2*

*Todos los extractos fueron estadisticamente distintos a acarbosa.
EACs: Extractos acetdnicos; EEAs: Extractos etandlicos acidos; Clso: Concentracion
inhibitoria 50; DE: Desviacion estandar; n.d: No determinado; En negrita el extracto mas
potente; Letras distintas representan diferencias significativas.
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Cly, (ng/mL)

Genotipos de frutos de murtilla Genotipos de frutos de murtilla

Figura 12: Potencia inhibitoria sobre actividad de a-glucosidasa de los EACs y EEAs
A: EACs; B: EEAs
De acuerdo con la Tabla 18 y la Figura 12 se aprecia que los EACs fueron alrededor de 160
veces mas potentes que la acarbosa, mientras que los EEAs fueron alrededor de 12 veces
mas potentes que el farmaco de referencia. Entre los EACs destacé el G19-1 como el mas
potente, mientras que entre los EEAs destaco el G27-1, sin embargo, estos no fueron
estadisticamente diferentes a todos los genotipos (p < 0,05). Cabe destacar que el EAC del
G19-1 proveniente de frutos cosechados el 2016 superé en mas de 2 veces la potencia
inhibitoria sobre la actividad de la a-glucosidasa respecto del EAC de la cosecha 2017, lo cual
puede explicarse por el mayor CFT de la cosecha 2016 por sobre la 2017 y la relevancia que
tienen los compuestos fendlicos en la inhibicion de la actividad enzimatica. Al comparar ambas
series de extractos, la potencia inhibitoria de los EACs superé en alrededor de 20 veces a los
EEAs, lo cual no se relaciona directamente con la diferencia en los CFT de ambas series, ya
que los EACs exhibieron una CFT entre 3 a 5 veces mas alta que los EEAs. Esta diferencia
podria explicarse en que las mezclas particulares de compuestos fendlicos de los EACs fueron
mas eficientes para inhibir la actividad enzimatica con respecto a los polifenoles contenidos

en los EEAs.
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En la literatura se puede encontrar un trabajo que reporté una Clso de 69,2 uyg/mL para un
extracto etandlico de frutos silvestres de murtilla (Rubilar et al., 2011), siendo dicho extracto
menos potente que ambas series de extractos de los genotipos estudiados en este trabajo.
7.5 Ensayo de inhibicion de la actividad de glicogeno fosforilasa a (GPa)

Los EACs y los EEAs de los 8 genotipos en estudio fueron evaluados
espectrofotométricamente respecto de su potencia inhibitoria sobre la actividad de la enzima
glicogeno fosforilasa a (GPa), empleando cafeina como farmaco de referencia.

Para obtener las concentraciones inhibitorias 50 (Clso) fue necesaria la construccion de curvas
de inhibicion de la actividad de la GPa en base a diferentes concentraciones de cada extracto,
las cuales se ilustran en el Anexo 7.

En la Tabla 19 y en la Figura 13 se ilustran los resultados de potencia inhibitoria sobre GPa
expresados como concentracion inhibitoria 50 (Clso) en pg/mL.

Tabla 19: Potencia inhibitoria sobre actividad de GPa de los EACs y EEAs

EACs EEAs
Genotipo Clso en ug/mL
Promedio £ DE

14-4 75,1 + 8,82 259,1 + 22,82
19-1 (2016) 33,4 +5,8° 157,7 +15,3°
19-1 (2017) 65,8 + 8,52¢ n.d.
19-1ha 49,4 + 3,3abcd 211,2 + 23,7°¢
19-2 27,9 + 5,1bde 137,8 + 6,94
221 47,6 + 9,1bcdef 75,3+12,1¢
23-2 86,1 + 16,42.c9 174,3 + 0,7Pcdf
271 48 1 + 0, 23Pcderh 210,5 + 11,8¢"9
311 59,2 + 12,32.bcdfh 303,7 +17,1h
Cafeina 5,3+0,7*

*Todos los extractos fueron estadisticamente distintos a cafeina.
EACs: Extracto acetonico; EEA: Extracto etandlico acido; Clso: Concentracion inhibitoria 50;
DE: Desviacion estandar; n.d: No determinado; En negrita el extracto mas potente; Letras
distintas representan diferencias significativas.
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Cly, (ng/mL)

Genotipos de frutos de murtilla Genotipos de frutos de murtilla

Figura 13: Potencia inhibitoria sobre actividad de GPa de los EACs y EEAs

A: EACs; B: EEAs

De la Tabla 19 y Figura 13 se desprende que ambas series de extractos fueron capaces de
inhibir la actividad enzimatica de la GPa, sin embargo, los EACs fueron entre 5 a 16 veces
menos potentes que la cafeina y los EEAs fueron entre 14 y 57 veces menos potentes que el
farmaco de referencia. Entre los EACs, el G19-1 de la cosecha 2016 y el G19-2 presentaron
las mas bajas Clsp, mientras que entre los EEAs el G22-1 destaco con la menor Clso, sin
embargo, estos no fueron estadisticamente diferentes a todos los genotipos (p < 0,05). Al comparar
las cosechas 2016 y 2017 de los EACs del G19-1 se repite la tendencia de que la cosecha
2016 fue alrededor de 2 veces mas potente que la cosecha 2017. Entre ambas series de
extractos, los EACs superaron entre 3 y 9 veces a los EEAs, lo que como se mencion6
anteriormente, podria estar relacionado con la diferencia entre las CFT de ambas series y las
mezclas particulares de polifenoles obtenidos con acetona y con mezcla etanol acido.

Cabe destacar que en la literatura no hay reportes de potencia inhibitoria sobre la GPa de

frutos de murtilla.
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7.6 Caracterizacion quimica de compuestos fendlicos presentes en los extractos
ricos en fenoles mediante CLAE-UV-ESI-MS
En funcidn de que la serie de los EACs presentdé un mayor potencia en los ensayos
farmacoldgicos in vitro, se definié analizar su perfil fendlico a través de CLAE acoplado a
detector de espectrometria de masas. En el Anexo 1 se ilustran las 146 sefiales analizadas,
con la identificacion tentativa de acuerdo con la literatura y a diferentes bases de datos, asi
como se muestran también los resultados del analisis semicuantitativo con la concentracion
relativa de cada compuesto.
Se puede sefalar que los perfiles de compuestos fendlicos de los EACs fueron similares entre
los 8 genotipos analizados, destacando la identificacion tentativa de derivados de flavonoides
como quercetina, miricetina, luteolina y canferol, taninos elagicos, asi como derivados de los
acidos galico, cafeico y quinico. En el LPN se publicé recientemente un articulo que reporté el
perfil fendlico de 5 EEAs obtenidos desde los frutos de los G14-4, G19-1, G19-1ha, G23-2 y
G27-1, a partir del cual se puede evidenciar que la identificacion tentativa de compuestos fue
similar a lo encontrado en los EACs (Pérez-Arancibia et al., 2021).
Los compuestos quimicos identificados tentativamente en los EACs estan en relacién a lo
descrito para frutos de murtilla silvestre en la literatura, describiéndose la presencia de acidos
fendlicos, diferentes flavanoles, flavonas, flavan-3-oles, tales como 3-O-glucdsidos del acido
caféico, 3-O-glucodsidos de quercetina, quercetina y otros compuestos minoritarios como acido
galico, rutina, quercitrina, luteolina, canferol, 3-O-glucésido de canferol, acido p-cumarico y
miricetina (Junqueira-Gongalves et al., 2015; Lépez et al., 2018).
Cabe destacar que en los EACs se identificaron tentativamente compuestos no descritos en
la literatura para los frutos de murtilla, tales como isoramnetina, taxifolina y derivados de

epicatequina, por lo que los resultados obtenidos en este trabajo contribuyen al conocimiento
75



de la composicién quimica de los frutos de esta especie autdctona. En relacion a las cosechas
2016 y 2017 de los frutos del G19-1 se evidencian diferencias en su perfil fitoquimico,
destacando que el contenido fendlico de la cosecha 2016 fue muy variado en derivados de
acidos fendlicos y compuestos de tipo flavonoide, mientras que en la cosecha 2017 se
evidencio mayormente la presencia de derivados de acido galico, catequina y epicatequina, y

en menor medida la presencia de algunos compuestos de tipo flavonoide.

7.7  Seleccion del extracto para ser evaluado en un modelo in vivo de DMT2

A partir de los resultados anteriores se seleccion6 un extracto para ser evaluado en el estudio
in vivo en ratones de la cepa BKS.Cg-m**Lepr®/J que representan un modelo de DMT2.
Para tales efectos, se organizaron los extractos en funcién de los resultados obtenidos para
los ensayos farmacoldgicos in vitro.

Considerando que i) los EAC obtuvieron mejores resultados que los EEAs, ii) no hubo un unico
genotipo que se destacara por sobre los demas vy iii) que para algunos de los ensayos el
analisis estadistico evidencidé que no existieron diferencias significativas entre el valor mas
destacado y el resto de los genotipos, se ingresaron los resultados, sin incluir su variabilidad,

a la Tabla 20.
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Tabla 20: Criterios de seleccion del EAC para ser evaluado en un modelo in vivo de

DMT2
Posicion Cantidad Fenoles totales DPPH CEso ORAC FL a-glucosidasa GPa Clso
disponible de (mg EAG/ g ES) (ppm) (umol ET/ g ES) Clso (ug/mL) (ug/mL)
extracto (g)

1 14-4 6,10 22-1 107,6 23-2 34,1 19-1 2,21 19-1 1,43 19-2 27,9
2 19-2 5,59 102,2 22-1 344 14-4 2,09 19-1tha 1,71 33,5
3 27-1 4,13 14-4 95,2 19-1tha 35,0 22-1 2,02 22-1 1,73 22-1 47,7
4 23-2 3,28 23-2 93,9 19-2 36,9 31-1 1,90 19-2 2,14 271 48,2
5 311 2,62 19-1ha 93,4 19-1 38,7 23-2 1,84 311 2,32 19-1tha 49,5
6 19-1tha 2,54 19-2 91,3 14-4 42,2 19-1ha 1,81 14-4 2,40 311 59,2
7 22-1 2,50 311 86,9 31-1 49,9 271 1,41 271 2,42 14-4 751
8 19-1 2,42 27-1 69,0 27-1 58,3 19-2 1,35 23-2 2,44 23-2 86,1

De acuerdo con la Tabla 20 se puede apreciar que uno de los genotipos, marcado en rojo

(G19-1 de cosecha 2016), se repitid en los primeros lugares de cada ensayo, excepto en el

ensayo de apagamiento del radical DPPH y en la cantidad de extracto disponible, donde

obtuvo el menor rendimiento en peso de todos.

Por este motivo, el G19-1, variedad registrada por INIA como perla roja (Red Pearl INIA), fue

seleccionado para llevar a cabo el estudio in vivo en el Centro de Medicina Regenerativa

(CMR) de la Facultad de Medicina de la Universidad del Desarrollo (UDD). Cabe destacar que,

al momento de llevar a cabo esta seleccidn, sélo se habia analizado la cosecha 2016 del G19-

1. El analisis quimico y la evaluacién del potencial farmacologico in vitro de la cosecha 2017

se llevo a cabo cuando el ensayo in vivo estaba en desarrollo y se habia comenzado a

administrar el extracto de la cosecha 2016 a los animales obesos diabéticos.
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7.8 Ensayo in vivo en ratones obesos diabéticos

Los animales ingresaron al estudio con una edad de entre 6 y 11 semanas de vida. A medida
que fueron naciendo animales obesos diabéticos, estos se asignaron a los diferentes grupos
de estudio, aumentando el n de cada grupo en un periodo de 7 de meses de trabajo. Cuando
hubo disponibilidad de varios animales obesos en un mismo periodo, estos se dividieron en
funcién de su nivel de obesidad y de hiperglicemia.

Una vez finalizado el estudio, los grupos quedaron distribuidos como sigue:

Grupo 1, control sano (Sin tratamiento): 8 animales

Grupo 2, control positivo (300 mg/Kg de metformina): 7 animales

Grupo 3, tratado (200 mg/Kg de EAC G19-1): 8 animales

Grupo 4, control negativo (Agua MilliQ): 5 animales

Los resultados obtenidos para los diferentes parametros de control metabdlico consideraron
las mediciones de 3 dias antes de iniciar el estudio y los 10 de aplicacion de los diferentes
tratamientos. Los resultados se presentan en tablas y en graficos. Para estos ultimos, los
grupos se identifican con los colores verde para grupo control sano, negro para grupo control
positivo tratado con metformina, rojo para grupo tratado con el EAC G19-1 y azul para el grupo
control negativo tratado con agua.

Cabe destacar que el grupo tratado con el extracto de frutos de murtilla incluy6 2 cosechas del
G19-1, del afio 2016 y 2017, tal como se ilustré para resultados anteriores de ensayos in vitro.
El uso de 2 cosechas se debid a la poca cantidad disponible de extracto de la cosecha 2016,
la cual fue empleada para los ensayos farmacoldgicos in vitro de 2 trabajos de tesis doctoral
y no fue suficiente para completar el tratamiento con los animales. De los 8 animales tratados

con extracto, 3 fueron tratados con cosecha 2016 y 5 con cosecha 2017.
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7.8.1 Evaluacién del efecto de la administracion del extracto sobre la ganancia de peso
corporal
En la Tabla 21 y en la Figura 14 se ilustran los resultados de peso de los animales durante
todo el periodo de estudio.
Tabla 21: Registro de peso (g) diario promedio de animales en estudio por grupo de

tratamiento

Grupo Control Grupo Control Grupo Control

Dia de Sano Positivo Grupo Tratado Negativo
analisis Sin Tratamiento Metformina EAC G191 Agua MilliQ
Promedio £ SEM (g)
-3 20,6 £ 0,4 30,4+1,8 32,0+£1,3 30,0+£1,0
-2 20,8 £ 0,4 30,9+1,7 32,8+1,4 30,7+0,9
-1 21,1+0,4 31,6 £1,7 33,4+£1,3 31,3+0,8
1 21,3+0,4 33,2+£1,5 352+1,1 33,2+0,4
2 21,7+0,4 32,7+1,7 352+1,3 33,4+0,4
3 21,8+0,4 326+1,9 354+1,4 33,8+0,5
4 21,8+0,4 33,2+1,8 355+1,4 34,2+0,4
5 221+0,4 33,7+1,7 36,3+1,4 34,7+0,4
6 22,5+ 0,4 351+1,5 372+1,8 35,4+0,5
7 226+0,4 356+1,6 372+1,6 35,7+£0,5
8 22,8 £ 0,4 356+1,5 37,3+1,4 36,1+0,5
9 22,9+0,5 357+1,5 376+1,3 36,7+0,5
10 229+0,5 36,0+£1,5 379+1,4 36,4 +0,6
SEM: Error estandar de la media
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Figura 14: Peso (g) diario promedio de animales en estudio por grupo de tratamiento
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Enla Tabla 21 y la Figura 14 se puede apreciar las curvas crecientes que evidencian ganancia
de peso diario en todos los grupos. Salvo el grupo control sano, los grupos tratados no
evidencian diferencias significativas en su tendencia al alza de peso corporal.

Este analisis se puede llevar a cabo considerando la ganancia de peso acumulada desde el
primer dia de control, por cada grupo tratado, tal como se evidencia en la Figura 15.

7 : é,glxucacem-wc

4 Metformina®
Control sano?

Ganancia de peso (g) acumulado

0.(‘# L] L] L] L] L] L] L] L] L] L] L] L]
32112345617 8910
Dias de analisis
*Letras distintas representan diferencias significativas entre cada grupo a lo largo del estudio.
Figura 15: Ganancia de peso (g) acumulado de animales en estudio por grupo de

tratamiento

La Figura 15 evidencia que los grupos tratados subieron de peso sin mayores diferencias. Se
puede identificar que el grupo tratado con metformina tuvo un alza menor cuando recién se
inicio el tratamiento, entre los dias 1 y 5, tendencia que se perdi6 en la segunda semana de
ensayo. Sin embargo, en relacion al grupo tratado con los EACs del G19-1, si se separan los
animales en relacion al aflo de cosecha administrado, los graficos evidencian diferencias, tal

como se ilustra en la Figura 16.
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*Letras distintas representan diferencias significativas entre cada grupo a lo largo del estudio.
Figura 16: Ganancia de peso (g) acumulado de animales en estudio por grupo de
tratamiento, separados por afno de cosecha para el EAC G19-1

A: Cosecha 2016; B: Cosecha 2017

Al separar por ainos de cosecha, se puede evidenciar una menor ganancia de peso en el grupo
que fue tratado con el EAC G19-1 cosecha 2016 (n= 3), diferencia que fue significativa
(p £0,05) comparada con el grupo control negativo y no significativa comparada con el grupo
tratado con metformina y con el grupo control sano. Este efecto puede estar relacionado con
los resultados obtenidos para los ensayos in vitro, en que la cosecha 2016 fue claramente
superior a la 2017 y a las diferencias en el perfil fendlico evidenciado en el analisis quimico.
Para los animales tratados con esta ultima cosecha (n= 5) se aprecia incluso una tendencia a
ganar mas peso que el grupo tratado con metformina y que el grupo control negativo, aun
cuando no existieron diferencias significativas (p < 0,05) con el grupo tratado con agua. Sin
embargo, el bajo numero de animales tratados con la cosecha 2016 no permite asegurar que
el efecto observado se deba necesariamente al extracto de frutos de murtilla, ya que se seria
preciso aumentar el n y prolongar los dias de tratamiento.
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7.8.2 Evaluacion del efecto de la administracion del extracto sobre el consumo de
alimento diario

Enla Tabla 22 y en la Figura 17 se ilustran los resultados para consumo de alimento diario en

los diferentes grupos tratados durante todo el periodo de estudio.

Tabla 22: Consumo de alimento diario promedio de animales en estudio por grupo de

tratamiento

Grupo Control Grupo f)pntrol Grupo Tratado Grupo C9ntro|
Dia de Sano Positivo Negativo
analisis Sin Tratamiento Metformina EAC G191 Agua MilliQ
Promedio £ SEM (g)
-3 4,1+0,1 5,7+0,2 74+0,6 6,5+0,4
-2 4,2+0,1 7,0+04 74+05 7,0+£0,3
-1 4,7+0,2 7,2+0,3 76+04 7,3+£0,5
1 4,3+0,1 49+0,8 6,5+1,1 6,7+0,5
2 4,7+0,2 49+0,7 6,0+0,9 7,7+0,3
3 44+0,2 6,2+0,3 6,4+0,6 7,0+£0,5
4 45+0,3 54+04 7,3+£0,8 7,0+£0,6
5 47+0,4 7,0+0,2 6,3+0,8 75405
6 3,9+0,2 6,3+0,2 6,3+0,5 6,9+0,5
7 43+0,2 52+0,8 51+0,9 7,3+0,4
8 3,9+0,2 50+0,8 6,4+0,7 74405
9 3,6+0,1 6,0+0,5 6,1+0,7 75+0,6

SEM: Error estandar de la media
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Figura 17: Consumo de alimento (g) diario promedio de animales en estudio por

grupo de tratamiento
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A partir de la Tabla 22 y la Figura 17 se puede apreciar que no hubo cambios en el consumo
de alimento en los grupos ensayados. Esto evidencia que la administracion de los tratamientos
a través de la sonda gastrica no afecto el desarrollo del ensayo y que la variabilidad observada
se debe a las diferencias inherentes a cada animal en su consumo de alimento.

Este analisis se puede llevar a cabo considerando el consumo acumulado de alimento desde

el primer dia de control, por cada grupo tratado, tal como se evidencia en la Figura 18.
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*Letras distintas representan diferencias significativas entre cada grupo a lo largo del estudio.
Figura 18: Consumo de alimento acumulado de animales en estudio por grupo de

tratamiento

La Figura 18 evidencia que los grupos tratados presentaron diferencias significativas (p < 0,05)
en cuanto al consumo de alimento acumulado respecto al grupo control sano, es decir el grupo
de ratones no obesos. Se puede apreciar que el grupo tratado con metformina presentd un
consumo acumulado estadisticamente menor a los animales tratados con extracto y los
tratados con agua. En relacion al grupo tratado con los EACs G19-1, el consumo acumulado

no fue estadisticamente diferente al grupo control negativo. Sin embargo, si se separan los
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animales en relacion al afio de cosecha los graficos evidencian diferencias, tal como se ilustra

en la Figura 19.
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*Letras distintas representan diferencias significativas entre cada grupo a lo largo del estudio.
Figura 19: Consumo de alimento acumulado de animales en estudio por grupo de
tratamiento, separados por afno de cosecha para el EAC G19-1

A: Cosecha 2016; B: Cosecha 2017

Se puede evidenciar que los 3 ratones tratados con la cosecha 2016 no presentaron
diferencias significativas en el consumo acumulado de alimento respecto al grupo control
positivo, efecto que no se aprecia en los 5 ratones tratados con la cosecha 2017. En los
animales que recibieron cosecha 2017 el consumo acumulado de alimento no presento

diferencias significativas respecto al grupo control negativo.

7.8.3 Evaluacion del efecto de la administraciéon del extracto sobre las glicemias diarias

En la Tabla 23 y en la Figura 20 se ilustran los resultados promedio por grupo de tratamiento

para el control diario de los niveles de azucar en sangre durante el periodo de estudio.
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Tabla 23: Control de glicemias diarias promedio de animales en estudio por grupo de

tratamiento

Grupo Control Grupo f.‘._ontrol Grupo Tratado Grupo Cc_)ntrol
Dia de Sano Positivo Negativo
analisis Sin Tratamiento Metformina EAC G191 Agua MilliQ
Promedio £ SEM (mg/dL)
-3 154 +3 276 + 24 197 + 26 224 + 33
-2 161+3 229 + 31 219+ 13 227 + 15
-1 161 +6 303 £43 241 + 21 280 + 32
1 165+ 3 142 +12 255 + 35 247 + 32
2 167 + 4 161+ 15 269 + 41 285 + 38
3 165+5 132+ 11 272 + 44 353 +£48
4 158 + 2 145+7 298 + 46 425 + 51
5 163+ 3 151+ 15 310 £ 48 363 + 57
6 162+ 3 155+ 14 296 + 42 378 £ 46
7 157+ 3 181+ 20 316 £ 48 380 + 41
8 161 +4 164 + 16 315+ 29 410 +48
9 159+5 193+ 16 303 + 36 432 + 22
10 153+3 201 + 31 320 £ 55 424 + 26

SEM: Error estandar de la media
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*Letras distintas representan diferencias significativas entre cada grupo a lo largo del estudio.

Figura 20: Variacion de glicemias diarias de animales en estudio por grupo de
tratamiento

La Tabla 23 y la Figura 20 evidencian la amplia variabilidad obtenida en el grupo de animales

tratados con los EACs G19-1. Ademas, es posible apreciar que el grupo control negativo y el
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grupo tratado con extracto mantuvieron sus glicemias elevadas durante todo el periodo de
estudio, a diferencia del grupo control positivo tratado con metformina, que antes del inicio del
tratamiento presento glicemias por sobre los 200 mg/dL y que luego de iniciado el tratamiento
disminuyd los niveles de azucar en sangre al nivel de los animales control sano, quienes se
mantuvieron sin variar durante todo el periodo de estudio, lo que permite validar el modelo, ya
que los animales respondieron al farmaco hipoglicemiante.

Tal como se han ilustrado los resultados para los parametros de control metabdlico anteriores,
si se separa el grupo tratado con extracto en las 2 cosechas empleadas, se pueden apreciar
diferencias tal como se evidencia en la Figura 21.
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- EAC G19-1 20162Pc 600 =-®- EAC G19-12017¢ B
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o
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o

o
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[=]
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100 .

Glicemias diarias (mg/dL) promedio

Glicemias diarias (mg/dL) promedio

3241012345678 9 1011 321012345678 91011
Dias de analisis Dias de analisis
*Letras distintas representan diferencias significativas entre cada grupo a lo largo del estudio.
Figura 21: Variacion de glicemias diarias de animales en estudio por grupo de
tratamiento, separados por afno de cosecha para el EAC 19-1

A: Cosecha 2016; B: Cosecha 2017

La Figura 21 evidencia que entre ambas cosechas hubo una tendencia distinta, sin embargo,
la alta variabilidad en los valores de glicemia en cada dia de analisis no permite determinar
que hubo diferencias significativas entre la cosecha 2016 y 2017.

Para descartar que las variaciones en las glicemias obtenidas durante el estudio pudieran
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estar asociadas a variaciones en el consumo de alimento diario, se separaron los valores de
glicemias y consumo de alimento por grupos y se construyeron graficos pareados, los cuales

se ilustran en la Figura 22.
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Figura 22: Variacion de glicemias promedio diarias versus consumo de alimento
promedio diario de animales en estudio por grupo de tratamiento.

A: Control sano; B: Metformina; C: EAC G19-1; D: Agua

Al contrastar el consumo de alimento diario versus la variacion de los valores de glicemias
diarias en cada grupo, no se aprecia una influencia del alimento ingerido en los niveles de
azucar en sangre, por lo que las diferencias en los valores de glicemia debieran estar

asociados a los diferentes tratamientos que recibieron los animales.
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7.8.4 Evaluacion de la funcién pancreatica de los animales a través de un Test de
Tolerancia Oral a la Glucosa (TTOG)

Para evaluar la funcién pancreatica de los animales en estudio, en cuanto a la liberacion y

sintesis de insulina, se aplicé un TTOG el penultimo dia de estudio, administrando una carga

de glucosa por via oral, a través de sonda gastrica, tal como se aplicaron los tratamientos.

En la Tabla 24 y en la Figura 23 se ilustran los resultados para TTOG de los diferentes grupos.

Tabla 24: TTOG para animales en estudio por grupo de tratamiento

Tiempo Grupo Control Grupo Control Grupo Control

de Sano Positivo Grupo Tratado Negativo
medicion Sin Tratamiento Metformina EAC G191 Agua MilliQ
en min Glicemia promedio + SEM (mg/dL)
0 160,0 £ 5 193,1 £ 17 326,0 +43 432,6 + 22
15 2179+7 301,1+30 448,3 + 47 527,6 + 26
30 189,5+6 279,5+ 33 466,6 + 48 533,2 + 33
60 170,0+5 215,1+23 420,7 +43 473,4 + 36
90 167,01+ 6 170,2 + 26 391,5+42 460,8 + 22
120 164,2+6 170,5 + 32 357,5+40 4494 + 20
150 1544 + 6 179,7 £ 26 331,0+44 406,4 + 22
SEM: Error estandar de la media
@ EAC G19-1
700 & Metformina
< Agua

Control sano

15 30 45 60 75 90 105 120 135 150
Tiempo (Minutos)

Figura 23: TTOG para animales en estudio por grupo de tratamiento
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A partir de la Tabla 24 y la Figura 23 se observa que los grupos control sano y control positivo,
es decir, que recibieron tratamiento con metformina, retomaron sus niveles normales de
glicemia antes de los 60 min de iniciado el ensayo. Por su parte, los grupos control negativo y
el grupo tratado con los EACs G19-1 no respondieron bien la carga oral de glucosa y
mantuvieron sus niveles de glicemia en concentraciones elevadas hasta casi la finalizacion del
test. Esto evidencia que la secrecion de insulina y la sintesis de la misma luego de la carga de
glucosa y/o la respuesta a la misma en los tejidos periféricos no fue 6ptima, por lo que los
EACs G19-1 no tuvieron efectos en mejorar la liberacion de insulina desde las células beta del
pancreas ni en mejorar la sensibilidad a la insulina en los tejidos periféricos.

Lo anterior se corroboro al obtener los valores de area bajo la curva (ABC) para cada grupo,
las cuales se graficaron y se ilustran en la Tabla 25 y la Figura 24.

Tabla 25: Valores de Area Bajo la Curva (ABC) promedio de cada grupo ensayado para

TTOG
Grupo Control Grupo f)pntrol Grupo Tratado Grupo C9ntro|
Sano Positivo Negativo
Sin Tratamiento Metformina EAC G191 Agua MilliQ
ABC Promedio £ SEM
3562 + 430 7687 + 1359 11186 + 1295 10407 + 2067

SEM: Error estandar de la media

89



16000-
14000+ c c
12000+
10000+ b
8000+
6000+
4000+
2000+

Area Bajo la Curva

s N R
o\éb & © v
c"o‘{é N4 <&
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Figura 24: Valores de Area Bajo la Curva (ABC) promedio de cada grupo ensayado
para TTOG
El ABC promedio de cada grupo evidencia que los animales tratados con metformina
presentaron una mejor respuesta a la carga de glucosa, a diferencia del grupo tratado con

extracto y el grupo control negativo tratado con agua, quienes no presentaron diferencias
significativas entre ellos (p < 0,05).

Si se separa el grupo tratado con extracto en funcion de los afios de cosecha, no se apreciaron
diferencias y las ABC de ambas cosechas presentaron valores similares, tal como lo ilustra la
Tabla 26 y la Figura 25.

Tabla 26: Valores de Area Bajo la Curva (ABC) promedio de cada grupo ensayado para

TTOG en funcion del aino de cosecha del G19-1

Grupo Control Grupo Control  Grupo Tratado  Grupo Control
Sano Positivo Negativo
Sin Tratamiento Metformina EAC G191 Agua MilliQ
ABC Promedio £ SEM
Copocha 11494 + 2889
3562 + 430 7687 + 1359 10407 + 2067
Cosecha
2017 11002 + 1474

SEM: Error estandar de la media
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*Letras distintas representan diferencias significativas entre cada grupo a lo largo del estudio.

Figura 25: Valores de Area Bajo la Curva (ABC) promedio de cada grupo ensayado

para TTOG separado por aino de cosecha para G19-1

A: cosecha 2016; B: cosecha 2017

7.8.5 Analisis de muestras de plasma de los animales sometidos a tratamiento en

ensayo in vivo

A partir de los animales estudiados en el ensayo in vivo, se obtuvo muestras de plasma para

ser analizados en la pasantia doctoral en el Instituto Pluridisciplinar (IP) de la Universidad

Complutense de Madrid (UCM).

En particular se analizaron muestras de 27 animales, 8 para el grupo control sano, 5 para el

grupo control negativo, 6 para el grupo control positivo y 8 para el grupo tratado con los EACs

G19-1.
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7.8.5.1 Cuantificacion de las concentraciones de adiponectina y de insulina en
muestras de plasma

La concentracion de insulina y de adiponectina en muestras de plasma de los animales
ensayados fueron determinadas a través de kit comerciales ELISA en placas de 96 pocillos.
Este ensayo se llevd a cabo para evaluar la respuesta de los animales obesos a los distintos
tratamientos en relacion a la resistencia a la insulina y a la secrecion de adiponectina por parte
de los adipocitos. Esta reportado que en animales obesos esta adipocitocina esta
subexpresada y se presenta en concentraciones plasmaticas menores que en animales de
peso normal. En funcion de lo anterior, un farmaco o extracto que sea capaz de recuperar
parcialmente o sea capaz de normalizar la sensibilidad a la insulina en un organismo que
presenta resistencia a la accion de esta hormona, debiera también incrementar los valores
plasmaticos de adiponectina (Palomer, Pérez, & Blanco-Vaca, 2005).

En la Tabla 27 y Figura 26 se ilustran los valores promedio obtenidos para adiponectina.

Tabla 27: Concentracion de adiponectina en muestras de plasma

Grupo Control Grupo Control Grupo Tratado  Grupo Control
Sano Positivo Negativo

Sin Metformina EAC G191 Agua MilliQ
Tratamiento

Promedio £ SEM (ng/mL)

Adiponectina 4590 + 1259 2367 + 330 2365 + 528 2358 £ 724

SEM: Error estandar de la media
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*Letras distintas representan diferencias significativas entre cada grupo a lo largo del estudio.

Figura 26: Concentracion de adiponectina en muestras de plasma

Si se separa el grupo tratado con extracto en funcion de los afos de cosecha, las
concentraciones de adiponectina en ratones tratados con ambas cosechas no presentaron
diferencias significativas (p < 0,05), tal como lo ilustra la Tabla 28 y la Figura 27.

Tabla 28: Concentracion de adiponectina en muestras de plasma en funciéon del afio de

cosecha del G19-1

Grupo Control Grupo Control  Grupo Tratado  Grupo Control
Sano Positivo Negativo
Sin Tratamiento Metformina EAC G191 Agua MilliQ
Concentracion promedio de adiponectina (ng/mL) + SEM
C"Z%ﬁ%ha 3420 + 1190
c 4590 + 1259 2367 + 330 2358 + 724
osecha
2017 1733 + 299

SEM: Error estandar de la media
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Figura 27: Concentracion de adiponectina en muestras de plasma
A: cosecha 2016; B: cosecha 2017
Por su parte, la Tabla 29 y la Figura 28 se ilustran los valores promedio obtenidos para

concentracion de insulina plasmatica.

Tabla 29: Concentracion de insulina en muestras de plasma

Grupo Control Grupo Control Grupo Tratado  Grupo Control
Sano Positivo Negativo

Sin Metformina EAC G191 Agua MilliQ
Tratamiento

Promedio + SEM (ng/mL)
Insulina 0,76 £ 0,11 11,94 £ 2,00 9,36 £ 2,52 9,41 +£1,03

SEM: Error estandar de la media
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*Letras distintas representan diferencias significativas entre cada grupo a lo largo del estudio.

Figura 28: Concentracion de adiponectina e insulina en muestras de plasma

Si se separa el grupo tratado con extracto en funcion de los afos de cosecha, las
concentraciones de insulina en ratones tratados con ambas cosechas no presentaron
diferencias significativas (p < 0,05), tal como lo ilustra la Tabla 30 y la Figura 29.

Tabla 30: Concentracion de insulina en muestras de plasma en funcién del aino de

cosecha del G19-1

Grupo Control Grupo Control  Grupo Tratado  Grupo Control
Sano Positivo Negativo
Sin Tratamiento Metformina EAC G191 Agua MilliQ
Concentracion promedio de insulina (ng/mL) + SEM
C"Z%ﬁ%ha 9,42 £ 5,53
0,76 £ 0,11 11,94 + 2,00 9,41 +£1,03
Cosecha
2017 9,31 £2,65

SEM: Error estandar de la media
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*Letras distintas representan diferencias significativas entre cada grupo a lo largo del estudio.
Figura 29: Concentracion de insulina en muestras de plasma
A: cosecha 2016; B: cosecha 2017

Las tablas y figuras anteriores evidencian las diferencias esperadas entre el grupo control sano
y los animales obesos de los grupos tratados. En relacion a la adiponectina, los grupos de
animales obesos presentaron valores de concentracion plasmatica esperados en comparacion
a los animales sanos no obesos. Al comparar los distintos tratamientos se evidencia que no
hubo diferencias significativas (p <0,05) entre los animales tratados con metformina y los
tratados con extracto del G19-1, con respecto al grupo control negativo.

En cuanto a la insulina plasmatica, se aprecié que los animales obesos presentaron valores
de insulinemia relacionados con una resistencia a la accion de esta hormona y que dista de
los valores plasmaticos de animales sanos no obesos. Al igual que en el caso de adiponectina,
no existieron diferencias significativas (p < 0,05) entre los grupos tratados con respecto al
control negativo.

Ambas mediciones permiten confirmar que los tratamientos aplicados no tuvieron efectos
positivos en la resistencia a la insulina que presentan los animales del modelo in vivo

estudiado.
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7.9 Correlacidon de las actividades farmacoldgicas estudiadas con la composicion
fendlica de los extractos evaluados

Una vez reunidos todos los resultados de los ensayos in vitro e in vivo, fue posible analizar el
perfil fendlico de los EAC de los diferentes genotipos evaluados y correlacionar las actividades
farmacoldgicas estudiadas.

A pesar de que la composicion quimica entre los EACs de los genotipos evaluados fue similar,
si hubo una diferencia significativa en la CFT respecto a los EEAs. Esto sugiere que diferencias
especificas en la mezcla de compuestos fendlicos y la cantidad de los mismos determind que
existieran diferencias en la capacidad antioxidante observada en los ensayos DPPH y ORAC.
En particular, los EACs de los G19-1 de la cosecha 2016 y G22-1 presentaron las mayores
potencias inhibitorias sobre las enzimas que regulan el metabolismo glucidico, asi como las
mayores capacidades antioxidantes. Ambos genotipos tienen en comun el haber presentado,
en el analisis semicuantitativo, altas intensidades en peaks identificados tentativamente como
derivados de los acidos galico y elagico, asi como derivados de quercetina, miricetina, luteolina
e isoramnetina (Fracassetti, Costa, Moulay, & Tomas-Barberan, 2013; Jakobs, Fridrich,
Hofem, Pahlke, & Eisenbrand, 2006; Li, Zhou, Gao, Bian, & Shan, 2009; Ou et al., 2001; Zhao,
Zhou, Chen, & Wang, 2009). Interesantemente, en el EAC del G19-1 cosecha 2016 se
identificaron tentativamente los acidos citrico, quinico y galoilquinico, metoxiquercetina-O-
hexdsido, canferol-O-cumaroilglucésido, miricetina-O-pentésido y miricetina-O-ranmasido,
compuestos que no fueron identificados en los otros genotipos analizados. Esto podria explicar
los destacados resultados del G19-1 en los ensayos farmacologicos in vitro.

Compuestos aislados como acidos fendlicos, quercetina, rutina o catequina han demostrado
capacidad antioxidante en el ensayo ORAC (Ou et al., 2001). Por lo tanto, las diferencias

observadas entre los genotipos de frutos de murtilla podrian explicarse por la variaciéon en la
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presencia de estos derivados fendlicos especificos, asi como por la variacion en la CFT de
cada extracto.

Por su parte, compuestos fendlicos aislados tales como acido galico, miricetina y quercetina
han mostrado capacidad de inhibir la actividad de a-glucosidasa, lo cual podria explicar la
interesante capacidad de los extractos de frutos de murtilla. En particular, una elevada
presencia de estos compuestos en los EAC podria explicar las diferencias en potencia
inhibitoria entre ambas series de extractos (Li et al., 2009; Yin, Zhang, Feng, Zhang, & Kang,
2014; Zhao et al., 2009).

En cuanto a GPa, quercetina ha demostrado capacidad inhibitoria sobre esta enzima, lo que
podria explicar, en parte, que los frutos de murtilla tuvieran la capacidad de inhibir la accién
de esta fosforilasa (Jakobs et al., 2006).

Si se comparan los EACs de las 2 cosechas del G19-1, el analisis quimico permitié evidenciar
que el perfil fendlico no fue el mismo, destacando que la cosecha 2016 presentd una amplia
variedad de acidos fendlicos y compuestos del tipo flavonoide, asi como algunos compuestos
que no fueron identificados en el resto de los genotipos ni en la cosecha 2017. Por su parte,
la cosecha 2017 presentd mayoritariamente acidos fenodlicos y derivados de catequina vy
epicatequina, siendo minoritarios los compuestos del tipo flavonoides. Esto podria explicar las
diferencias que se presentaron en los distintos ensayos in vitro entre ambas cosechas, en que
fue siempre superior el desempefio del EAC de la cosecha 2016.

Los resultados in vitro permitieron seleccionar al G19-1 de la cosecha 2016 para que fuera
ensayado en el estudio in vivo. Sin embargo, luego del inicio del estudio con los animales, se
evidencio que el extracto disponible no iba a ser suficiente para alcanzar a tratar a todos los
animales del grupo, razén por la que se decidié, durante el estudio, emplear el EAC de la

cosecha 2017 del mismo G19-1. El analisis quimico y farmacologico in vitro de la cosecha
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2017 se llevo a cabo en paralelo al ensayo con los animales, razon por la que no se contd con
la informacion reportada en el presente informe.

En los parametros de control metabdlico fue posible diferenciar a los animales que recibieron
las distintas cosechas, lo que permitioé corroborar que hubo tendencias diferentes, por ejemplo,
en la ganancia de peso y en el consumo de alimento en donde los animales que recibieron
cosecha 2016 presentaron una tendencia a ganar menos peso y a consumir menos alimento.
Esta tendencia también se aprecié en el control diario de las glicemias, observando una
estabilizacion de las glicemias en los animales que recibieron cosecha 2016, en contraste a
los animales que recibieron cosecha 2017 en que se evidencié que las glicemias promedio
continuaron aumentando a medida que se desarroll6 el estudio, a la par del grupo control
negativo. Sin embargo, estos resultados no presentaron significancia estadistica respecto a
los grupos control positivo y control negativo, probablemente debido al bajo numero de
animales que recibio la cosecha 2016, lo que significé una amplia variabilidad en los resultados
obtenidos. En funcion de lo anterior, es que no se puede descartar llevar a cabo un nuevo
ensayo in vivo, que permita administrar a un mayor numero de animales los extractos del
mismo G19-1, analizados previamente en cuanto a su perfil fendlico para corroborar la
presencia de los compuestos fitoquimicos que serian los responsables de los positivos
resultados obtenidos para la cosecha 2016 en los ensayos in vitro, sobre todo considerando
la potencia inhibitoria sobre la actividad de a-glucosidasa que presentaron los extractos y la
amplia diferencia en potencia por sobre la acarbosa.

En este sentido, disefiar y llevar a cabo un ensayo que evalue el efecto del extracto sobre las
glicemias postprandiales de los animales, comparando grupos que reciban: i) EAC del G19-1,
ii) acarbosa v iii) acarbosa + EAC del G19-1, permitiria confirmar que los resultados in vitro

serian extrapolables a lo que pudiera ocurrir in vivo.
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8. CONCLUSIONES

En el presente trabajo se llevd a cabo un estudio quimico y farmacolégico comparativo con
extractos fendlicos (extractos acetonicos y etandlicos acidos) obtenidos de los frutos de 8
genotipos de Ugni molinae (murtilla) cultivados en las mismas condiciones edafoclimaticas.
Los extractos acetdnicos (EACs) presentaron un mayor contenido de fenoles totales que los
extractos etandlicos acidos (EEASs).

Los extractos acetonicos presentaron una mayor potencia antioxidante que los extractos
etandlicos acidos en los ensayos de apagamiento del radical DDPH y de neutralizacion de los
radicales peroxilos y alcoxilos que se generan en los ensayos ORAC-FL y ORAC-PGR.

La potencia inhibitoria sobre la actividad de a-glucosidasa de ambas series de extractos fue
muy superior a la del farmaco de referencia (acarbosa). Los extractos acetonicos fueron mas
activos que los extractos etandlicos.

Ambas series de extractos inhibieron la actividad de la glicogeno fosforilasa A, sin embargo,
con una menor potencia en relacion a la sustancia de referencia (cafeina). Los extractos
acetonicos fueron mas activos que los extractos etandlicos acidos.

Lo extractos acetdnicos obtenidos desde los frutos del G19-1, variedad Red Pearl registrada
por el INIA, y de los frutos del G22-1 presentaron los mejores resultados en los ensayos
antioxidantes e inhibidores de la actividad de la a-glucosidasa y de la glicogeno fosforilasa A.
Tales extractos presentan dentro de su composicion una mezcla de compuestos quimicos con
una mayor presencia de flavonoides especificos derivados de quercetina y miricetina, asi como
derivados de acidos fendlicos como los acidos galicos y elagico.

Se informa por primera vez la presencia de isoramnetina, taxifolina y derivados de
epicatequina en frutos de murtilla.

Se seleccion6 el EAC del G19-1y se evaluo en un estudio in vivo en animales que representan
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un modelo de DMT2. Los resultados obtenidos no evidenciaron un efecto positivo del extracto
de frutos de murtilla sobre los distintos parametros de control metabdlico evaluados, sin
embargo, en funcion de que se emplearon dos cosechas diferentes de los frutos del G19-1y
éstas presentaron diferentes resultados en los ensayos farmacologicos in vitro, lo cual pudo
influenciar los resultados obtenidos in vivo, no se puede descartar el realizar un nuevo ensayo
en animales que permita corroborar los positivos resultados de los estudios farmacoldgicos in
vitro.

Considerando los resultados del analisis quimico, ensayos in vitro e in vivo, se pudo responder
al objetivo general de este trabajo, correlacionando el perfil fendlico de los extractos con las
actividades farmacoldgicas evaluadas.

Lo anterior, permitié corroborar parcialmente la hipotesis de este trabajo, ya que la
composicion fendlica cualitativa y cuantitativa de los extractos obtenidos de los 8 genotipos de
murtilla influenciaron los resultados obtenidos en los ensayos antioxidantes y en los ensayos
de inhibicidn de la actividad enzimatica. Sin embargo, no se pudo demostrar que el extracto
seleccionado por los mejores resultados en los ensayos in vitro presentara efectos positivos
en la glicemia y en los distintos parametros de control metabdlico evaluados en los animales
de experimentacion que representan un modelo de obesidad asociado a DMT2.

Finalmente, de acuerdo a los resultados obtenidos en el presente trabajo, se puede describir
a los frutos de murtilla como una rica fuente de compuestos fendlicos bioactivos que permiten
considerarlo como un alimento funcional o para ser incorporado en fitomedicamentos, los
cuales podrian ser de utilidad en el tratamiento de patologias que cursan con estados
hiperglicémicos, tales como la Diabetes Mellitus tipo 2 o el sindrome metabdlico, asi como
también estimular y promover el cultivo de murtilla no solo por su valor agrondémico y comercial,

sino también por sus propiedades farmacoldgicas.
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9. PRODUCTIVIDAD DERIVADA DEL TRABAJO DE TESIS DOCTORAL

9.1 Presentaciones en Congresos

Asistencia en calidad de autor en modalidad poster al XXXIX Congreso de la Sociedad de
Farmacologia de Chile llevado a cabo en la ciudad de Puerto Varas entre el 22 y 25 de
noviembre de 2017, para presentar el trabajo denominado: “Actividad inhibitoria sobre a-

glucosidasa de extractos fendlicos de frutos de 8 genotipos de Ugni Molinae Turcz”.

Inhibitory activity on a-glucosidase of phenolic extracts from___

Em fruits of 8 genotipes of Ugni Molinae Turcz. LIS

Universidad de Chile

Actividad inhibitoria sobre a-glucosidasa de extractos fenélicos
de frutos de 8 genotipos de Ugni Molinae Turcz.
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Email: jordonez@postqyf.uchile.cl

INTRODUCTION RESULTS

One strategy to discover natural products with hypoglycemic properties is by Total phenolic content (TPC) of murtilla fruit’s extracts
searching through folk medicinal plants, like Ugni molinae (Myrtaceae). This shrub is

commonly known as murtilla.
Proviously, the Natural Products Laboratory of Universidad de Chile demonstrated the ---------
inhibitory activity on of leaves extracts from 8 of murtilla

from the bank of INIA-Caril which were cultivated under 952164 102103 934841 913167 1077478 999405 690,418 669223
the same edaphoclimatic conditions (Veas, 2015).
e 3212 75813 23101  WMsils 1229 199420 24506 274819
The aim of this work was to determine the total phenolic content (TPC) and to
demonstrate and compare the inhibitory activity of acetone (EAC) and ethanolic acid
(EEA) fruits extracts from the same 8 of murtilla on 4

This enzyme is located in the microvilli of the enterocytes, hydrolyzing complex o b b
and into thus causing an @ @ 5
increase in glycemic levels et al., 2013). i w
Both, the inhibitory activity and the TPC were evaluated spectrophotometrically in 96 M o 2
well plates. The TPC was expressed as mg of gallic acid equivalents (GAE) per g of dry 1 u
extract (DE) and the inhibitory activity on a-glucosidase as IC, in ug of DE per mL, & 8
using acarbose as a positive control. 2 £
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METODOLOGY R AR W8t
Graph 1: TPC for EAC Graph 2: TPC for EEA
Successive maceration
A ‘ a-glucosidase inhibitory activity by murtilla fruit's extracts
1. Dichloromethane (EDC) Ic50
2. Acetone (EAC) s | o 191 191h 192 21 52 271 311
3. EtOH : Acetic Acid 1% (EEA)
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Graph 3: IC, for EAC Graph 4: IC;, for EEA
C D Statistical analysis (ANOVA and Tukey multiple comparisons test):

Same letters on bars represent no significant differences (p>0.05) in relation with the more
concentrated (graph 1 and 2) or more active extract (graph 3 and 4) marked with * in each graph.

........... e CONCLUSIONS

Our results show that the fruits of murtilla are a rich source of bioactive phenolic

compounds with potential as therapeutic agents in the treatment of hyperglycemic

states, like diabetes mellitus or the metabolic syndrome. This could be achieved by the

development of functional foods or phytotherapeutics based on this berry.

o In addition, our results will help INIA to classify the due to their

Folin Ciocalteu (Kim et al., 2005) potential hypoglycemic effects, allowing the promotion of crops of murtilla not only by
(Cicco et al., 2009) their agronomic value, but also by their medicinal properties.
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INTRODUCTION RESULTS

One strategy to discover natural products with hypoglycemic properties is by

searching through folk medicinal plants, like Ugni molinae (Myrtaceae). This shrub is and GPa inhibitory activity by murtilla fruit's extract
native from Chile and is commonly known as murtilla.
the Natural L y of Uni " de Chile the Genotype 191 ‘Acarbose Genotype 1941 Cafeine
Y activity on idase and ylase A (Gpa) of leaves = 14£02 3237312 = 334158  53:07
extracts from different of murtilla from the bank of (wg / mL DE £ SEM) (Mg / mL DE £ SEM) .
INIA-Carillanca, which were cultivated under the same edaphoclimatic conditions
(Buguefio, 2015; Veas, 2015). bt
The aim of this work was to the inhibitory activity on _ %0 =
GPa of acetone (EAC) fruits extract from genotype 19-1 of murtilla (EAC 519 1), . £
registered and patented by INIA as Red Pearl-INIA, and to evaluate the potential -’ﬁ E <
hypoglycemic effect of EAC G19-1 on in vivo model of type 2 diabetes mellitus (T2DM). Q2 @
The inhibitory activity was evaluated spectrophotometrically in 96 well plates and *
expressed as ICy in pg of dry extract (DE) per mL, using acarbose and caffeine as a °
positive control, respectively. < &
The in vivo experiment was carried out with 3 groups of obese mice and 1 group of M N N R -
lean mice, as a control, of BKS.Cg-m**Lepre/J strain. The mice was controlled 3 days Figure 2: ICy, for a-glucosidase and GPa inhibitory activity
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T2DM and oxidative stress. -
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Different letters on bars represent significant differences (p>0.05)

c D E CONCLUSIONS

Our in vitro results show that the fruits of murtilla are a rich source of bioactive
phenolic compounds able to inhibiting the activity of enzymes related to the
carbohydrates metabolism and with a potential as therapeutic agents in the treatment

5 of hyperglycemic states.
%': S However, the selected metabolic parameters on in vivo experiment show no
§ o

Inhibitory activity on Inhibitory activity on Potential in vivo
a-glucosidase GPa hypoglycemic effect

differences in food consumption or weight gain among obese groups. For the

Lean mice control percentage glycemic variation during the experiment, the positive control achieved a

e Metformin 300 mg/Kg normal glycemic level and the group treated with EAC G19-1 showed a lower
EAC G19-1 200 mg/Kg percentage increment than the negative control.

i Karis et al., 2009) N N

(Kim et al., 2005) (Kari ) Water Analysis of plasma and tissue samples are under development that could show effects

not observed in the ic control i above.
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INTRODUCTION

RESULTS

One of the strategies used for the y of natural p with
hypoglycemic activity is the analysis of species used by traditional
medicine, such as Ugni molinae, Myrtaceae, popularly known as murtilla.

In this context, the analysis of the inhibition on the activity of Glycogen
phosphorylase A (Gpa), an enzyme expressed in brain, muscle and liver,
which has major role on post-p ic peaks in diabeti

could for for the of new
treatments (Baker et al, 2005; Baker et al, 2006).
The aim of this work was to and p the Gpa il

activity of phenolic-rich extracts obtained from leaves and fruits of 8 murtllla
genotypes from the INIA-Carillanca germplasm bank, which were cultivated
at the same edaphoclimatic conditions.

The inhibitory activity was i in 96 well
plates and was expressed as ICy, in g o' dry extract (DE) per mL, using
caffeine as a positive control (Karis et al, 2009)

METODOLOGY

’ 0 Successive maceration
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phosphorylase A

Figure 1: Sequential work scheme:
A. Extraction from raw material
B. Concentration and drying of extracts
C. Evaluation of inhibitory activity on glycogen phosporylase A

ylase A inhibitory activity by murtilla leaves
and fruit’s extracts

ycogen phosp

Table 1: ICy, for fruits EAC and leaves EET
Ic 50
(pg/mL DE £ 14-4 191 19-tha 19-2 221 232 271 311
D)
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Graph 1: IC, for frults EAC Graph 2: IC, for leaves EET
Statistical analysis (ANOVA and Tukey multiple comparisons test):

Same letters on bars repi no (p>0.05) in relation with the
more active extract marked with * in each graph.
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Graph 3: Inhibition curve Graph 4: Inhibition curve for
for 19-2 fruits EAC 19-1 leaves EET

Inhibition curves for more potent genotypes extracts for fruits (19-2) and leaves (19-1).

CONCLUSIONS

Leaves extracts were 2 to 5 fold more potent than caffeine, while fruit extracts
were 5 to 16 fold less potent than the positive control.

Comparing each genotype, leaves extracts were 10 to 65 fold more potent than
fruits extracts.

In addition to the phenolic content, leaves extracts include in their composition
some triterpenes with inhibitory activity on glycogen phosphorylase A, which
could explain the differences in potency with fruits extracts.

Based on our results the Ieaves and fruits of U. molinae could be a potemlal
source of for the of
through the of foods or phytopl

On the other hand, based on the results from this work, INIA-Carillanca will be
able to classify the for their ic effects, which will
allow them in the future to promote the cultivation of murtilla for its agronomic
and commercial value, as well as for its medicinal properties.
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Abstract.

BACKGROUND: Sustained hyperglycemia leads to‘multiple health complications associated with oxidative balance and
metabolic pathways alterations. Current freatments for hyperglycemia are not entirely effective thus, the identification of
natural products from food sources, such as Ugni molinae berries, to reduce hyperglycemia and prevent the deleterious effect
of oxidative stress is attractive to develop new therapeutics.

OBJECTIVE: Our aim was to evaluate the antioxidant capacity and the inhibitory activity on a-glucosidase and glycogen
phosphorylase A of polyphenolic extracts from different genotypes of U. molinae berries and to comparatively analyze their
polyphenolic profile.

METHODS: Berry extraction.was performed by exhaustive maceration with increasing-polarity solvents. The antioxidant
capacity, and inhibitory activity on enzymes were analyzed by different spectrophotometric methods. Moreover, the chemical
profile of bioactive extracts was comparatively evaluated through LC-MS.

RESULTS: 16 semi-purified extracts were obtained and showed antioxidant capacity and inhibitory activity on the evaluated
enzymes. Moreover; the chemical analysis showed differences in phenolic profile among the extracts and, particularly, the
acetonic extracts were more concentrated in phenolic compounds, which is associated with the more potent activities.
CONCLUSIONS: Our results indicate that murtilla berries’ acetonic extracts include a mixture of phenolic compounds that
inhibit the activity of two enzymes related to carbohydrate metabolism and have a promising antioxidant capacity.

Keywords: Ugni molinae, berries, antioxidant, a-glucosidase, glycogen phosphorylase A
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11. ANEXOS
Anexo 1: Identificacion tentativa y analisis semicuantitativo de compuestos fendlicos

presentes en los EAC de frutos de diferentes genotipos de U. molinae

TR Fragmentos 19-1 19-1 1941
# Identificacién tentativa 14-4 19-2 22-1 23-2 27-1 31-1 Referencias
(min) (m/z) (2016) (2017) ha
Acido elagico /
1 0.5 301 301 0,0 0,0 0,0 00 0,0 1000 0,0 0,0 0,0 a,b,c
Quercetina
2 26 191 172 126 85 Acido quinico 0,0 1000 0,0 00 00 00 00 0,0 0,0 a,b,d

Derivado del acido
3 29 533 191 0,0 741 0,0 00 00 0,0 1000 0,0 9,9 a
caféico-O-hexosido

4 3,1 353 191 173 111  Acido cafoilquinico 0,0 455 0,0 00 0,0 0,0 34,1 100,0 0,0 ab,c
5 3,7 633 614 482 301 HHDP-galoil hexosa 00 40,2 158 00 0,0 100,0 27,1 30,1 10,0 a,b
6 3,7 191 173 129 111 Acido citrico 0,0 100,0 0,0 00 00 00 0,0 40,8 0,0 a,b,c
7 4,0 331 313 271 169 Galoilglucosa 0,0 3,8 0,0 0,0 0,0 1000 20 0,0 0,0 ad
8 4.1 516 173 Acido dicafeoilquinico 0,0 100,0 0,0 00 00 00 00 0,0 0,0 a,b
9 48 353 173 111 Acido cafeoilquinico 0,0 0,0 0,0 00 00 00 00 00 100,0 ab,c
10 54 343 191 169 Acido galoilquinico 0,0 100,0 0,0 00 00 00 00 0,0 0,0 a,b
11 6,3 633 614 482 301 HHDP-galoilhexosa 16,8 11,7 17,8 14,1 13,9 100,0 151 14,1 36,4 a,b
12 6,5 483 457 301 Tergalagico-O-glucésido 0,0 0,0 0,0 00 00 00 00 0,0 100,0 a
13 6,8 483 331 313 271 Digaloilglucosa 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 100,0 12,0 0,0 9,4 a,b
14 76 577 425 407 289 ProcianidinadimeroB 0,0 00 1000 00 00 00 00 0,0 0,0 a
15 7.7 495 343 325 169 Acido digaloilquinico 0,0 0,0 3,3 0,0 0,0 100,0 17,5 29 3,3 ab,d
Acido caféico
16 8,3 503 341 323 100,0 0,0 0,0 00 00 00 00 00 0,0 a
dihexosido

Derivado del acido
17 8,5 533 191 0,0 0,0 0,0 0,0 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0 a
caféico-O-hexosido

18 92 331 271 169 Galoilglucosa 100,0 0,0 0,0 00 00 00 00 00 0,0 ad
19 9,6 495 343 325 169 Acido digaloil quinico 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1000 00 0,0 0,0 abd
20 10,0 353 173 111 Acido cafeoilquinico 0,0 0,0 0,0 0,0 1000 00 0,0 0,0 0,0 ab,c
21 10,4 483 331 313 169 Digaloilglucosa 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1000 6,0 0,0 0,0 ab
22 10,8 633 482 301 249 HHDP-galoilhexosa 152 0,0 0,0 0,0 654 100,0 18,6 0,0 0,0 ab
23 11,4 495 343 325 169 Acido digaloilquinico 0,0 6,0 0,0 0,0 0,0 1000 22,3 0,7 6,1 abd
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317
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285
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317
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325
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301

285
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317

191

Trigaloilglucosa
Epicatequina
HHDP-galoilhexosa
Taxifolina-O-ramnésido
Digaloilpentosa
Galoilglucosa
Trigaloilglucosa
Miricetina-O-galoil
hexosa
HHDP-galoilhexosa
Miricetina-O-hexésido
Digaloilglucosa
Bencilalcohol hexosa
pentosa
Acido digaloilquinico
Miricetina-O-hexésido
Luteolina-O-hexosido /
Canferol-O-hexésido
Taxifolina-O-ramnésido
Procianidina dimero B
HHDP-galoilhexosa
Miricetina-O-
galoilhexdsido
Quercetina-O-
glucuroénido
Miricetina-O-pentdsido
Quercetina-O-galoil
hexosido
Quercetina-O-
dihexosido
Quercetina-O-hexdsido
Quercetina-O-pentodsido
Acido digaloilquinico

Miricetina-O-ramndsido

0,0
0,0
19,2
0,0
0,0
16,7

0,0

0,0

46,7
0,0

100,0

0,0

55,6

0,0

0,0

0,0
100,0

100,0
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Anexo 2: Curvas para determinacién de CEs frente a radical DPPH
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Anexo 3: Curvas de decaimiento de fluorescencia para ORAC-FL y de absorbancia de

ORAC-PGR para Capacidad Antioxidante Total (CAT)
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Anexo 4: Curvas de decaimiento de fluorescencia para ORAC-FL y de absorbancia de

ORAC-PGR para EACs
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Anexo 5: Curvas de decaimiento de fluorescencia para ORAC-FL y de absorbancia de

ORAC-PGR para EEAs
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Anexo 6: Curvas de inhibicién de la actividad de a-glucosidasa para los EEAs y EACs
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Anexo 7: Curvas de inhibicion de la actividad de glicogeno fosforilasa A para los

EEAs y EACs
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