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RESUMEN

Dentro de los productos naturales mas ampliamente distribuidos en el reino vegetal se
encuentran los compuestos polifendlicos y mas especificamente los flavonoides, de los
cuales se han descrito alrededor de 10.000 compuestos hasta la fecha. Este tipo de
compuestos se han estudiado principalmente debido a su capacidad antioxidante, pero
diversos estudios también han demostrado que los flavonoides poseen propiedades

antiinflamatorias, hipoglicemiantes, y neuroprotectoras.

Diversas enfermedades neurodegenerativas son causadas por la acumulacion y
agregacion de proteinas mal plegadas. Estas enfermedades, denominadas desordenes
de malconformacién proteica, incluyen entre otras a la enfermedad de Alzheimer, la
enfermedad de Parkinson, la esclerosis lateral amiotréfica, y la enfermedad de
Huntington. En esta Ultima, una mutacién en el gen que codifica para la proteina
huntingtina (HTT), provoca una extension en el nimero del aminacido glutamina (polyQ)
que provoca la formacién de agregados y, consecuentemente, la muerte de las
neuronas. A pesar de los avances en el conocimiento de las bases moleculares de este
tipo de enfermedades, hoy en dia no existen tratamientos que prevengan, curen, 0
detengan el desarrollo de éstas. En este contexto, el analisis de extractos de plantas
ricas en compuestos polifendlicos se posiciona como una estrategia prometedora para

la busqueda de terapias que prevengan o traten las enfermedades neurodegenerativas.

La murtilla (Ugni molinae) es un berry nativo de Chile que se caracteriza por poseer una
gran concentracion de polifenoles y cuyas hojas han sido utilizadas por la medicina
tradicional para el tratamiento de infecciones. Nuestro grupo ha analizado los efectos
neuroprotectores de un extracto de hojas de murtilla silvestre en un modelo transgénico
de la enfermedad de Alzheimer, observando que la administracién del extracto previene
el deterioro de la memoria y reduce la velocidad de la progresion de la enfermedad. Sin
embargo, el efecto que podrian tener los frutos de murtilla en el contexto de las

enfermedades neurodegenerativas no ha sido estudiado.

El objetivo de este proyecto fue el de correlacionar la composicién polifenélica de
extractos obtenidos a partir de frutos de murtilla de 8 genotipos cultivados bajo las

mismas condiciones edafoclimaticas, con sus efectos sobre la agregacion proteica
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anormal relacionada al desarrollo de enfermedades neurodegenerativas. Se obtuvieron
los extractos de diclorometano (EDCMSs), acetona (EACs), y etanol acidificado (EEAS)
por maceracion consecutiva de los frutos liofilizados y triturados. Los EACs y los EEAs
fueron seleccionados debido a que representan una fuente rica en polifenoles. Luego,
se utilizaron diversas técnicas espectrofotométricas y cromatograficas para la
caracterizacion quimica de los extractos (Folin-ciocalteu, CCF, CCF de alta resolucién y
CLAE-DAD), dando cuenta de la influencia del genotipo sobre la composicién quimica
de los frutos de murtilla. El andlisis de viabilidad celular mostro una toxicidad sobre
células HEK293 de los EACs a altas concentraciones, mientras que los EEAs mostraron
bajas toxicidades a las concentraciones analizadas. Los efectos sobre la agregacion
proteica se analizaron a través de microscopia de fluorescencia automatizada utilizando
un modelo celular donde se sobreexpresd un péptido con 79 repeticiones de polyQ
(polyQ79) que se caracteriza por formar inclusiones intracelulares. Luego se validaron los
resultados obtenidos analizando el efecto de 5 extractos seleccionados sobre los niveles
de agregacién de polyQrg y también de HTT mutante (mHTTqgss), donde solo el EEA del
genotipo 19-1 destacd por sus efectos sobre los niveles de agregacién de ambos
péptidos. Finalmente, el andlisis por CLAE-ESI-EM/EM dio cuenta de la gran cantidad
de compuestos polifendlicos presentes en los extractos seleccionados, confirmando
diferencias existentes entre los genotipos. Estos resultados sugieren que las diferencias
en el perfil de compuestos polifendlicos serian las responsables de las variaciones en
sus efectos sobre la agregacion proteica y, debido a que los frutos fueron cultivados bajo
las mismas condiciones edafoclimaticas, las diferencias observadas se deben a las
diferencias en el genotipo. Por lo tanto, debido a su baja citotoxicidad y efectos sobre la
agregacion proteica, el EEA 19-1 se posiciona como un candidato prometedor para
analisis de sus efectos neuroprotectores en modelos in vivo de enfermedades
neurodegenerativas, ademas de posicionarse como materia prima para el desarrollo de

productos nutracéuticos.
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ABSTRACT

Among natural products in the plant kingdom, polyphenolic compounds, and more
specifically flavonoids, are among the most distributed. This type of compounds has been
principally studied for their antioxidant properties, but several studies have demonstrated

their anti-inflammatory, hypoglycemic and neuroprotective properties.

Several neurodegenerative disorders are caused by the accumulation and aggregation
of misfolded proteins. Among these diseases, commonly known as protein misfolding
diseases (PMDs), Alzheimer's disease, Parkinson’s disease, Amyotrophic lateral
sclerosis and Huntington’s disease are included. In Huntington’s disease, a mutation in
the gene encoding huntingtin (HTT) generates a glutamine extension (polyQ) which in
turn facilitates aggregate formation and, consequently, the death of neurons. Although
major advances have been made in the understanding of the molecular basis of these
diseases, today there are no treatments that can prevent, cure or stop their development
in humans. In this context, the analysis of polyphenolic rich plant extracts represents a
promising strategy for the search of new therapies that can prevent or cure

neurodegenerative diseases.

Murtilla (Ugni molinae, Turcz.) is a native Chilean berry which is a major source of
polyphenolic compounds, and whose leaves have been used by the folk medicine for the
treatment of infections. Our group has analyzed the neuroprotective effects of a wild type
murtilla leaves extract in a transgenic model of Alzheimer’s disease, observing that the
oral administration of the extract prevents the detrimental effects over cognition and
memory, reducing the rate of progression of the disease. In this context, the effect of

murtilla fruits over neurodegeneration has not been studied.

The aim of this study was to correlate the polyphenolic composition of extracts obtained
from 8 murtilla genotypes cultivated under the same climate and soil conditions with their
effects over the abnormal protein aggregation related to neurodegenerative disease
development. Dichloromethane, acetone and ethanol (1% formic acid) extracts were
obtained by consecutive maceration of the lyophilized and triturated fruits. Acetone
extracts (EACs) and ethanol extracts (EEAS) were selected for analysis as they represent

a rich source of polyphenolic compounds. Then, different spectrophotometric and
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chromatographic techniques were used (Folin-Ciocalteu, TLC, HPTLC, and LC-DAD) for
the chemical characterization of the extracts, with results reflecting the influence on
genotype over the chemical composition of the extracts. Cell viability analysis showed
that EACs were toxic for HEK293 cell at high concentrations, meanwhile EEAs showed
low levels of toxicity. The effect over protein aggregation was analyzed through
automated fluorescence microscopy using a human cell model overexpressing a peptide
that consisted on 79 repetitions of glutamine fused to EGFP (polyQ7e-EGFP), which forms
intracellular inclusions. 5 extracts were selected (SEs) for further validation through
Western blot, analyzing the effect of their treatment over levels of polyQ79-EGFP and
MHTTQss-GFP aggregates. From this validation, only the treatment with EEA 19-1 had
effects over the levels of both peptides. Finally, the analysis through LC-ESI-MS/MS
showed a diversity of polyphenolic compounds in the SEs, confirming the differences
among genotypes. These results suggest that the differences among the polyphenolic
profile are responsible for the differences observed on the effects over toxicity and protein
aggregation of the murtilla extracts and, as the fruits were cultivated under the same soil
and climate conditions, those differences are due to genotype differences in the fruits. In
conclusion, due to its low citotoxicity and effects over protein aggregation, EEA 19-1
represents a promising candidate for the analysis of its effects on in vivo models of

neurodegenerative diseases, and for the development of nutraceutical products.
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l. INTRODUCCION

1. Productos naturales y el descubrimiento de farmacos

Los productos naturales han sido histéricamente una abundante fuente de compuestos
guimicos para los procesos de descubrimiento de farmacos (Harvey, Edrada-Ebel, &
Quinn, 2015). El auge del estudio de los productos naturales para el descubrimiento de
nuevas terapias farmacolégicas se vivid durante las décadas de 1970 y 1980,
especialmente a partir de metabolitos secundarios presentes en plantas. Sin embargo,
la progresiva aparicion de nuevas técnicas de analisis a gran escala (HTS, del inglés
high-throughput screening) contra blancos moleculares especificos, y el desarrollo de la
guimica combinacional, que permite la rapida sintesis de un gran nimero de moléculas
estructuralmente relacionadas, provocaron que las compafiias farmacéuticas centraran
su atencién en el desarrollo de librerias de compuestos sintéticos, disminuyendo a su
vez la investigacion de productos naturales (Koehn & Carter, 2005). Sin embargo, los
esfuerzos por encontrar nuevos farmacos a partir de esas grandes librerias de
compuestos sintéticos no han cumplido las expectativas e incluso, un analisis llevado a
cabo por la Administracién de alimentos y farmacos (FDA, del inglés Food and Drug
Administration) de Estados Unidos revel6 que entre 1981 y el 2010, un 34% de los
farmacos quimicos eran provenientes de productos naturales o eran derivados de
compuestos provenientes de productos naturales (Harvey, Edrada-Ebel, & Quinn, 2015).
Esto puede deberse a que las estructuras provenientes de productos naturales se
caracterizan por poseer una alta diversidad quimica, ademas de presentar propiedades
gue las hacen semejantes a farmacos (tales como masa molecular, centros quirales,
flexibilidad molecular, entre otros), y de haber sido seleccionadas a través del proceso
evolutivo de los organismos que las sintetizan para interactuar con una amplia variedad

de blancos moleculares y asi ejercer diversas acciones (Koehn & Carter, 2005).

Por lo tanto, la busqueda de nuevos farmacos a través de la obtencion y andlisis de las
propiedades farmacolégicas de extractos de plantas, o fracciones de estos extractos, se
ha posicionado como una alternativa promisoria para el desarrollo de nuevas terapias.
Esto se debe al amplio nimero de metabolitos secundarios que son producidos por las
plantas, ademas de la gran diversidad estructural de aquellas moléculas sintetizadas a

partir del metabolismo secundario de las especies vegetales.



Un claro ejemplo de la gran diversidad quimica presentes en el reino vegetal es que
hasta el dia de hoy se han reportado alrededor de 3.000 metabolitos presentes solo en
la hoja del tabaco (Kim, Choi, & Verpoorte, 2010).

2. Compuestos polifendlicos

Dentro de los metabolitos secundarios mas ampliamente distribuidos en las plantas se
encuentran los compuestos polifendlicos. El consumo de alimentos ricos en este tipo de
compuestos ha sido ligado a diversos efectos benéficos para la salud, principalmente
debido a la gran cantidad de evidencia epidemioldgica que ha relacionado la llamada
“dieta mediterranea”, rica en polifenoles, con una baja en la mortalidad, ademas de una
menor incidencia de enfermedades coronarias y ciertos tipos de cancer (Rodrigo & Gil-
Becerra, 2014; H. Zhang & Tsao, 2016). A su vez, entre los compuestos polifenélicos
mas ampliamente distribuidos en el reino vegetal podemos mencionar a los flavonoides.
Los flavonoides corresponden a metabolitos secundarios estructuralmente diversos que
derivan del nacleo benzo-y-pirona. Estos compuestos se clasifican en: flavanoles,
flavonas, flavonoles, flavanonas, dihidroflavonoles, isoflavonas, y compuestos afines
tales como las antocianinas (Heim, Tagliaferro, & Bobilya, 2002) (Figura 1). Estos son
sintetizados en las plantas a través de la via de los fenilpropanoides, que comienza con
la transformacién de fenilalanina en 4-coumaroil-CoA, que luego es transformado por la
enzima chalcona-sintasa en una chalcona que por accion de una enzima isomerasa se
transforman en el nucleo benzo-y-pirona (C6-C3-C6) del que derivan todos los
flavonoides. En la actualidad se han identificado alrededor de 10.000 compuestos del
tipo flavonoide en hojas, semillas, raices y flores de numerosas plantas, nimero que muy
probablemente seguirdA aumentando con el paso del tiempo (Mathesius, 2018).
Estos metabolitos secundarios son los responsables de la coloracion de la mayoria de
las flores, frutos y semillas, y sus principales funciones son la de entregar proteccion
contra la radiacion ultravioleta, patdégenos y herbivoros, y la de atraer polinizadores
(Falcone Ferreyra, Rius, & Casati, 2012; Mathesius, 2018). Los flavonoides se
encuentran en las plantas principalmente en la forma de glicésidos, es decir, unidos a
uno 0 mas azucares. Estos azlicares comunmente se unen a los hidroxilos de los
carbonos C3 y/o C7 formando asi O-glicésidos, siendo la D-glucosa y la L-ramnosa los
azlcares mas comunmente unidos a las agliconas (Verri, Vicentini, Baracat, Georgetti,

Cardoso, Cunha, Ferreira, Cunha, Fonseca, & Casagrande, 2012).



Las antocianinas, por su parte, corresponden a una clase compuestos hidrosolubles que
se clasifican dentro del grupo de los flavonoides y que difieren de los demas compuestos
gque son parte de este grupo debido a que presentan una carga positiva formal en el
oxigeno del anillo pirano (Barnes, Nguyen, Shen, & Schug, 2009). Las antocianinas son
los pigmentos mas importantes de las plantas vasculares y son responsables de las
coloraciones anaranjadas, rosadas, rojas, violetas y azules en sus flores y frutos
(Castafieda-Ovando, Pacheco-Hernandez, Paez-Hernandez, Rodriguez, & Galan-Vidal,
2009). El color de las antocianinas depende de 3 factores: su estructura, la acidez del
medio en el que se encuentra y la presencia de copigmentos. En medios acidos con un
pH menor a 2,5 las antocianinas se encuentran en el estado de cation flavilio, donde
presentan coloracion roja. En soluciones donde la acidez es méas débil (pH entre 4-6),
las antocianinas adoptan la estructura de anhidrobases con una coloracion purpura que
rapidamente se decolora al formarse la pseudobase incolora correspondiente, debido al
ataque nucleofilico del agua al anillo pirano. A pH sobre 8, el anillo pirano se abre
formando una chalcona que adopta una coloracién amarilla (Barnes, Nguyen, Shen, &
Schug, 2009).

Una fuente importante de compuestos del tipo polifenélico, y en especial de flavonoides,
corresponde a los denominados frutos del bosque, también conocidos como berries. Los
berries se caracterizan principalmente por poseer una gran cantidad de flavonoides y
antocianinas (Tian, Liimatainen, Alanne, Lindstedt, Liu, Sinkkonen, Kallio, & Yang, 2017),
siendo los mas conocidos y demandados a nivel mundial la frutilla, el arAndano, la cereza
y la mora. Chile es el exportador de berries mas importante del hemisferio sur, pero en
nuestro pais ademas se produce el maqui, el calafate y la murtilla. Estos dltimos, a
diferencia de la frutilla, arandano, cereza y mora, corresponden a berries nativos de
nuestro pais. EI maqui, el calafate, y la murtilla han despertado un gran interés debido a
gue concentran una mayor cantidad de polifenoles, ademas de poseer una significativa
capacidad antioxidante en comparacion a otros berries producidos en Chile (Fuentes,
Figueroa, Valdenegro, & Vinet, 2019; Lecaros, Lecaros, Gloger, Scheuermann, &

Samarotto, 2014; Lopez, Vega-Galvez, Rodriguez, Uribe, & Bilbao-Sainz, 2018)
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Figura 1. Estructura de los flavonoides. Estructura del ndcleo benzo-y-pirona y de los flavonoides
derivados de este: flavonoles, flavanonas, dihidroflavonoles, flavanoles, isoflavonas, flavonas y

antocianinas.

3. La murtilla

La murtilla, también conocida como murta, de nombre cientifico Ugni molinae, Turcz., es
un arbusto silvestre siempreverde que pertenece a la familia Myrtaceae, el cual se
distribuye en la zona centro - sur de Chile (Brito, Areche, Sepulveda, Kennelly, &
Simirgiotis, 2014). Este arbusto se encuentra especificamente en la cordillera de la costa
y los faldeos cordilleranos ubicados entre la VIl y la X Regién de nuestro pais (Junqueira-
Goncalves, Yanez, Morales, Navarro, R, & Zuniga, 2015; Lépez, Vega-Galvez,
Rodriguez, Uribe, & Bilbao-Sainz, 2018). Los frutos de esta especie (bayas) poseen una
forma globosa, con un didmetro ecuatorial de 0,71 a 1,31 cm, caracterizandose por su
agradable sabor y aroma (Aguirre, Delporte, Backhouse, Erazo, Letelier, Cassels, Silva,
Alegria, & Negrete, 2006), razén por la cual tradicionalmente han sido utilizados con fines
alimentarios, ya sea para la fabricacibn de mermeladas, té, postres y licores, o
simplemente para su consumo directo (Alfaro, Mutis, Palma, Quiroz, Seguel, &
Scheuermann, 2013). En el afio 1996 el Instituto Investigaciones Agropecuarias (INIA)
recolecto 100 accesiones de murtilla en un area comprendida entre la VIl y X Regién de

nuestro pais. Esta recoleccién fue parte de un proyecto FONDECYT cuyo propdésito era



el de obtener material vegetal que, a través de un proceso de domesticacion, pudiera
transformarse en un nuevo cultivo con potencial de comercializacion a nivel nacional y
de exportacion (Seguel, Pefaloza, Gaete, Montenegro, & Torres, 2000). Como parte de
este proyecto, se contemplé la caracterizacion molecular de las accesiones recolectadas
a través de la técnica de ADN polimdrfico amplificado al azar (RAPD, del inglés Random
Amplification of Polymorfic DNA). A partir de este analisis se pudo dar cuenta de la gran
variabilidad genética dentro de una muestra representativa de las accesiones
recolectadas de U. molinae, caracteristica que sugiere la posibilidad de mejorar los
atributos comerciales de esta especie endémica (Seguel, Pefialoza, Gaete, Montenegro,
& Torres, 2000). Como producto de este proyecto de domesticaciéon se obtuvieron 2
variedades comerciales que actualmente estan inscritas en el Registro de Variedades
Protegidas de Chile, patentadas en Estados Unidos, y protegidas en el Instituto Nacional
de Semillas (INASE) de Argentina. Estas variedades corresponden a la Red Pearl INIA
y la South Pearl INIA (Seguel, Torralbo, & Shenemann, 2017). Ambas variedades fueron

parte de este estudio.
3.1 Composicién quimicay propiedades farmacolégicas de la murtilla

Diversos estudios han analizado la composicion quimica de las hojas de murtilla,
observando que éstas presentan una gran cantidad de compuestos polifendlicos,
ademas de 4cidos triterpénicos pentaciclicos (Lopez, Vega-Galvez, Rodriguez, Uribe, &
Bilbao-Sainz, 2018). Dentro de los compuestos polifendlicos identificados en extractos
de hojas de murtilla se pueden mencionar, principalmente, diversos derivados
glicosilados de flavonoles tales como quercetina, miricetina y canferol, ademas de acidos
fendlicos como el acido galico. (L6pez, Vega-Galvez, Rodriguez, Uribe, & Bilbao-Sainz,
2018; Pefa-Cerda, Arancibia-Radich, Valenzuela-Bustamante, Pérez-Arancibia,
Barriga, Seguel, Garcia, & Delporte, 2017; Rubilar, Jara, Poo, Acevedo, Gutierrez,
Sineiro, & Shene, 2011; Rubilar, Pinelo, Ihl, Scheuermann, Sineiro, & Nufiez, 2006) Por
otro lado, acidos triterpénicos tales como el &cido asiatico, ursolico, madecasico y
maslinico han sido identificados en extractos de dichas hojas (Aguirre, Delporte,
Backhouse, Erazo, Letelier, Cassels, Silva, Alegria, & Negrete, 2006; Arancibia-Radich,
Pefia-Cerda, Jara, Valenzuela-Bustamante, Goity, Valenzuela-Barra, Silva, Garrido,
Delporte, & Seguel, 2016; Goity, 2013; Goity, Queupil, Jara-Moreno, Alegria, Pefa-
Cerda, Barriga, Aguirre, & Delporte, 2013; Queupil Carrasco, 2011). La presencia de



compuestos polifendlicos y triterpénicos en las hojas de Ugni molinae ha despertado el
interés por el estudio de la bioactividad que pudieran presentar los extractos obtenidos
a partir de éstas. Por ejemplo, en el Laboratorio de Productos Naturales de la Facultad
de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas de la Universidad de Chile, se han estudiado las
propiedades inhibitorias de extractos obtenidos desde hojas de murtilla silvestre
recolectadas en la zona de Cauquenes (Regién del Maule) sobre la enzima glicbgeno
fosforilasa a (GPa) (Pefia-Cerda, 2011; Queupil Carrasco, 2011). También se ha
estudiado su actividad antiinflamatoria topica en un modelo de edema en oreja de raton
inducido por acetato de tetradecanoilforbol (TPA) (Aguirre, Delporte, Backhouse, Erazo,
Letelier, Cassels, Silva, Alegria, & Negrete, 2006; Goity, Queupil, Jara-Moreno, Alegria,
Pefna-Cerda, Barriga, Aguirre, & Delporte, 2013).

Por otro lado, se han obtenido extractos seriados de hojas de 10 genotipos (Gs) de
murtilla cultivados en las mismas condiciones edafoclimaticas por el INIA, en Carillanca,
utilizando solventes de polaridad creciente (Arancibia-Radich, Pefia-Cerda, Jara,
Valenzuela-Bustamante, Goity, Valenzuela-Barra, Silva, Garrido, Delporte, & Seguel,
2016; Pefna-Cerda, Arancibia-Radich, Valenzuela-Bustamante, Pérez-Arancibia,
Barriga, Seguel, Garcia, & Delporte, 2017). A partir de las hojas de estos Gs de murta
se han obtenido los extractos hexanicos (EH), extractos de diclorometano (EDCM), de
acetato de etilo (EAE) y etandlicos (EET). De éstos, especialmente en aquellos donde
se concentran triterpenos (EAES) y flavonoides (EETSs), se han realizado estudios para
determinar su actividad antioxidante a través de metodologias in vitro, tales como el
ensayo de capacidad de reduccion férrica del plasma (FRAP, de sus siglas en inglés
Ferric Reducing Ability of Plasma) y DPPH (Pefia-Cerda, Arancibia-Radich, Valenzuela-
Bustamante, Pérez-Arancibia, Barriga, Seguel, Garcia, & Delporte, 2017; Pérez-
Arancibia, 2015; Valenzuela-Bustamante, 2015). Con estos extractos ademas se ha
medido su capacidad inhibitoria de enzimas relacionadas al control de la glicemia, tales
como la GPa, la proteina tirosina fosforilasa 1B (PTP1B) (Buguefio, 2015) y la a-
glucosidasa (Veas, 2016). También, se han estudiado las propiedades antiinflamatorias
del EET del genotipo 22-1 (G 22-1) y del EAE del genotipo 23-2 (G 23-2) utilizando un
modelo celular de fibroblastos cardiacos (Figueroa, 2015). Posteriormente, un estudio
determind la composicion de compuestos fendlicos y triterpénicos de los EAE y los EET,
ademas de medir la actividad antiinflamatoria via oral de dichos extractos, encontrando

diferencias significativas que podrian relacionarse a las diferencias entre las hojas
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provenientes de los diez Gs estudiados de murtilla (Arancibia-Radich, Peia-Cerda, Jara,
Valenzuela-Bustamante, Goity, Valenzuela-Barra, Silva, Garrido, Delporte, & Seguel,
2016). Ademas, se ha determinado que uno de los EAE estudiados y el &cido
madecasico, uno de los compuestos presentes en el extracto, poseen efectos positivos
sobre la resistencia a la insulina y la disfuncién endotelial en un modelo de ratones
obesos (Arancibia-Radich, Gonzalez-Blazquez, Alcala, Martin-Ramos, Viana, Arribas,
Delporte, Fernandez-Alfonso, Somoza, & Gil-Ortega, 2019).

A diferencia de las hojas, los frutos de esta especie nativa han sido menos estudiados
respecto de su composicion quimica y potencial actividad farmacoldgica, ya que solo se
ha descrito la presencia de compuestos polifendlicos en estos frutos y se ha analizado
su potencial como antioxidante a través de estudios in vitro, tales como DPPH, FRAP,
capacidad antioxidante equivalente al TROLOX (TEAC), capacidad antioxidante frente a
radicales de oxigeno (ORAC) y el ensayo del radical acido 2,2'-azino-bis(3-
etilbenzotiazolin-6-sulfénico) (ABTS) (Augusto, Salinas, Alencar, D'Arce, Camargo, &
Vieira, 2014; Brito, Areche, Sepulveda, Kennelly, & Simirgiotis, 2014; Junqueira-
Goncalves, Yanez, Morales, Navarro, R, & Zuniga, 2015; Ramirez, Zambrano,
Sepulveda, Kennelly, & Simirgiotis, 2015; Rodriguez, Ah-Hen, Vega-Gélvez, Vasquez,
Quispe-Fuentes, Rojas, & Lemus-Mondaca, 2016; Ruiz, Hermosin-Gutierrez, Mardones,

Vergara, Herlitz, Vega, Dorau, Winterhalter, & von Baer, 2010).

En este proyecto nos enfocaremos en el estudio de las propiedades farmacoldgicas de
los frutos de murtilla, mas especificamente en los efectos que los extractos obtenidos a
partir de estos frutos pudieran tener sobre la agregacién proteica anormal relacionada al

desarrollo de enfermedades neurodegenerativas.

4. Alteraciones de la homeostasis proteica y su implicancia en la funcion

del cerebro

El mantenimiento de la homeostasis proteica, o proteostasis, es indispensable tanto para
la sobrevida de la célula como para el correcto funcionamiento de nuestro organismo
(Hipp, Park, & Hartl, 2014). EI mantenimiento de la estabilidad del proteoma esta
modulado por una red de diversas vias de sefalizacién inducibles compuesta por la via

de respuesta a shock térmico (HSR, del inglés Heat Shock Response), la via de



respuesta a proteinas mal-plegadas (UPR, del inglés unfolded protein response),
respuestas antioxidantes, el sistema ubiquitina-proteosoma (UPS, del inglés ubiquitin-
proteasome system), la UPR mitocondrial y la macro autofagia (Balch, Morimoto, Dillin,
& Kelly, 2008; Mardones, Martinez, & Hetz, 2015). Pero el mantenimiento de la
proteostasis requiere de una precisa y constante coordinacion de esta red, ya que las
proteinas son poco estables a temperatura fisioldgica y son propensas a mal-plegarse
(Hipp et al., 2014). Ademas, diversos factores tales como mutaciones, estresores
externos y el envejecimiento, pueden reducir la efectividad de la red proteostatica,

aumentando la probabilidad de acumulacion de proteinas mal-plegadas.

Estas proteinas mal-plegadas asumen una conformacion tridimensional alternativa que
es inestable en el medio acuoso debido a la exposicién de residuos hidrofobicos, y en la
mayoria de los casos este proceso resulta en la formacién y acumulacion de agregados
proteicos que son toxicos para las células (Soto, 2003). Desde el punto de vista
morfoldgico, se puede distinguir entre 2 tipos de agregados proteicos: los agregados
amorfos, que consisten principalmente en cadenas polipeptidicas desordenadas, y las
fibrillas amiloides, que consisten en estructuras repetitivas y altamente ordenadas donde
los polipéptidos adoptan un plegado comun rico en hojas B (Invernizzi, Papaleo, Sabate,
& Ventura, 2012). La agregacion proteica es un fenomeno complejo de mdultiples pasos
en el que diversos intermediarios podrian formarse, pero en general el proceso por el
cual un péptido o proteina soluble pasa a formar un agregado se puede dividir en 3
etapas: i) la etapa de latencia, donde mondmeros mal plegados, que usualmente poseen
residuos aminoacidicos hidrofébicos expuestos, se unen para formar un nucleo desde el
gue creceran las fibrillas o agregados de mayor tamafio; ii) la elongacion, donde la fibrilla
crece debido a la rapida unibn de mondmeros al nicleo; y la etapa iii) de equilibro o
saturacion, donde el crecimiento de las fibrillas culmina debido al agotamiento de
monomeros y comienza la maduracion de éstas (Chiti & Dobson, 2017; Invernizzi,
Papaleo, Sabate, & Ventura, 2012).

A pesar de que se considera que las fibrillas maduras son estructuras rigidas,
usualmente pueden experimentar procesos de fragmentacion, acelerando el proceso de
formacion de nuevas fibrillas al generar nuevos nicleos de agregacion. En este contexto,
se ha sefialado que la acumulacién de estos agregados proteicos y de los intermediarios

oligoméricos generados durante el proceso de agregacion corresponden a la causa



subyacente de diversas enfermedades metabdlicas, cancerigenas, cardiovasculares y
neurodegenerativas, ya que estas especies son capaces de provocar la muerte selectiva
de ciertos tipos de células (Invernizzi, Papaleo, Sabate, & Ventura, 2012). Por otro lado,
la formacién y acumulacion de fibrillas maduras ha sido sefialada como un factor
protector frente a la toxicidad de los oligdmeros proteicos formados durante la etapa de
elongacién, al funcionar como una especie de reservorio que previene las alteraciones
de la homeostasis celular provocada por las especies oligdmericas (Arrasate, Mitra,
Schweitzer, Segal, & Finkbeiner, 2004; Carija, Navarro, de Groot, & Ventura, 2017; Ross
& Poirier, 2005). Otro proceso importante que podria estar implicado en la patogénesis
y desarrollo de enfermedades asociadas a la agregacion proteica, es la transmisiéon
célula-célula de los agregados. Esta transmision podria producirse de manera directa a
través del contacto célula-célula, o por secrecion o dafio de la célula huésped con la
consiguiente internalizacién de los agregados por las células vecinas. Los agregados
internalizados funcionarian como nucleos para la agregacion de proteinas que se han

plegado normalmente, acelerando asi la progresion de la enfermedad (Soto, 2012).

Como se ha sido mencionado anteriormente, en este proyecto de investigacion nos
centramos en las enfermedades neurodegenerativas, cuya causa comun es la
acumulacion de agregados proteicos. Debido a esta causa comudn, se les denomina
desérdenes de malconformacion proteica (PMD, del inglés Protein Misfolding Disorders)
e incluyen, entre otras, a la enfermedad de Alzheimer (EA), enfermedad de Parkinson

(EP), la esclerosis lateral amiotrofica (ELA) y la enfermedad de Huntington (EH).

En el caso de la EA, tanto el péptido  amiloide (AB) como la proteina tau (1) estan
implicados en la formacién de oligdémeros AR solubles y placas amiloides insolubles que
se depositan en el medio extracelular, y en la formacion de ovillos neurofibrilares
citoplasmaticos, respectivamente (Invernizzi et al.,, 2012). La acumulacién de estas
proteinas es toxica para las neuronas del hipocampo, las cuales disminuyen
progresivamente con el avance de la enfermedad, provocando la pérdida progresiva de
la memoria y otras discapacidades cognitivas (Ittner & Gotz, 2011; Querfurth & LaFerla,
2010).

Por otro lado, la agregacion citoplasmatica de la proteina a-sinucleina (a-syn) esta
fuertemente implicada en la patogénesis de la EP (Bourdenx, Koulakiotis, Sanoudou,

Bezard, Dehay, & Tsarbopoulos, 2017), debido a la formacion de los cuerpos de Lewy
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gue provocan la pérdida de neuronas dopaminérgicas en la sustancia negra pars
compacta del cerebro, causando pérdida de funcién motora en los pacientes (Strathearn,
Yousef, Grace, Roy, Tambe, Ferruzzi, Wu, Simon, Lila, & Rochet, 2014).

En la ELA, la presencia de una variante mutada de la enzima superdxido dismutasa 1
(SOD1) provoca que esta proteina pierda estabilidad y, en consecuencia, sea mas
propensa a formar agregados toxicos. Estos son capaces de provocar la muerte selectiva
de neuronas motoras, tanto en el cerebro como en la médula espinal, generando asi una
paralisis progresiva de los musculos voluntarios y, finalmente, la muerte (Pasinelli &
Brown, 2006).

La EH es una enfermedad autos6mica dominante causada por la expansién del triplete
CAG en el gen que codifica la proteina huntingtina (HTT). Otras 9 enfermedades han
sido asociadas a la extension del triplete CAG, como las ataxias espinocerebelares y la
atrofia muscular espinobulbar y en conjunto se les ha denominado enfermedades de
poliglutamina o poluglutaminopatias. Esto es debido a que esta mutacién conlleva a una
expansion de una secuencia de poliglutaminas (polyQ) que al alcanzar un namero critico
promueve el inicio y desarrollo de la enfermedad (Adegbuyiro, Sedighi, Pilkington,
Groover, & Legleiter, 2017). Especificamente en la EH, un ndmero de 40 o mas
repeticiones del triplete CAG estd asociado a una penetrancia de casi el 100% de la
enfermedad hacia los 65 afios y un mayor nimero de repeticiones provocan un
desarrollo mas temprano de la enfermedad (Ross & Tabrizi, 2011). La HTT mutante
(mHTT) es escindida por proteasas, generando fragmentos N-terminales que contienen
la expansion de polyQ. Estos fragmentos son capaces de formar agregados del tipo
amiloide que han sido descritos como toxicos para las neuronas espinosas medianas del
cuerpo estriado del cerebro, provocando la aparicién de un desorden del movimiento
conocido como corea, en el que los pacientes exhiben movimientos espasticos

involuntarios (Bailus & Ellerby, 2016).

En este contexto, evidencia obtenida del estudio de ratones knock-out ha demostrado el
rol protector de la autofagia frente a la acumulacién y agregacion de proteinas mal
plegadas (Menzies, Fleming, Caricasole, Bento, Andrews, Ashkenazi, Fullgrabe,
Jackson, Jimenez Sanchez, Karabiyik, Licitra, Lopez Ramirez, Pavel, Puri, Renna,
Ricketts, Schlotawa, Vicinanza, Won, Zhu, Skidmore, & Rubinsztein, 2017), por lo que

su modulacion representa una potencial estrategia terapéutica para el tratamiento de
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deso6rdenes de conformacién proteica. La autofagia corresponde a un proceso de
degradacion lisosomal que es esencial para la supervivencia, diferenciaciéon, desarrollo
y el mantenimiento de la homeostasis celular (Levine & Kroemer, 2008), proceso que se
puede ver perturbado por la presencia de agregados proteicos. La autofagia consiste,
basicamente, en 3 eventos principales, 1) la formacion del autofagosoma con el material
citoplasmatico a degradar en su interior, 2) su maduracion, 3) y la fusién con el lisosoma
para la degradacion del contenido del autofagosoma por proteasas (Levine & Kroemer,
2008). En el caso especifico de la EH, la acumulacién y agregaciéon de la mHTT impide
el reconocimiento del material a ser degradado por parte de los autofagosomas y la
consecuente acumulacién de la proteina mutante y otras proteinas a nivel intracelular
(Martinez-Vicente, Talloczy, Wong, Tang, Koga, Kaushik, de Vries, Arias, Harris, Sulzer,
& Cuervo, 2010). Como se ha mencionado anteriormente, diversos compuestos
polifendlicos han demostrado intervenir directamente en el proceso de agregacion de
proteinas al intercalarse en la estructura de los agregados en formacién a través de la
formacion de enlaces puentes de hidrégeno con residuos aminoacidicos especificos
(Ono et al., 2003; Ono et al., 2012; Takahashi et al., 2015; Das & Smid, 2014), ademas
de modular la autofagia aumentando la eliminacién de proteinas mal plegadas (Ueda et
al., 2017, Nabavi et al., 2018). Asi los compuestos polifenélicos provenientes de plantas

se posicionan como una potencial estrategia para el tratamiento de los PMDs.
5. Polifenoles y sus efectos neuroprotectores

Hoy en dia numerosos estudios sefialan que existe una relacion directa entre el consumo
de alimentos ricos en compuestos polifenélicos, como la murtilla, y mejoras en la
capacidad cognitiva tanto en estudios con humanos (Macready, Kennedy, Ellis, Williams,
Spencer, & Butler, 2009), como en modelos animales (Rendeiro, Rhodes, & Spencer,
2015; R. J. Williams & Spencer, 2012). Ademas, datos experimentales y epidemiol6gicos
recientes sugieren que los jugos de frutas y vegetales ricos en diversos compuestos
fendlicos pueden reducir el riesgo de padecer la enfermedad de Alzheimer (Vepsalainen,
Koivisto, Pekkarinen, Makinen, Dobson, McDougall, Stewart, Haapasalo, Karjalainen,
Tanila, & Hiltunen, 2013). Un ejemplo de esto es el estudio llevado a cabo por Krikorian
y colaboradores, donde por primera vez se analizaron los potenciales beneficios de la

suplementacién con arAndanos sobre la funcion cognitiva de adultos mayores con riesgo
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de padecer demencia (Krikorian, Shidler, Nash, Kalt, Vingvist-Tymchuk, Shukitt-Hale, &
Joseph, 2010). El estudio consistié en la suplementacion a mediano plazo de jugo de
arandano silvestre a adultos mayores, demostrando que la intervencion por 12 semanas
mejoré la memoria de sujetos adultos con disminuciéon temprana de la memoria
(Krikorian et al., 2010).

También se ha evidenciado que los polifenoles promueven el mantenimiento de la
homeostasis celular del sistema nervioso central (SNC), y dicha actividad no solo estaria
relacionada a su reconocida capacidad para neutralizar los radicales libres toxicos a
través de la donacién de un electrén o un atomo de hidrégeno (Zhang & Tsao, 2016),
sino que también poseerian la capacidad de: i) modular diversos aspectos de la funcion
cerebral mediante la interaccién con diversas vias de sefializacion intracelulares a nivel
de la gliay de las neuronas (C. M. Williams, EI Mohsen, Vauzour, Rendeiro, Butler, Ellis,
Whiteman, & Spencer, 2008), ii) influir sobre el sistema cerebrovascular (Williams &
Spencer, 2012), iii) reducir la neuroinflamacién (Vauzour, Martinsen, & Laye, 2015), iv)
proteger la mitocondria (Camilleri, Zarb, Caruana, Ostermeier, Ghio, Hogen, Schmidt,
Giese, & Vassallo, 2013), e v) inhibir la formacion de agregados proteicos toxicos o
modular su degradacion a través de la activacion de la autofagia o del sistema ubiquitina
— proteasoma (Ciechanover & Kwon, 2015; Das, Stark, Musgrave, Pukala, & Smid, 2016;
Nabavi, Sureda, Dehpour, Shirooie, Silva, Devi, Ahmed, Ishaq, Hashim, Sobarzo-
Sanchez, Daglia, Braidy, Volpicella, Vacca, & Nabavi, 2018; Ono, Li, Takamura,
Yoshiike, Zhu, Han, Mao, Ikeda, Takasaki, Nishijo, Takashima, Teplow, Zagorski, &
Yamada, 2012; Ono & Yamada, 2006; Ono, Yoshiike, Takashima, Hasegawa, Naiki, &
Yamada, 2003; Takahashi, Ono, Takamura, Mizuguchi, Ikeda, Nishijo, & Yamada, 2015;

Ueda, Inden, Shirai, Sekine, Masaki, Kurita, Ichihara, Inuzuka, & Hozumi, 2017).

Es por lo mencionado anteriormente que los compuestos polifendlicos parecen ser
interesantes candidatos para la prevencién y tratamiento de diversas enfermedades
neurodegenerativas. Sin embargo, y a pesar de los numerosos avances que se han
hecho en el entendimiento de la patogénesis de estas enfermedades, actualmente
ninguna puede ser efectivamente tratada o curada. Por lo tanto, el desarrollo de terapias
gue logren prevenir, curar o detener el avance de las PMDs sigue siendo uno de los
grandes desafios de la neurociencia. En este contexto, la blUsqueda de farmacos

provenientes de fuentes naturales ricas en compuestos polifendlicos, como los frutos de
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la murtilla, se posiciona como una prometedora estrategia que permitiria el
descubrimiento de extractos, fracciones, o moléculas con propiedades neuroprotectoras.
Esta oportunidad ha sido previamente explorada por nuestro laboratorio, donde hemos
demostrado que un extracto rico en compuestos polifendlicos provenientes de las hojas
de murtilla silvestre inhibe la agregacion y desagregra agregados preformados del
péptido AB in vitro. Ademas, el tratamiento con dicho extracto revierte la toxicidad
provocada por el péptido AB en un cultivo primario de neuronas hipocampales (Jara-
Moreno, Riveros, Barriga, Kogan, & Delporte, 2020), previene el deterioro de la memoria,
y reduce la velocidad de la progresion de la enfermedad en un modelo transgénico de la
EA (Jara-Moreno, Castro-Torres, Ettcheto, Auladell, Kogan, Folch, Verdaguer, Cano,
Busquets, Delporte, & Camins, 2018).

En resumen, se ha discutido el importante papel que juegan los productos naturales en
el proceso de descubrimiento de nuevos farmacos a pesar de los grandes avances
tecnolégicos de las dltimas décadas. También se han mencionado las caracteristicas
guimicas y propiedades farmacol6gicas de los compuestos polifenélicos, metabolitos
secundarios ampliamente distribuidos en el reino vegetal. En ese contexto, se han
discutido las propiedades farmacoldgicas del fruto de U. molinae, especie chilena, cuyas
bayas y hojas se caracterizan por presentar un alto contenido de compuestos
polifendlicos. Finalmente, se han presentado las PMDs, que corresponden a
enfermedades neurodegenerativas provocadas por la acumulacion y agregaciéon de
proteinas mal plegadas, que hoy en dia no pueden ser efectivamente tratadas o curadas,
y por lo tanto el estudio de los frutos de murtilla representa una oportunidad para el

descubrimiento de extractos, fracciones, o moléculas con propiedades neuroprotectoras.
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Tomando en cuenta los antecedentes presentados anteriormente, se abre la interrogante
sobre el efecto que pudieran tener los compuestos fendlicos presentes en los frutos de
murtilla sobre la disminucién en el nUmero de agregados proteicos, y de como el genotipo
de la especie en estudio puede influir tanto en la composicion de compuestos fenélicos
de los frutos, como en sus efectos biolégicos. Por esta razén, se plantea la siguiente
hipotesis:

Il. HIPOTESIS

Los extractos obtenidos de los frutos de distintos genotipos de Ugni molinae presentan
variaciones en su composicion fendlica, lo que se correlaciona con efectos diferenciales

sobre la agregacion proteica anormal.

lIl. OBJETIVOS

1. Objetivo general

Correlacionar la composicion fendlica de cada genotipo de Ugni molinae con su efecto

sobre la agregacion proteica en un modelo celular de agregacion de poliglutaminas.
2. Objetivos especificos

a) Implementar un proceso de extraccién a partir de los frutos de distintos genotipos
de Ugni molinae para la obtencion de extractos enriquecidos en compuestos
polifendlicos.

b) Caracterizar los extractos obtenidos a partir de los frutos de Ugni molinae de
acuerdo con su composicion de compuestos polifenélicos.

c) Determinar el o los extractos obtenidos desde los frutos de murtilla que tengan el
mayor efecto de disminuir la agregacion proteica en un modelo celular de
agregacion de poliglutaminas.

d) Determinar los compuestos fendlicos presentes en aquellos extractos obtenidos
desde los frutos de murtilla que tengan el mayor efecto en la disminucién de la

agregacion proteica en un modelo celular de agregacion poliglutamina.
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IV. MATERIALES Y METODOS

1. Materiales

1.1 Reactivos

Para la realizacion de esta tesis se utilizaron reactivos grado CLAE como: metanol
(MeOH), acetonitrilo y acido férmico, adquiridos en Merck (Damstadt, Alemania), y agua
milli-Q preparada por un sistema Milipore Mili-Q Plus (Milipore, Bedford, MA, USA);
solventes tales como hexano (HEX), acetona, etanol y acido férmico de grado de
laboratorio para las extracciones, y solventes p.a. como metanol, acetato de etilo, acido
acetico, tolueno y el reactivo de Folin-Ciocalteu (Merck) para la realizacion del andlisis
de contenido de fenoles totales (CFT); cromatofolios de fase reversa C18 con soporte
de aluminio para la realizacion de cromatografia en capa fina y cromatofolios de fase
normal en soporte de vidrio para CCF de alta resolucién (CCFAR) fueron adquiridos en
Merck; los reactivos 2-aminoetil-difenilborato (NP) y p-anisaldehido sulfarico (Sigma)
fueron adquiridos para el revelado de CCF y CCFAR. Compuestos de referencia como

guercetina, rutina, acido galico, fueron adquiridos en Sigma-Aldrich (Oakville, ON, USA).

Las células HEK293 fueron obtenidas de la ATCC y mantenidas en medio de cultivo
Dulbecco’s modified Eagle’s médium (DMEM) (GIBCO) con un 5% de suero fetal bovino
(GIBCO) y penicilina/estreptomicina al 1% (GIBCO). Para la transfeccion de las células
con los distintos plasmidios se utilizaron el reactivo polietilenimina (PEI) y el reactivo
Translt® (Mirus Bio). Para los experimentos analizados por microscopia de fluorescencia
en la plataforma cellomics se utilizaron las tinciones 7AAD (Thermo Fisher) y Hoescht
33342 (Abcam). ElI DNA fue purificado con los kits Qiagen. Se purificaron los siguientes
plasmidios: PolyQ7o-EGFP, mHttQgs-EGFP.

Para los analisis por western blot, se utilizé Triton X-100 en PBS con inhibidores de
proteasas y fosfatasas (Roche), el kit BCA para cuantificacion de proteinas (Thermo
Scientific), leche descremada al 5% para el bloqueo de membranas de PVDF (Thermo
Scientific), Acrilamida (Bio-Rad), buffer de corrida Tris/Glycine/SDS 10X (Bio-Rad),
buffer de transferencia Trans-Blot® Turbo 5X (Bio-Rad).
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Los siguientes anticuerpos y diluciones fueron utilizados: anti-GFP 1:1.000 (Santa Cruz,
Cat. n® SC-9996), anti-HSP90 1:1.000 (Santa Cruz, Cat. n° SC-13119), anti-Mouse
conjugado a HRP 1:10.000 (Jackson).

1.2 Material vegetal

El material vegetal investigado en este estudio corresponde a los frutos maduros de 8
genotipos de Ugni molinae, Turcz. (n.v. murtilla) provenientes del banco de germoplasma
del INIA Carillanca, los cuales fueron cultivados bajo las mismas condiciones
edafocliméaticas en el sector de Tranapuente, en la IX Regién de nuestro pais.

Figura 2. Recoleccion del material vegetal. Los frutos maduros de murtilla fueron manualmente
recolectados durante el mes de abril del 2016 en la estacion experimental del INIA, Carillanca. A)
Frutos de murtilla cultivados en INIA, Carillanca, 1X Region, Chile. B) Cultivos de distintos Gs de

murtilla en el INIA, Carillanca, Temuco, IX Regién, Chile.
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2. Metodologia

2.1 Recoleccién del material vegetal

Los frutos maduros de murtilla fueron recolectados en el mes de abril del afio 2016. Se
recolecto entre 1y 1,5 kg de los frutos de los distintos genotipos. Una vez recolectados,
los frutos se limpiaron y conservaron a -20°C. Luego estos frutos fueron liofilizados por
SouthAm freeze dry en la localidad de Buin. Los frutos liofilizados fueron triturados y
almacenados en un lugar fresco, seco y protegidos de la luz hasta su posterior utilizacion.
La seleccion de los genotipos se llevé a cabo de acuerdo a la calidad de sus frutos y a
la cantidad de hojas producidas por los arbustos. Cabe destacar que dentro de los
genotipos seleccionados para este estudio se encuentran las 2 variedades inscritas por
el INIA: South Pearl y Red Pearl, que corresponden a los genotipos 19-1 y 27-1,
respectivamente. Testigos herbarios de las muestras recolectadas fueron almacenados
en el herbario de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas de la Universidad
de Chile (Tabla 1). Imagenes de los correspondientes testigos herbarios se pueden

encontrar en el Anexo 1.

Cadigo
Herbario
14-4 La Araucania|l Puren | Cantidad de hojas | SQF 22549
19-1 La Araucania] Porma | Cantidad de hojas | SQF 22554

19-1ha |La Araucania] Porma | Cantidad de hojas|SQF 22553

GENOTIPO  Region  Localidad SELECCION

19-2 Los Rios Mehuin | Calidad de frutos | SQF 22552
22-1 La Araucania|l Queule | Calidad de frutos | SQF 22556
23-2 Los Lagos Aucar | Calidad de frutos | SQF 22555
27-1 Los Lagos Lenca | Calidad de frutos | SQF 22551

31-1 La Araucania|l Porma | Calidad de frutos | SQF 22557

Tabla 1. Listado de los genotipos de frutos Ugni molinae recolectados para este estudio, regién
y localidad de la recoleccion original llevada a cabo por el INIA, criterio de seleccion y cédigo
herbario.
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2.2 Obtencion de los extractos secos y libres de solvente de frutos de
diferentes genotipos de murtilla

La preparacion de los extractos se realizo a través de la técnica de maceracion simple a
temperatura ambiente con solventes de polaridad creciente hasta el completo
agotamiento del material vegetal. Los frutos liofilizados y triturados fueron sometidos a
una extraccion seriada con diclorometano, acetona y etanol acidificado con 1% de &cido
aceético, para asi obtener los extractos de diclorometano (EDCM), acetona (EAC) y etanol
acidificado (EEA), respectivamente (Figura 3). La maceracion con los distintos solventes
se llevo a cabo hasta el total agotamiento del material vegetal, en una proporcion
sélido:solvente = 1:5 (50 g fruto liofilizado y triturado + 250 mL de solvente). El macerado
obtenido de cada proceso de extraccion fue filtrado al vacio utilizando papel Whatman
n°l para posteriormente ser concentrado a presion reducida utilizando un evaporador
rotatorio. Los extractos concentrados fueron almacenados a 4°C protegidos de la luz.
Posteriormente, estos extractos concentrados fueron dispuestos en placas de Petri
previamente pesadas para luego ser secados en una estufa al vacio a temperaturas
menores a los 70°C. Una vez que los extractos concentrados estuvieron secos, se
pesaron las placas para determinar el peso de los extractos secos y calcular el

rendimiento del proceso de extraccion de acuerdo con la siguiente formula:
(Peso placa ES — Peso placa vacia)

% Rendimiento: — _ x 100
Peso inicial del material vegetal

Férmula 1. Calculo del rendimiento de los extractos. ES = extracto seco.
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con DCM

Material Vegetal seco y
agotado con DCM

Maceracion _
con ACE

Material Vegetal seco y
agotado con DCM

Maceracion _
con EtOH-Ac

Material Vegetal seco y
agotado con EtOH-Ac

Figura 3. Esquema del proceso de extraccion seriada con solventes de polaridad creciente
de los frutos de murtilla. La extraccion se llevé a cabo a través de la maceracién a temperatura
ambiente del material vegetal liofilizado y triturado. Donde: DCM: Diclorometano; ACE: Acetona;
EtOH-Ac: Etanol acidificado; EDCM: Extracto diclorometano; EAC: Extracto de acetona; EEA:
Extracto de etanol acidificado.

2.3 Evaluacién comparativa del contenido de fenoles totales

La cuantificacion del contenido de fenoles totales (CFT) de los extractos ricos en
compuestos fendlicos, como los EACs y EEAS, se llevé a cabo a través de la técnica de
Folin-Ciocalteu. Esta técnica es ampliamente utilizada en el estudio de productos
naturales y se basa en la capacidad de los compuestos polifenélicos de reducir un
complejo de fosfotungstato - fosfomolibdato (Reactivo de Folin-Ciocalteu), dando forma
a un complejo coloreado que puede ser cuantificado por medio de un espectrofotdmetro
a una longitud de onda de 765 nm (Cicco, Lanorte, Paraggio, Viggiano, & Lattanzio,
2009). Para llevar a cabo la cuantificacion del CFT, se construyé una curva de calibracién
con &cido gélico en un rango de concentraciones entre 2 a 10 yug/mL para asi poder
expresar los resultados como mg equivalentes de acido galico por gramo de extracto
seco (mg EAG/g ES). Para el andlisis se realizaron 3 experimentos independientes, a
una concentracion final de los extractos en la microplaca de 200 pug/mL. Las muestras
fueron disueltas en MeOH a la concentracién sefialada y luego fueron dispuestas en una

placa de 96 pocillos. Se agregaron 30 pL del reactivo de Folin-Ciocalteu (1:10 en agua),
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incubando a 40°C por 2 minutos. Luego se agregaron 240 pL de una solucién de
carbonato de sodio (5% P/V) y la absorbancia fue medida a 765 nm luego de 20 minutos
de reaccién. Cabe destacar que esta metodologia ha sido previamente modificada e
implementada en nuestro laboratorio para ser llevada a cabo en el equipo lector de
microplacas MultiSkan Go (ThermoScientific, Pittsburgh, EEUU) (Pefa-Cerda,
Arancibia-Radich, Valenzuela-Bustamante, Pérez-Arancibia, Barriga, Seguel, Garcia, &
Delporte, 2017).

2.4 Determinacion del perfil de fenoles presentes en los ES mediante
cromatografia en capa fina

Con la finalidad de caracterizar cualitativamente el perfil de compuestos presentes en
los EACs y EEAs, se llevo a cabo un analisis a través de cromatografia en capa fina
(CCF). Esta técnica cromatografica ha sido ampliamente utilizada en el andlisis de la
‘huella digital’ de extractos provenientes de productos naturales, principalmente de
plantas. Esto se debe a que es una técnica simple, rapida, sensible y econémica, que
permite el andlisis cualitativo y cuantitativo de diversos metabolitos secundarios en una
gran cantidad de muestras de forma simultdnea (Fichou, Ristivojevic, & Morlock, 2016;
D. D. Joshi, 2012; Milojkovic Opsenica, Ristivojevic, Trifkovic, Vovk, Lusic, & Tesic,
2016). Para llevar a cabo este andlisis se utilizaron cromatofolios de silica RP-C18 en
soporte de aluminio de un tamafio de 10 cm de ancho x 20 cm de largo (Merck®,

Alemania).

Las muestras se resuspendieron en MeOH a una concentracion de 2 mg/mL y se
sembraron en los cromatofolios por contacto utilizando capilares de vidrio. EI sembrado
de las muestras se realiz6 a una distancia de 1 cm desde la base del cromatofolio,
dejando 1 cm de distancia desde los extremos laterales. Ademas, se agregaron 3
patrones en los cromatofolios para analizar su posible presencia en los extractos
analizados: quercetina, rutina y acido galico. Se desarrollaron las placas en una cAmara
de CCF (Camag®, Suiza) saturada con una fase mévil compuesta por H.O, MeOH y
HCOOH en una proporcion de 5:4:0.1. El solvente recorrié una distancia total de 8 cm.
Una vez desarrolladas los cromatofolios, se dejaron secar bajo campana a temperatura
ambiente. En los cromatofolios secos se observaron las bandas obtenidas y se realizé

un registro de los factores de retardo (Rf) y las coloraciones correspondientes.
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El Rf se calculé de acuerdo con la siguiente formula:
- D
Rf = “S/p¢

Formula 2. Calculo del factor de retardo (Rf). El Rf fue calculado considerando la distancia
desde el punto de aplicacion de la muestra (Ds) hasta el centro de la banda analizada. Df

corresponde a la distancia recorrida por el frente del solvente.

% Dy :
< Ds > |
Punto de Frente de
aplicacion Solvente

¥

®®

Compuestos presentes
en la muestra aplicada

— Direccion de migracion

P — .

Figura 4. Representacion de la separacion de 2 compuestos (A y B) por CCF. Ds
corresponde a la distancia desde el punto de aplicacién hasta el centro de la banda analizada, Df

corresponde a la distancia recorrida por el frente de solvente y CCF = cromatografia en capa fina.

Posteriormente, se derivatizaron los componentes presentes en las CCF con el reactivo
Natural products-Polyethylene glycol (NP/PEG) y se observaron bajo luz visible y luz UV
(365 nm) registrando los Rf de las bandas y sus correspondientes coloraciones. Se
realizaron registros fotograficos de las placas en todas las condiciones sefialadas. Las

condiciones cromatogréaficas se resumen en la Tabla 2.
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Fase estacionaria Fase movil Derivatizante

RP-C18 en soporte de NP/PEG;
o H20:MeOH:HCOOH = 5:4:0,1 o
aluminio visible/UV 365nm

Tabla 2. Condiciones cromatograficas para analisis por CCF. La fase movil y el revelador se
utilizaron para el analisis de compuestos polares en las muestras analizadas. Donde, RP = fase

reversa; MeOH = metanol; NP = natural products; PEG = polietilenglicol.

2.5 Andlisis de componentes principales del perfil de compuestos
presentes en los EACs y EEAs obtenido por CCF de alta resolucion

2.5.1 Anélisis del perfil de compuestos fendlicos en los EACs y EEAs por
CCF de alta resolucion

El andlisis del perfil de compuestos quimicos presentes en los EACs y EEAs de frutos
de distintos genotipos de murtilla por CCF de alta resolucion se llevo a cabo en placas
con soporte de vidrio y fase estacionaria Silica gel 60 F254 de tamafio 10 x 20 cm. Las
muestras se resuspendieron en MeOH a una concentracion de 2 mg/mL y fueron
aplicadas sobre las placas con la utilizacion del Automatic TLC Sampler (CAMAG®) a
través de pulverizacion (volumen final de aplicacion = 40 uL). Un esquema del proceso
de andlisis por CCF de alta resolucién se muestra en la Figura 5 y el disefio de la
aplicacion se detalla en la Figura 6. Las placas fueron desarrolladas en un ambiente
controlado (t° = 22°C; humedad relativa = 33%) en el equipo Automatic Developer
Chamber ADC2 (CAMAG®) previamente saturado con la fase mévil. Posteriormente las
placas fueron derivatizadas en el equipo CAMAG® Derivatizer. Se tomaron fotografias
de las placas luego de desarrolladas y también posterior a la derivatizacion bajo luz
visible y UV (254 y 366 nm). Las fotografias fueron adquiridas en el TLC Visualizer
(CAMAG®) y analizadas con el software visionCATS (CAMAG®) (Figura 5). Las

condiciones cromatogréficas del analisis se resumen en la Tabla 3.
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Figura 5. Esquema del proceso automatizado de andlisis por CCF de alta resolucion con

instrumentacion CAMAG®. La aplicacion de las muestras previamente resuspendidas se realizé
con el equipo Automatic TLC sampler 4 en placas de CCF de alta resolucion en soporte de vidrio.
Las placas fueron luego desarrolladas en el equipo Automatic Developer Chamber ADC2 y
fotografiadas en el equipo TLC Visualizer. La derivatizacion de las placas se llevo a cabo en el

equipo Derivatizer.

Fase estacionaria Fase Movil Derivatizante
Silica gel 60 F254 a) Reactivo NP
g (1) ACOELHCOOH:CH,COOHH,0= &
en soporte de (b) p-anisaldehido
- 100:11:11:27 .
vidrio sulfarico (pAs)
Silica gel 60 F254 ] .
(b) p-anisaldehido
en soporte de (2) Tolueno:AcOEt = 8:2 -
dri sulfarico (pAs)
vidrio

Tabla 3. Condiciones cromatograficas para analisis por CCF de alta resolucion. Para el
andalisis del perfil quimico por CCF de alta resolucién se utilizaron placas de silica en soporte de
vidrio y diferentes fases méviles y derivatizantes para dar cuenta tanto de la presencia de
compuestos polares y apolares. La fase mavil (1) y los derivatizantes (a) y (b) se utilizaron para
al andlisis de compuestos polares. La fase movil (2) y el derivatizante (b) se utilizé para el andlisis

de compuestos apolares.
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Figura 6. Disefio de aplicacion de las muestras en las placas de CCF de alta resolucién

utilizando el Automatic TLC Sampler (CAMAG®). Las muestras fueron aplicadas a través de
pulverizacion a 1,7 cm de distancia del borde izquierdo de la placa 'y a 1 cm del borde inferior. El
ancho de la aplicacion fue de 0,8 cm y el centro de cada muestra se separa de la siguiente por
1,1 cm. El frente de solvente se ubic6 a 8,5 cm del borde inferior de la placa y a 7,7 cm del punto

de aplicacion.

2.5.2 Extraccion de los datos obtenidos por CCF de alta resolucion con la

aplicacion rTLC para andlisis de componentes principales

Para poder analizar los datos obtenidos, se utiliz6 la aplicacion rTLC

(http://shinyapps.ernaehrung.uni-giessen.de/rtlc/). Esta aplicacion web de fuente abierta

fue disefiada para el procesamiento de imagenes y andlisis multivariado de
cromatogramas obtenidos por CCF de alta resolucién (Fichou, Ristivojevic, & Morlock,
2016). Esta plataforma permite al usuario subir las fotografias de sus cromatogramas,
para luego procesar y transformar la informacion contenida en los pixeles de la imagen
en una matriz de datos numéricos. El software es capaz de medir el promedio horizontal
para cada pixel del cromatograma en los canales rojo, verde y azul (RGB, de sus siglas
en inglés Red, Green, Blue), como también en escala de grises, la cual corresponde al
promedio de los canales RGB. Las imagenes de interés fueron pre-procesadas con la
técnica de ‘warping’ (incluida en rTLC) con la finalidad de contrarrestar la variabilidad en
el posicionamiento de las bandas debido a las variaciones de la fase movil, la humedad,

y la temperatura (Figura 7).
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Figura 7. Esquema del procesamiento de las imagenes obtenidas a partir del anélisis por
CCF de altaresolucién en rTLC. Las imagenes de las placas derivatizadas y observadas bajo
luz UV a 365 nm fueron subidas a la plataforma rTLC donde se alinearon los carriles de cada una
de las muestras analizadas para luego pre-procesar las imagenes utilizando la herramienta
warping. Luego, se obtuvieron los datos de la intensidad de los pixeles para las sefiales en cada
carril, datos que fueron exportados a una planilla Excel para el posterior andlisis de componentes

principales.

La matriz de datos numéricos obtenida a partir de las imagenes pre-procesadas fue
exportada a una planilla Excel para su posterior analisis. Luego, con la finalidad de
reconocer patrones en el perfil quimico entre extractos analizados, se llevo a cabo un
analisis de componentes principales (PCA, por sus siglas del inglés Principal Component
Analysis) de los datos obtenidos en el canal de escala de grises utilizando el software
SIMCA® (Ver. 15.0.2, Umetrics).
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2.6 Andlisis del perfil de compuestos fendlicos por cromatografia liquida de
alta eficiencia acoplada a un arreglo de diodos (CLAE-DAD)

Para el andlisis cromatogréfico se utilizé una columna C18 analitica (250 mm x 4.6mm
i.d., tamafio de particula = 5 um) y las siguientes fases méviles en gradiente (Pedro,
Granato, & Rosso, 2016):

i. Fase A: HCOOH 4,5% en agua MilliQ
ii. Fase B: Acetonitrilo
iii. Flujo: 1,0 mL/min

iv. Gradiente:

Tiempo

(minutos) % Fase A % Fase B
0 97 3
22 78 22
2l 65 35
40 15 85
41 15 85
46 0 100
56 97 3
65 97 3

Tabla 4. Gradiente de solventes para el andlisis mediante CLAE-DAD. Los solventes
utilizados fueron acido férmico (HCOOH) al 4,5% en agua MilliQ (Fase A) y acetonitrilo (Fase B).
El flujo de solventes fue de 1,0 mL/min. CLAE = cromatografia Ipiquida de alta eficiencia; DAD =
arreglo de diodos.

Para realizar la identificaciéon tentativa de los compuestos polifendlicos presentes en los
extractos analizados, se utilizaron patrones de referencia para comparar los tiempos de
retencién (t;) y los maximos de absorbancia a 280 y 360 mn. Los patrones utilizados

fueron: acido galico, acido cafeico, rutina, miricetina, quercetina y canferol.
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2.7 Estudios celulares

2.7.1 Cultivo celular

La linea celular HEK293 se obtuvo de la ATCC y se sembr6 en placas de 10 cm,
manteniéndose en medio Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) suplementado
con 5 % de suero fetal bovino (FBS), glutamina, penicilina y estreptomicina, a 37°C en
un incubador humidificado bajo 5% de CO: hasta 80% de confluencia.

2.7.2 Analisis de formacion de inclusiones proteicas intracelulares en un
modelo de transfeccién transiente utilizando una plataforma de anélisis a
gran escala

Una estrategia para el descubrimiento de extractos de productos naturales nativos de
Chile con efectos neuroprotectores actualmente utilizada en el Laboratorio de Estrés
Celular y Biomedicina de la Universidad de Chile, consiste en la utilizacion de la
plataforma Cellomics de microscopia automatizada para el analisis del efecto de
extractos de productos naturales sobre la agregacion proteica anormal en lineas
celulares. Asi, a través de la utilizacién de la transfeccion de plasmidios se puede
generar lineas celulares que expresan de manera transitoria un gen de interés. Este gen
de interés puede codificar para una proteina relacionada a una enfermedad
neurodegenerativa, como la HTT, y se puede acoplar a una proteina fluorescente para
asi poder monitorear la agregacion proteica a través de plataformas de microscopia. La
plataforma de analisis a gran escala Arrayscan XTI (Cellomics) de microscopia
automatizada es Unica en Sudamérica y permite el andlisis de un gran nimero de
muestras y condiciones debido a que es compatible con la utilizacion de microplacas de
distintos formatos ademas de detectar fluorescencia. Estas caracteristicas permiten el
rapido analisis de la formacién de agregados proteicos intracelulares mediante la
utilizacién de biosensores. En este ambito, diversos estudios han reportado la utilizacién
de modelos celulares para el estudio de la agregacion de proteinas relacionadas a
enfermedades neurodegenerativas (Apostol, Kazantsev, Raffioni, llles, Pallos, Bodai,
Slepko, Bear, Gertler, Hersch, Housman, Marsh, & Thompson, 2002; Harrington, Storey,
Clunas, Harrington, Horsley, Ishaq, Kemp, Larch, Marshall, Nicoll, Rickard, Simpson,
Sinclair, Storey, & Wischik, 2015).

Con la finalidad de analizar el efecto de los EACs y EEAs de frutos de distintos genotipos

de murtilla sobre la formacion de agregados proteicos relacionados al desarrollo de la
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EH, se utilizaron células HEK293 transfectadas transientemente con un péptido
correspondiente a 79 repeticiones de glutamina acoplado a la proteina fluorescente
verde (polyQ7o-EGFP). Este modelo fue adaptado para ser utilizado en un formato de 96
pocillos y llevar a cabo los analisis en el equipo Arrayscan XTI de cellomics
(ThermoScientific, Pittsburgh, EEUU) realizando el calculo del factor Z' de acuerdo a la
férmula sefialada en el punto 2.7.3 para determinar la calidad del ensayo. La transfeccién
transiente se llevé a cabo utilizando polietilenimina (PEI) de acuerdo con el siguiente

protocolo:

1. Se sembraron 2 placas de 35 mm (p35) con 600.000 células HEK293 (placa
control + placa polyQre-EGFP).

2. Luego de 24h, se tomaron 180 uL del medio de las células de cada placa y se
mezclo con 10 uL de PEly 2,5 0 5 pg de DNA (polyQr-EGFP). Para la placa
control no se agregé DNA. La mezcla se someti6 a vortex por 3 s y se incub6 por
10 min a temperatura ambiente.

Luego de los 10 min, la mezcla se agregé a las células por goteo.
Luego de 4 h, las células se recolectaron, contaron y se re-sembraron en una

placa de 96 pocillos a una confluencia de 10.000 células por pocillo.

Los analisis se llevaron a cabo a las 24 y 48 h post transfeccion, luego de incubar las
células con Hoechst 33342 (30 min; concentracion final = 0,1 pg/mL), en el equipo
Arrayscan XTI de cellomic, utilizando el software HCS Studio®. Con el uso de la
aplicacion Spot detector, 9 imagenes por pocillo fueron obtenidas para la deteccion
simultanea de los nucleos celulares (Hoechst 33342; excitacidbn/emision = 350/461 nm)
y de inclusiones de polyQ7-EGFP (GFP; excitacion/emision = 488/509). Los puntos de
corte se ajustaron para la deteccion y cuantificacion de inclusiones EGFP positivas,

ademas del total de células que presentaran expresion de EGFP.

2.7.3 Célculo del factor Z’

Con la finalidad de analizar la compatibilidad del modelo de transfeccion transitoria con
un analisis HTS, se determind el parametro estadistico Z’, que permite evaluar si las
poblaciones celulares (células transfectadas vs células no transfectadas) son lo
suficientemente diferentes para llevar a cabo un HTS, dando cuenta de la calidad del

ensayo (J. Zhang, Chung, & Oldenburg, 1999). Este factor es un nimero adimensional
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cuyos valores 6ptimos estan entre 0,5y 1. El calculo del factor Z’ se realiz6 utilizando la

siguiente formula:

3DS PolyQ79 — 3DS NT
Promedio PolyQ79 — Promedio Control

Z'=1

Formula 3. Calculo del factor Z’. DS NT corresponde a la desviacion estandar de los agregados
por célula de las células no transfectadas; promedio polyQze corresponde al promedio de
agregados por célula de las células transfectadas con polyQ7s; promedio NT corresponde al

promedio de los agregados por célula de las celulas no transfectadas.

2.7.4 Analisis de la viabilidad celular en presencia de los EACs y EEAs
I.  Se monitore6 el numero total de células utilizando la tincién nuclear 2'-[4'-
etoxifenil]-5-[4-metilpiperazin-1-il]-2,5'-bis-1h-benzimidazol trihidrocloruro
trinidrato (Hoechst 33342).
II.  En paralelo, la muerte celular se monitore6 a través de la sonda
fluorescente 7-aminoactinomicina D (7-AAD) la cual se une a los acidos
nucleicos en aquellas células cuya membrana se ha permeabilizado,

excluyéndose asi las células vivas.

Fue posible realizar el analisis en paralelo, ya que ambos fluoréforos poseen maximos
de emisién de fluorescencia a distintas longitudes de onda (647 nm para 7-AAD y entre
460y 490 nm para Hoechst 33342). Para llevar a cabo esta determinacién, se sembraron
10.000 células por pocillo en una placa de 96 pocillos, las cuales fueron expuestas a
diferentes concentraciones de los extractos por 24 h, excepto por el control y el control
con dimetilsulféxido (DMSQO). Una vez transcurridas las 24 h de tratamiento, las células
se trataron con Hoechst 33342 (concentracion final = 0,1 ug/mL) y 7-AAD (concentraciéon
final = 0,05 pg/mL) por 30 min, luego de lo cual se monitoreé la fluorescencia utilizando

el equipo Arrayscan XTI de cellomics y el software HCS Studio®.

2.7.5 Andlisis del efecto de los EACs y EEAs obtenidos a partir de los frutos
de distintos genotipos de murtilla de reducir el nimero de inclusiones de
polyQ79-EGFP

Las células HEK293 se transfectaron con el plasmidio que expresa el péptido polyQre-

EGFP de acuerdo con lo sefialado en el punto 2.7.2. Una vez resembradas las células
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en placas de 96 pocillos, se esperé 4 h y se realizé el tratamiento con distintas
concentraciones de los EACs y EAEs de los distintos genotipos de frutos de murtilla. El
andlisis del numero de inclusiones EGFP (+) se realiz0 a las 24 y 48 h post tratamiento.
Para llevar a cabo el andlisis, se realizo la tincion de los nucleos con el reactivo Hoechst
33342 (concentracion final = 0,1 ug/mL) 15 a 30 min previo al analisis para asi monitorear
el numero de células total (Hoechst) y el nimero de agregados de polyQ7e-EGFP
utilizando la plataforma cellomics de microscopia automatizada. Se seleccionaron
aguellos extractos que presentaron una capacidad significativa de reducir el nUmero de

inclusiones intracelulares de polyQ7o-EGFP para analisis posteriores.

2.7.6 Validacion del efecto de los extractos seleccionados de reducir los

niveles de especies de alto peso molecular de polyQ7ey mHTTqss

Para la validacion de la capacidad de los extractos seleccionados de reducir el nUmero
de agregados proteicos, se sembraron 1,5 x 10°células HEK293 en placas de 12 pocillos
en medio DMEM suplementado con 5% de suero fetal bovino y 1%
penicilina/estreptomicina. Las células fueron transfectadas utilizando el reactivo
TransIT® para analizar la formacion de inclusiones intracelulares de polyQ7o-EGFP y
MHTTqss-GFP luego de 16 h de tratamiento con los extractos seleccionados a una
concentracion de 100 pug/mL. El tratamiento se llevd a cabo por 16 h debido a que la
expresion y formacion de los agregados de polyQrg ocurre de forma rapida y agresiva.
Ademas, se realiz6 el analisis del efecto del tratamiento con los extractos seleccionados
sobre la expresion del péptido polyQ1:-EGFP como control, ya que la sobre expresion

de este péptido no provoca la formacion de inclusiones intracelulares.

2.7.6.1 Analisis por Western blot

Para el andlisis a través de la técnica de Western blot, se recolectaron y homogeneizaron
las células en buffer PBS 1x con Triton X-100 al 1% mas inhibidores de proteasas y
fosfatasas (Roche). La homogeneizacion de las células se llevé a cabo por sonicacion
(3 pulsos de 5 s). Una vez que las muestras fueron homogeneizadas, se llevé a cabo la
determinacion de la concentracion de proteinas a través del ensayo de BCA (Pierce).
20-25 g de proteinas totales de cada muestra fueron cargados en geles SDS-PAGE al
8% (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA) y posteriormente se llevé a cabo la

transferencia en semi-seco a membranas de PVDF utilizando el equipo Trans-Blot Turbo
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(Bio-Rad). Las membranas se bloquearon utilizando PBS con 5% de leche por 60 min a
temperatura ambiente, y luego fueron incubadas con anticuerpos primarios en PBS con
5% de leche. Los siguientes anticuerpos primarios fueron utilizados: anti-GFP 1:1.000
(Santa Cruz, Cat. n® SC-9996), anti-HSP90 1:1.000 (Santa Cruz, Cat. n® SC-13119). Los
anticuerpos unidos a las proteinas de interés fueron detectados utilizando anticuerpos
secundarios acoplados a peroxidasa luego de incubar por 1-2 h a temperatura ambiente.
Finalmente las membranas fueron reveladas con el sistema ECL y las imagenes fueron
obtenidas hasta la saturacion de las bandas de interés en el equipo Chemidoc (Bio-Rad)
y luego analizadas con el software Image Lab (ver. 6.0.1, Bio-Rad).

2.8 Analisis por CLAE acoplada a espectrometria de masas de los extractos

seleccionados

2.8.1 Identificacion tentativa a 280, 360, y 520 nm de los compuestos
fendlicos presentes en los extractos seleccionados

Con la finalidad de dar cuenta del perfil de compuestos fendlicos de aquellos extractos
gue redujeron significativamente el nimero de agregados de polyQ7-EGFP, es que se
realizd un analisis a través de la técnica de CLAE acoplada a espectrometria de masas
(CLAE-UV-ESI-EM/EM). Para esto se utilizé un equipo de CLAE Agilent 1100 con una
columna Hibar Purospher Star RP-18 (250 mm x4.6 mm), con detector UV y acoplado a
un espectrémetro de masas de trampa de iones (IT) Esquire 4000 con una fuente de
iones de electrospray (ESI) (Bruker Daltonics GmBH, DE). Las muestras se re-
suspendieron en MeOH grado CLAE a una concentracion de 10 mg/mL, sonicando hasta
su completa disolucién en tubos eppendorf de 1,6 mL. Se inyectaron al equipo 20 yL de
cada muestra utilizando MeOH como blanco. La fase mavil utilizada y las condiciones

del andlisis se detallan en la Tabla 5.

El analisis de los compuestos fendlicos a las longitudes de onda de 280 y 360 nm se
realizé en polaridad negativa, mientras que para la identificacion de antocianinas se
realizé el analisis a 520 nm en polaridad positiva. Tanto los cromatogramas como los
espectros de masas obtenidos fueron analizados utilizando el software Bruker
DataAnalysis 3.2 (Bruker Daltonik GmbH, DE). La identificacién de los compuestos se

llevé a cabo a través de la comparaciéon de las masas de los iones moleculares y sus
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patrones de fragmentacion con los datos de una libreria de compuestos fendlicos
provista por el Centro de estudios para el desarrollo de la quimica (CEPEDEQ) y la
utilizacién de la base de datos ReSpect for phytocemicals, sumado a la revision de

literatura cientifica.

CONDICIONES CROMATOGRAFICAS

t (min) B (%) Columna: 250%x4,6 mm

0,0 3,0 Fase movil A: 4cido formico 4.5% v/v
22,0 22,0 Fase movil B: acetonitrilo

31,0 35,0 Flujo: 1,0 mL/min

40,0 85,0 Longitudes de onda: 280, 360, 520 nm
41,0 85,0 Volumen de inyeccién: 20 pL

46,0 100.0 Temperatura: 25°C

56,0 3,0

65,0 3,0

Tabla 5. Condiciones cromatograficas para la identificacién de compuestos fenolicos por
CLAE-UV-ESI-EM/EM. El analisis fue llevado a cabo en un equipo Agilent 1100 con una columna
Hibar Purospher Star RP-18 (250 mm x4.6 mm), con detector UV y acoplado a un espectrémetro
de masas IT Esquire 4000 con una fuente de iones ESI. Donde: t = tiempo; min = minutos; B =

fase movil B; nm= nanémetros.

2.8.2 Semicuantificacion relativa de los compuestos fendlicos

tentativamente identificados en los extractos seleccionados

Con la finalidad de realizar un analisis comparativo del perfil de compuestos fenélicos
entre los extractos seleccionados, se llevd a cabo una semicuantificacion relativa de
cada compuesto identificado. Para esto, el ion molecular de cada compuesto identificado
a 280 nm fue seleccionado mediante el modo cromatograma de ion seleccionado y luego
se realizé la integracion de sus areas. Posteriormente, los datos fueron normalizados
dividiendo el area del peak seleccionado por la suma del area de todos los peaks
analizados. Finalmente, el peak con la mayor area relativa entre las muestras analizadas

se definié con una concentracion relativa de 100%.

2.9 Andlisis estadistico
Los resultados fueron presentados como el promedio de tres determinaciones

independientes mas su desviacion estandar (DS), a menos que se indigque lo contrario.
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La linealidad de la curva de calibracién de acido gélico fue determinada utilizando el Lack
of fit test considerando que el modelo es lineal con un valor p > 0,05 (Fcaiculado < Ftabulado)
y utilizando el valor de R? como una muestra de la correlacion entre el eje de la variable
independiente con el de la variable dependiente. La prueba ANOVA de una via y el test
de comparaciones multiples de Tukey se utilizaron para analizar los resultados del CFT
y la actividad farmacoldgica determinada en el equipo cellomics y a través de la técnica
de Western blot; se consideré un p < 0,05 como significativo. La correlacion de los
resultados entre los diferentes ensayos farmacolégicos y el CFT se determinaron a
través del coeficiente de correlacion lineal de Pearson (R), considerando como una
buena correlacién los valores mayores a 0,900. El andlisis estadistico de los resultados
experimentales se realiz6 utilizando el software GraphPad Prism® para Windows version
6.01. El analisis de componentes principales (PCA) se llevé a cabo en el programa
SIMCA® (Umetrics).
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V. RESULTADOS

1. Rendimiento del proceso de extraccién

En la siguiente tabla se resumen los rendimientos obtenidos para los extractos de los

frutos de los 8 genotipos de Ugni molinae.

Genotipo Cddigo herbario Peso inicial () % EDCM % ACE %EEA

14-4 SQF 22549 200,0 1,3 3,1 12,7
19-1 SQF 22554 200,0 2,7 1,2 24,3
19-1,,, SQF 22553 200,0 2.4 1,3 234
19-2 SQF 22557 200,0 3,9 1,3 233
22-1 SQF 22552 200,0 2,4 2,8 231
23-2 SQF 22556 180,0 2,4 1,3 18,5
27-1 SQF 22555 200,0 1,6 1,8 225
31-1 SQF 22551 200,0 2,4 2,1 24,3

Tabla 6. Rendimiento obtenido para los extractos seriados de cada genotipo expresados
como porcentaje (%) y cbédigo del testigo herbario del herbario SQF de la Facultad de
Ciencias Quimicas y Farmacéuticas de la Universidad de Chile. Los extractos obtenidos
fueron llevados a completa sequedad utilizando un evaporador rotatorio a presién reducida y una
estufa al vacio y luego fueron almacenados a -20°C hasta analisis posteriores. Los rendimientos
obtenidos fueron calculados considerando el peso final de los extractos secos y el peso inicial del
material vegetal liofilizado. EDCM: extracto diclorometano; EAC: extracto acetona; EET: extracto

etanolico acido.

Como se puede observar en la Tabla 6, los extractos que exhibieron los mayores
rendimientos de extraccion fueron los EEAs, promediando alrededor de un 22%,
mientras que los EACs y EDCMs solo mostraron aproximadamente un 2% de
rendimiento. Estas diferencias en el rendimiento de los extractos fueron significativas (p
< 0,05) (Figura 8). Los EEAs 19-1 y 31-1 fueron los que presentaron los mayores
rendimientos, con un 24,3%, mientras que el EEA 14-4 fue el que exhibié el menor
rendimiento (12,7%). Respecto a los EACs, el genotipo que presenté el mayor
rendimiento fue el 14-4 (3,1%), mientras que el EAC 19-1 fue el de menor rendimiento
(1,2%). En el caso de los EDCMs, el genotipo 19-2 exhibié el mayor rendimiento, con un

3,9%, mientras que el EDCM del genotipo 14-4 fue el de menor rendimiento (1,3%).
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Figura 8. Rendimientos obtenidos por los EACs y EEAs de los diferentes genotipos
analizados. Los rendimientos obtenidos fueron expresados como porcentaje y calculados
considerando el peso final de los extractos secos y el peso inicial del material vegetal liofilizado.
Las diferencias estadisticamente significativas fueron obtenidas realizando test t (**** = p <

0,0001). EAC = Extracto obtenido con acetona; EEA = Extracto obtenido con etanol acidificado.
2. Analisis espectrofotompetrico del contenido de fenoles totales

El contenido de fenoles totales (CFT) de los EACs y EEAs se analiz6 a través de la
técnica espectrofotométrica de Folin-Ciocalteu, técnica que es ampliamente utilizada
para la determinacién del contenido de compuestos fendlicos presentes en una gran
variedad de matrices, tales como comidas, bebidas, diferentes hierbas y también en

extractos provenientes de plantas (Margraf, Karnopp, Rosso, & Granato, 2015).

2.1. Curva de calibracion de acido gélico

La curva de calibracién de &cido galico (Figura 9) se utilizé para interpolar los resultados
de las absorbancias obtenidas con los extractos para determinar el CFT. ElI CFT fue
expresado en mg EAG/g ES.
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Figura 9. Curva de calibracion de acido galico parala cuantificacion del CFT por latécnica
de Folin-Ciocalteu. Para preparar la curva de calibracion se prepararon soluciones de acido
galico en un rango de concentraciones entre 2 a 10 pg/mL. Los resultados son el promedio de 3
experimentos independientes. La linealidad se determind a través del R? y la prueba de carencia

de ajustes (p > 0,05). CFT = contenido de fenoles totales

2.2. Analisis del contenido de fenoles totales de los EACs

En la Tabla 7 y Figura 10 se resumen los valores de CFT de los EACs. Los resultados
fueron expresados en mg EAG/g ES. Como se puede apreciar, los EACs que
presentaron el mayor CFT fueron los EACs de los genotipos 22-1 y 19-1, con 107,7 y
102,2 mg EAG/g ES respectivamente, sin haber entre ellos una diferencia
estadisticamente significativa. Este ultimo (EAC 19-1) corresponde a la variedad Red
Pearl INIA. Por otro lado, el EAC 27-1, que corresponde a la variedad South Pearl INIA,
fue el que presentd el menor CFT con 69,0 mg EAG/g ES, valor que es significativamente

menor (p < 0,05) a las concentraciones obtenidas por los EACs de los demas genotipos.
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Extracto CFT (mg EAG/g ES) £ DS

EAC 14-4 95,2 + 6,4 2P¢
EAC 19-1 102,2 + 10,3%P°
EAC 19-1 ha 93,4 +4,12°¢
EAC 19-2 91,4 + 8,7 P¢
EAC 22-1 107,7 +7,82°
EAC 23-2 93,9 + 0,52"¢
EAC 27-1 69,0+ 1,9 ¢
EAC 31-1 87,0+ 2,31

Tabla 7. CFT de los EACs de los frutos de distintos genotipos de murtilla. EI CFT de los
EACs se obtuvo a través del analisis espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu, interpolando los
resultados obtenidos en una curva de calibracion de acido galico y expresando los resultados
como mg EAG/ g ES. Los resultados se expresan como el promedio de 3 experimentos
independientes + la DS. Letras distintas representan diferencias significativas (p < 0,05) por
andlisis ANOVA de 1 via con test de comparaciones multiples de Tukey. EAC: extracto de

acetona; CFT: contenido de fenoles totales; EAG: equivalentes de acido galico; ES: extracto seco.
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Figura 10. CFT de los EACs de frutos de distintos genotipos de murtilla. EI CFT de los EACs
se obtuvo a través del analisis espectrofotométrico de FC, interpolando los resultados obtenidos
en una curva de calibracién de acido galico y expresando los resultados como mg EAG/ g ES.
Los resultados se expresan como el promedio de 3 experimentos independientes + la DS. EAC:
extracto de acetona; CFT: contenido de fenoles totales; EAG: equivalentes de acido galico; ES:

extracto seco.
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2.3. Anédlisis del contenido de fenoles totales de los EEASs

Como se puede observar en la Tabla 8 y Figura 11, el EEA del genotipo 19-2 fue el que
present6 el mayor CFT entre los EEAs (32,5 mg EAG/ g ES), sin embargo, su CFT no
es estadisticamente diferente (p > 0,05) al valor exhibido por los EEAs de los genotipos
22-1, 23-2 y 19-1, correspondiendo este ultimo a la variedad South Pearl INIA. EI EEA
14-4 fue el que exhibié el menor valor de CFT entre los EEAs, valor que fue
estadisticamente diferente a los deméas EEAs analizados (Tabla 8; Figura 11). Ademas,
hubo diferencias significativas (p <0,0001) en el promedio de los CFT obtenidos para los
EACs y EEAs (Figura 12). Como se puede observar en la Figura 12, los EACs
exhibieron mayores valores de CFT, promediando alrededor de 92,0 mg EAG/ g ES,
mientras que el CFT de los EEAs en promedio fue de un valor cercano a 27,0 mg EAG/
g ES.

Extracto CFT (mg EAG/g ES) £ DS

EEA 14-4 20,3+1,3%
EEA 19-1 27,6 +1,4°°
EEA 19-1 ha 26,4 +0,1°
EEA 19-2 325+16°
EEA 22-1 28,2 +2,9P°
EEA 23-2 30,0 + 2,0 °¢
EEA 27-1 23,5+ 0,4 P
EEA 31-1 27,4+1,9°

Tabla 8. CFT de los EEAs de los frutos de distintos genotipos de murtilla. Los resultados se
expresan como el promedio de 3 experimentos independientes * la DS. El CFT de los EEAS se
obtuvo a través del analisis espectrofotométrico de FC, interpolando los resultados obtenidos en
una curva de calibracion de acido galico y expresando los resultados como mg EAG/ g ES. Letras
distintas representan diferencias significativas (p<0,05) por andlisis ANOVA de 1 via con test de
comparaciones multiples de Tukey. EAC: extracto de acetona; CFT: contenido de fenoles totales;

EAG: equivalentes de acido gélico; ES: extracto seco.
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Figura 11. CFT de los EEAs de frutos de distintos genotipos de murtilla. Los resultados se
expresan como el promedio de 3 experimentos independientes + la DS. El CFT de los EEAS se
obtuvo a través del andlisis espectrofotométrico de FC, interpolando los resultados obtenidos en
una curva de calibracién de acido galico y expresando los resultados como mg EAG/ g ES. EAC:
extracto de acetona; CFT: contenido de fenoles totales; EAG: equivalentes de &cido galico; ES:

extracto seco.
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Figura 12. Comparacion del CFT entre los EACs y EEAs para los frutos de distintos Gs de
murtilla. EL CFT de los EACs y EEAs fue analizado a través de la técnica de Folin-Ciocalteu y
los resultados fueron expresados como EAG/ mg ES. Los resultados representan el promedio de
3 experimentos independientes. CFT = contenido de fenoles totales; EAC = extracto de acetona;
EEA = extracto de etanol acidificado; EAG = equivalentes de acido gélico; ES = extracto seco.

Las diferencias estadisticamente significativas fueron obtenidas realizando test t (****:p < 0,0001)
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Previamente en nuestro laboratorio se estudid la composicion quimica de extractos
provenientes de las hojas de 10 genotiposs de murtilla cultivados bajo las mismas
condiciones edafoclimaticas en el INIA, Carillanca. 8 de aquellos genotipos
corresponden a los mismos genotipos analizados en este proyecto. A partir de las hojas
de murtilla secas vy trituradas, se obtuvieron 4 extractos seriados con Hexano (EHEX),
diclorometano (EDCM), acetato de etilo (EAE) y etanol (EET). En promedio, los EAEs y
EETs de las hojas exhibieron un CFT de 61,7 y 200,5 mg EAG/g ES (Arancibia-Radich
et al., 2016; Pefia-Cerda et al., 2017). Esto refleja, de forma general, que el CFT de los
frutos de murtilla es menor al CFT de las hojas (Figura 13).
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Figura 13. CFT promedio de los extractos de hojas y frutos de Ugni molinae. Los extractos
de hojas fueron obtenidos por maceracion del material vegetal seco y triturado con solventes de
polaridad creciente y su CFT fue analizado a través de la técnica de FC, expresando los
resultados obtenidos como mg EAG/ g ES. EAG = equivalente de acido gdlico; ES = extracto
seco; EAE= extracto obtenido con acetato de etilo; EET; extracto obtenido con etanol; EAC =

extracto obtenido con acetona; EEA = extracto obtenido con etanol acidificado.

Resumiendo, se observaron diferencias significativas en el CFT de los extractos
obtenidos a partir de distintos genotipos de murtilla (Figura 10 y 11). Ademas, los EACs
presentaron valores de CFT significativamente mayores a los EEAs (Figura 12). Sin
embargo, los resultados observados para los extractos de frutos fueron menores a
aquellos valores observados en los extractos de hojas de los mismos genotipos de

murtilla.
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3. Perfil fenélico mediante CCF de los extractos de frutos de murtilla

Para el andlisis por CCF se utilizaron placas de silica Geo de fase reversa (RP-18) y una
fase movil compuesta por metanol (MeOH), agua, y acido férmico en una proporcién de
5:4:0,1. Ademas se utilizaron los patrones de quercetina (Q), rutina (R) y acido gélico
(AG), con la finalidad de determinar la presencia tentativa de éstos en los extractos a
través de la comparacion de sus factores de retardo (Rf), coloracion luego de la
derivatizacion con el reactivo NP/PEG, y tambien la coloracion de su fluorescencia bajo
luz UV (365 nm). En las Figuras 14 y 15 se pueden apreciar las CCFs obtenidas para
los EACs y EEAs. Estos cromatogramas fueron derivatizados con el reactivo NP/PEG
para intensificar la fluorescencia de los compuestos presentes en los extractos, y
analizarlos bajo luz UV a 365 nm de manera visual. En las Figuras 14 y 15 también se
puede observar la presencia de bandas de color rosado (Rf ~ 0,3) bajo luz visible, las
gue son mas intensas en los EACs (Figura 14A) y en el EEA 19-1. Estas bandas
corresponden a la presencia de antocianinas en los extractos (Wagner & Bladt, 1996).
Luego del revelado con el reactivo NP-PEG, se puede observar la presencia de diversas
bandas de coloracién anaranjado-amarillo (Rf ~ 0,14) y algunas de coloracién verde (Rf
~ 0,3) bajo la luz visible con un perfil similar para los EACs y EEAs (Figura 14B y 15B).
Al observar bajo luz UV a 365 nm, se puede observar la presencia de diferentes bandas
con coloraciones amarillo-verdoso (Rf ~ 0,5-1,0), anaranjadas-amarillas (Rf ~ 1,5),
amatrillas (Rf ~ 0,5), verdes (Rf ~ 0,36) y azules (Rf ~ 0,87), sin que hayan diferencias
significativas en los perfiles de los EACs y EEAs (Figura 14C y 15C). Las coloraciones
anaranjado-amarillas podrian corresponder a la presencia de flavonoles tales como
guercetina, miricetina y sus derivados glicosilados, o flavonas como la apigenina y sus
derivados glicosilados (Wagner & Bladt, 1996). Las bandas amarillo-verdosas podrian
corresponder a flavonoides del tipo flavonas como la luteolina y sus derivados
glicosilados, o flavonoles como canferol, isorramnetina y sus derivados glicosilados
(Wagner & Bladt, 1996).
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Figura 14. CCF de los EACs de frutos de distintos genotipos de murtilla. Las CCF se llevaron
a cabo en placas de silica fase reversa (RP-18) utilizando una mezcla de H20:MeOH:HCOOH
(5:4:0,1) como fase moévil. Las muestras se aplicaron por contacto sobre la placa utilizando
capilares de vidrio. Las placas desarrolladas se derivatizaron con el reactivo NP/PEG y luego se
registraron imégenes bajo luz visible y luz UV (365 nm). A) Cromatograma analizado bajo luz
visible. B) Cromatograma analizado bajo luz visible luego de revelar con NP/PEG. C)
Cromatograma analizado bajo luz UV (365 nm) luego de revelar con NP/PEG. Q = quercetina; R
= rutina; AG = 4cido galico; Rf = factor de retardo; NP/PEG = 2-aminoetil-difenilborato —
polietilenglicol.
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Figura 15. CCF de los EEAs de frutos de distintos genotipos de murtilla. A) Cromatograma
analizado bajo luz visible. Las CCF se llevaron a cabo en placas de silica fase reversa (RP-18)
utilizando una mezcla de H20:MeOH:HCOOH (5:4:0,1) como fase movil. Las muestras se
aplicaron por contacto sobre la placa utilizando capilares de vidrio. Las placas desarrolladas se
derivatizaron con el reactivo NP/PEG y luego se registraron imagenes bajo luz visible y luz UV
(365 nm). B) Cromatograma analizado bajo luz visible luego de revelar con NP/PEG. C)
Cromatograma analizado bajo luz UV (365 nm) luego de revelar con NP/PEG. Q = quercetina; R
= rutina; AG = acido galico; Rf = factor de retardo; NP/PEG = 2-aminoetil-difenilborato —

polietilenglicol.
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El Rf de la quercetina fue de ~ 0,05, el de la rutina ~ 0,14 y la del &cido géalico ~ 0,75. Al
comparar los Rf de los patrones analizados, se pudo establecer la presencia tentativa de
guercetina (Rf ~ 0,05) y rutina (Rf ~ 0,14) en los EACs y EEAs obtenidos desde los frutos
de distintos Gs de murtilla, o que se puede apreciar claramente en la Figura 16. Ademas
de la CCF, la variabilidad quimica de los extractos de frutos de murtilla fue analizada por
CCF de alta resolucibn complementada por un PCA. Los resultados de estos

experimentos se muestran en la siguiente seccion.

Oy _OH

NP/PEG — UV 365nm Acido Galico Rf = 0,75

HO OH

—=z==8z_a" "
- » 5 - Rutina Rf=0.14 HO-.
2711 311 o]

144 191 19-1ha 192 221 232 R AG HO

2))] NP/PEG — UV 365nm

,
EEr Tt F 3
311 Q R Al

(¢]

Quercetina Rf = 0,05

144 1941 191ha 192 221 232 271

Figura 16. CCF comparativa de los EEAs y EACs de frutos de distintos genotipos de
murtillay patrones de compuestos fenélicos. Las CCF se llevaron a cabo en placas de silica
fase reversa (RP-18) utilizando una mezcla de H20:MeOH:HCOOH (5:4:0,1) como fase movil.
Las muestras se aplicaron por contacto sobre la placa utilizando capilares de vidrio Las placas
desarrolladas se derivatizaron con el reactivo NP/PEG y luego se registraron imagenes bajo luz
UV (365 nm). A) CCF de los EEAs revelado con NP/PEG y analizado con luz UV a 365 nm. B)
CCF de los EACs revelado con NP/PEG y analizado con luz UV a 365 nm. Rf = factor de retardo;

Q =quercetina; R =rutina; AG = acido galico; NP/PEG = 2-aminoetil-difenilborato — polietilenglicol.
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4. Andlisis del perfil de compuestos presentes en los EACs y EEAs
mediante CCF de alta resolucion y analisis de componentes principales

4.1 Andlisis del perfil de compuestos fendlicos por CCF de alta resolucién

Para llevar a cabo este analisis, se utilizaron placas de silica en soporte de vidrio y
equipos que permitieron la automatizacion de la aplicacion de las muestras en las placas,
el desarrollo de éstas y también su derivatizacion (Figura 5). Se utilizaron 2 fases
moviles para el analisis de las muestras: la fase mévil (1) para dar cuenta de moléculas
de caracter mas polar, y la fase moévil (2) para dar cuenta de metabolitos secundarios de
menor polaridad. Las placas derivatizadas fueron fotografiadas bajo luz visible y luz UV
(254 nm y 366 nm, respectivamente) y los resultados se muestras en las Figuras 17, 18,
y 19. Como se puede observar en las figuras mencionadas, el perfil de compuestos
fendlicos presentes en los EEAs y EACs presenta claras diferencias en término de la
intensidad de las bandas obtenidas ya que los EACs presentan bandas mas intensas
que los EEAs. Sin embargo, también es posible observar bandas que estan presentes
en ambos sets de extractos, como por ejemplo la banda de color amarillo-anaranjado
gque se observa a Rf ~ 0,5 (Figura 18), que corresponderia a un compuesto del tipo
flavonoide, mas especificamente a un flavonol (Wagner & Bladt, 1996), siendo estas

bandas mas intensas en los EACs.

En el caso de la placa desarrollada con la fase movil (2), podemos observar y analizar la
presencia de compuestos de menor polaridad. Al igual que con las placas desarrolladas
con la fase moévil (1) (Figuras 17 y 18), la intensidad y nimero de bandas obtenidas es
mayor en los EACs en comparacion a los EEAs (Figura 19B y 19C). Al observar la placa
desarrollada y derivatizada con pAS bajo luz visible (Figura 19B), es posible observar
un numero relativamente menor de bandas de coloracién principalmente violeta y
algunas de color azulado que podrian corresponder a la presencia de terpenos (Wagner
& Bladt, 1996). Luego de derivatizar y observar la placa bajo luz UV (366 nm) (Figura
19C), se pueden observar bandas de coloracién gris y amarillo verdoso entre los Rfs 0,0
y 0,4, mientras que a Rfs sobre los 0,45 se puede observar la presencia de bandas rojas
y rosadas que podrian corresponder a la presencia de saponinas triterpénicas (Wagner
& Bladt, 1996).
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Figura 17. CCF de altaresolucion de los EEAs y EACs de los frutos de distintos genotipos
de murtilla. El andlisis se realizé en placas de silica en soporte de vidrio y las muestras fueron
cargadas por pulverizacion. La placa se desarrollé con la fase mévil (1) y se derivatiz6é con pAS.
Las imagenes se registraron bajo luz visible y bajo luz UV (366 nm). Carriles 1 a 8 corresponden
a los EEAs y carriles 9 a 16 a los EACs. Los extractos se sembraron en orden desde el 14-1 al
31-1 A) Cromatograma analizado bajo luz visible. B) Cromatograma analizado bajo luz visible
luego de revelar con pAS. C) Cromatograma analizado a 366 nm luego de revelar. ET = extracto

etandlico 4cido; AC= extracto de acetona; pAS = p- anisaldehido sulfdrico.
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Figura 18. CCF de altaresolucion de los EEAs y EACs de los frutos de distintos genotipos
de murtilla. El andlisis se realizé en placas de silica en soporte de vidrio y las muestras fueron
cargadas por pulverizacién. La placa se desarrollé con la fase mévil (1) y se derivatizé con NP.
Las imagenes se registraron bajo luz visible y bajo luz UV (366 nm). Carriles 1 a 8 corresponden
a los EEAs y carriles 9 a 16 a los EACs. Los extractos se sembraron en orden desde el 14-1 al
31-1 A) Cromatograma analizado bajo luz visible. B) Cromatograma analizado bajo luz visible
luego de revelar con reactivo NP. C) Cromatograma analizado a 366 nm luego de revelar. ET =
extracto etandlico 4cido; AC= extracto de acetona; NP = reactivo natural products.
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Figura 19. CCF de altaresolucion de los EEAs y EACs de los frutos de distintos genotipos
de murtilla. El andlisis se realizé en placas de silica en soporte de vidrio y las muestras fueron
cargadas por pulverizacion. La placa se desarrolld con la fase mévil (2) y se derivatizé con pAS.
Las imagenes se registraron bajo luz visible y bajo luz UV (366 nm). Carriles 1 a 8 corresponden
a los EEAs y carriles 9 a 16 a los EACs. Los extractos se sembraron en orden desde el 14-1 al
31-1 A) Cromatograma analizado bajo luz visible. B) Cromatograma analizado bajo luz visible
luego de revelar con pAS. C) Cromatograma analizado a 366 nm luego de revelar. ET = extracto

etandlico 4cido; AC= extracto de acetona; pAS = p- anisaldehido sulfdrico.
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Posteriormente, las imagenes bajo luz UV (366 nm) de las placas desarrolladas y
derivatizadas fueron cargadas en la plataforma rTLC para asi extraer una matriz
numérica desde los canales RGB y el canal en escala de grises. Los datos obtenidos
fueron analizados utilizando el software SIMCA® (Umetrics). Los resultados obtenidos y

los respectivos analisis se exponen a continuacion.

4.2  Andlisis de componentes principales de los resultados obtenidos por
CCF de alta resolucion

Para realizar un analisis mas preciso de los resultados obtenidos a partir de las CCF de
alta resolucién, se llevo a cabo un andlisis de componentes principales (PCA). Con este
fin, se realizd la extracciéon de los datos contenidos en los pixeles de las bandas
obtenidas en cada cromatograma desarrollado y derivatizado con pAS y NP, y
observados a 366 nm. La finalidad del PCA es el de reducir la dimensionalidad de la
matriz de datos obtenidos para dar cuenta de patrones en el perfil quimico que pudieran
estar relacionados a variables tales como la zona de recoleccion, criterios de seleccion,
genotipos, entre otros. Estos patrones se ven reflejados en la agrupacién y separacién
de las muestras en los graficos obtenidos. Los resultados obtenidos se presentan en las
Figuras 20, 21y 22.

En las Figura 20 y 21 se puede apreciar el grafico resultante del PCA a partir del estudio
guimico por CCFAR de los compuestos fendlicos presentes en los EACs (verdes) y EEAs
(azules) de los frutos de distintos genotiposs de murtilla. En ambos casos la componente
principal 1 (PC1) representa mas del 70% de la variabilidad entre las muestras
analizadas, mientras que la componente principal 2 (PC2) solo representa alrededor de
un 12% de variabilidad. Por lo tanto, la separacion de las muestras en el eje del PC1 nos
indica que existen mayores diferencias en sus perfiles quimicos en comparacion a la
separacion en el eje del PC2. Asi, podemos observar claramente la separacién en el eje
del PC1 de 2 los grupos de extractos representados por los circulos verdes y azules. Los
resultados del analisis por PCA nos ayudan a confirmar las diferencias observadas entre
ambos sets de extractos (EACs y EEAS) luego del analisis por CCFAR, lo que se refleja
claramente en la agrupacion de ambos sets de extractos en el eje del PC1, pero ademas
nos permite dar cuenta de la variabilidad que existe entre los genotipos analizados, lo

gue se refleja de mejor manera en la separacion de las muestras en el eje del PC2.
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Figura 20. PCA de los datos obtenidos a partir de la placa de CCF de alta resolucion
desarrollada con fase mavil (1), derivatizada con p-anisaldehido sulfirico, y observada a
366 nm. Las Imagenes fueron obtenidas bajo luz UV (365 nm) y cargadas a la plataforma rTLC,
desde donde se obtuvo una matriz numérica de los datos correspondientes a la intensidad de los
pixeles de cada banda presente en las placas. Un PCA de los datos obtenidos se realizo en el
programa SIMCA®.
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Figura 21. Analisis por PCA de los datos obtenidos a partir de la placa de CCF de alta
resolucidon desarrollada con fase mévil (1), derivatizada con el reactivo NP, y observada a
366 nm. Imagenes fueron obtenidas bajo luz UV (365 nm) y cargadas a la plataforma rTLC, desde
donde se obtuvo una matriz numérica de los datos correspondientes a la intensidad de los pixeles
de cada banda presente en las placas. Un PCA de los datos obtenidos se realiz6 en el programa
SIMCA®.

50



A [ eAC
[

@22
@311

0 T9-Tha
22-1
| 14-4

19-2
232@
3l Fiha
@192 19- 189221

PC2 (14,8%)

7110 @144
@191

-20 -15 -10 -5 0 5 10 15
PC1(51,3%)

Figura 22. Analisis por PCA de los datos obtenidos a partir de la placa de CCF de alta
resolucion desarrollada con fase moévil (2), derivatizada con p-anisaldehido sulfirico, y
observada a 366 nm. Imagenes fueron obtenidas bajo luz UV (365 nm) y cargadas a la
plataforma rTLC, desde donde se obtuvo una matriz numérica de los datos correspondientes a la
intensidad de los pixeles de cada banda presente en las placas. Un PCA de los datos obtenidos

se realiz6 en el programa SIMCA®.

En la Figura 22 se puede observar el grafico obtenido a partir del PCA de los datos
obtenidos de la CCFAR desarrollada con la fase movil 2 y derivatizada con pAS. En este
analisis se puede observar que el PC1 representa un 51,3% de la variabilidad total de
las muestras y el PC2 un 14,8%, lo que en total representa alrededor de un 66% de la
variabilidad total (Figura 22). Al igual que lo expuestos en las Figuras 21y 22, podemos
observar la presencia de 2 grupos que se separan en el eje del PC1 donde los puntos
verdes corresponden a los EACs y los puntos azules a los EEAs. Sin embargo, las
muestras correspondientes a los EACs 27-1 y 19-1 y el EEA 14-4 se encuentran
formando un tercer grupo, lo que podria significar que estos extractos poseen una
composicién quimica que es similar a pesar de las claras diferencias en términos de

intensidad de las bandas observadas en la placa de CCFAR (Figura 19).
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5. Analisis del perfil fendlico de los extractos mediante CLAE-DAD

Con la finalidad de continuar explorando la composicién quimica de los EACs y EEAs,
se realiz6 un andlisis a través de la técnica de CLAE acoplada a DAD. El detector DAD
nos permitié analizar las muestras en un rango de longitudes de onda entre 200 y 600
nm. Se obtuvieron y analizaron los cromatogramas a 280, 360 y 520 nm. A continuacién,
en la Tabla 9 podemos observar el listado de patrones de compuestos fenélicos que se
analizaron y en la Figura 23 sus respectivos cromatogramas y espectros UV utilizados

para determinar la presencia de éstos en los EACs y EEAs.

Compuesto Tr (min) A Max.(nm)
Acido galico 4,3 271,5
. 246,3
Acido Cafeico 13,9
323,2
256,7
Rutina 20,9
354,1
253,7
Miricetina 26,2
371,0
] 255,4
Quercetina 31,5
370,9
265,8
Canferol 35,4
370,0

Tabla 9. Listado de patrones de compuestos fendlicos analizados por CLAE-DAD. El
analisis de los patrones de referencia se realiz6 resuspendiéndolos en MeOH y preparando una
mezcla que se inyectd en el equipo de CLAE-DAD. El analisis se realiz6é en un rango de longitudes
de onda entre 200 y 600 nm. Se integraron los picos obtenidos y se analizaron sus tiempos de
retencion y maximos de absorbancia de luz UV. Tr = Tiempo de retencion; A Max. = Maximos de

absorbancia.
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Figura 23. Cromatogramas obtenidos para la mezcla de patrones de referencia. Los
patrones de referencia se resuspendieron en MeOH y se preparé una mezcla que se inyect6 en
el equipo de CLAE-DAD. El andlisis se realizé en un rango de longitudes de onda entre 200 y 600
nm. Se integraron los picos obtenidos y se analizaron sus tiempos de retencion y maximos de
absorbancia de luz UV. A) Cromatogramas a 280 y 360 nm de patrones de compuestos
polifendlicos analizados por CLAE-DAD. B) Espectros UV de los compuestos analizados por
CLAE-DAD. T, = Tiempo de retencion; A Max. = Absorbancias maximas; Au = Unidades de

absorbancia.

En la Figura 23A podemos se observan los cromatogramas a 280 nm y 360 nm de los
patrones de compuestos polifendlicos utilizados en este analisis. Ademas, podemos
observar los maximos de absorbancia para cada uno de los picos analizados (Figura
23B). A 280 nm se observa la presencia de acido galico (A ~ 271 nm), acido cafeico (A ~
246 y 323 nm), rutina (A ~ 257 y 354 nm), miricetina (A ~ 254 y 371 nm), quercetina (A ~
255y 371 nm) y canferol (A ~ 266 y 370 nm), mientras que a 360 nm se observan todos
menos el acido gélico, ya que éste sblo posee un maximo de absorbancia alrededor de

los 280 nm.

En la Figuras 24 y 25 podemos observar el perfil de compuestos fendlicos del EAC 22-
1y del EEA 14-4, respectivamente, analisis que se llevd a cabo a 280, 360 y 520 nm. A
280 nm (Figuras 24A y 25A) y 360 nm (Figuras 24B y 25B) se puede apreciar la

presencia de diversos picos cromatograficos que reflejan el perfil de compuestos
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fenolicos presentes en los frutos de murtilla. Estos picos cromatograficos se pueden
observar claramente entre los 10 y 30 min de los cromatogramas obtenidos a 360 nm
(Figuras 24B y 25B). Si bien el perfil de estos compuestos pareciera ser similar, si se
pueden ver diferencias en la escala de absorbancia (eje Y) de los picos observados para
los EACs y EEASs, ya que los picos en los EACs presentan valores de absorbancia
alrededor de 3 veces mayores a los EEAs. Los EACs y EEAs de los demas genotipos
estudiados presentan perfiles similares (Anexo lll). A partir de la comparacion entre los
tiempos de retencion y los espectros UV de los picos cromatograficos obtenidos para los
extractos de los 8 genotipos de murtilla analizados, se pudo establecer la presencia
tentativa de algunos de los patrones sefialados en la Figura 23, la que podria ser
confirmada a través de la utilizacion de la espectrometria de masas. En las Figuras 26
y 27 se puede observar la comparacion de los cromatogramas a 280 y 360 nm del
extracto EAC del G 27-1 con los patrones de compuestos polifendlicos y la identificacion

tentativa de aquellos compuestos.
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Figura 24. Cromatogramas obtenidos por CLAE-DAD para el EAC del genotipo 22-1. El
analisis por CLAE-DAD se realiz6 en un rango de longitudes de onda entre 200 y 600 nm,
inyectando las muestras resuspendidas en MeOH a una concentracion de 7 mg/mL. Para el
andlisis se obtuvieron los cromatogramas a 280, 360 y 520 nm. A) Cromatograma a 280 nm del
EEA 22-1 B) Cromatograma a 360 nm del EEA 22-1 C) Cromatograma a 520 nm del EEA 22-1.

Donde, EAC = extracto obtenido con acetona; AU = unidades de absorbancia.
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Figura 25. Cromatogramas obtenidos por CLAE-DAD para el EEA del genotipo 14-4. El
andlisis por CLAE-DAD se realiz6 en un rango de longitudes de onda entre 200 y 600 nm
inyectando las muestras resuspendidas en MeOH a una concentracion de 7 mg/mL. Para el
andalisis se obtuvieron los cromatogramas a 280, 360 y 520 nm. A) Cromatograma a 280 nm del
EEA 14-4 B) Cromatograma a 360 nm del EEA 14-4 C) Cromatograma a 520 nm del EEA 14-4.

Donde, EAC = extracto obtenido con acetona; AU = unidades de absorbancia.
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Figura 26. Identificacion de quercetina a 280 nm en el EAC del genotipo 27-1 por CLAE-
DAD. El andlisis por CLAE-DAD se realizé en un rango de longitudes de onda entre 200 y 600
nm inyectando la muestra resuspendida en MeOH a una concentracion de 7 mg/mL. Para el

andlisis, se obtuvieron los cromatogramas a 280, 360 y 520 nm. Continua en la pag. 57.
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Continuacion Figura 26. La identificacion tentativa de quercetina se llevo a cabo a través de la
comparacion de los Tr y méximos de absorbancia a 280 nm. Donde, AU = unidades de

absorbancia; Tr = tiempo de retencién.
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Figura 27. Identificacion tentativa de acido caféico, rutina, miricetina, quercetinay canferol
a 360 nm en el extracto EAC del genotipo 27-1 por CLAE-DAD. El analisis por CLAE-DAD se
realiz6 en un rango de longitudes de onda entre 200 y 600 nm inyectando la muestra
resuspendida en MeOH a una concentraciéon de 7 mg/mL. Para el andlisis, se obtuvieron los
cromatogramas a 280, 360 y 520 nm. La identificacion tentativa de los compuestos se llevé a
cabo a través de la comparacion de los Tr y maximos de absorbancia a 360 nm. Donde, AU =

unidades de absorbancia; Tr = tiempo de retencién.

Enlas Tablas 10y 11 se resumen los resultados obtenidos a partir del analisis por CLAE-
DAD para todos los extractos analizados. Como se puede observar, no se pudo
determinar la presencia de acido galico en los extractos analizados (Tabla 10y 11). La
presencia de miricetina se descarté en los EACs 14-4, 27-1 y 31-1, y también en los
EEAs 14-4, 19-1 y 27-1. Ademas, la presencia tentativa de canferol se pudo observar
solo en los EACs y EEAs de los genotipos 19-1ha y 31-1, mientras que la presencia
tentativa de acido cafeico, rutina y quercetina se pudo observar en todos los extractos

analizados.
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Extracto AG AC R M Q [
EAC 14-4
EAC 191
EAC 19-1ha
EAC 19-2
EAC 22-1
EAC 23-2
EAC 27-1
EAC 31-1

Clave de colores
N.A. Ausencia Presencia

Tabla 10. Identificacién tentativa de compuestos polifenélicos en los EACs por CLAE-DAD.
La identificacion tentativa de los compuestos se llevo a cabo a través de la comparacion de los
Tr y maximos de absorbancia. Donde, AG = acido galico; AC = &cido cafeico; R = rutina; M =
miricetina; Q = quercetina; C = canferol.

Extracto AG AC R M Q C
EEA 14-4
EEA 191
EEA 19-1ha
EEA 19-2
EEA 221
EEA 23-2
EEA 271
EEA 311

Clave de colores
N.A. Ausencia Presencia

Tabla 11. Identificacidn tentativa de compuestos polifenélicos en los EEAs por CLAE-DAD.
La identificacién tentativa de los compuestos se llevé a cabo a través de la comparacién de los
Tr y maximos de absorbancia. Donde, AG = &cido gélico; AC = acido cafeico; R = rutina; M =

miricetina; Q = quercetina; C = canferol.

La presencia de antocianinas se monitore6 a una longitud de onda de 520 nm (Figuras
24C y 25C) (Brito, Areche, Sepulveda, Kennelly, & Simirgiotis, 2014; Durst & Wrolstad,
2001; Li, Meng, & Li, 2016). Como se puede observar en las Figuras 24Cy 25C, el EAC
del genotipo 22-1 y el EEA del genotipo 14-4 presentan menos picos cromatograficos a
520 nm en comparacion a los cromatogramas obtenidos a 280 y 360 nm, lo que
representa que en estos extractos hay una menor presencia de antocianinas. Perfiles
similares se pueden observar en los cromatogramas de los demas genotipos analizados
(Anexo IlI).
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En conjunto, los resultados obtenidos a partir del analisis de fenoles totales por FC
(Figuras 10, 11y 12), CCF (Figuras 14, 15y 16), CCFAR (Figuras 18, 19, 20), y CLAE-
DAD (Tablas 10 y 11), nos permitieron dar cuenta del perfil de compuestos presentes
en las muestras estudiadas, donde podemos observar que los EACs y EEAs de frutos
de murtilla presentan una gran cantidad de compuestos fendlicos, entre los que
destacaron los flavonoles y sus derivados glicosilados. Sin embargo, se pudo observar
gue el perfil de compuestos polifendlicos presentes en los extractos de frutos de distintos
genotipos de murtilla es mas bien similar. Por otro lado, se observaron diferencias en la
composicion de antocianinas y de triterpenos de los extractos analizados, compuestos

gue estan presentes principalmente en los EACs.

A continuacion, se presentaran los resultados correspondientes al andlisis del efecto de
los extractos obtenidos a partir de los frutos de distintos genotipos de murtilla sobre la
agregacion proteica en un modelo celular de agregacion de poliglutaminas, con la
finalidad de correlacionar las diferencias en la composicion quimica de los extractos con

posibles variaciones en sus efectos farmacologicos.
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6. Estudios Celulares

6.1 Andlisis de la agregacion proteica en un modelo de agregacion de
poliglutamina

Para poder llevar a cabo el andlisis del efecto de los extractos de murtilla sobre la
agregacion proteica, se implementé un modelo celular de sobreexpresion transiente de
un péptido compuesto por repeticiones de glutamina que se caracteriza por agregarse y
formar inclusiones intracelulares (Vidal, Figueroa, Court, Thielen, Molina, Wirth,
Caballero, Kiffin, Segura-Aguilar, Cuervo, Glimcher, & Hetz, 2012). Para llevar a cabo
esto, se transfectaron las células HEK293 con distintas cantidades del plasmido que
expresa un péptido con 79 repeticiones de glutamina fusionado a EGFP (polyQ7s-EGFP)
para, luego de 24 y 48 h, determinar la formacién de inclusiones positivas para EGFP
(EGFP (+)), las cuales se observaron como puntos de fluorescencia verde en el equipo
Arrayscan XTI de cellomics utilizando la aplicacion Spot detector. Con los datos

obtenidos, fue posible calcular el factor Z'.

24 h 48 h
Z' =081
s 1,0 4
=
S Z'=0,72
@
V]
c
9 0!5 7
) Z' =0,67
=]
© Z =41
=
0

NT 25ug 5pg NT 25pug 5pug

Figura 28. Analisis de laformacién de inclusiones de polyQ7e-EGFP en células HEK293. Las
células HEK293 fueron transfectadas con 2,5 y 5,0 ug del plasmidio de polyQ7s-EGFP y se
cuantificé el nimero de inclusiones por células EGFP (+) y se calcul6 de factor Z'. Las células
HEK293 se transfectaron usando el reactivo PEIl. Luego de 24 y 48 h de transfeccién, se
analizaron las células utilizando el equipo cellomics y la aplicacion Spot detector. El calculo del

factor Z’' se realizé utilizando los datos del nimero de inclusiones/célula. NT = no transfectado.
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Como se puede apreciar en la Figura 28, a las 24 h post-transfeccion y utilizando 2,5 pg
del plasmidio polyQ-e-EGFP, el numero de inclusiones EGFP(+) por célula transfectada
es alrededor de 0,10. Esto quiere decir que cerca del 10% de las células transfectadas
presentan inclusiones de polyQ7e-EGFP, y el factor Z’ presenta un valor de -1,00. A las
48 h post transfeccion, se observa un aumento en el numero de inclusiones EGFP(+)
por célula transfectada (0,60 inclusiones/célula) y el factor Z’ es 0,72. En el caso de las
células transfectadas con 5 pg de polyQ7o-EGFP, a las 24h post-transfeccion alrededor
del 30% de las células transfectadas presentan agregados proteicos (Z'=0,67), valor que
se acerca a 1,00 inclusién por célula transfectada a las 48 h luego de la transfeccion
(Z2=0,81).

Por lo tanto, para los siguientes analisis se trabajé con 5 pg de polyQre-
EGFP.Posteriormente se evalu6é la reproducibilidad del modelo de transfeccion
transiente, evaluando tanto el nUmero de inclusiones de polyQ7s-EGFP formadas, como
el factor Z' en 3 experimentos independientes. En la Figura 29 se presenta el promedio
de los resultados de los experimentos realizados. La formacion de las inclusiones de
polyQre-EGFP se puede observar en la Figura 29A. Los nucleos fueron marcados con
el reactivo Hoescht 33342 (azul) y en las imagenes se pueden observar las inclusiones
de polyQ7-EGFP que se presentan principalmente como inclusiones intranucleares
(Figura 29A). Las imagenes obtenidas en el equipo cellomics fueron analizadas con la
aplicacion spot detector del software de analisis integrado en la plataforma, obteniendo
el numero de inclusiones EGFP (+) por célula transfectada luego de 24 y 48 h de
transfeccion. Los datos obtenidos fueron exportados a una planilla Excel para realizarlos
analisis posteriores. Como se puede observar en la Figura 29B, se observaron
diferencias significativas entre el nimero de inclusiones por célula 24 h post transfeccion
(0,30 £ 0,02) y el nimero de inclusiones por célula 48 h post transfeccién (0,83 + 0,09).
Por otro lado, no se observaron diferencias significativas (p < 0,05) entre el promedio del
factor Z' a las 24 horas (0,69 + 0,04) y el valor obtenido a las 48 horas post transfeccién
(0,85 + 0,04) (Figura 29C). Estos resultados nos indican que el modelo puede ser
utilizado para llevar a cabo el analisis del efecto de los extractos sobre la agregacién de
polyQro-EGFP. Previo a este analisis, se determinaron los rangos de concentraciones
no toxicas de cada extracto en células HEK293, resultados que se muestran a

continuacion.
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Figura 29. Analisis de la reproducibilidad del modelo de transfeccion transitoria para
analisis de la agregacion de polyQ-e-EGFP en la plataforma cellomics. El célculo del factor
Z' se realizé utilizando los datos del niumero de agregados/célula. A) Las células HEK293 se
transfectaron usando el reactivo PEI y luego de 24 y 48 h post transfeccion se registraron
imagenes de las células utilizando el equipo Arrayscan XTI y la aplicacion Spot detector para
detectar las inclusiones EGFP (+). Los nucleos fueron marcados con Hoescht 33342 previo al
andlisis. B) Promedio del nimero de agregados por célula transfectada. C) Analisis del Factor Z’
a las 24 y 48 h post transfeccién. Resultados son el promedio de 3 experimentos independientes
(n=3). Las diferencias estadisticamente significativas fueron obtenidas realizando test t (****:p <
0,0001). NT = no transfectado.

6.2 Analisis de la toxicidad de los EACs y EEAs de frutos de distintos
genotipos de murtilla en células HEK293

Previo al analisis del efecto de los extractos sobre la agregacion de polyQzo-EGFP, se
evaluo la toxicidad de los distintos extractos sobre las células utilizando las tinciones
Hoechst 33342 y 7AAD en células HEK293. Se analizaron 5 concentraciones para cada
extracto: 0,25; 2,5; 25; 50; 100 pg/mL y se utiliz6 DMSO al 10% como control de
toxicidad. Como se puede apreciar en la Figura 30, luego de 24 horas de tratamiento
con los EACs la toxicidad celular es concentracion dependiente, donde en la mayor
concentracion analizada (100 pg/mL) podemos observar la muerte de casi el 100% de
las células con los EACs de los Gs 19-1, 19-1ha, 19-2, y 23-2. Sin embargo, los EACs
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de los genotipos 14-4, 22-1 y 27-1 fueron la excepcion, donde la toxicidad a la mayor
concentracion no supera el 25 %, siendo el EAC 14-4 el menos toxico entre los EACs
analizados. En el caso de los EEAs, ninguno de los extractos a las diferentes
concentraciones analizadas tuvo una toxicidad superior al 5% (Figura 30). Ademas, no
hubo relacion entre el CFT de los EACs y EEAs y la toxicidad a la mayor concentracion
analizada (Figura 31).
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Figura 30. Analisis de latoxicidad celular de los EACy EEA de frutos de distintos genotipos
de murtilla sobre células HEK293. Las células HEK293 se sembraron en placas de 96 pocillos
y luego de 24 h fueron tratadas con los EACs y EEAs en un rango de concentracién entre 0,25y
100 pg/mL. Luego de 24 h de tratamiento, las células fueron marcadas con el reactivo Hoescht
33342 para el reconocimiento de los nicleos y el reactivo 7-AAD para el reconocimiento de
células muertas utilizando la plataforma Arrayscan XTI. Con los datos obtenidos se calcul6 el
porcentaje de células muertas en cada una de las condiciones. Los resultados corresponden al
promedio de 3 experimentos independientes. NT = no tratado, DMSO = dimetilsulfoxido, EAC=

extracto de acetona, EEA = extracto de etanol acidificado.
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Figura 31. Relacién entre la toxicidad celular y el CFT de los EACs y EEAs de frutos de
distintos genotipos de murtilla. La correlacion entre el CFT vy la toxicidad de los EACs (A) y
EEAs (B) se realiz6 considerando el porcentaje de células muertas a la mayor concentracion
analizada. El parametro estadistico utilizado fue el R? (correlacion lineal de Pearson). CFT =
contenido de fenoles totales; EAG = equivalentes de acido gdlico; EAC = extractos obtenidos con

acetona; EEA = extracto de etanol acidificado.

Como se puede observar en la Figura 31A, la correlacién entre el CFT de los EACs y
su toxicidad celular no supera el 3% (R? = 0,029), ocurriendo lo mismo en el caso de los
EEAs (R? = 0,024) (Figura 31B). Considerando estos resultados, se decidié que para el
analisis de la capacidad de los extractos de reducir el nimero de agregados proteicos
de polyQ-o-EGFP se trabajaria en un rango de concentraciones entre 3,1 a 25,0 ug/mL
para los EACs, excepto para el EAC 14-4, que se utilizdé en un rango entre 12,5 a 100,0
png/mL debido a su menor toxicidad. En el caso de los EEAS, debido a su baja toxicidad,

se trabajé en un rango de concentraciones entre 12,5 a 100 pug/mL.

6.3 Andlisis del efecto de los EACs y EEAs de frutos de distintos genotipos de

murtilla sobre el nUmero de inclusiones de polyQ7-EGFP

Se evalué el efecto de los EAC y EEA de frutos de distintos genotipos de murtilla sobre
numero de inclusiones de polyQ7-EGFP a las 24 y 48 h post tratamiento. En las

siguientes figuras se resumen los resultados obtenidos.
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Figura 32. Efecto de los EACs sobre el nimero de inclusiones de polyQ-EGFP en células
HEK293. Las células HEK293 transfectadas y sembradas en placas de 96 pocillos fueron tratadas
con los EACs en un rango de concentraciones entre 3,1 a 12,5 pg/mL, excepto para el EAC 14-4
donde se analizaron concentraciones entre 12,5 a 100 pg/mL. El nimero de inclusiones por célula
EGFP (+) se analizoé en el equipo Arrayscan XTI luego de 24 (A) y 48 h (B) de tratamiento
utilizando la aplicacién Spot detector. Los resultados corresponden al promedio de 3
experimentos independientes. NT = no tratado; DMSO: dimetilsulfoxido; n.s = no significativo (p
> 0,05).
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Figura 33. Efecto de los EEAs sobre el niumero de inclusiones de polyQ7e-EGFP en células
HEK293. Las células HEK293 transfectadas y sembradas en placas de 96 pocillos fueron tratadas
con los EEAs en un rango de concentraciones entre 12,5 a 100 pg/mL. El nimero de inclusiones
por célula EGFP (+) se analiz6 en el equipo Arrayscan XTI luego de 24 (A) y 48 h (B) de
tratamiento utilizando la aplicaciéon Spot detector. Los resultados corresponden al promedio de 3
experimentos independientes. ** y *** representan resultados estadisticamente significativos (p <
0,01 y p < 0,001 respectivamente) con respecto al control. NT = no tratado, DMSO:
dimetilsulféxido.

En las Figuras 32 y 33 se exponen los resultados obtenidos luego de 24 h'y 48 h de
tratamiento con los EACs (Figura 32) y EEAs (Figura 33) obtenidos a partir de los frutos
de murtilla. El tratamiento con los EACs no tuvo efectos sobre el numero de inclusiones

de polyQre-EGFP a ninguno de los tiempos y concentraciones analizados (Figura 32).
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Por otro lado, y a pesar de que el perfil de compuestos fendlicos de los EACs y EEAs es
similar, se observo un efecto significativo en la disminucion del nimero de inclusiones
de polyQ7e-EGFP con 5 de los EEAs a una concentracion de 100 pg/mL (destacados en
rojo) luego de 24 h de tratamiento (EEA 14-4, EEA 19-1, EEA 19-1 ha, EEA 23-2, EEA
27-1) (Figura 33A). Sin embargo, este efecto no se observa luego de 48 h de tratamiento
(Figura 33B). El extracto que produjo una mayor disminucion en el nimero de
inclusiones fue el EEA 27-1, con alrededor de un 24,3 % de disminucion de las
inclusiones, seguido del EEA 14-4 (23,9 % de disminucion), el EEA 19-1ha (21,7 % de
disminucion), el EEA 19-1 (21,3 % de disminucién) y del EEA 23-2 (20,9 % de
disminucion). Cabe destacar que el tratamiento con los EEAs no afecta directamente la
expresion del péptido polyQ7e-EGFP luego de 24 h de tratamiento en las células
transfectadas, de acuerdo con lo observado en los experimentos llevados a cabo en la

plataforma Arrayscan XTI de cellomics (Figura 34).
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Figura 34. Expresion del péptido de polyQro-EGFP en células HEK293 luego de 24 horas de
tratamiento con los EEAs. Las células HEK293 transfectadas y sembradas en placas de 96
pocillos fueron tratadas con los EEAs en un rango de concentraciones entre 12,5 a 100 pg/mL.
El nimero de células EGFP (+) se analiz6 en el equipo Arrayscan XTI luego de 24 h de tratamiento
utilizando la aplicacion Spot detector. NT = no tratado; GFP = proteina fluorescente verde (del
inglés green fluorscent protein); DMSO = dimetilsulfoxido; EEA = extracto obtenido con etanol

acidificado.

De acuerdo con los resultados obtenidos, los EEAs de los genotipos 14-4, 19-1, 19-1ha,

23-2 y, 27-1 fueron seleccionados para analisis posteriores cuya finalidad fue la de
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validar su capacidad de disminuir el nimero de inclusiones de polyQ-o-EGFP a través de
la técnica de Western Blot.

6.4 Validacion del efecto de los extractos seleccionados sobre la

agregacion proteica

Con la finalidad de validar los resultados obtenidos en los experimentos realizados en la
plataforma Arrayscan XTI de cellomics, se analiz6 el efecto del tratamiento con los
extractos seleccionados sobre los niveles de especies de alto peso molecular (EAPM)
del péptido polyQ-EGFP y, ademas un fragmento patogénico de la HTT (MHTTqss-
GFP) en células HEK293 a través de la técnica de Western blot de acuerdo con los
protocolos sefialados en la seccion de materiales y métodos (Seccion V - 2.7.6). También
se analizaron los efectos de los extractos en la expresion del péptido control polyQia-
EGFP, el cual se caracteriza por no formar inclusiones intracelulares. Para este analisis

se realizaron tratamientos con los ESel por 16 h a una concentracion de 100 pg/mL.

En la Figura 35 se pueden observar los resultados obtenidos en el analisis de los efectos
de los extractos seleccionados sobre la agregacion de polyQry-EGFP. En la Figura 35B
se puede observar una disminucion significativa (p < 0,01), cercana al 50% de los niveles
de las EAPM de polyQr-EGFP después de 16 h de tratamiento con el EEA 19-1,
mientras que no se observa el mismo efecto luego del tratamiento con los otros extractos
seleccionados, donde se puede observar que no tienen un efecto significativo sobre los
niveles de las EAPM de polyQ7-EGFP (Figura 35A y B). Ademas, también se observa
una disminucién significativa (p < 0,05) en los niveles del monémero del péptido polyQre-
EGFP luego del tratamiento con el EEA 19-1 (Figura 35C). Esta disminucion en los
niveles del monémero del péptido polyQ7e-EGFP es similar a la disminucién observada
en los niveles de las EAPM, acercandose a un 50% de disminucién respecto al control.
De igual manera, no se observan efectos significativos sobre los niveles del monémero
de péptido polyQ7-EGFP luego del tratamiento con los otros extractos selecciondos, e
incluso, se puede observar un leve aumento en los niveles del monémero luego del
tratamiento con los EEAs 14-4 y 27-1.

Para complementar los resultados obtenidos respecto del efecto del tratamiento con los
ESel sobre los agregados del péptido de polyQ+o-EGFP, se realizé el analisis del efecto

gue pudiera tener el tratamiento con estos extractos sobre los niveles de las EAPM de
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un fragmento de la proteina huntingtina mutante con 85 repeticiones de glutamina,
utilizado para modelar in vitro la enfermedad de Huntington. Luego estas células fueron
tratadas por 16 h con los ESel a una concentracion de 100 pg/mL. Los resultados

obtenidos se muestran en la Figura 36.
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Figura 35. Efecto de los extractos seleccionados sobre los niveles de las EAPM de polyQe-
EGFP. A) Se analiz6 el efecto de los extractos seleccionados sobre los niveles de EAPM de
polyQ7e-EGFP por Western blot. Las células HEK293 fueron transfectadas con el plasmidio que
codifica para el péptido polyQze-EGFP y luego de 4 h se realiz6 el tratamiento con los ESel a una
concentracién de 100 pg/mL. Luego de 16 h de tratamiento, se recolectaron y homogeneizaron
las células. Los niveles de las EAPM y los mondmeros de polyQre-EGFP se analizaron a través
de la técnica de western blot utilizando un anticuerpo anti-GFP. La expresién de HSP90 se
monitore6 como control de carga B) Cuantificacién de los niveles de las EAPM de polyQ7o-EGFP.
Los resultados se expresaron como porcentaje respecto del control C) Cuantificacion de los
niveles del mondmero del péptido polyQ7e-EGFP. Los resultados se expresaron como porcentaje
respecto del control (DMSO). Resultados corresponden al promedio de 3 experimentos
independientes. El andlisis estadistico se realiz6 a través de la prueba ANOVA de 2 vias y el test
de comparaciones mdltiples de Bonferroni (** = p < 0,01 y * = p < 0,05). EAPM: especies de alto

peso molecular; DMSO: dimetilsulfoxido.
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Figura 36. Efecto de los extractos seleccionados sobre los niveles de las EAPM de
MHTTgss-GFP. A) Se andlizo el efecto de los extractos seleccionados sobre los sobre los niveles
de las EAPM de mHTTqss-GFP por Western blot. Las células fueron transfectadas con el
plasmidio que codifica para los primeros 171 amino acidos del exén 1 de la proteina HTT con una
extension de 85 glutaminas y fusionada a GFP (mHTTqss-GFP). Los niveles de las EAPM vy los
mondmeros de mHTTqoss-GFP se analizaron a través de la técnica de western blot utilizando un
anticuerpo anti-GFP. La expresion de HSP90 se monitore6 como control de carga B)
Cuantificacion de los niveles de las EAPM de mHT Tqss-GFP. Los resultados se expresaron como
porcentaje respecto del control (DMSO). C) Cuantificacion de los niveles de mondémeros de
MHTTqss-GFP. Los resultados se expresaron como porcentaje respecto del control (DMSO). Los
Resultados corresponden al promedio de 3 experimentos independientes. El analisis estadistico
se realizé a través de la prueba ANOVA de 2 vias y el test de comparaciones mdltiples de

Bonferroni (* = p < 0,05). DMSO: dimetilsulféxido; EAPM = especies de alto peso molecular.

Como podemos observar en la Figura 36, luego del tratamiento por 16 h con los EET de
los genotipos 19-1, 23-2, y 27-1, hay una tendencia a la disminucién en los niveles de
las EAPM de mHTTgss-GFP. Sin embargo, solo el EEA 19-1 presentd un efecto

significativo (p < 0,05) sobre los niveles de EAPM con respecto al control (DMSO)
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(Figura 36A y B). El EEA 19-1 redujo los niveles de las EAPM de mHTTqss-GFP en
alrededor de un 50%, mientras que el EEA 27-1 lo hizo en alrededor de un 45% y el EEA
23-2 en un 30% (Figura 36B). Ademas, ninguno de los extractos provocé cambios
significativos en los niveles del monémero de mHTToss-GFP, lo que indicaria que los
efectos observados no son a nivel de la expresion de esta proteina, sino que actuarian

inhibiendo y/o desagregando a las especies oligoméricas (Figura 36C).

Como control de los efectos del tratamiento con los extractos seleccionados sobre la
expresion de proteinas, también se analizé el efecto que pudiera tener el tratamiento con
estos extractos sobre los niveles del péptido control polyQ::-EGFP. Como podemos
observar en la Figura 37, luego de 16 h de tratamiento con los extractos seleccionados,
no hubo cambios significativos en los niveles del péptido polyQ.:-EGFP (Figura 37A 'y
B).
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Figura 37. Efecto de los extractos seleccionados sobre los niveles de polyQi11-EGFP. A) Se
andlizo el efecto de los ESel los sobre los niveles de polyQ11-EGFP por Western blot. Las células
fueron transfectadas con el plasmidio que expresa polyQ11-EGFP y luego de 4 h se realizo el
tratamiento con los ESel a una concentraciéon de 100 pg/mL. Los niveles de los mondémeros de
polyQ11-EGFP se analizaron a través de la técnica de western blot utilizando un anticuerpo anti-
GFP. La expresion de HSP90 se monitore6 como control de carga B) Cuantificacion de los niveles
de polyQ11-EGFP. Los resultados se expresaron como porcentaje respecto del control (DMSO).
Los resultados corresponden al promedio de 3 experimentos independientes. El analisis
estadistico se realiz6 a través de la prueba ANOVA de 2 vias y el test de comparaciones multiples
de Bonferroni (p > 0,05). DMSO: dimetilsulféxido.

En resumen, solo después del tratamiento con el EEA 19-1 se observé una disminucion
significativa en las EAPM de polyQ7s-EGFP. Los demas extractos no tuvieron un efecto

significativo sobre la agregacion de este péptido. También se determiné una disminucién
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significativa en los niveles del monémero de polyQ7e-EGFP con el EEA 19-1. Por otro
lado, luego del tratamiento con los EEAs de los genotipos 19-1, 27-1 y 23-2 no se
observaron cambios en los niveles del mondémero de mHTTqss-GFP pero si una
disminucion de los niveles de las EAPM de mHTTqgss-GFP que fue significativa solo
después del tratamiento con el EEA 19-1 (Figura 36). Finalmente, ninguno de los
extractos tuvo efecto sobre los niveles del péptido control polyQi:-EGFP (Figura 37).

Con la finalidad de dar cuenta de los compuestos quimicos presentes en los extractos
seleccionados que pudieran ser responsables de los efectos observados sobre los
agregados de polyQ7-EGFP y mHTTqss-GFP, se realizé un andlisis por CLAE-ESI-
EM/EM.

7. Analisis por CLAE-UV-ESI-EM/EM de los extractos seleccionados

La composiciébn de compuestos fendlicos presentes en los EEAs que disminuyeron
significativamente el nimero de inclusiones intracelulares de polyQz-EGFP (Figura
33A) fue analizada a través de la técnica de CLAE-UV-ESI-EM/EM. EIl andlisis de los
compuestos fendlicos a las longitudes de onda de 280 y 360 hm se realiz6 en polaridad
negativa, mientras que para la identificacién de antocianinas se realiz6 el andlisis a 520
nm en polaridad positiva. Ademas, se llevé a cabo una semicuantificacion relativa de
cada compuesto identificado. La identificacibn y semicuantificacion relativa de los
compuestos fendlicos presentes en los extractos seleccionados se presenta en la Tabla
12.

En este analisis se detectaron 107 picos, de los cuales 105 fueron tentativamente
identificadas a través de la comparacion con la libreria proporcionada por el CEPEDEQ,
la base de datos ReSpect for phytochemicals y la utilizacién de referencias bibliograficas
(Pena-Cerda, Arancibia-Radich, Valenzuela-Bustamante, Pérez-Arancibia, Barriga,
Seguel, Garcia, & Delporte, 2017; Wyrepkowski, Costa, Sinhorin, Vilegas, De Grandis,
Resende, Varanda, & dos Santos, 2014). De los 105 compuestos tentativamente
identificados, un importante porcentaje corresponde a derivados de flavonoles (65%)
tales como derivados O-glicosilados de miricetina, quercetina y canferol, derivados de

elagitaninos (11%), y acidos fendlicos (8%) (Figura 38).
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Semicuantificacion relativa a la mayor

area obtenida

RT [M-H] e L. . EEA EEA EEA 19- EEA EEA
# [min]  [m/z] Fragmentos [m/z] Identificacion tentativa 14-4 191 1ha 232 27.1
1 29 5031 3408 1785 Dihexésido de acido 751 100 99,1 529 269
cafeicoa
2 52 633,2 586,8 3009 HHDP-galoil hexosaa¢c 19,5 100 0 0 21,9
3 6 4951 342,8 168,8 Acido digaloil quinicoac 2,2 35,2 100 30,5 75
4 6,3 483,4 3309 2328 168,8 Digaloil glucosa2 0 100 0 0 0
5 6,3 633,1 420,9 300,8 HHDP-galoil hexosaa¢c 0 61,9 0 0 100
6 7,1 633 588,8 420,9 300,8 HHDP-galoil hexosaa¢c 100 0 0 0 0
7 7,5 4954 342,9 168,8 Acido digaloil quinicoac 27 33,4 100 25,7 85,3
8 8,4 633 420,9 300,8 HHDP-galoil hexosaac 0 100 72,8 0 72,8
9 8,6 577,2 425 450,9 Procianidina dimero B2 100 0 0 0 0
Dihex6sido de &cido
10 8,7 503 340,7 178,8 cafeicon 0 100 0 0 0
11 8,9 495,1 3429 168,9 Acido digaloil quinicoac 75 2,8 51 37,2 100
12 9,8 577,2 425 450 Procianidina dimero B2 100 0 0 0 0
13 10,5 4833 4229 2708 168,9 Digaloilglucosa? 100 0 38,8 0 0
14 10,7 633 482 300,9 HHDP-galoil hexosaac 100 0 0 0 0
15 10,8 4951 3429 1688 Acido digaloil quinicoac 44,1 60,5 73,7 38,7 100
16 10,8 2894 245 (Epi)catequinaab 100 0 0 0 0
17 12,2 2894 245 (Epi)catequinaab 100 8,6 0 0 0
18 12,4 4532 312,9 2849 168,8 Digaloilpentosa? 0 0 100 0 0
19 13 625,4 463 300,9 Quercetina-O-dihexésido? 100 0 0 0 0
20 13,1 325 163 145 N.I. 0 14,6 0 56,6 100
21 13,1 431,3 2689 Apigenina-O-glucésido2 0 100 0 0 0
22 13,8 635 465 282,9 Trigaloil glucosa? 0 94,7 100 0 0
Miricetina-O-galoil
23 14,2 6312 479 317 hex6sido? 10,2 39,6 100 56,1 34,6
24 15 4535 312,9 168,9 Digaloilpentosa? 100 78,2 0 0 0
25 154 631,3 4791 3171 Miricetina-O-galoil 91 323 100 365 367
hexdsido?
26 15,6 6353 464,99 270,7 Trigaloil glucosa? 0 100 0 0 0
27 15,7 479,3 316,8 Miricetina-O-hexésido? 100 0 0 0 0
Luteolina-O-
28 15,7 4475 2849 hexésido/canferol-O- 0 27,9 0 100 0
hexésido?
Bencil-alcohol-hexosa-
29 159 4015 2689 1308 pentosa 17,5 0 100 69,4 0
30 15,9 577,1 4249 Procianidina dimero B2 100 0 0 0 0
31 16,1 4533 3129 Digaloilpentosa? 0 0 100 0 0
32 16,2 479,1 316,8 Miricetina-O-hexésido2 89,3 24,7 65,1 100 84,5
33 16,6 4449 447,7 2849 Canferol-O-hexésido2 0 0 100 0 0
34 17 6153 463 313 Quercetina-O-galoil 0 319 100 0 474
hexdsido?
35 17 577 425 Procianidina dimero B2 100 0 0 0 0
36 17 6312 479 317 Miricetina-O-galoil 68 100 587 384 774
hexdsido?
37 17,3 477,1 300,8 Quercetina-O-glucurénido? 0 100 0 0 0
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38 17,6 449,3 3159 Miricetina-O-pentésido? 21,5 100 0 0 5,8
39 17,7 463,2 300,8 Quercetina-O-hexdsido? 34,7 66,5 100 82,3 91,2
Semicuantificacion relativa a la mayor
area obtenida
RT [M-H] e .. . EEA EEA EEA 19- EEA EEA
# [min]  [m/z] Fragmentos [m/z] Identificacién tentativa 14-4 191 1ha 23.0 27.1
40 18,3 755,1 453 291 N.I. 73,8 0 0 100 13,2
41 18,5 479,2 316,9 Miricetina-O-hex6sido2 10,1 1 73,4 100 62,8
42 18,7 433,2 300,8 170 Quercetina-O-pentdsido? 100 0 0 0 0
43 19 625,2 462,9 300,8 Quercetina-O-dihexésido? 66,7 0 0 0 100
Miricetina-O-
a4 19,1  461,3 316,8 deoxihex6sido? 30,9 0 0 100 0
Quercetina-O-galoil
45 19,1 615,2 463,1 3011 hexosido? 0 0 100 0 43,4
46 19,7 479,2 316,1 179 Miricetina-O-hex6sido? 22,1 32,8 100 94,1 82,6
Quercetina-O-galoil
47 20 615,3 463 301,1 hexésido2 19,7 11,8 100 72,8 41,2
48 20,4 625,2 462,9 3009 Quercetina-O-dihexdsidoa 31,9 0 100 71,6 0
49 20,7 449,3 316,99 Miricetina-O-pentosido? 0 81,1 0 100 26,2
50 20,7 4413 2889 1689 (Epi)catequina-O-galatoab 100 0 0 0 0
51 20,8  433,2 300,8 Quercetina-O-pentdsido? 90,6 24,1 100 86 71,9
Quercetina-O-galoil
52 21 615,4 463 301,1 hexésido? 0 100 0 0 0
53 21,1 625,3 463 300,9 Quercetina-O-dihexésido? 0 0 100 0 0
54 21,2  463,2 3159 Miricetina-O-ramnésido? 0 6 86,7 100 78,1
55 21,5 44972 316 Miricetina-O-pentdsido? 0 100 26 0 0
56 215 4772 3149 Isoramnetina-O-hex6sido? 0 100 0 0 0
57 21,7 4333 3004 Quercetina-O-pentdsido? 17,9 100 0 0 0
58 22 477 300,9 Quercetina-O-glucurénido2 19,2 0 100 28,2 36,7
59 22,6  463,1 3009 Quercetina-O-hexosido? 100 16,6 58,3 73,3 39,4
60 22,6 301 300,8 257 178 Acido elagico? 0 0 0 0 100
61 23 449,1 284,99 3028 150,9 Taxifolina-O-ramnoésido? 0 0 0 0 0
62 23 477 300,9 Quercetina-O-glucurénido2 49,2 1,2 98,6 0 100
63 23,1 463,1 300,9 Quercetina-O-hexdsido? 0 0 0 0 100
64 23,6 6253 462,9 3009 Quercetina-O-dihexdsido2 100 0 0 0 0
65 24,1 433,2 300,9 Quercetina-O-pentdsido? 0 100 0 0 0
Quercetina-hexosa-acido
66 24,2 599,3 463 301 protocatécuico? 19,3 31 30,9 100 54,2
67 24,6 4472 284 300 327 Canferol-O-hexésido2 0 4,2 100 0 6,5
68 24,7 433,2 300,9 Quercetina-O-pentdsido? 0 100 4,4 18,9 15,8
69 25,1 447,2  300,9 Quercetina-O-ramndsido? 0 0 0 100 0
70 25,5 463,3 300,9 2548 168.9 Quercetina-O-hexdésido? 0 0 0 0 100
71 25,6 477 314,9 Isoramnetina-O-hexésido2 0 83 100 35,7 0
Quercetina-O-acetil
72 26 505,1 462,9 300,9 hexésido? 19,2 0 40,9 100 0
73 26 461 284,9 Canferol-O-glucurénido? 0 0 0 100 0
Miricetina-O-galoil
78 27,1 613,2 316,9 463 deoxihex6sido? 0 0 0 100 0
79 27,2 417,3 2839 Canferol-O-pentésido? 0 100 0 0 0
Quercetina-O-acetil
80 27,4 505,2 300,9 463,1 178,8 hexdsido? 38,3 2,9 63,4 78,2 100
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81 27,9 625,3 463 300,9 Quercetina-O-dihexésidoa 0 100 0 27,8 38,2

82 27,9 479,2 3169 Miricetina-O-hexésido? 0 0 79,9 100 53,2
Semicuantificacion relativa a la mayor
area obtenida

RT [M-H] e .. . EEA EEA EEA 19- EEA EEA
# [min]  [m/z] Fragmentos [m/z] Identificacién tentativa 14-4 191 1ha 23.0 27.1
83 28 463,2 3009 Quercetina-O-hexdésido? 0 0 0 100 0
84 28,2 3152 2999 1788 106,9 Isoramnetinaac 100 0 0 0 0
Metoxiquercetina-O-
85 28,3 6392 4929 3309 hexésidoa 0 55,2 0 0 100
86 28,4 417,4 2849 Canferol-O-pentésido? 0 100 0 0 0
Luteolina-metiléter-O-
87 28,5 4756 299,9 glucurénido? 0 100 0 0 0
Quercetina-O-acetil
88 28,5 5052 486,9 3009 hexésido2 3,8 1 70,8 100 50,2
89 28,6 301,1 299,8 Acido elagicoabe 0 0 0 0 100
90 28,9 4312 2849 Canferol-O-ramnésido2 0 0 100 0 0
Isoramnetina-O-
91 29,4 4895 447,1 3149 283,9 glucurénido? 0 0 100 0 0
Galoilmetilmiricetina
92 29,6 6454 4789 3169 hexésidoa 0 29,5 100 0 18
Quercetina-O-ramnosil
93 30,2 6095 463 301,1 hexésidoa 0 100 77,2 40,7 48,2
Isoramnetina-O-
94 30,6 6392 463 301 dihexésido? 0 0 100 72 50,4
95 31,2 489,33 2848 227 Canferol-O-acetil hexésido? 0 0 100 0 47,6
Quercetina-O-ramnosil
96 31,4 606,99 4629 300.9 hexésido? 100 0 0 0 0
Galoilmetilmiricetina
97 315 6454 479 315.9 hexésido? 0 0 100 30,9 0
Quercetina-O-ramnosil-O-
98 31,8 609,4 463,9 3009 hexésido? 0 0 0 53,6 100
Canferol-O-cumaroil
99 32 593,3 447 284.9 glucosido? 0 0 100 40,5 0
100 324 301 178,9 150,9 Quercetinaabec 100 19,2 99,5 63,6 46,7
101 324 331 315,9 Miricetina metilétera 0 0 100 40,2 58
102 32,7 6234 477,1 3149 Isoramnetina-O-rutindsido? 0 100 0 0 26,3
103 336 5954 5794 2868 Eriodictiol-O-rutin6sido? 0 0 100 0 0
104 353 301,1 3008 Acido el4gicoab 0 0 0 0 0
105 36 285,2 2849 Canferolab.c 0 7.4 100 34 8,6
106 36,4 3154 299,9 Isoramnetinaab 0 16,2 29 0 100
107 36,8 462,1 300,8 180,8 Quercetina-O-hexdsido? 0 0 0 0 100

Tabla 12. Identificacién y semicuantificacién relativa de compuestos fendélicos en los
extractos seleccionados. El andlisis por CLAE-UV-ESI-EM se llevé a cabo a 280 nm. Los datos
obtenidos fueron analizados utilizando el software Bruker DataAnalysis 3.2 (Bruker Daltonik
GmbH, DE). La identificacion tentativa de los compuestos se llevd a cabo a través de la
comparacion de las masas de los iones moleculares y sus patrones de fragmentacion con los
datos de una libreria de compuestos fendlicos provista por el CEPEDEQ y la utilizacién de la base
de datos ReSpect for phytocemicals, sumado a la revision de literatura cientifica. [M-H] = i6n
molecular; Tr = Tiempo de retencion; min. = minutos; (a) Libreria CEPEDEQ; (b) ReSpect for

phytochemicals; (c) Referencias bibliograficas (Pefia-Cerda, Arancibia-Radich, Valenzuela-
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Bustamante, Pérez-Arancibia, Barriga, Seguel, Garcia, & Delporte, 2017; Wyrepkowski, Costa,
Sinhorin, Vilegas, De Grandis, Resende, Varanda, & dos Santos, 2014).

N.I.
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Figura 38. Distribucion de subtipos de compuestos polifenélicos tentativamente
identificados en el analisis por CLAE-UV-ESI-EM. El andlisis por CLAE-UV-ESI-EM se llevé a
cabo a 280 nm. Los datos obtenidos fueron analizados utilizando el software Bruker DataAnalysis
3.2 (Bruker Daltonik GmbH, DE). La identificacion tentativa de los compuestos se llevd a cabo a
través de la comparacion de las masas de los iones moleculares y sus patrones de fragmentacion
con los datos de una libreria de compuestos fendlicos provista por el CEPEDEQ y la utilizacion
de la base de datos ReSpect for phytocemicals, sumado a la revision de literatura cientifica. CLAE
= Cromatografia liquiida de alta eficiencia; ESI = ionizacion por electrospray; EM = espectrometria
de masas; N.I. = no identificado.

En la Figura 39 se exponen los cromatogramas obtenidos a 280 nm, destacando los
picos mas importantes seleccionados a partir de este analisis. De éstos 8 compuestos,
6 fueron tentativamente identificados, y los compuestos (1), (2), (4), (5), (7), y (8) estan
presentes en los 5 ESel (Figura 39). Los picos corresponden a (1) un derivado de acido
cafeico (m/z = 503; Tr ~ 2,9 min.), (2) acido digaloil quinico (m/z = 495; Tr ~ 7,5 min.),
(3) un compuesto no identificado (m/z = 325; Tr ~ 13,1 min.), (4 y 5) 2 derivados de
miricetina (m/z = 631y 479; Tr ~ 14,2 y 16,2 min, respectivamente), (6) compuesto no
identificado (m/z = 755; Tr ~ 18,5 min.), (7) un O-hexdsido de quercetina (m/z = 463; Tr
~ 22,6 min.), y (8) quercetina (m/z = 301; Tr ~ 32,4 min.).
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De acuerdo con la semicuantificacion relativa llevada a cabo a partir de los resultados
obtenidos, el EEA 19-1 present6 una mayor cantidad relativa del derivado dihexdsido de
acido cafeico ([M-H] = 503, Tr ~ 2,9 min) entre los 5 ESel. Segun los datos de
espectrometria de masas, este compuesto presento 2 fragmentos de m/z= 340,8 y m/z=
178,5, que representan la pérdida de sus hexosas [M-162-H7. Respecto del acido digaloil
quinico ([M-H7] = 495; Tr ~ 7,5 min), el EEA 19-1ha es el que lo presentd en una mayor
concentracion relativa respecto de los demés EEAs, mientras que el EEA 23-2 lo
present6 en una menor concentracion relativa. Los fragmentos observados para este
compuesto fueron el fragmento m/z = 342,9, que corresponde al fragmento luego de la
pérdida de un grupo galoil [M-152,5-H7] y el fragmento m/z = 168,8 que corresponde a
acido galico luego de la pérdida de acido quinico (Wyrepkowsky et al, 2014). Respecto
del pico (3) (Figura 39), este compuesto no identificado se observé en los EEAs de los
genotipos 19-1, 23-2 y 27-1, encontrandose mas concentrado en este Ultimo. La
presencia del derivado O-galoil hexdsido de miricetina (4) (m/z 631, Tr ~ 14,2 min) se
observo en los 5 extracto seleccionados, siendo en el EEA 19-1ha donde se presento en
una mayor concentracion relativa. Se observé que este compuesto presenté un
fragmento de m/z = 479 que corresponde a la pérdida del grupo galoil [M-152-H] vy el
fragmento de m/z = 317, que corresponde a la pérdida consecutiva del grupo hexdésido
(m/z = 162) (Saldanha, Vilegas, & Dokkedal, 2013). El pico (5) fue tentativamente
identificado en los 5 extractos seleccionados y corresponderia a un derivado O-hexdsido
de miricetina (m/z = 479; Tr ~ 16,2 min) con una mayor concentracion en el EEA 23-2.
Este compuesto se fragment6é dando como resultado un fragmento de m/z = 316,8, que
corresponde a la pérdida del grupo hexdsido [M-162,3-H7. El pico 6 corresponde a un
compuesto no identificado (m/z = 755; Tr ~ 18,5 min.) que se presentd en los EEAs de
los genotipos 14-4, 23-2 y 27-1. El pico 7, que fue tentativamente identificado como un
derivado O-hexdsido de quercetina (m/z = 463; Tr ~ 22,6 min), se encuentra presente en
los 5 extractos seleccionados, siendo mayor su concentracion en el EEA 14-4. Este
derivado de quercetina presentdé un fragmento de m/z ~ 301 [M-162-H7], lo que
confirmaria la presencia de un grupo hexésido en la molécula. Por lo tanto, este O-
hexésido podria corresponder a los compuestos isoquercitrina o hiperésido, ambos
flavonoles de peso molecular ~ 464 g/mol que se diferencian en el hexdsido de la
posicion 3: la isoquercitrina presenta un residuo beta-D-glucosil, mientras que el

hiperosido presenta un residuo beta-D-galactosil. El pico (8) fue tentativamente
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identificado como quercetina (m/z = 301; Tr ~ 32,4 min) y se encuentra presente en los
5 EEAs analizados, siendo mayor su concentracion en el EEA 14-4.
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Figura 39. Cromatogramas a 280 nm de los extractos seleccionados. Se analizaron los EEAs
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de los genotipos 14-4 (A), 19-1(B), 19.1ha (C), 23-2 (D) y 27-1 (E). Continua en la pagina

siguiente.

Continuacion Figura 38. Donde: (1) Dihexésido de &cido cafeico (m/z 503; Tr ~ 2,9 min); (2)
Acido digaloil quinico (m/z = 495; Tr ~ 7,5 min), (3) Compuesto no identificado (m/z = 325; Tr ~
13,1 min). (4) Miricetina-O-galoil hexésido (m/z = 631; Tr ~ 14,2 min), (5) Miricetina-O-hexdsido
(m/z = 479; Tr ~16,2 min), (6) Compuesto no identificado (m/z = 755; Tr ~ 18,5 min), (7)
guercetina- O-hexésido (m/z = 463; Tr ~ 22,6 min) y (8) quercetina (m/z = 301; Tr ~ 32,4 min).
Los datos obtenidos fueron analizados utilizando el software Bruker DataAnalysis 3.2 (Bruker
Daltonik GmbH, DE). La identificacion de los compuestos se llevdé a cabo a través de la
comparacion de las masas de los iones moleculares y sus patrones de fragmentacion con los
datos de una libreria de compuestos fendlicos provista por el CEPEDEQ y la utilizacién de la base

de datos ReSpect for phytocemicals, sumado a la revisién de literatura cientifica.

Tr [M-H]" Fragmentos

# (min) (m/2) (m/z) Identificacion tentativa Referencias
1 2.9 503 341 179 Dihexdésido de &cido cafeico b
2 52 633 587 301 HHDP-galoil hexosa ac
3 63 483 331 233 169 Digaloil glucosa® a
4 84 633 421 301 HHDP-galoil hexosa ac
5 87 503 341 179 Dihexosido de acido cafeico® ab
6 131 431 269 Apigenina-O-glucésido* a
7 156 635 465 271 Trigaloil glucosa* a
8 17.0 631 479 317 Miricetina-O-galoil hexésido a
9 173 477 301 Quercetina-O-glucurénido® a
10 17.6 449 316 Miricetina-O-pentésido a
11 210 615 463 301 Quercetina-O-galoil hexdsido* a
12 215 449 316 Miricetina-O-pentoésido a
13 215 477 315 Isoramnetina-O-hexésido* a
14 217 433 300 Quercetina-O-pentésido a
15 247 433 301 Quercetina-O-pentésido a
16 27.2 417 284 Canferol-O-pentésido* a
17 279 625 463 301 Quercetina-O-dihexdésido a
18 284 417 285 Canferol-O-pentosido* a
19 285 476 300 Luteolina-metiléter-O-glucurénido® a
20 30.2 610 463 301 Quercetina-O-ramnosilhexésido a
21 327 623 477 315 Isoramnetina-O-rutindsido a

Tabla 13. Identificacion tentativa de los compuestos polifenélicos con una mayor
concentraciéon relativa en el EEA del genotipo 19-1. La identificacion tentativa de los
compuestos se realizé a través de la comparacion de las masas de los iones moleculares y sus
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patrones de fragmentacion con los datos de una libreria de compuestos fendlicos provista por el
CEPEDEQ y la utilizacion de la base de datos ReSpect for phytocemicals, sumado a la revision

de literatura cientifica. Continua en la pagina siguiente

Continuacion Tabla 13. A partir de la semicuantificacion relativa se identificaron aquellos
compuestos con una mayor concentracion relativa en el EEA del genotipo 19-1 en comparacion
a los otros extractos seleccionados. * representa compuestos que soélo fueron identificados en el
EEA del genotipo 19-1. (a) Libreria CEPEDEQ); (b) ReSpect for phytochemicals; (c) Referencias
bibliograficas (Pefia-Cerda, Arancibia-Radich, Valenzuela-Bustamante, Pérez-Arancibia, Barriga,
Seguel, Garcia, & Delporte, 2017; Wyrepkowski, Costa, Sinhorin, Vilegas, De Grandis, Resende,
Varanda, & dos Santos, 2014).

Mas especificamente, en el EEA 19-1 se identificaron 11 compuestos cuya
concentracion relativa fue mayor en comparaciéon a los otros extractos seleccionados
(Tabla 13). Ademas, 10 compuestos solo fueron identificados en aquel extracto, entre

los que destacan derivados glicosilados de quercetina y miricetina (Tabla 13)

Los resultados obtenidos en el andlisis a 360 nm por CLAE-UV-ESI-EM/EM son similares
a los obtenidos a 280 nm. Se lograron identificar tentativamente 92 compuestos, en los
cuales destacaron diversos derivados de quercetina, miricetina y canferol. Una tabla
resumen con los resultados y los cromatogramas obtenidos a 360 nm se presenta en el

Anexo V.

El andlisis de la presencia de antocianinas en los extractos seleccionados se realiz6 en
paralelo a una absorbancia de 520 nm en modo polaridad positiva. Los resultados se
resumen en la Tabla 14. A partir de los datos obtenidos, se logré detectar e identificar
tentativamente 21 picos correspondientes a diversas antocianinas en los extractos
seleccionados. Entre los compuestos tentativamente identificados se encuentran
antocianinas tales como los derivados O-hex6sidos de cianidina, peonidina, malvidina,
delfinidina y petunidina, y también las antocianidinas peonidina, delfinidina, malvidina y
petunidina, las cuales han sido definidas como las antocianidinas de mas comdn
ocurrencia en los frutos rojos (Veberic, Slatnar, Bizjak, Stampar, & Mikulic-Petkovsek,
2015). Los cromatogramas obtenidos a 520 nm para la identificacion de antocianinas se

muestran en la Figura 40.
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Tr [M+H] Fragmentos . . EEA EEA EEA EEA EEA-
# Identificacén tentativa

[min] [m/z] [m/z] 14-4 19-1 19-1ha  23-2 27-1
1 16.2 449.3 287,2 Cianidina-O-hexésido®” n.i. * * * n.i.
2 18.7 463.2 301,2 Peonidina-O-hexdsido? * * * * n.i.
3 19.0 301.3 286,1 Peonidina® n.i. n.i. n.i. n.i. *
4 19.5 463.2 301,6 Peonidina-O-hexésido®? n.i. * n.i. n.i. n.i.
5 19.6 517.4 355,3 Malvidina-O-hexésido acetaldehido® n.i. n.i. n.i. * n.i.
6 19.9 303.3 257,1 229,2 165,1 Delfinidina® n.i. n.. * n.i. *
7 20.0 331.4 315,2 179,2 Malvidina® n.i. n.i. n.i. * n.i.
8 20.2 493.4 331,2 Malvidina-O-hexésido? n.i. * n.i. n.i. n.i.
9 22.6 465.1 303,1 Delfinidina-O-hexo6sido® * n.i. n.i. * n.i.
10 23.0 449.4 Cianidina-O-hexésido®® * * n.i. n.i. n.i.
11 23.2 517.3 355,1 Malvidina-O-hexésido acetaldehido?® n.i. n.i. n.i. * n.i.
12 233 465.0 303,1 Delfinidina-O-hexésido® * n.i. n.i. n.i. *
13 234 487.6 325 185,1 Delfinidina-O-hexosido (aducto de sodio)? n.i. * n.i. n.i. n.i.
14 23.8 317.3 302,1 153,1 Petunidina® n.i. n.i. n.i. n.i. *
15 24.4 435.3 303,1 Delfinidina-O-pentdsido? n.i. * n.i. n.i. n.i.
16 25.4 501.4 Petunidina-O-hexosido (aducto de sodio)? * n.i. n.i. n.i. n.i.
17 25.9 303.4 Delfinidina? * n.i. n.i. n.i. n.i.
18 26.2 301.3 286,2 Peonidina® n.i. n.i. n.i. * n.i.
19 26.7 501.5 Petunidina-O-hexésido (aducto de sodio)? * n.i. n.i. n.i. n.i.
20 26.8 317.4 302,1 139 Petunidina® n.i. * n.i. n.i. n.i.
21 26.8 479.0 317.2 Petunidina-O-hexdsido®? n.i. n.i. * n.i. n.i.

Tabla 14. Identificacion tentativa de antocianinas en los ESel. El andlisis por CLAE-UV-ESI-
EM se realiz6 a 520 nm en modo polaridad positiva. Los datos obtenidos fueron analizados
utilizando el software Bruker DataAnalysis 3.2 (Bruker Daltonik GmbH, DE). La identificacién de
los compuestos se llevé a cabo através de la comparacion de las masas de los iones moleculares
y sus patrones de fragmentacion con los datos de una libreria de compuestos fendlicos provista
por el CEPEDEQ vy la utilizacién de la base de datos ReSpect for phytocemicals, sumado a la
revision de literatura cientifica. Donde [M-H] = i6n molecular; Tr = tiempo de retencién; min. =
minutos; (a) libreria CEPEDEQ); (b) ReSpect for phytochemicals; n.i. = no identificado; * =
identificado.
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Figura 40. Cromatogramas UV a 520 nm obtenidos desde los analisis CLAE-UV-EM de los
Esel. Se analizaron los EEAs de los Gs 14-4 (A), 19-1(B), 19.1ha (C), 23-2 (D) y 27-1 (E). Los
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datos obtenidos fueron analizados utilizando el software Bruker DataAnalysis 3.2 (Bruker Daltonik
GmbH, DE). La identificacion de los compuestos se llevo a cabo a través de la comparacion de
las masas de los iones moleculares y sus patrones de fragmentacion con los datos de una libreria
de compuestos fendlicos provista por el CEPEDEQ vy la utilizacion de la base de datos ReSpect
for phytocemicals, sumado a la revision de literatura cientifica. Donde: (1) cianidina-O-hexdsido;

(2) Peonidina-O-hexésido; (3) Peonidina.

Como se puede observar en la Figura 40, los perfiles de los cromatogramas obtenidos
a 520 nm son similares, con 2 picos principales (Tr ~ 16,2 min. Y Tr ~ 18,7) cuya
intensidad es baja en comparacion a los picos obtenidos en el andlisis a 280 nm (Figura
39) y 360nm (Anexo lll), resultados que se correlacionan a los obtenidos en el analisis
por CCF (Figura 15), CCF de alta resolucién (Figuras 18 y 19), y CLAE-DAD (Figuras
24 y 25). Cabe destacar que la identificacion tentativa de estos picos varia de acuerdo
con el genotipo. El pico 1 (Figura 40) corresponderia a un derivado O-hexdsido de
cianidina (i6bn molecular con una m/z = 449) con presencia en los EEAs de los genotipos
19-1, 19-1hay 23-2 (Figuras 40B, C y D, respectivamente). Este derivado presenta un
fragmento de m/z = 287, por lo que podria corresponder al 3-O-glucésido de cianidina
(Veberic, Slatnar, Bizjak, Stampar, & Mikulic-Petkovsek, 2015). El pico 2 (Figura 40)
corresponderia a un derivado O-hexdsido de peonidina (ibn molecular con una m/z =
463), el cual se logro identificar en los EEASs de los genotipos 14-4, 19-1, 19-1ha y 23-3
(Figuras 40A, B, Cy D, respectivamente). Este compuesto presenta un fragmento de
m/z = 301, por lo que podria corresponder al 3-O-glucésido de peonidina (Veberic et al.,
2015; ReSpect for Phytochemicals). El pico 3 que esta presente en el genotipo 27-1
(Figura 40E) posee un Tr similar al pico 2, y podria corresponder a la antocianidina

peonidina (ibn molecular con una m/z = 301).

Tomando en cuenta las antocianinas y antocianidinas anteriormente mencionadas, un
total de 126 compuestos fueron tentativamente identificados en los 5 extractos
seleccionados de los frutos de distintos genotipos de murtilla. De estos 126 compuestos
tentativamente identificados, una gran mayoria corresponden a derivados de los
flavonoles quercetina, miricetina y canferol. De los resultados obtenidos se puede
destacar que, a pesar de gque existen diferencias en los perfiles de los ESel (Figuras 39
y 40), las cuales se reflejan claramente en la presencia o ausencia de los 8 picos
destacados en la Figura 39, los compuestos tentativamente identificados son similares

en todas las muestras analizadas. En los 5 extractos seleccionados predominan los
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derivados de quercetina, miricetina y canferol, y hay una menor presencia de &cidos
fendlicos, elagitaninos, catequinas y antocianinas, en las cuales predomina la presencia

de derivados glicosilados de cianidina, delfinidina, peonidina y petunidina.

En resumen, a partir de los frutos maduros de 8 genotipos de murtilla se obtuvieron
extractos utilizando maceracion exhaustiva con solventes de polaridad creciente
(EDCMs, EACs, EEAS). Los EACs y EEAs fueron seleccionados debido a que, por la
polaridad de los solventes utilizados para su obtencion, concentran los compuestos de
tipo polifendlico. Para realizar una caracterizacion quimica de estos extractos, se
utilizaron técnicas tanto espectrofotométricas (Folin-Ciocalteu), como cromatograficas
(CCF, CCF de alta resolucion, CLAE-DAD). Esto nos permitié llevar a cabo un analisis
comparativo de la composicion quimica de los EACs y EEAs, donde en general se pudo
dar cuenta de que los EACs presentan una mayor concentracion de polifenoles que los
EEAs a pesar de la similitud del perfil de compuestos entre ambos grupos de extractos,
y de que existen diferencias en la composicion quimica de los 8 genotipos. Luego, se
analizo el efecto del tratamiento con los EACs y EEAs sobre la formacién de inclusiones
intracelulares de polyQ-o-EGFP, observando que el tratamiento con 5 EEAs (EEA 14-4,
19-1, 19-1ha, 23-2 y 27-1) redujo significativamente el nimero de inclusiones luego de
16 h de tratamiento. Luego se analizé la capacidad de estos 5 extractos seleccionados
de reducir los niveles de las especies de alto peso molecular (EAPM) de polyQ-s-EGFP
y mHTToss-GFP utilizando la técnica de Western blot, observando que solo el tratamiento
con el EEA 19-1 redujo de manera significativa los niveles de las EAPM de polyQre-
EGFP y mHTToss-EGFP, mientras que los EEAs de los genotipos 23-2 y 27-1 redujeron
los niveles de las EAPM de mHTT-EGFP sin ser estos resultados estadisticamente
significativos. Ademas, se utilizé el péptido polyQi1-EGFP como control, observando que
el tratamiento con los extractos no afectd los niveles de este péptido. Por ultimo, se
analizé la composicién quimica de los 5 extractos seleccionados a través de la técnica
de CLAE-UV-ESI-EM/EM, donde se pudo identificar tentativamente la presencia de 126
moléculas entre las que destacé la presencia de distintos derivados glicosilados de

guercetina, miricetina y canferol.
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VI. Discusioén

1. Rendimiento del proceso de extraccién

Para la obtencién de los extractos secos de los frutos de distintos genotipos de murtilla
se utiliz6 la técnica de maceracion simple con solventes de polaridad creciente a
temperatura ambiente. Esta técnica ha sido implementada previamente en nuestro
laboratorio para la extracciébn de compuestos bioactivos desde las hojas de murtilla
(Arancibia-Radich et al., 2016; Pefia-Cerda et al., 2017), y es una técnica ampliamente
utilizada en el estudio quimico de productos naturales (Cujic, Savikin, Jankovic,
Pljevljakusic, Zdunic, & lbric, 2016). Se trabajo con el material vegetal liofilizado para
eliminar la presencia de agua en las muestras recolectadas. Esto se realiz6 con la
finalidad de detener los procesos enzimaticos que podrian alterar la composicion quimica
de los frutos de murtilla recolectados, como también la descomposicion del material
vegetal. Ademas, los frutos fueron triturados para aumentar la superficie de contacto del

material vegetal con el solvente, haciendo mas eficiente el proceso de extraccion.

Cabe destacar que en el proceso de liofilizado se perdio, en promedio, un 75% del peso
de los frutos, lo que refleja la gran cantidad de agua que presentan estas bayas (Anexo
I1). Se eligié la técnica de liofilizado debido a que, en comparacién al secado por corriente
de aire a T° ambiente, la liofilizacién retiene un mayor porcentaje de compuestos
fendlicos en el material vegetal (Dai & Mumper, 2010). La maceracion se llevé a cabo en
una relacion solido:solvente de 1:5 (50 g de fruto + 250 mL de solvente). Si bien ha sido
descrito que aumentar la relacién sdlido:solvente a 1:20 o 1:30 permite aumentar los
rendimientos de la extraccion (Cujic, Savikin, Jankovic, Pljevljakusic, Zdunic, & lbric,
2016), se decidio utilizar una relacion mas pequefa, debido a que la extraccion fue

realizada hasta el completo agotamiento del material vegetal.

Los solventes utilizados para la extraccion del material vegetal fueron el diclorometano,
acetona y etanol acidificado con un 1% de acido férmico (Figura 3). El objetivo de utilizar
estos solventes de extraccion fue el de concentrar los compuestos mas lipofilicos y la
clorofila en el EDCM, para luego concentrar los compuestos fendlicos en los EACs y
EEAs gue corresponden a los extractos de interés. En el caso de la utilizacién de acido
férmico, la acidificacion se utilizé para lograr extraer las antocianinas presentes en los

frutos, debido a que estos compuestos son mas estables a pHs acidos. Los extractos

84



obtenidos fueron concentrados en un rotavapor y luego secados en estufa al vacio a
temperaturas que no superaron los 70°C, para asi evitar la descomposicion de los

compuestos fendlicos.

Como se esperaba, existieron diferencias evidentes en el rendimiento de la extraccién
entre los diferentes genotipos de frutos de murtilla, tanto para los EACs como para los
EEAs (Tabla 6; Figura 8). Aunque la polaridad de la acetona y el etanol son similares,
hubo diferencias significativas entre los rendimientos de los extractos obtenidos con los
diferentes solventes (Figura 8), que promediaron alrededor del 2% para los EACs y 22%
para los EEAs (Tabla 6). Esta diferencia en los rendimientos obtenidos podria explicarse,
en parte, por la presencia de un pequefio porcentaje de acido (1%) en el etanol utilizado
para obtener los EEAs, lo que podria haber facilitado la entrada del solvente a través de
la membrana de aquellos organelos en los cuales se acumulan los compuestos

polifendlicos por disrupcion de ésta (Pompeu, Silva, & Rogez, 2009).

Ademas, los solventes proéticos, como el etanol, son capaces de provocar un
hinchamiento de la celulosa generando una disrupcion de las interaciones entre esta
Gltima y compuestos como los polifenoles, lo que facilita su extraccion. En parte, esto
podria explicarse por su capacidad de formar puentes de hidrogeno (Zuorro & Lavecchia,
2013). Por otro lado, los solventes apréticos como la acetona no tienen la capacidad de
formar puentes de hidrégeno, y por lo tanto tendrian una menor capacidad de provocar
hinchamiento de la celulosa (Zuorro, lannone, & Lavecchia, 2019). La naturaleza de los
solventes (protico v/s aprotico) y su capacidad de formar puentes de hidrégeno también
seria importante para el proceso de solubilizacién de las moléculas de interés, que en
este caso corresponden a compuestos polifendlicos. En este contexto, se ha observado
gue aguellos compuestos que presentan grupos hidréxilos en sus estructuras (por
ejemplo, flavonoides) son extraidos mas eficientemente con solventes préticos, como el
etanol, debido a la formacion de enlaces puentes de hidrégeno, mientras que aquellos
compuestos gque no presentan grupos hidroxilos serian extraidos con solventes
aproticos, como la acetona, a través de interacciones dipolo-dipolo (Galanakis, Goulas,

Tsakona, Manganaris, & Gekas, 2013).
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De forma general, es importante considerar que la extracciébn de compuestos desde
fuentes naturales es un proceso complejo y heterogéneo que depende, entre otras
cosas, de: (1) la capacidad de los solventes utilizados de penetrar en la matriz del
material vegetal, (2) la rotura de las interacciones de los compuestos de interés con la
matriz del material vegatal y (3) la capacidad del solvente de solubilizar al soluto (Zuorro,
lannone, & Lavecchia, 2019). En general, la presencia de celulosa en la pared celular de
las células vegetales dificulta la penetracién de los solventes, lo que a su vez dificulta la
extraccion de los metabolitos secundarios de interés (Albersheim, Darvill, Roberts,
Sederoff, & Staehelin, 2011; Zuorro, lannone, & Lavecchia, 2019).

Cabe destacar que no se observé una relacion entre los rendimientos del proceso de
extraccién de los frutos recolectados, y los criterios de seleccion utilizados en la
recoleccién (cantidad de hojas o calidad de los frutos; Tabla 1). Los antecedentes
expuestos anteriormente nos entregan los primeros resultados demostrando la
existencia de diferencias, al menos, cuantitativas en la composicion quimica de los 8
genotipos estudiados. Para poder dar cuenta de estas diferencias se realizé una

caracterizacion quimica de los extractos, cuyos resultados se discuten a continuacion.

2. Perfil polifendlico de los extractos obtenidos a partir de frutos los

distintos genotipos de murtilla

Para dar cuenta del perfil de compuestos polifendlicos de los distintos genotipos
analizados, se utilizaron técnicas espectrofotométricas y cromatograficas con la finalidad
de poder realizar un analisis comparativo entre los distintos genotipos de murtilla. El
analisis espectrofotométrico utilizado fue la técnica de Folin-Ciocalteu, que corresponde
a una técnica que es ampliamente utilizada para la determinaciéon del contenido de
compuestos fendlicos presentes en una gran variedad de matrices, tales como comidas,
bebidas, diferentes hierbas y también en extractos provenientes de plantas (Margraf,
Karnopp, Rosso, & Granato, 2015). Las técnicas cromatograficas utilizadas fueron la
CCF, CCF de alta resoluciéon y CLAE-DAD. A través de estas técnicas fue posible
obtener una ‘huella digital’ de cada una de las muestras analizadas, lo que nos permitié
realizar un analisis comparativo del perfil quimico de los extractos obtenidos de los frutos

de diferentes genotipos de murtilla.
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2.1 Analisis del contenido de fenoles totales de los extractos obtenidos a

partir de frutos de distintos genotipos de murtilla

A partir del andlisis del CFT se pudo dar cuenta de que existen diferencias significativas
en la composicion de compuestos polifendlicos de los EACs y EEAs (Figuras 10y 11).
Considerando que los 8 genotipos recolectados para este estudio fueron cultivados bajo
las mismas condiciones edafoclimaticas, las diferencias determinadas en el CFT se
pueden atribuir a las diferencias genotipicas de los arbustos de murtilla. Estas diferencias
podrian verse reflejadas, en parte, en los niveles de las enzimas responsables de la
biosintesis de los compuestos polifenélicos en estos frutos. Sin embargo, hasta la fecha,
no existen estudios que hayan analizado comparativamente los niveles de este tipo de
enzimas en los distintos genotipos de murtilla. Al comparar los valores de CFT entre
ambos sets de extractos, se observO que los EACs presentaron valores
significativamente mayores en comparacion a los EEAs (Figura 12). Estos resultados
nos indicarian que los EACs, a pesar de su bajo rendimiento de extraccién, contienen un
mayor nimero de compuestos fendlicos que los EEAs. Sin embargo, se ha reportado
gue el reactivo de Folin-Ciocalteu es capaz de reaccionar con cualquier compuesto que
tenga una capacidad reductora, sesgando el valor real del CFT (Granato, Santos, Maciel,
& Nunes, 2016). Debido a esto, no se puede descartar que las diferencias encontradas
entre los EACs y EEAs se deban, por ejemplo, a una mayor presencia de azlcares
reductores o0 acido ascoérbico en los EACs. Es importante mencionar que ambos
extractos obtenidos a partir de los frutos del genotipo 19-1, que corresponde a la
variedad Red Pearl del INIA, destacaron por presentar valores de Folin mas altos
respecto de los otros genotipos analizados (Figura 10 y 11). Asi, ademas de su valor
comercial como fruto de exportacion, los frutos de la variedad Red Pearl podrian ser
considerados como recurso para la produccién de alimentos funcionales o saludables, y

fitofarmacos.

Si bien otros investigadores han reportado el CFT de los frutos de murtilla, la mayoria ha
llevado a cabo los andlisis en extractos globales hidro-alcohdlicos de estos frutos,
dificultando asi la comparacién con los resultados obtenidos en este estudio, donde se
llevé a cabo una extraccién seriada con solventes de polaridad creciente en frutos
liofilizados y triturados para obtener extractos semipurificados. Por ejemplo, Augusto et

al. (2014) reportaron que el extracto hidro-alcohdlico de los frutos deshidratados del
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genotipo 14-4 (INIA, Carillanca) presentaba un CFT de alrededor de 40,3 mg EAG/g
peso seco, mientras que Junqueira-Gongalves et al. (2015) reportaron un CFT de 210,0
mg EAG/g peso fresco en un extracto hidroalcohdlico obtenido a partir de frutos del
mismo genotipo (Augusto, Salinas, Alencar, D'Arce, Camargo, & Vieira, 2014; Junqueira-
Goncalves, Yanez, Morales, Navarro, R, & Zuniga, 2015). Estas diferencias podrian
explicarse debido a las diferentes metodologias de extraccion utilizadas, ademas de que
las muestras fueron recolectadas en fechas distintas y procesadas de distinta forma. En
el caso del estudio llevado a cabo por Augusto et al. (2014) se utilizaron frutos
deshidratados recolectados durante el 2011, los que fueron extraidos utilizando una
solucién hidroalcohdlica de etanol 49,6% v/v, mientras que Junqueira-Gongalves et al.
(2015) utilizaron los frutos frescos recolectados en el afio 2009, los cuales fueron

extraidos con una solucién de etanol al 85% v/v.

Por otro lado, al comparar los valores de CFT de los extractos obtenidos a partir de los
frutos de distintos genotipos de murtilla con aquellos extractos obtenido de las hojas de
los mismos genotipos (Figura 13), se pudo observar que los extractos obtenidos a partir
de las hojas presentaron un mayor valor de CFT con respecto a los frutos. Estos
resultados estan en concordancia con los resultados obtenidos por Tian et al. (2017),
quienes realizaron un estudio sistematico de la composicién de compuestos fendlicos de
hojas y frutos de 13 especies de berries, concluyendo que en general, las hojas son una
fuente mas rica en compuestos fendlicos que los frutos (Tian, Liimatainen, Alanne,
Lindstedt, Liu, Sinkkonen, Kallio, & Yang, 2017). Esto podria explicarse porque la hoja
es el o6rgano fotosintético de las plantas, presentando tanto una mayor exposicion
luminica, como una mayor exposicion a condiciones estresantes, lo que esta relacionado
a una mayor produccion de especies reactivas del oxigeno (ROS). Este aumento de
ROS provoca un aumento la biosintesis de compuestos fendlicos antioxidantes, tales
como los flavonoides (Agati, Azzarello, Pollastri, & Tattini, 2012; Agati, Brunetti, Di
Ferdinando, Ferrini, Pollastri, & Tattini, 2013).

El analisis del CFT a través de la técnica espectrofotométrica de Folin corresponde a
una primera aproximacion a la caracterizacién quimica de los extractos obtenidos a partir
de frutos de distintos genotipos de murtilla, caracterizacién que fue complementada con
la utilizacion de técnicas cromatograficas para asi llevar a cabo un analisis comparativo

del perfil de compuestos quimicos presentes en los extractos.
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2.2 Anadlisis por CCF, CCF de alta resoluciéon y analisis de componentes
principales de los extractos obtenidos a partir de frutos de distintos
genotipos de murtilla

El reconocimiento de patrones en el perfil de compuestos quimicos presentes en un
extracto, o su ‘huella digital’, es clave en el analisis comparativo de un gran nimero de
muestras provenientes de fuentes naturales. Estos patrones son de gran utilidad ya que
nos pueden ayudar a correlacionar un perfil quimico con variables tales como el area de
recoleccién de las muestras o su actividad farmacoldgica, y también para dar cuenta de
la autenticidad de las muestras de interés (Milojkovic-Opsenica et al., 2016). Diversas
son las técnicas que nos permiten analizar el perfil quimico de una muestra, sin embargo,
y como ya ha sido mencionado, la CCF nos permite realizar un analisis rapido y sensible
de una gran cantidad de muestras en paralelo (Milojkovic-Opsenica et al., 2013). Con la
aplicacion de dicha técnica, mas la utilizacion de reactivos de derivatizacion y
observacién bajo luz UV de las placas desarrolladas, fue posible obtener como resultado
imagenes con bandas de diversos colores, facilitando el analisis de la diferencias y

similitudes en la composicion quimica de las muestras en estudio.

En el andlisis realizado por CCF se pudo dar cuenta especificamente del perfil de
compuestos polifendlicos tanto de los EACs como de los EEAs (Figuras 14, 15, y 16).
En general, a través de la derivatizacién con NP/PEG, se pudo observar la presencia de
compuestos del tipo flavonoide en ambos set de extractos, mas especificamente
flavonoles, flavonas y sus derivados glicosilados, que luego de derivatizar y al observar
bajo luz UV presentaban coloraciones amarillo-anaranjadas y amarillo-verdosas,
respectivamente (Wagner & Bladt, 1996). La presencia de derivados del tipo flavonol, y
mas especificamente la presencia tentativa de quercetina y rutina, se pudo confirmar a
través de la comparacion con patrones de referencia (Figura 16). También se pudo
observar la presencia de acidos fendlicos, los cuales se pueden observar en las placas
derivatizadas debido a la coloracién azul que presentan bajo luz UV. Sin embargo,
aunque los solventes utilizados presentan diferentes capacidades de extraccién de
compuestos polifendlicos (Galanakis, Goulas, Tsakona, Manganaris, & Gekas, 2013),
las diferencias detectadas en el perfil de dichos compuestos entre los EACs y los EETs
fueron principalmente cuantitativas y no cualitativas. Esto podria deberse, en parte, a

gue el protocolo de extraccion utilizado contempld el total agotamiento del material
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vegetal con cada solvente utilizado y a que la polaridad de estos solventes es similar,
por lo que las diferencias observadas entre ambos grupos de extractos podrian ser mas
bien cuantitativas. Por otro lado, se lograron observar diferencias en la presencia de
antocianinas entre los EACs y EEAs. Estos compuestos se pueden observar bajo luz
visible debido a la presencia de bandas de colores rojizos (Figuras 14A y 15A). En
general, los EACs presentaron bandas de mayor intensidad en comparacion a los EEAs,
donde solo el EEA del genotipo 19-1 presentd bandas correspondientes a antocianinas
con una intensidad similar a la de los EACs. La mayor presencia de antocianinas en los
EACs podria explicarse por la metodologia de extraccion secuencial y exhaustiva que
se utilizd en este estudio. Asi, las antocianinas pudieron haber sido extraidas

mayoritariamente en la acetona, dejando solo un remanente para ser extraido con etanol.

2.3 Analisis por CCF de alta resolucién y analisis de componentes
principales de los extractos obtenidos a partir de frutos de distintos

genotipos de murtilla

En general, la presencia de metabolitos secundarios en las CCFs fue analizada
visualmente luego de obtener fotografias de las placas tanto bajo luz visible como luz
UV (365 nm), pudiendo asi identificar la presencia tentativa de compuestos polifenélicos.
Este andlisis podria ser complementado comparando los Rfs y coloraciones de las
bandas observadas con aguellos obtenidos por muestras de referencia certificada o
sustancias quimicas caracteristicas de las muestras analizadas. Sin embargo, esta
deteccidn visual supone una desventaja, ya que el analisis esta sujeto a la percepcion
del investigador que realiza dicho analisis (Milojkovic-Opsenica et al., 2013, Fichou et
al., 2016). Por esta razdn, se llevé a cabo un analisis por CCF de alta resolucién
complementado por un PCA. Este andlisis exploratorio nos permitié reducir la
dimensionalidad de los datos obtenidos a partir de la CCF de alta resolucién para asi
poder agrupar las muestras analizadas (EACs y EEAS) de acuerdo con las similitudes
en su composicion quimica de una manera objetiva, es decir, sin la influencia de la

percepcion visual del investigador.

Para llevar a cabo el analisis por CCF de alta resolucién, y a diferencia de los analisis
por CCF, se utilizaron 2 fases modviles de distinta polaridad y 2 reactivos de

derivatizacion. La finalidad de utilizar 2 fases moéviles fue dar cuenta del perfil de
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compuestos polifendlicos utilizando la fase movil (1) y poder observar la presencia de
metabolitos secundarios de menor polaridad en los extractos a través del uso de la fase
movil (2). En el caso de los reactivos de derivatizacion, se utiliz6 como derivatizador el
reactivo p-anisaldehido sulfurico (pAS), debido a que la derivatizacién de las placas con
este reactivo nos permite obtener informacién respecto a la presencia de compuestos de
menor polaridad, mientras que el reactivo NP es especifico para el andlisis de
compuestos polifendlicos. Asi, el analisis por CCF de alta resolucion nos permitié dar
cuenta de la diversidad de compuestos quimicos presentes en los extractos obtenidos

desde los frutos de murtilla.

De acuerdo con los resultados obtenidos se pudo dar cuenta que existen diferencias
cualitativas y cuantitativas entre los EACs y EEAs, las que se reflejan en la presencia e
intensidad de bandas en los cromatogramas. En los EACs hay un mayor nimero de
bandas y también estas poseen una mayor intensidad en comparacion con las bandas
gue se obtuvieron en el andlisis de los EEAs. Estos resultados se correlacionarian con
los resultados obtenidos a través de la técnica de Folin-Ciocalteu, en el que los EACs
exhibieron un mayor contenido fendlico que los EEAs (Figura 12). Ademas, las
coloraciones presentes en la placa desarrollada con la fase mévil (1) y derivatizada con
el reactivo NP (Figura 18) son similares a las que se observaron en el andlisis por CCF
(Figuras 14y 15), lo que daria cuenta de la presencia de compuestos del tipo flavonoide,
entre los que destacan flavonoles y sus derivados glicosilados. Por otro lado, si
comparamos las diferencias detectadas en los cromatogramas entre los EACs de los
distintos genotipos, estas podrian estar mas relacionadas a diferencias en la
concentracion de los metabolitos secundarios y no a la presencia de uno o mas
compuestos especificos que pudieran representar un marcador quimico de un genotipo

en particular. Lo mismo se pudo concluir respecto a las diferencias entre los EETS.

Al analizar la placa desarrollada con la fase mévil (2) y derivatizada con el reactivo pAS,
se pudo observar la presencia de bandas que, de acuerdo con su coloracion bajo luz UV
(366 nm), podrian corresponder a saponinas triterpénicas (Wagner & Bladt, 1996). Este
tipo de compuestos han sido descritos como componentes importantes en las hojas de
murtilla y sus propiedades antiinflamatorias han sido investigadas (Aguirre, Delporte,
Backhouse, Erazo, Letelier, Cassels, Silva, Alegria, & Negrete, 2006; Arancibia-Radich,

Pefia-Cerda, Jara, Valenzuela-Bustamante, Goity, Valenzuela-Barra, Silva, Garrido,
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Delporte, & Seguel, 2016; Goity, Queupil, Jara-Moreno, Alegria, Pefia-Cerda, Barriga,
Aguirre, & Delporte, 2013; Lopez, Vega-Galvez, Rodriguez, Uribe, & Bilbao-Sainz, 2018),
sin embargo, su presencia en frutos no ha sido reportada (L6pez, Vega-Galvez,
Rodriguez, Uribe, & Bilbao-Sainz, 2018). La presencia de estos tipos de compuestos se
observo principalmente en los EACs (Figura 19). Sin embargo, también fue posible
observar sefales débiles que podrian corresponder a triterpenos en los EEAs (Figura
19C). Estas diferencias en la composicion quimica de los extractos de frutos de murtilla
podrian reflejarse en diferencias en sus propiedades farmacolégicas. Al igual que en el
caso de las antocianinas, las diferencias observadas en la presencia de los compuestos
triterpénicos podrian deberse principalmente a la metodologia de extraccion sucesiva y

exhaustiva utilizada, ya que la polaridad de acetona y etanol son similares.

A partir de las imagenes obtenidas de las placas de CCF de alta resolucion se obtuvieron
matrices numéricas que corresponden a las intensidades de las bandas observadas para
cada una de las muestras analizadas. Estos datos fueron analizados por un PCA para
asi explorar la variabilidad quimica de los extractos de frutos de murtilla de una manera
mas objetiva. En general, en los graficos obtenidos a partir del PCA, podemos observar
gue las muestras se agrupan en 2 grupos en el eje del PC1 (Figuras 20, 21y 22). Estos
grupos corresponden a los EACs por un lado y a los EEAs por otro, confirmando que
ambos sets de extractos presentan diferencias en sus composiciones quimicas. Al
analizar mas detalladamente, es posible observar que existen diferencias en los gréaficos
gue se obtuvieron a partir de los datos de las CCF de alta resolucion desarrolladas con
la fase movil (1) (Figuras 20 y 21). Estas diferencias se deben a la utilizacion de
diferentes reactivos de derivatizacion. La derivatizacion con el reactivo pAS es menos
especifica, lo que quiere decir que este reactivo nos permite la detecciéon de un mayor
numero de metabolitos secundarios y no solo de compuestos fendlicos en los extractos
analizados (Wagner & Bladt, 1996). Por otro lado, el reactivo NP nos permite detectar de
manera especifica compuestos fendlicos. Asi, luego de la derivatizacion con el reactivo
pAS, pudimos observar una mayor diferencia entre los EEAs, lo que se refleja en su
separacion en el eje del PC2 (Figura 20), mientras que luego de derivatizar con el
reactivo NP se puede observar una mayor variabilidad entre los genotipos de los EACs
(Figura 21).
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En el andlisis por PCA de los metabolitos secundarios de menor polaridad (Figura 22)
también es posible observar 2 grupos que se separan en el eje del PC1 y que
corresponden a los EACs y EEAs. Sin embargo, la variabilidad entre los genotipos
estudiados pareciera ser menor, lo que se ve reflejado en la poca separacion que existe
entre las muestras de cada grupo de extractos en el eje del PC2. En el caso de los EEAS,
la separacion entre los genotipos es casi nula, lo que podria deberse a la baja presencia
de compuestos de menor polaridad en estas muestras, lo que se puede determinar por
la menor presencia de bandas y también menor intensidad de éstas luego de desarrollar
la CCF de alta resolucién con la fase movil 2 y derivatizar con pAS (Figura 19). Cabe
destacar que los EACs de los genotipos 27-1 y 19-1 y el EEA del genotipo 14-4 se
encuentran agrupados en el grafico presentado en la Figura 22, lo que reflejaria que la
composicion de compuestos menos polares en estos extractos es similar. Sin embargo,
las diferencias entre los EEAs y EACs respecto de su composicion de metabolitos
secundarios de menor polaridad son claras en términos de la intensidad de la coloraciéon
de las bandas obtenidas con la CCF de alta resolucion (Figura 19), y por lo tanto es
posible afirmar que los EACs presentan una mayor concentraciéon de este tipo de

compuestos.

2.4 Analisis por CLAE-DAD de los extractos obtenidos a partir de distintos

genotipos de murtilla

Continuando con el andlisis del perfil quimico de los EACs y EEAs, se llevé a cabo un
analisis por CLAE-DAD. EIl detector DAD nos permitid trabajar en un amplio rango de
longitudes de onda (200 — 600 nm), pudiendo realizar un analisis mas preciso de la
composicion quimica de los extractos de interés. Asi, el andlisis se llevé a cabo a 280
nm para observar el perfil de compuestos polifendlicos en general, a 360 nm para
observar el perfil de compuestos del tipo flavonoides, y a 520 nm para analizar la
presencia de antocianinas. Si bien el perfil de los compuestos polifendlicos en los EACs
y EEAs resulté ser similar, las absorbancias de los picos presentes en los
cromatogramas de cada grupo de extractos si presentan diferencias, siendo la
absorbancia de los picos de los EACs alrededor de 3 veces mayores a las de los EEAs
(Anexo lll). Debido a que la absorbancia de cada pico o compuesto es proporcional a la

concentracion de éstos en la muestra, podriamos determinar que la concentracion de los
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polifenoles es mayor en los EACs que en los EEAS, resultados que tendrian relacién con
lo observado tanto para el CFT, como para lo observado en el andlisis por CCF y CCFAR.

Ademas, el uso de patrones de referencia (Tabla 9 y Figura 23) nos permitio realizar la
comparacion de los tiempos de retencion y maximos de absorbancia para sefalar,
tentativamente, la presencia de diversos compuestos polifendlicos. Asi, se pudo
identificar la presencia tentativa de &cido cafeico, rutina, miricetina, quercetina y canferol
tanto en los EACs como en los EEAs, los cuales presentaron perfiles similares en
relacion con la presencia de los compuestos sefalados (Tablas 10 y 11). Estos
resultados estdn en concordancia con los resultados obtenidos a través del analisis por
CCF y CCF de alta resolucion, donde con el uso del reactivo NP como derivatizante se
pudo identificar la presencia tentativa de flavonoles y sus derivados glicosilados, tales
como la quercetina, rutina y miricetina (bandas anaranjado-amarillas) o el canferol
(bandas amarillo-verdosas) (Figuras 16 y 18). También se pudo establecer la presencia
de antocianinas en los EACs y EEAs a través del andlisis por CLAE-DAD. Sin embargo,
en comparacion con otros compuestos fendlicos, el nimero de antocianinas presentes
en los EACs y EEAs pareciera ser significativamente menor (Figuras 24 Cy 25 C). Como
ya se observd en el analisis por CCF (Figura 14A) y CCF de alta resolucién (Figura
18A), a partir del andlisis por CLAE-DAD se pudo determinar que las antocianinas se
presentan principalmente en los EACs, reforzando la idea de que estos metabolitos se
concentraron en el extracto obtenido con acetona debido a que este solvente fue

utilizado previo a la extraccion con etanol acidificado (EEAS).

En conjunto, los andlisis realizados para dar cuenta del perfil quimico de los extractos
obtenidos a partir de los frutos distintos genotipos de murtilla, nos han permitido
determinar que, en general, los EACs y EEAs presentan una composicién de
compuestos polifendlicos que es similar. Sin embargo, se observaron indicios de que las
diferencias entre ambos grupos de extractos podrian estar en la concentracién de los
polifenoles, lo que se reflejé en los valores de CFT, la intensidad de las bandas en el
analisis por CCF y CCF de alta resolucion, y en las absorbancias de los picos obtenidos
a partir del analisis por CLAE-DAD. Ademas, también se pudo dar cuenta de las
diferencias que existen en la composicion quimica de cada genotipo estudiado, dando
cuenta de la influencia que puede tener el genotipo sobre la composicion quimica de una

especie vegetal.
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3. Analisis del efecto de los extractos obtenidos de frutos de distintos
genotipos de murtilla sobre la agregacion proteica

Para poder llevar a cabo el analisis de los efectos de los extractos de murtilla sobre la
agregacion proteica se utilizé6 un modelo celular en el cual se sobreexpres6é de manera
transiente un péptido que consiste en 79 repeticiones de glutamina fusionado a EGFP
(polyQre-EGFP). Este péptido puede agregarse formando inclusiones intracelulares que
pueden ser detectadas y cuantificadas a través de microscopia de fluorescencia. Esta
expansion de glutaminas ha sido relacionada al desarrollo de una serie de enfermedades
gue en conjunto se han denominados poliglutaminopatias (Adegbuyiro, Sedighi,
Pilkington, Groover, & Legleiter, 2017). Un ejemplo de este tipo de patologias
corresponde a la EH, en donde una expansion de glutaminas en la proteina HTT provoca
la formacidon de agregados del tipo amiloide que son toxicos para las neuronas medianas
espinosas del cuerpo estriado del cerebro. La formacion de inclusiones de polyQ-o-EGFP
fue analizada utilizando la plataforma de microscopia de fluorescencia automatizada
Arrayscan XTI de cellomics. Esta plataforma automatizada posee tanto control de
temperatura como de niveles de CO», permitiendo la visualizacién y cuantificaciéon de
componentes celulares in situ en células vivas. Esto, sumado a la utilizacion de
reporteros fluorescentes, permite el analisis de diversos parametros tales como
disfuncion mitocondrial, acumulacién de ROS o formacion de agregados proteicos, lo
gue representa una ventaja tanto para el descubrimiento de nuevos farmacos, como para
la investigacion biomédica basica (lannetti, Prigione, Smeitink, Koopman, Beyrath, &
Renkema, 2019; Taylor, 2007). La plataforma Arrayscan XTI tiene la capacidad de
analizar hasta 3 reporteros fluorescentes de forma simultanea. Esta caracteristica nos
permitié analizar el nimero de células con la tincién nuclear Hoescht 3342 (canal azul)
y, en paralelo, la formacién de inclusiones EGFP (+) (canal verde) o el nimero de células

muertas utilizando la tincion 7-AAD (canal rojo).

Previo al andlisis de la citotoxicidad de los extractos y de sus efectos sobre la agregacion
de polyQ+o-EGFP, se realiz6 el analisis de un pardmetro estadistico denominado factor
Z’ para determinar la idoneidad del modelo de agregacion de polyQro-EGFP para ser
utilizado en la plataforma Arrayscan XTI. El factor Z’ es un valor adimensional que puede
adoptar valores entre -1,0 y 1,0 siendo sus valores 6ptimos entre 0,5y 1,0. Este factor

es representativo de la calidad del modelo y puede ser utilizado para la optimizacion del
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ensayo (J. Zhang, Chung, & Oldenburg, 1999). Con la finalidad de determinar las
condiciones 6ptimas para llevar a cabo el andlisis de agregacion de polyQ7-EGFP, se
transfectaron las células con distintas cantidades del plasmidio que codifica para el
péptido de interés, realizando el andlisis en la plataforma Arrayscan XTI luego de 24 y
48 h de transfeccion. De acuerdo con los resultados obtenidos, utilizando 5 pg del
plasmidio que codifica para el péptido polyQ7s-EGFP se observaron valores de factor Z’
por sobre 0,5 (Figura 28), valores que ademas fueron reproducibles en experimentos
independientes (Figura 29). Por lo tanto, esta metodologia es apta para llevar a cabo el
andlisis de la capacidad de los EACs y EEAs de disminuir el nimero de inclusiones de
polyQ7e-EGFP. Cabe destacar que la formacién de inclusiones de polyQzo-EGFP es
bastante agresiva, lo que se refleja en el aumento del nUmero de inclusiones entre las
24 y 48 h post transfeccion, que va desde 0,2 a alrededor de 1,0 inclusién por célula
transfectada (Figura 29B). Sin embargo, este aumento agresivo del ndmero de
inclusiones no pareciera tener un efecto toxico sobre las células HEK293 (Figura 29A),
lo que supone una ventaja para el estudio de los efectos de los extractos de murtilla
sobre la formacién de inclusiones intracelulares de polyQ7e-EGFP al permitir estudiar los

efectos de los extractos en un rango mas amplio de tiempo.

Posteriormente se analizo la toxicidad de los extractos de murtilla en las células HEK293,
lo que representa un paso clave en el descubrimiento, estudio y desarrollo de nuevos
farmacos. Luego de 24 h de tratamiento, se observé que los EACs presentaron una
toxicidad mayor que los EEAS, toxicidad que alcanzé valores cercanos al 100% a las
mayores concentraciones utilizadas (Figura 30). Si bien no se observo una relacion
entre el CFT de los extractos y su toxicidad celular en células HEK293 (Figura 31), es
importante destacar que los EACs presentan, en general, un CFT que es alrededor de 3
veces mayor que el de los EEAs (Figura 12), ademas de presentar una mayor presencia
de compuestos de menor polaridad, como triterpenoides (Figura 20). La presencia de
este tipo de compuestos podria dar cuenta, en parte, de la mayor citotoxicidad de estos
extractos (Chudzik, Korzonek-Szlacheta, & Krol, 2015). La mayor concentracion de
compuestos fendlicos en los EACs es otro antecedente importante considerar, ya que
se ha reportado que los polifenoles pueden actuar como agentes pro-oxidantes a altas
concentraciones, promoviendo la muerte celular a través de la activacion de la apoptosis

(D'Angelo, Martino, llisso, Bagarolo, Porcelli, & Cacciapuoti, 2017; Eghbaliferiz &
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Iranshahi, 2016; Leon-Gonzalez, Auger, & Schini-Kerth, 2015), lo que podria explicar la
mayor toxicidad de los EACs en comparacion a los EEAs.

Considerando los resultados obtenidos, se ajustaron los rangos de concentracion de los
EACs y EEAs para llevar a cabo el andlisis del efecto sobre el numero de inclusiones de
polyQr-EGFP. El tratamiento con los extractos se realizo 4 h luego de la transfeccion
con el plasmidio que codifica para el péptido polyQ7-EGFP y el analisis de las
inclusiones EGFP (+) se llevo a cabo 24 y 48 h después del tratamiento. Por lo tanto, se
analizé el efecto que podrian tener los extractos tanto de inhibir la formacion de
inclusiones intracelulares, como la de desagregar agregados preformados. De acuerdo
con los resultados obtenidos, el tratamiento con los EACs a las concentraciones
ajustadas no provoco cambios significativos en el nUmero de inclusiones intracelulares
de polyQ-o-EGFP a los tiempos analizados (24 y 48 h) (Figura 32). Por otro lado, el
tratamiento con 5 EEAs (Gs 14-4, 19-1, 19-1ha, 23-2 y 27-1) a una concentraciéon de 100
pg/mL provocé una disminucién significativa (p < 0,05) del niumero de inclusiones de
polyQ7o-EGFP luego de 24 h, efecto que no se observo a las 48 h (Figura 33). Esto
podria deberse a que la capacidad de los compuestos presentes en estos extractos para
reducir el numero de agregados de polyQ7-EGFP se ve mermada por la continua
expresion del péptido y formacién de inclusiones. Como ya ha sido mencionado, el perfil
de compuestos polifendlicos de los EACs y EEAs es mas bien similar, sin embargo, los
extractos EACs resultaron ser mas citotoxicos en comparacion a los EEAs. Por esta
razon, el andlisis de los efectos de los EACs sobre la formacion de inclusiones de
polyQre-EGFP se realizé a menores concentraciones, lo que en parte podria explicar que

no se vean efectos luego del tratamiento con estos extractos.

Considerando los resultados previos en los cuales se analiz6 comparativamente la
composicion quimica de los extractos de murtilla, donde se observé que estos extractos
poseen una gran variedad de compuestos polifendlicos, se podria inferir que los efectos
observados sobre el nimero de inclusiones de polyQ7-EGFP podrian deberse a la
capacidad de los diferentes compuestos presentes en los extractos de disminuir el
numero de inclusiones proteicas. Respecto a la relacibn con la concentracion de
compuestos fendlicos de estos 5 extractos, el que presenté un mayor CFT fue el EEA
23-2(30,0+£2,0mg EAG/g ES) (Tabla 8y Figura 11), que presentd la menor disminucion
en el nimero de inclusiones de polyQ7o-EGFP (20,9%) (Figura 33A). Ademas, el EEA
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14-4 fue el que presento el menor CFT (20,3 + 1,2 mg EAG/g ES) no solo entre los 5 que
redujeron el numero de inclusiones EGFP (+), sino que entre todos los extractos
analizados (Tabla 8 y Figura 11). Sin embargo, presenté uno de los mayores efectos
sobre el numero de inclusiones de polyQ7-EGFP, con un 23,9% de disminucion. Por lo
tanto, no existe una relacion directa entre el CFT calculado por la técnica de Folin y los
efectos de los extractos sobre el numero de inclusiones intracelulares de polyQ7e-EGFP.
Por otro lado, también se analizaron los efectos del tratamiento con los EEAs sobre la
distribucion del peptido polyQ7e-EGFP en las células tratadas, observando que el
tratamiento con los EEASs no afecta el porcentaje de células EGFP (+) respecto al control

a ninguna de las concentraciones utilizadas (Figura 34).

Para confirmar los resultados obtenidos por microscopia de fluorescencia en la
plataforma Arrayscan XTI se llevd a cabo un analisis de los efectos de los extractos
seleccionados sobre la formacion de EAPM de polyQ7e-EGFP y mHT Tggs-GFP a través
de la técnica de Western blot. Ademas, se analiz6 el efecto del tratamiento con los
extractos seleccionados sobre los niveles del péptido control polyQi:1-GFP, péptido que
al sobre-expresarse no forma inclusiones proteicas y por lo tanto representa un modelo
no patogénico de expresion de polyQ. Para el analisis del efecto sobre los niveles de las
EAPM de mHTTqss-GFP, las células HEK293 fueron transfectadas con un vector que
expresa la region amino-terminal de proteina HTT que contiene los primeros 171
aminodcidos de su secuencia (exén 1), con 85 repeticiones de glutamina y acoplada a
GFP. Este péptido corresponde a uno de los fragmentos proteicos patogénicos descrito
en la enfermedad de Huntington (EH), por lo que recapitula de manera mas fidedigna el

fendmeno de la agregacién proteica que ocurre en el cerebro de los pacientes con la EH.

De acuerdo con los resultados obtenidos, solo el tratamiento con el EEA 19-1 redujo los
niveles de las EAPM de polyQ+-EGFP de manera significativa (p < 0,05) (Figura 35),
confirmando los efectos observados previamente en el analisis por microscopia de
fluorescencia. Sin embargo, también se observo una disminucién significativa (p < 0,05)
en los niveles de los monémeros de polyQ7e-EGFP luego del tratamiento con el EEA 19-
1 (Figura 35C) y, por lo tanto, la disminucién de las EAPM podria explicarse por el efecto
gue el extracto tendria sobre la expresion del péptido. Respecto a los niveles de las
EAPM del péptido mHTToss-GFP, el tratamiento con los EEAs 19-1, 23-2, y 27-1 redujo

los niveles de las EAPM del péptido mHTTqss-GFP, pero esta disminucién solo fue
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estadisticamente significativa con el tratamiento del EEA 19-1 (Figura 36). Cabe
destacar que los efectos sobre las EAPM de los péptidos polyQ7e-EGFP y mHT Tgss-GFP
solo se analizaron a una concentracion de los extractos seleccionados (100 pg/mL) y a
un tiempo de tratamiento (16 h), por lo que no se podria descartar que, al realizar el
andlisis a una mayor concentracién, o por un mayor tiempo, se observen resultados que
sean estadisticamente significativos luego del tratamiento con los demas extractos
seleccionados. Ademas, el tratamiento con los extractos seleccionados no produjo
cambios significativos sobre los niveles del péptido polyQi:-EGFP (Figura 37). Estos
resultados nos permiten inferir, primero, que los efectos del tratamiento con los extractos
seleccionados no son necesariamente especificos por las las EAPM de polyQe-EGFP,
sino que también podrian tener potencial en el estudio de la agregacion de proteinas
asociadas a la aparicion y desarrollo de otras enfermedades neurodegenerativas vy,
segundo, que los efectos de los extractos seleccionados, y en especifico del EEA 19-1,
estarian asociados a la presencia de agregados u oligobmeros proteicos, ya que no se
observaron cambios significativos sobre los niveles de polyQ1i-EGFP luego del

tratamiento con los ESel.

Por lo tanto, el EEA 19-1, genotipo que corresponde a una variedad comercial inscrita
por el INIA denominada Red Pearl, se posiciona como un candidato para realizar
estudios posteriores en los que se analice su potencial neuroprotector en modelos de
EH u otras proteinopatias, ya que no solo se observaron efectos sobre el nimero de
inclusiones de polyQ79-EGFP por microscopia de fluorescencia luego del tratamiento con
este extracto, sino que también se observd que el tratamiento redujo los niveles de las
EAPM de polyQ7o-EGFP y los niveles de las EAPM de mHTTqss-EGFP a través de la

técnica de Western blot.

Debido a la baja toxicidad presentada por los EEAs, ademas de la presencia de diversos
compuestos polifendlicos en estos extractos, es posible considerar el uso de éstos para
el desarrollo de productos nutracéuticos. Un nutracéutico corresponde a un suplemento
dietario que apunta a complementar la dieta de los consumidores con una férmula
concentrada de los componentes activos de los alimentos. Esto se logra a través de su
formulaciéon en una matriz no alimenticia, cuya finalidad es la de prevenir o tratar una
enfermedad (Santini, Cammarata, Capone, lanaro, Tenore, Pani, & Novellino, 2018). En

el caso especifico del tratamiento con el EEA 19-1, debido a sus efectos sobre la
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agregacion de polyQze y mHTTqss, este extracto podria ser la materia prima para la
formulacion de un producto que podria se utilizado en la prevencién del desarrollo de
enfermedades neurodegenerativas. Por supuesto, para lograr esto es primero necesario
validar los resultados obtenidos en modelos in vivo de neurodegeneracion y estudiar la
biodisponibilidad de los compuestos presentes en el extracto que sean responsables de
los efectos observados.

4. Identificacibn de compuestos polifendlicos en los extractos
seleccionados

Para dar cuenta de la composicion quimica de los extractos seleccionados y
complementar los resultados obtenidos previamente por CCF, CCF de alta resolucion y
CLAE-DAD, se realiz6 un analisis por cromatografia liquida acoplada a espectrometria
de masas (CLAE-ESI-UV-EM/EM). Los resultados obtenidos en este andlisis se
corresponden con los resultados obtenidos por diferentes grupos de investigacion que
en los dltimos afios han analizado el perfil quimico de los frutos de murtilla. En estos
estudios se observado que los extractos polares de estos frutos presentan
principalmente derivados glicosilados de flavonoles como quercetina, miricetina vy
canferol, ademas de sus respectivas geninas; distintos derivados de acidos fendlicos
tales como acido cafeico, acido benzoico y &cido galico y diferentes antocianinas,
principalmente derivados 3-O-glucosilados de cianidina y peonidina. Ademas se han
identificado flavan-3-oles tales como catequina y epicatequina (Alfaro, Mutis, Palma,
Quiroz, Seguel, & Scheuermann, 2013; Augusto, Salinas, Alencar, D'Arce, Camargo, &
Vieira, 2014; Brito, Areche, Sepulveda, Kennelly, & Simirgiotis, 2014; Junqueira-
Goncalves, Yanez, Morales, Navarro, R, & Zuniga, 2015; Lopez de Dicastillo, Bustos,
Valenzuela, Lopez-Carballo, Vilarino, & Galotto, 2017; Ramirez, Zambrano, Sepulveda,
Kennelly, & Simirgiotis, 2015; Ruiz, Hermosin-Gutierrez, Mardones, Vergara, Herlitz,
Vega, Dorau, Winterhalter, & von Baer, 2010; Shene, Reyes, Villarroel, Sineiro, Pinelo,
& Rubilar, 2008). Al analizar los tiempos de retencidn (Tr) y patrones de fragmentacion
de los compuestos tentativamente identificados, se pudo dar cuenta de 6 picos cuyos Tr
y patrones de fragmentacion coincidian en los 5 extractos seleccionados. Dentro de
estos 6 compuestos destaca la presencia de derivados de acido cafeico y acido quinico,
ademas de derivados glicosilados de miricetina y quercetina, y la quercetina libre (Tabla

12 y Figura 39). La presencia de este flavonol en los extractos seleccionados se pudo
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confirmar con los resultados obtenidos en el analisis por CLAE-DAD, donde el patron de
quercetina presento un Tr ~ 31,5 y maximos de absorcion a 255y 370 nm (Figura 25y
Tabla 11), ademas de la presencia de los fragmentos de m/z ~ 178 y m/z ~ 151 que son
caracteristicos de la fragmentacion del flavonol quercetina (Fabre, Rustan, de Hoffmann,
& Quetin-Leclercq, 2001). Ademas, a través de este analisis se pudo dar cuenta de
aguellos compuestos que se encuentran en una mayor concentracion relativa en el EEA

19-1y de 11 compuestos que solo estan presentes en este extracto (Tabla 14).

Respecto a la presencia de antocianinas en los extractos seleccionados, los resultados
obtenidos se correlacionan con lo observado en el analisis por CCF (Figura 15), CCF de
alta resolucién (Figura 18), y CLAE-DAD (Figura 25), ya que se observan solo 2 a 3
picos correspondientes a antocianinas, los que ademas presentan una baja intensidad
(Figura 40). Las antocianinas tentativamente identificadas en este analisis corresponden
a derivados de cianidina y peonidina, lo que se correlaciona a los resultados obtenidos
por otros grupos de investigacion. En el 2015, Ramirez et al analizaron la composicién
guimica de un extracto polar de frutos maduros de murtilla silvestre, identificando 5
antocianinas, de las cuales las mas importantes correspondieron a derivados 3-O-
glicosilados de petunidina y peonidina (Ramirez, Zambrano, Sepulveda, Kennelly, &
Simirgiotis, 2015). En el trabajo de Junqueira-Goncalves et al (2015), se analiz6 la
presencia de antocianinas en frutos maduros correspondientes al genotipo 14-4 del
banco de germoplasmas del INIA, Carillanca. 10 antocianinas fueron identificadas en
estos frutos, de las cuales las principales correspondieron a derivados de glucosa y
arabinosa de delfinidina, petunidina y cianidina (Junqueira-Gongalves et al., 2015). Cabe
destacar que los 5 extractos seleccionados corresponden a extractos obtenidos con
etanol acidificado con 1% de acido férmico. Sin embargo, previo a la utilizacion de este
solvente, el material vegetal fue extraido exhaustivamente con acetona, por lo que las
antocianinas podrian estar concentradas en los EACs y no en los EEAs. Esto, como ya
ha sido comentado, se puede inferir de los resultados obtenidos por CCF (Figuras 14y
15), CCF de alta resolucion (Figura 18) y CLAE-DAD (Figuras 24 y 25).

Si bien se pudo dar cuenta de que existen diferencias en la composicion quimica de los
distitntos genotipos de murtilla, el perfil de compuestos fendlicos es mas bien similar
entre los extractos. Esto podria significar que la influencia del genotipo sobre la

composicion quimica de los frutos de murtilla podria tener mas relacién con la
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concentracion en la que estos compuestos son sintetizados por estos frutos, mas que
con la presencia de uno o mas compuestos que pudieran ser seleccionados como

marcadores quimicos para la diferenciacion de los genotipos de Ugni molinae.

Considerando los resultados obtenidos por la técnica de CLAE-UV-ESI-EM/EM (Figuras
38, 39, y 40), ademas de las observaciones realizadas a través de CCF (Figuras 14y
15), CCF de alta resolucion (Figuras 17, 18, y 19), y CLAE-DAD (Tablas 10 y 11), el
efecto de los extractos seleccionados, y mas especificamente del EEA 19-1, de disminuir
el nimero de agregados proteicos se podria explicar por la presencia de diversos
compuestos de naturaleza polifendlica en ellos. Los compuestos polifendlicos han
demostrado la capacidad de interferir directamente en el proceso de agregacion y de
combatir la toxicidad de diversas proteinas relacionadas al desarrollo de enfermedades
neurodegenerativas, siendo los compuestos polifenélicos mas estudiados el resveratrol
(RESV), la curcumina (CUR) y la epigalocatequina galato (EGCG) (Das, Stark,
Musgrave, Pukala, & Smid, 2016; Porzoor, Alford, Hugel, Grando, Caine, & Macreadie,
2015; Stefani & Rigacci, 2013). También se han estudiado compuestos de la familia de
los flavonoides como la quercetina, miricetina, canferol, luteolina y fisetina, compuestos
gue de acuerdo con los andlisis realizados por CCF (Figuras 14 y 15) y CLAE-DAD
(Tablas 10 y 11), podrian estar presentes tanto en los EACs como en los EEAs. Estos
compuestos han demostrado su capacidad de inhibir directamente la agregacion de
proteinas en experimentos in vitro, donde se ha concluido que la presencia de grupos
hidroxilos en el anillo B del esqueleto de los flavonoides (Figura 41) seria esencial para
la formacién de enlaces covalentes con residuos de aminoacidos claves en el proceso
de formacién de los agregados proteicos amiloides (Andarzi Gargari, Barzegar, &
Tarinejad, 2018; Das, Stark, Musgrave, Pukala, & Smid, 2016; Hanaki, Murakami, Akagi,
& Irie, 2016; Marsh, Das, Ridell, & Smid, 2017; Ono, Li, Takamura, Yoshiike, Zhu, Han,
Mao, Ikeda, Takasaki, Nishijo, Takashima, Teplow, Zagorski, & Yamada, 2012; Ono &
Yamada, 2006; Ono, Yoshiike, Takashima, Hasegawa, Naiki, & Yamada, 2003).

102



Figura 41. Estructura basica de los flavonoides. Los flavonoides presentan una estructura con
3 anillos (A, B y C). En la Figura se presenta la numeracién de la estructura béasica de los
flavonoides

Ademas, también se ha demostrado que el tratamiento con este tipo de compuestos
podria tener efectos neuroprotectores frente a la toxicidad de diversos agregados
proteicos. Un ejemplo de esto es el estudio llevado a cabo por Wang et al. (2012), donde
se demostr6 que la rutina, un derivado glicosilado de quercetina, ademas de su
capacidad de inhibir la formacién de agregados de A in vitro, reduce la toxicidad
mediada por el péptido AB-42 en células SH-SY5Y debido a sus propiedades
antioxidantes (Wang, Wang, Su, Zhou, Yang, Zhang, Zhao, Li, Zhang, Zhan, & Liu,
2012). Otro ejemplo corresponde al estudio llevado a cabo por Liu et al. (2011), quienes
estudiaron los efectos neuroprotectores de la luteolina aislada desde la planta Elsholtzia
rugulosa sobre un modelo celular de la enfemedad de Alzheimer inducida por cobre,
observando que tratamientos a concentraciones del orden de los uM de este flavonoide
provocaban un aumento de la viabilidad celular (Liu, Meng, Zhang, Liu, Qin, Lan, Li, &
Du, 2011). La miricetina, cuyos derivados glicosilados han sido identificados en los
extractos de murtilla seleccionados, es capaz de revertir la toxicidad celular de
agregados de polyQ al inhibir su agregacion, ademas de revertir la disfuncién motora en
un modelo farmacolégico de la EH (Khan, Tawani, Mishra, Verma, Upadhyay, Kumar,
Sandhir, Mishra, & Kumar, 2018). Compuestos con estructuras similares a la miricetina
también inhiben potentemente la formacion de inclusiones de polyQ en modelos
celulares y en células obtenidas de pacientes con EH (Khan, Biswas, Mishra, Mishra,
Samanta, Mishra, Tawani, & Kumar, 2019). También se ha observado que el efecto de
miricetina sobre la agregacion intracelular de polyQ, SOD1, y aSyn se podria explicar

por la induccién de la expresién de chaperonas y la activacion del sistema ubiquitina-
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proteosoma (V. Joshi, Mishra, Upadhyay, Amanullah, Poluri, Singh, Kumar, & Mishra,
2019).

Por otro lado, también se ha demostrado el efecto que podrian tener extractos ricos en
compuestos polifendlicos sobre la agregacién proteica. Por ejemplo, Ueda et al. (2017)
utilizaron un extracto de propéleo verde rico en &cidos fendlicos y flavonoides como
tratamiento en un modelo celular de ELA, observando una disminucién de los agregados
de la proteina SOD1 mutante (Ueda, Inden, Shirai, Sekine, Masaki, Kurita, Ichihara,
Inuzuka, & Hozumi, 2017). También analizaron el efecto de canferol, componente
identificado en el extracto de propéleo verde y tentativamente identificado en los ESel
del presente estudio, sobre la agregacion de la SOD1 mutante, observando que el
tratamiento con este compuesto también provoca la disminucion de los agregados de la
SOD1 mutante de manera concentracion-dependiente mediante la activacion de
autofagia (Ueda et al, 2017). Otros estudios también han demostrado la capacidad de
los compuestos polifenélicos de modular ciertas vias de sefalizacion relacionadas a la
degradacion de proteinas, tales como la autofagia. Una revisién de Nabavi et al. (2018)
analiza la importancia de la autofagia en el contexto de los desérdenes de agregacion
proteica y el potencial terapéutico de 23 compuestos polifendlicos, entre los que
destacan quercetina, canferol, miricetina, algunas catequinas y resveratrol, los que han
demostrado la capacidad de modular la actividad autofagica para promover la remocion
de agregados proteicos aberrantes (Nabavi, Sureda, Dehpour, Shirooie, Silva, Devi,
Ahmed, Ishaq, Hashim, Sobarzo-Sanchez, Daglia, Braidy, Volpicella, Vacca, & Nabavi,
2018). En el caso especifico de canferol, Filomeni et al (2012) demostraron que el
tratamiento con este compuesto pudo proteger a células SH-SY5Y y cultivos primarios
de células corticales de la toxicidad inducida por rotenona. Esto podria ser explicado por
la capacidad del canferol contrarrestar la produccion de especies reactivas del oxigeno
(ROS) mediada por la rotenona, ademas de aumentar los niveles de LC3-Il e inducir la
formacion de autofagosomas (Filomeni, Graziani, De Zio, Dini, Centonze, Rotilio, &
Ciriolo, 2012). Por otro lado, Regitz et al. (2014) observaron que el tratamiento con
guercetina en un modelo transgénico de C. elegans que expresa el péptido ARi-42,
provocé una activacion de la autofagia y de vias de degradacion proteasomal, lo que se
reflejé en una reduccion en los niveles de proteinas agregadas y en una reversion de la
pardlisis en los nematodos transgénicos (Regitz, Dussling, & Wenzel, 2014). Ademas,

algunos compuestos polifenolicos que han demostrado modular la actividad del sistema
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ubiquitina-proteosoma, como curcumina y resveratrol, han llegado a ser parte de
intervenciones en humanos para dar cuenta de su seguridad y eficacia en el tratamiento
de diversas enfermedades neurodegenerativas (Momtaz, Memariani, EI-Senduny,
Sanadgol, Golab, Katebi, Abdolghaffari, Farzaei, & Abdollahi, 2020).

Nuestro laboratorio ha analizado el efecto de un extracto rico en polifenoles obtenido a
partir de las hojas de murtilla silvestre sobre los agregados del péptido AB, observando
gue dicho extracto inhibe la agregacion de este peptido in vitro y ademas desagrega
agregados previamente formados (Jara-Moreno, Riveros, Barriga, Kogan, & Delporte,
2020). Ademas, este extracto mostré una tendencia a proteger un cultivo primario de
neuronas hipocampales de los efectos toxicos de los oligdmeros del péptido AR (Jara-
Moreno, Riveros, Barriga, Kogan, & Delporte, 2020). Desde el punto de vista de su perfil
guimico, este extracto es similar a los extractos de frutos de murtilla analizados en este
estudio, ya que presenta una gran cantidad de derivados glicosilados de flavonoles como
la miricetina, quercetina y canferol, elagitaninos, y acidos fendlicos (Jara-Moreno,
Castro-Torres, Ettcheto, Auladell, Kogan, Folch, Verdaguer, Cano, Busquets, Delporte,

& Camins, 2018; Jara-Moreno, Riveros, Barriga, Kogan, & Delporte, 2020).

También se han analizado los efectos del tratamiento con compuestos polifendlicos, o
extractos ricos en este tipo de compuestos, en modelos in vivo que recapitulan el
desarrollo de diversas enfermedades neurodegenerativas. Por ejemplo, el tratamiento
con quercetina fue capaz de mejorar aspectos motores y conductuales en un modelo de
ratas con EH inducida por administracion sistémica de acido 3-nitropropiénico
(Chakraborty, Singh, Dutta, Naskar, Rajamma, & Mohanakumar, 2014). Este modelo
recapitula los dafios en las zonas estriatales y corticales provocando problemas motores
y cognitivos similares a aquellos observados en los pacientes con la EH (Brouillet, 2014).
También, en nuestro laboratorio se ha demostrado que la administracion de un extracto
obtenido desde la hoja de Ugni molinae silvestre a un modelo murino preclinico de la EA
es capaz de revertir los efectos deletéreos sobre su capacidad cognitiva. Esto estaria
relacionado a la capacidad de los metabolitos secundarios presentes en el extracto de
modular la neuroinflamacién y de reducir el nUmero y tamafio de los depdésitos del
péptido AB en la corteza e hipocampo de los ratones tratados (Jara-Moreno, Castro-
Torres, Ettcheto, Auladell, Kogan, Folch, Verdaguer, Cano, Busquets, Delporte, &
Camins, 2018).
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Ademas de los efectos directos e indirectos sobre la agregacion proteica de los
polifenoles, un factor importante a considerar es la biodisponibilidad de estos
compuestos en el cerebro luego de ser consumidos por via oral. Dentro de los principales
factores que afectan la biodisponibilidad de los compuestos polifendlicos podemos
mencionar: (1) la interaccién con otros compuestos, como aquellos presentes en la
matriz del alimento o del extracto, o en el organismo, como la albimina, (2) la estructura
guimica y concentracion del polifenol, y (3) factores intestinales, como la funcion de
diversas enzimas, el transito intestinal, y la microflora del colon (D'Archivio, Filesi, Vari,
Scazzocchio, & Masella, 2010). En general, luego de ser ingeridos por la via oral, los
compuestos polifendlicos llegan al intestino delgado, donde aquellos compuestos unidos
a azucares pueden ser hidrolizados por las enzimas lactasa-florozina hidrolaza (LPH) o
la B-glucosidasa citosélica presente en las células epiteliales del intestino (Kawabata,
Yoshioka, & Terao, 2019; Lewandowska, Szewczyk, Hrabec, Janecka, & Gorlach, 2013;
Manach, Scalbert, Morand, Remesy, & Jimenez, 2004). Las geninas liberadas pueden
ser absorbidas en el intestino delgado o sufrir metabolizacién y ser conjugadas con
grupos glucurénidos o sulfatos (Kawabata, Yoshioka, & Terao, 2019; Lewandowska,
Szewczyk, Hrabec, Janecka, & Gorlach, 2013; Manach, Scalbert, Morand, Remesy, &
Jimenez, 2004). En ambos casos, estas moléculas seran transportadas al higado, donde
podrian ser nuevamente metabolizadas antes de llegar al torrente sanguineo (Kawabata,
Yoshioka, & Terao, 2019). Un estudio en humanos analizé la biodisponibilidad de diveros
polifenoles luego del consumo a largo plazo de una mezcla de berries, observando que
las concentraciones plasmaticas de flavonoles como la quercetina y acidos fendlicos
como el &cido cafeico, acido protocatequico, acido p-cumarico, y acido vainillico,
aumentaron significativamente en el grupo que consumidé berries en comparacion al
grupo control (Koli, Erlund, Jula, Marniemi, Mattila, & Alfthan, 2010). De manera similar,
el consumo agudo y repetitivo de una bebida de arandano provoc6é el aumento
significativo, con respecto a los sujetos del grupo control, de las concentraciones
plasmaticas de compuestos como canferol, quercetina, acido cafeico, acido ferdlico,
acido clorogénico, derivados de catecol, metabolitos conjugados de los compuestos
mencionados, entre otros (Feliciano, Istas, Heiss, & Rodriguez-Mateos, 2016). En total,
61 metabolitos fueron detectados en el plasma de los sujetos que consumieron la bébida

de arandano, de los cuales 19 aumentaron su concentracion 2 h despues de consumir
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la bebida y 38 después de 1 mes de suplementacion diaria (Feliciano, Istas, Heiss, &
Rodriguez-Mateos, 2016).

Considerando la evidencia respecto a la biodisponibilidad de los compuestos
polifendlicos y los efectos neuroprotectores de este tipo de compuestos en modelos
animales de enfermedades neurodegenerativas (Chakraborty, Singh, Dutta, Naskar,
Rajamma, & Mohanakumar, 2014; Jara-Moreno, Castro-Torres, Ettcheto, Auladell,
Kogan, Folch, Verdaguer, Cano, Busquets, Delporte, & Camins, 2018; Khan, Biswas,
Mishra, Mishra, Samanta, Mishra, Tawani, & Kumar, 2019; Khan, Tawani, Mishra,
Verma, Upadhyay, Kumar, Sandhir, Mishra, & Kumar, 2018) es posible considerar que
los polifenoles son capaces de atravesar la barrera hematoencefalica para producir sus
efectos directamente en el cerebro. Utilizando un modelo de endotelio microvascular de
cerebro humano, se ha observado que diversos metabolitos de polifenoles son capaces
de atravesar la barrera hematoencefalica, posiblemente a través de algun tipo de
transporte activo (Figueira, Garcia, Pimpao, Terrasso, Costa, Almeida, Tavares, Pais,
Pinto, Ventura, Filipe, McDougall, Stewart, Kim, Palmela, Brites, Brito, Brito, & Santos,
2017). Al mismo tiempo, en un estudio llevado a cabo en pacientes con esclerosis
multiple, se observo la presencia de acidos fendlicos, como el acido cafeico, en muestras
de liquido cerebroespinal, lo que confirmaria que este tipo de moléculas son capaces de
atravesar la barrera hematoencefalica (Grabska-Kobylecka, Kaczmarek-Bak, Figlus,
Prymont-Przyminska, Zwolinska, Sarniak, Wlodarczyk, Glabinski, & Nowak, 2020).
Ademas, no hubo una correlacién entre los niveles plasmaticos de acido cafeico y su
concentracion en el liquido cerebroespinal, lo que sugiere que el transporte del 4cido
cafeico a través de la barrera hematoencefalica no ocurriria a través de mecanismos de
difusién pasiva o facilitada (Grabska-Kobylecka, Kaczmarek-Bak, Figlus, Prymont-

Przyminska, Zwolinska, Sarniak, Wlodarczyk, Glabinski, & Nowak, 2020).

Por lo tanto, la disminucién del nimero de inclusiones intracelulares de polyQzo-EGFPy
de los niveles de las EAPM de polyQ7o-EGFP y de mHTToss-GFP luego del tratamiento
con extractos obtenidos de frutos maduros de murtilla podria deberse a la presencia de
diversos compuestos polifendlicos que, por un lado, podrian interactuar directamente
con proteinas mal plegadas evitando la formacién de agregados toxicos o desagregando
agregados preformados, y por otro lado, podrian modular procesos involucrados en la

degradacion de proteinas, como la autofagia, para asi disminuir la carga de proteinas
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mal plegadas y agregados proteicos. Intersantemente, a pesar de las similitudes en el
perfil polifendlico de los extractos analizados, solo el EEA 19-1 presento efectos
significativos tanto sobre la agregacién de polyQ79, como de mHTTgss. Esto implicaria
gue, ademas, la proporcion en la que los compuestos polifendlicos estan presentes en

el extracto también tendria influencia en sus efectos sobre la agregacion proteica.
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VII. CONCLUSIONES

De acuerdo con lo expuesto anteriormente, fue posible concluir que:

Los EEAs presentaron el mayor rendimiento de extraccion, promediando alrededor de
un 22%, mientras que los EAC y EDCM presentaron un rendimiento cercano al 2%. Esto
demuestra que en los frutos de murtilla predomina la presencia de compuestos de

naturaleza polar, tales como flavonoides y otros compuestos fenélicos.

Se observaron diferencias significativas en el contenido fendlico tanto entre los EACs,
como entre los EEAs. Sin embargo, en el analisis por CCF, CCF de alta resolucién y
CLAE-DAD se pudo observar que existen similitudes en el perfil de compuestos fendlicos

presentes en los EACs y EEAs.

El tratamiento con los EACs generd una mayor citotoxicidad luego de 24 h de tratamiento
respecto a los EEAs. Esto podria guardar relacién con su mayor CFT en comparacion a
los EEAs, sin embargo, no se observé una relacion directa entre el CFT y la citotoxicidad.
Por lo tanto, la toxicidad celular de los EACs podria estar relacionada a la presencia de

compuestos de menor polaridad, como triterpenoides), en estos extractos.

Sélo los EEAs de los genotipos 14-4, 19-1, 19-1ha, 23-2 y 27-1 presentaron el efecto de
disminuir el numero de inclusiones intracelulares de polyQz-EGFP a la mayor
concentracion analizada (100 pg/mL) y luego de 24 h de tratamiento. Estos resultados
no tuvieron relacion con los valores de Folin observados para los extractos
seleccionados y por lo tanto no hay una relacion entre la concentracién de compuestos

fendlicos de los extractos y sus efectos sobre la agregacion de polyQze-EGFP.

Interesantemente, en la validacion a través de la técnica de Western blot, solo el
tratamiento con el EEA 19-1 (100 pg/mL), produjo una disminucion significativa de las
EAPM de polyQ7o-EGFP (p < 0,01) y de mHTToss-GFP (p > 0,05), sin afectar los niveles
del péptido polyQi1-EGFP. Cabe resaltar que este genotipo corresponde a una variedad
comercial inscrita por el INIA (Read Pearl) y que, a pesar de que su perfil de compuestos
polifendlicos es similar al perfil de los otros extractos analizados, se identificaron 10
compuestos que solo estan presentes en el EEA 19-1, entre los cuales destacan

derivados glicosilados de quercetina y miricetina.
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Considerando el perfil quimico de los EEAs, se puede concluir que la presencia de
compuestos polifendlicos en éstos tiene relacion con los efectos observados sobre la
agregacion de los péptidos polyQro-EGFP y mHTToss-GFP, resultados desde los que
también podriamos inferir que el tratamiento con estos extractos también presentaria
efectos sobre la agregacion de diferentes proteinas relacionadas al desarrollo de
enfermedades neurodegenerativas. Mas especificamente, las diferencias cuantitativas
en el perfil quimico entre los EACs y EEAs dan cuenta de las diferencias en los efectos
gue estos presentan sobre la agregacion de proteinas relacionadas al desarrollo de la

enfermedad de Huntington.

Ademas, debido a que los frutos de murtilla estudiados fueron cultivados bajo las mismas
condiciones edafoclimaticas, las diferencias observadas a nivel de composicién quimica
y propiedades farmacolédgicas de sus extractos, son atribuibles a las diferencias a nivel

del genotipo de cada muestra de murtilla, demostrando la hip6tesis planteada.

Considerando los efectos tanto directos como indirectos de los compuestos polifendlicos
sobre la agregacién proteica anormal, la evidencia respecto a la biodisponibilidad de
estos compuestos, sumados a la baja toxicidad celular y a los significativos efectos sobre
la agregacion anormal de proteinas, el EET 19-1 se posiciona como un candidato
prometedor para llevar a cabo estudios en modelos in vivo de neurodegeneracion. Por
lo tanto, si dichos estudios preclinicos confirmaran sus propiedades neuroprotectoras, el
EET 19-1 podria ser utilizado para el desarrollo de un producto nutracéutico para la

prevencion de enfermedades neurodegenerativas.
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Anexo Il. Pérdida de agua en el proceso de liofilizacion

Genotipo Peso Peso Liofilizado % Perdida agua
Inicial (g) (9)
14-4 1000,70 281,30 71,89
19-1 1001,90 256,00 74,45
19-1ha 1004,10 268,30 73,28
19-2 1004,20 222,60 77,83
22-1 1000,90 259,50 74,07
23-2 1004,20 191,00 80,98
27-1 1029,00 217,20 78,89
31-1 1000,50 296,70 70,34

Tabla Al. Pérdida de agua de los frutos de murtilla en el proceso de

liofilizacion
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Anexo lll. Cromatogramas de analisis por CLAE — DAD de los EACs y

EEAs de los frutos de distintos genotipos de murtilla:
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Figura All.1. Cromatogramas a 280, 360 y 520nm del EAC del genotipo 14-4
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Figura All.2. Cromatogramas a 280, 360 y 520nm del EEA del G 14-4

126



% 3-

Uv_VIS_1 WL 280 nm

1800 5

10004

Absorbance [mAL]

2004

U _WIS_2 WL 360 nm

100+

0]

Absorbance [mAL]

o0l

300
Time [min]

Figura All.4. Cromatogramas a 280, 360 y 520nm del EAC del G 19-1

127



7 3- [manually integrated]

UV_VIS_1 WVL:280 nm

1400+ 1-2500
- ] -2
2 A
= 1000+
> ]
2
< ]
2 14-44.173
5 1 \2-7.657 13-31653 L
2 | — !
< 200 T T
) & 2 - [manually integrated] UV_VIS_2 WVL:360 nm
1804
= 1B \4-21.330
< 7-318653
E 4 I
‘@ 100
2
I 1 13|r 2038717
g; B 18-35.443
< 1 T ————
-20- %%
_a
11 C
] 11-16.410
7I T T T T T T 1
00 100 200 300 400 50.0 60.0
Time [min]

Figura All.5. Cromatogramas a 280, 360 y 520 nm del EAC del G 19-1 ha
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Figura All.7. Cromatogramas a 280, 360 y 520 nm del EAC del G 19-2.

250 UV_VIS_1 WVL:280 nm

125

Absorbance [mAU]

-50
45.0

[E81

UV_VIS_2 WVL 360 nm

0.0 s
-10.0-5%
2

Absorbance [mAU]

0.0 10.0 20.0 30.0 40.0 50.0 60.0 65.0
Time [min]
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Anexo IV. Identificacion tentativa por CLAE-UV-ESI-EM/EM a 360 nm de
compuestos fendlicos en los ESel

Tabla Alll. Resumen de identificacion tentativa a 360nm de compuestos fendlicos en los ESel.

e s Genitcaonienaiva__Gh &7 geR TR e
1 3,1 353.1 172.8 111 Acido cafeoilquinico * n.i. n.i. * n.i.
2 3,1 503.1 340.7 Acido cafeico dihexésido n.i. * n.i. n.i. n.i.
3 6,3 483.3 500.2 330.9 169 Digaloil hexosa n.i. * n.i. n.i. n.i.
4 6,3 633.4 420.9 300.9 HHDP-galoil hexosa n.i. * n.i. n.i. n.i.
5 79 495.2 342.9 168.9 Acido digaloilquinico n.i * * n.i *
6 8,3 633.2 420.8 300.8 HHDP-galoil hexosa n.i * n.i. * *
7 8,8 501.1 340.9 178.9 Acido cafeico dihexésido n.i n.i n.i. n.i *
8 10,0 574.8 424.9 331 288.9 Procianidina dimeroo B n.i. * n.i. n.i. n.i.
9 10,1 495.0 342,9 168,8 Acido digaloilquinico n.i. * * * *
10 11,1 483.2 4229 3129 270,9 Digaloilhexosa n.i. n.i * n.i. n.i.
11 11,7 289.1 244.9 161 (Epi)catequina n.i. * n.i. n.i. *
12 13,1 453.3 312.9 Digaloilpentosa n.i. * n.i. n.i. *
13 13,2 431.6 378.4 278.9 160.8 Apigenina-O-hex6sido n.i * n.i. n.i n.i
14 13,9 635.1 464.9 Trigaloil hexosa n.i. * n.i. n.i. n.i.
15 14,1 481.3 438.7 330.9 Digaloil hexosa n.i. * n.i. n.i. n.i.
16 14,4 631.4 479 317 Miricetina-O-galoil hexésido * * * * *
17 15,0 635.1 469.4 Trigaloil hexosa * n.i. n.i. n.i. n.i.
18 15,1 453.6 312.9 168.9 Digaloilpentosa * * n.i. n.i. n.i.
19 15,5 631.3 479 317 Miricetina-O-galoil hexésido n.i. * * n.i. n.i.
20 155 479.2 316.9 Miricetina-O-hexésido * * * * *
bencil alcohol hexosa
21 15,7 401.4 268,9 160,8 pentosa n.i. n.i. * n.i. n.i.
22 16,0 453.4 312.9 168.8 Digaloilpentosa * n.i. n.i. n.i. n.i.
23 16,3 447.2 448.8 284.9 Canferol-O-hexésido n.i. * * * n.i.
24 16,5 479.1 316,8 Miricetina-O-hexésido n.i. * * * *
25 16,7 625.2 463 300,9 Quercetina-O-dihexésido n.i. * * * *
26 17,1 631.3 479 316,9 Miricetina-O-galoil hexésido * * * * *
27 171 577.2 425 286.8 Procianidina dimero B * n.i. n.i. n.i. n.i.
28 17,1 615.3 463 301 Quercetina-O-galoil hexésido n.i. n.i. * n.i. n.i.
29 17,3 449.3 316,9 168,8 Miricetina-O-pentésido * * * * *
30 17,5 463.1 300.8 Quercetina-O-hexésido * * n.i. * *
31 18,2 463.1 299.9 Quercetina-O-hexdésido n.i * n.i. n.i n.i
32 18,6 625.1 462.9 300.9 Quercetina-O-dihexésido * n.i n.i. n.i n.i
33 18,9 479.2 316,9 Miricetina-O-hexésido * * * * *
34 19,3 463.5 316,9 Miricetina-O-deoxihexdsido n.i n.i * n.i *
35 19,8 625.5 463 300.9 Quercetina-O-dihexésido * n.i n.i. n.i n.i

Continua en paginas 135y 136.
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# R_’T [M-H] Fragmentos |dentificacion tentativa EEA EEA EEA EEA EEA
[min] [m/z] [m/z] 14-4 19-1 19-1ha 23-2 27-1
36 19,9 479.2 460.8 315.9 178.8 Miricetina-O-hexésido * * * * n.i
37 20,1 615.3 463,1 301,1 Quercetina-O-galoil hexésido * * * * n.i.
38 20,2 615.3 463.1 301.1 Quercetina-O-galoil hexésido n.i n.i n.i. n.i. *
39 20,8 441.3 288.9 168.8 (Epi)catechin-O-gallato * * n.i. n.i. n.i.
40 21,0 449.2 315,9 268,9 150,9 Miricetina-O-pentésido * * * * *
41 21,2 625.3 462.9 300.9 Quercetina-O-dihexésido * n.i n.i. n.i. n.i.
42 21,3 449.2 315,9 268,9 150,9 Miricetina-O-pentésido n.i * * * *
43 215 615.4 463 301 Quercetina-O-galoil hexésido n.i * n.i. n.i n.i
44 21,5 463.1 315.9 Miricetina-O-deoxihexésido n.i. * * * n.i.
45 21,6 463.2 301 Quercetina-O-hex6sido n.i. n.i n.i. n.i. *
46 21,8 433.6 300.2 Quercetina-O-pentésido * * n.i. * n.i.
47 21,9 449.2 316.8 179 Miricetina-O-pentésido n.i. * n.i. n.i. n.i.
48 22,2 477.0 300.9 Quercetina-O-glucurénido * n.i * * *
49 22,5 624.8 462.9 300.8 Quercetina-O-dihexésido n.i * n.i. n.i n.i
50 22,7 301.1 300.8 256.9 Acido elagico n.i * n.i. n.i *
51 22,8 463.1 300.9 Quercetina-O-hex6sido * n.i. * * *
52 23,1 477.2 300.9 163.8 Quercetina-O-glucurénido * * n.i. * *
53 23,2 449.1 284,9 302,8 177 Taxifolin-O-ramnoésido n.i. n.i. n.i. * n.i.
54 23,4 597.1 477 387,1 357 Floretina-C-diglucésido n.i. * * n.i. n.i.
Metoxi-quercetina-O-
55 23,5 491.1 359.1 331 glucésido n.i. n.i. n.i. n.i. *
56 23,7 625.3 462.9 300.9 Quercetina-O-dihexésido * n.i. * n.i. n.i.
Quercetina-hexosa-acido
57 24,1 599.2 463 301 protocatecuico * * n.i. * *
58 24,3 433.2 300.9 Quercetina-O-pentésido n.i. * n.i. * *
59 24,7 615.2 568,8 462,9 299,9 Quercetina-O-galoil hexésido n.i. n.i. * n.i. n.i.
60 24,8 445.0 444.8 283,9 Canferol-O-hexésido n.i. * * * n.i.
61 25,4 433.1 300.9 Quercetina-O-pentésido n.i. * * n.i. n.i.
62 25,6 447.2 300,9 Quercetina-O-ramnésido * n.i. * * *
63 25,5 505.2 300,8 462,9 Quercetina-O-acetil hexésido n.i. n.i. n.i. * *
64 25,7 477.0 315 Isoramnetina-O-hexésido * * * n.i. *
65 26,3 461.2 285 Canferol-O-glucurénido n.i. n.i. n.i. n.i. *
66 26,7 505.3 463 300.9 Quercetina-O-acetil hexésido * n.i. * * *
67 26,6 476.9 3149 299,9 Isoramnetina-O-hexésido n.i. n.i. * * *
68 27,2 613.2 463,9 300,9 Quercetina-O-galoil hexésido n.i. n.i. n.i. * n.i.
69 26,7 463.0 300,9 Quercetina-O-hexésido * n.i. n.i. * n.i.
70 27,3 417.4 283.9 Canferol-O-pentésido n.i * n.i. n.i n.i
71 275 505.2 463 300,9 Quercetina-O-acetil hexésido n.i * * n.i n.i
72 28,0 625.3 463 300.9 Quercetina-O-dihexésido n.i * * * *
73 28,1 479.3 316.9 Miricetina-O-hexésido n.i * * n.i. *
74 28,3 463.3 300.9 Quercetina-O-hexdsido * n.i n.i. n.i. n.i.
75 28,5 505.4 300.9 487 Quercetina-O-acetil hexésido * n.i * * *

Tabla Alll. Continuacién
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# RT [M-H] Fragmentos |dentificacion tentativa EEA EEA EEA EEA EEA
[min] [m/z] [m/z] 14-4 19-1 19-1ha 23-2 27-1
Luteolina-metil eter-O-
76 28,9 475.4 432.9 300 glucurénido n.i * n.i. n.i. n.i
Galoilmetil-miricetina-
77 29,6 645.4 627,3 478,9 316 hexésido n.i. * * n.i. *
78 28,9 431.2 284.9 Canferol-O-ramnésido n.i. n.i * * *
Quercetina-O-ramnosil-O-
79 30,3 609.5 463.1 301.1 hexésido n.i. * * * *
80 30,7 639.4 463 300.9 Isoramnetina-O-dihexdésido * * * * n.i.
Quercetina-O-ramnosil-O-
81 314 609.4 463 301 hexésido * * n.i. * n.i.
Canferol-O-ramnosil
82 32,0 593.4 447 284.9 hexésido n.i * * * *
Quercetina-O-
83 32,2 609.4 462.8 300.9 446,9 rhamnosylhexésido n.i * n.i. n.i n.i
84 32,3 331.0 315.8 178.8 Miricetina metil eter n.i n.i. n.i. n.i. *
85 32,4 301.0 178.9 150.9 Quercetina * * * * *
86 33,5 595.3 433.9 286.9 Eriodictiol-O-rutinosido * n.i. n.i. n.i. n.i.
Canferol-metil-eter-O-
87 35,8 593.4 4449 300,8 pentdsido-hexésido n.i. n.i. * n.i. n.i.
88 32,4 623.5 476.9 314.9 Isoramnetina-O-rutinosido n.i. * n.i. n.i. *
89 32,9 331.1 315,8 178,8 Miricetina metil eter n.i n.i * n.i *
90 33,9 301.2 300.8 178.8 150.8 Elagico acido * n.i n.i. * n.i
91 36,2 285.2 284,8 239,7 150,8 Canferol n.i. * * n.i n.i
92 36,5 315.2 314,9 300 Isoramnetina n.i. * * * *

Tabla Alll.Continuacién
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