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RESUMEN

El estrés oxidativo es un factor importante en el inicio de varias
patologias, entre ellas enfermedades neurodegenerativas como
Alzheimer y demencia senil; enfermedades cardiovasculares; cancer
entre otras. Diversos estudios indican que un estilo de vida que incluya
una dieta rica en antioxidantes, ejercicio regular y vida social activa
ayudarian a reducir o retardar los procesos celulares involucrados en el

desarrollo de patologias asociadas al estrés oxidativo.

En la busqueda de alimentos funcionales, nuestro grupo de investigacion
ha estudiado un arbusto autdctono de la patagonia chileno argentina, el
calafate (Berberis microphylla). El calafate posee una poderosa baya,
consumida desde tiempos prehispanicos que posee altos niveles de
compuestos bioactivos, especialmente compuestos fenolicos. El fruto es
estacional, pero la planta es perenne, por lo cual las hojas se convierten
en una interesante fuente de compuestos bioactivos para evaluar su

potencial como alimento funcional.

Se caracterizaron los compuestos polares y semipolares de los extractos
metandlicos a través de HPLC-DAD-QTOF de cinco tipos de hojas de

Berberis: Calafate (Berberis microphylla); Michay (Berberis darwinii);

Xiii



Calafatillo o Calafate enano (Berberis empetrifolia); Calafate o Michay
(Berberis trigona); y Agracejo (Berberis vulgaris). Se lograron
identificar en total 175 metabolitos diferentes entre los cinco extractos de
hojas estudiadas. Ademas, se evalué su potencial antioxidante y

contenido de acidos grasos.

Posteriormente, se realizd una infusion acuosa con hojas de calafate,
realizando una completa caracterizacion que implico la cuantificacion de
los principales compuestos fenolicos presentes en la infusion, el
contenido elemental, el efecto antioxidante de la infusion in vitro, su
efecto sobre enzimas digestivas y sobre la viabilidad en modelos

celulares, obteniendo resultados prometedores en

Finalmente, en este trabajo de tesis se evalu6 como la dieta y ejercicio
impacta sobre el estrés oxidativo. Para esto se desarrollé6 en un modelo
murino de estrés oxidativo, un plan de intervencion que implicé una
dieta suplementada con un extracto etandlico del fruto de calafate rico en
compuestos (poli)fenolicos antioxidantes, el efecto del ejercicio aerdbico
regular, ademaés se evaluo el efecto sinérgico de ambas intervenciones.
Finalizando la intervencion, se analizaron muestras de plasma, cerebro e
hipocampo de los animales, mediante UHPLC-QTOF-MS y se

identificaron posibles biomarcadores de estrés oxidativo.
Xiv
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Capitulo 1 Introduccion

1.1 Estrés oxidativo y especies reactivas del oxigeno (ROS)

El estrés oxidativo se conoce como el desequilibrio entre la generacion
de prooxidantes y sus mecanismos de captacion !, donde la produccion
de prooxidantes supera la capacidad de neutralizacion a través de
mecanismos moleculares intracelulares 2. Los prooxidantes mas
conocidos son los radicales libres (RL), los cuales se definen como
entidades o fragmentos moleculares, capaces de existir de forma
independiente que contienen uno 0 mas electrones desapareados en su
Ultima capa de valencia 4, que les proporciona gran reactividad con
macromoléculas vecinas presentes en la célula, principalmente acidos

nucleicos, proteinas, y lipidos que componen membranas celulares °.

Comunmente se utiliza el término “especies reactivas del oxigeno (ROS,
por sus siglas en inglés) para referirse indistintamente a los radicales
libre, aunque los ROS incluyen un grupo mas amplio de moléculas,
donde se encuentran tanto a los radicales libres como a otras especies no
radicales, como el peroxido de hidrogeno (H202) o acido hipocloroso
(HOCI), las cuales son moléculas estables, pero altamente reactivas con

el oxigeno *,



Ademés, en el organismo también existen moléculas derivadas del
nitrégeno que reaccionan con oxigeno, denominadas especies reactivas
del nitrogeno (RNS), como el 6xido nitrico (NO) o el peroxinitrilo
(ONOO-). Para englobar a ambas especies es comun denominarlas

RONS, aunque en el texto nos referiremos Gnicamente como ROS 4.

Las fuentes de ROS provienen de reacciones enzimaticas y no
enzimaticas. Dentro de los mecanismos enzimaticos involucrados en la
formacion de ROS se encuentra la cadena respiratoria de electrones, la
sintesis de prostaglandinas, la respuesta fagocitica (peroxisomas,
liposomas) y el sistema citocromo P450 ©. Por otro lado, la formacion de
ROS de manera no enzimatica puede ocurrir cuando el oxigeno
reacciona con compuestos organico, exposicion a metales de transicion
(ej, Cd, Hg, Pb, As, 0o metales i6nicos como Fe*? o Cu*) exposicion a
radiaciones ionizantes como los rayos X o rayos UV, ozono, polucion
ambiental, infecciones microbianas, drogas o sus metabolitos, entre otros

factores *



a) Produccion de anion superoxido y peroxido de hidrogeno

O,+e > O, [1]

(SOD)

03" +03' +H" =2 HEO.'Z + 03 [2]

b) Neutralizacion de peroéxido de hidrogeno mediante enzimas antioxidantes

(catalasa)

H,O, + H,O0, = H,O + O, [3]

(glutation peroxidasa)

2 GSH + H,0, > GSSG + 2H,0 [4]

¢) Lipoperoxidacion y daio oxidativo a lipidos

H,0, + Fe*2 — H,O + Fe*? + OH [5]
«OH +LH — L+ +H,0 [6]
Le +0, — LOO- [7]
LOOs +LH — LOOH + Le [8]

Figura 1.1 Metabolismo de algunas ROS y reacciones involucradas en la
lipoperoxidacion. a) Formacion de anion superdxido (0O27) [1] vy
perdxido de hidrogeno (H,0,) [2] a partir de O2; b) Eliminacion de H,0,
mediante enzimas antioxidantes, catalasa [3] y glutation peroxidasa [4];
c) Reacciones implicadas en la lipoperoxidacion lipidica, formacién del
radical hidroxilo (*OH) a través de la reaccion Fenton [5], la reaccion
*OH con lipidos insaturados, formando radicales libres de lipidos (L)

[6], y la propagacion de la peroxidacion lipidica [7] [8]. >’



La Figura 1.1 describe algunas reacciones que generan ROS en el
metabolismo celular °. La formacion del radical anién superéxido (Oz-)
a través del complejo I (NADH) o el complejo 111 (citocromo c) de la
cadena transportadora de electrones se puede representar mediante la
ecuacion [1], y se considera el primer radical enzimatico formado.
Luego, el anidn superdxido puede ser catalizado a peréxido de hidrogeno
(H20,) y oxigeno molecular por la enzima superoxido dismutasa (SOD)
como se indica en la ecuacion [2]. Aunque el H,0, es altamente reactivo,
al no ser un RL tiene una vida media mas prolongada 8, lo que facilitaria
su difusion al nacleo celular aumentando las probabilidades de realizar
modificaciones genéticas, por sobre otros los RL que tienen una vida
mas corta 8. El H,O; es eliminado gracias a enzimas como catalasa [3] o
glutation peroxidasa [4], pero también puede actuar como agente
oxidante de Fe*? de acuerdo con la reaccion de Fentom [5] generando el
radical hidroxilo (*OH) que es altamente reactivo, atacando cualquier
molécula oxidable cercana como los lipidos poliinsaturados de
membrana, dando lugar a la peroxidacion lipidica como se observa en las

ecuaciones [6] y [7]>".



Aunque el termino estrés oxidativo no es completamente aceptado °, en
este trabajo de investigacion se utilizara este término para describir los
procesos involucrados en el dafio no enzimatico de macromoléculas que

pueden contribuir al desarrollo de enfermedades asociadas.

1.2  Estrés oxidativo, y enfermedades asociadas

El aumento en las concentraciones prolongadas de ROS en el

organismos se acomparian con diversos patologias.

Por ejemplo, en ateroesclerosis, la oxidacion de la Lipoproteina de baja
desidad (LDL) es el primer paso para inducir la respuesta una respuesta
inflamatoria, que conlleva un aumento de moléculas de adhesion, y
citoquinas proinflamatoria, resultando en una agregacion plaquetaria 'y la

adhesion de los monocitos al endotelio .

En Diabetes mellitus y Céancer, se observa un cambio a un estado
prooxidativo del sistema redox de tiol/disulfuros y una falla en el

cleareance de glucosall.

Otro de los procesos asociados al estrés oxidativo es el envejecimiento,

el cual es un proceso natural que se caracteriza por un aumento en la



vulnerabilidad a enfermedades y la muerte 2. En 1956, Denham Harman
propuso la "Teoria del Envejecimiento Basada en Radicales Libres y
Quimica Radical" * que sostiene que el aumento en la cantidad de
radicales libres en el cuerpo puede causar dafios y aumentar la
predisposicion a enfermedades. Aungue la teoria no tuvo inicialmente un
amplio respaldo, el descubrimiento de la funcion de la enzima
Superéxido Dismutasa (SOD) por McCord y Fridovich en 1969
proporciond evidencia significativa. Se demostré que la enzima SOD
actla como un catalizador que convierte el radical libre (O,") en perdxido
de hidrogeno (H,0,) y oxigeno (O,) ayudando a disminuir la cantidad de
radicales libres en el cuerpo 4. Estos descubrimientos, junto con otros
relacionados con enzimas antioxidantes, sentaron las bases para

comprender este mecanismo.

La teoria del envejecimiento sostiene que el estrés oxidativo puede
causar dafios y aumentar la predisposicion a enfermedades >4, Entre las
enfermedades fuertemente asociadas al envejecimiento se encuentran las
enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer y el Parkinson,
ademas del cancer y la diabetes **°. Estas enfermedades comparten un

desequilibrio redox sostenido en el tiempo, lo que respalda la idea de



mantener el balance oxidativo adecuado puede ayudar a prevenir el

desarrollo de enfermedades asociadas a la edad.

La homeostasis redox en el organismo es un proceso multifactorial, que
depende de factores genéticos y ambientales (exposicién a cigarro,
polucion, luz UV, etc.), donde el consumo de antioxidantes, y la
ejercicio fisica regular ayudarian a mantener la homeostasis a nivel
molecular, asegurando que se promueva un adecuada homeostasis redox
en las células y tejidos del cuerpo (Pizzino et al., 2017, Ames et al.,

1993; Sies, 2015).

Uno de los debates maés interesantes que se han logrado llevar, es el real
efecto del estilo de vida en la prevencion de enfermedades asociadas al
estrés oxidativo, es por €so, que en este trabajo abordaremos el efecto del
ejercicio y la alimentacion rica en compuestos fenolicos sobre el balance

oxidativo y su efecto a nivel metabdlico.

1.3 Ejercicio y estrés oxidativo

En 1978, Dillard y colaboradores llevaron a cabo uno de los primeros
estudios relacionados con el efecto del ejercicio y la dieta sobre el estrés
oxidativo. En este estudio, realizado en ratones y seres humanos, Dillard

y colaboradores observaron cémo el ejercicio agudo aumentd la
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peroxidacion lipidica mediante la expiracién de pentano, asi como el
efecto inhibitorio sobre la peroxidacion lipidica ejercida por el consumo

de vitamina E 16

Posteriormente, diversos estudios siguieron asociando el ejercicio fisico
y el aumento de los ROS generados durante el desarrollo de la actividad
fisica con diversos estados patolégicos, tales como el envejecimiento 17~
19 Por ejemplo, Alessio evalud los niveles de malonildehido (MDA) e
hidroperoxidos lipidicos (LH) en el ejercicio fisico de alta y mediana
intensidad, observando aumentos significativos en los niveles de
malonildehido en el musculo esquelético y una tendencia al aumentos de
hidroperoxidos lipidicos, sugiriendo que el ejercicio fisico influye en la
peroxidacion lipidica y el estrés oxidativo muscular °?°, por lo cual
podria tener un tener un efecto sobre las patologias asociadas al estrés

oxidativo 1920

Estudios posteriores como el de Sen y colaboradores en 1992 2, refutan
esta teoria al demostrar que el ejercicio fisico regular tiene un impacto
significativo en la adaptacion favorable del ciclo de glutation, tanto en
perros y ratas, mejorando el estado detoxificante y antioxidante tanto en

musculos como higado 2.



Mas adelante, el afio 2008, una revision de Power & Jackson, sugiere
que el ejercicio fisico regular, mantiene el equilibrio a través de diversas
respuestas adaptativas moduladas por los ROS, como un aumento en la

actividad de las SOD1y SOD 2 entre un 20 'y 112% 7?2,

Por ejemplo, en la Figura 1.2 se muestra el efecto dual del peroxido de
hidrégeno en el organismo. A bajas concentraciones, (1-10 nM) el H,0,
actla como sefializador celular promoviendo una respuesta adaptativa al
desbalance oxidativo a través del aumento de las cascadas de
sefializacion mediada por Nrf-2. Por otro lado concentraciones mayores
de H;0,, (0.1-10 uM) durante periodos prolongados generara dafios
moleculares a lipidos, proteinas y macromoléculas susceptibles,

generando muerte celular 722,
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Figura 1.2 Dualidad de los efectos provocados por H,O, en el
metabolismo oxidativo: Las fuentes de H,O, incluyen los complejos
NADPH oxidasas unidas a la membrana, o libres provenientes de la
mitocondria. La funcion de SODs. La difusion del H,O, a traves de
acuaporinas (AQP) conocidas como peroxiporinas. En verde las cascadas

de sefializacion mediante estrés oxidativo fisiologico y en rojo el dafio
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generado por un exceso de estrés oxidativo. Figura tomada y adaptada de

Helmut Sies, 2017 *

Con estos antecedentes, es interesante abordar si el ejercicio fisico
regular es capaz de modificar metabolitos asociados al estrés oxidativo
derivados de la inactividad fisica y determinar una estrategia analitica

que sea capaz de detectar dichos cambios.

1.4 Costos asociados a la inactividad fisica

La organizacion mundial de la salud estima que entre los afios 2020 y
2030 se tendran cerca de 500 millones de nuevos casos de enfermedades
no transmisibles (ENT) 2, lo que supone costos de tratamiento de algo
mas de 48000 millones de USD anuales, si no tiene lugar ningin cambio

en la prevalencia actual de la inactividad fisica.

Casi la mitad de los nuevos casos de ENT (47%) seran consecuencia de
la hipertension, y el 43% de la depresion. Las tres cuartas partes de los
casos corresponderan a paises de ingresos bajos y medianos altos. El
mayor costo econdmico se producira en los paises de ingresos altos, que
representaran el 70% del gasto en atencion de salud para el tratamiento

de las enfermedades derivadas de la inactividad fisica .
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Una persona activa que realiza ejercicio regular tiene en promedio
menos probabilidades de sufrir enfermedades propias de la edad, y la
OMS recomienda realizar actividad fisica al menos 150 minutos de
actividad de intensidad moderada (o0 equivalente) por semana, medida
como una combinacion de actividades fisicas realizadas en multiples
ambitos: en el trabajo (incluyendo el trabajo doméstico), durante los
desplazamientos (caminar y andar en bicicleta) y para el tiempo de
recreacion  (incluyendo deportes). Para los adolescentes, la
recomendacion de la OMS es de 60 minutos diarios de actividad de

intensidad moderada a vigorosa 2.

1.5 Alimentacion, estrés oxidativo

Los “antioxidantes” quimicamente son moléculas reductoras capaces de
aceptar electrones, reduciendo su numero de oxidacioén, o transfiriendo
un hidrégeno. Estas moléculas reaccionan rapidamente ante la presencia
de sustancias oxidantes, como el O, Las principales reacciones
moleculares involucradas en el equilibrio redox del organismo, fueron
descritas previamente. En lo que sigue del texto se acufiard el término
Antioxidante debido a la popularidad y a su uso extendido en diversos

estudios.
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Como fue mencionado previamente, la alimentacion desempefia un papel
fundamental en la obtencion de antioxidantes exdgenos, los cuales son
esenciales para contrarrestar el estrés oxidativo y sus efectos en el
proceso de envejecimiento. Entre los antioxidantes mas conocidos se
encuentra la vitamina C (acido ascérbico), una vitamina hidrosoluble
presente en frutas, especialmente citricas como naranjas, limones y Kiwis
25, La vitamina C no solo ayuda a combatir el dafio generado por los
radicales libres, sino que también es capaz de regenerar la forma activa
de la vitamina E, otro antioxidante importante . La vitamina E,
conocida como a-tocoferol, pertenece al grupo de vitaminas liposolubles.
Esta vitamina se encuentra en aceites vegetales y semillas, y desemperia
un papel crucial en la proteccion de las membranas celulares contra el

dafio oxidativo 2.

El betacaroteno, un carotenoide presente en diversas frutas y verduras de
tonalidades amarillas y naranjas, como zanahorias, calabazas y mangos,
también es un precursor de la vitamina A y contribuye a la proteccion

celular contra los efectos nocivos de los radicales libres 7.
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Tabla 1.1 Principales antioxidantes y su fuente?®

Antioxidante

Alimentos Fuente

Vitamina C (Acido Ascorbico)
Vitamina E (Tocoferol)
Vitamina A (Beta-caroteno)
Quercetina
Resveratrol
Curcumina
Epigalocatequina (EGCG)
Antocianinas

Acido elagico
Genisteina
Quercetina

acido clorogénico

Citricos (naranjas, limones), fresas, kiwi
Aceites vegetales, frutos secos, espinacas
Zanahorias, espinacas, mango

Cebollas, manzanas, uvas, té, brocoli

Uvas rojas, vino tinto, cacahuetes, arandanos
Curcuma (especia), curry, mostaza

Té verde, té blanco

Calafate, cerezas, uvas moradas, ciruelas,
fresas
Granadas, fresas, frambuesas

Soja y productos de soja (tofu, tempeh)
Manzanas, cebollas, té, uvas, frutas citricas
Café

Ademas de las vitaminas, ciertos minerales esenciales también son parte
fundamental de las enzimas antioxidantes presentes en el organismo. El
manganeso (Mn), el zinc (Zn), el selenio (Se) y el cobre (Cu) son
elementos esenciales que forman parte de enzimas antioxidantes como
glutation peroxidasa (Se) y superdxido dismutasa (Zn, Cu y Mn),
desempefiando un papel crucial en la neutralizacidn de especies reactivas
del oxigeno, por cual su presencia en la alimentacion resulta relevante de

estudia.
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Por otra parte, los compuestos fendlicos (Compuestos que poseen al
menos un grupo hidroxilo unido a un anillo aromaético) son destacados
antioxidantes presentes en una amplia variedad de alimentos de origen
vegetal (Tabla 1.1). Estos compuestos se encuentran en frutas, verduras,
té, vino tinto, entre otros, y han demostrado efectos beneficiosos para la
salud debido a sus propiedades antioxidantes y su capacidad para

contrarrestar el dafio oxidativo.23t,

En Chile, se destaca la presencia del calafate, originario de la Patagonia
chileno-argentina. Este fruto se revela como un objeto de estudio
intrigante debido a su abundancia en compuestos fenolicos,
especialmente antocianinas, y a la riqueza de acidos hidroxicinamicos en
sus hojas 32734 Este interés nos lleva a adentrarnos en un analisis

detallado su composicion en el siguiente punto

1.6 Calafate, Berberis microphylla G. Forst

La familia Berberidiceae esta distribuido ampliamente alrededor del
mundo, especialmente en zonas subtropicales. En la Patagonia chilena-
argentina existe una especie endémica perteneciente a esta familia,

conocido cologuialmente como Calafate (Berberis microphylla G. Forst).
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El Calafate es un arbusto con hojas perennes, raiz amarilla y que da una
rica baya morada *. El calafate ha sido utilizado desde tiempos
precolombinos principalmente por el pueblo Adnikenk o Patagones *°.
Ellos utilizaron la planta tanto como para su consumo en mermeladas,
brebajes, medicamentos y tinturas, otorgandole propiedades curativas y
mégicas a la planta ¥. El calafate, por lo tanto, es un simbolo de la
Patagonia chilena-argentina, que Gltimamente ha ganado popularidad
debido a su rico sabor, alto contenido de compuestos bioactivos y los

potenciales efectos beneficiosos de sus compuestos sobre la salud.

El afio 2010, en el departamento de Analisis Instrumental de la
Universidad de Concepcion, Ruiz y colaboradores determind la
concentracion de flavonoides totales en frutos de maqui (Aristotelia
chilensis), calafate y murtilla (Ugni molinae). Calafate y maqui
presentaron altas concentraciones de antocianinas, 17.81 £ 0.98 y 17.88
+ 1.15 pmol/g de peso fresco respectivamente, no encontrando
diferencias significativas en el contenido de antocianinas entre estos
frutos, las concentraciones de antocianinas en murtilla fueron muy bajas
en comparacién al maqui y calafate (0.21 £ 1.08 pumol/g de peso fresco).
En cuanto al contenido de flavonoles y flavan-3-oles, las

concentraciones para calafate, maqui y murtilla fueron: 0.16 + 0.01 y
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0.24 £ 0.03; 012+ 0.01y0.11 +£+0.01y0.29 £0.01y 0.27 + 0.03
umol/g de peso fresco. Encontrando que los compuestos fenolicos
principales en maqui y calafate fueron las antocianinas y que en murtillas
los flavonoles. En nuevos estudios del grupo de investigacion, el afio
2013 Ruiz y colaboradores, realizaron una caracterizaciéon de los
antocianos presentes en otros frutos silvestres chilenos como el arandano
chileno, mutilla y calafate. El ardndano presento el perfil mas complejo
de antocianos, pero el calafate present6 la mayor capacidad antioxidante
y el mayor contenido de antocianinas (28.82 + 5.10 pmol/g de peso
fresco), lo cual lo sita como un excelente alimento funcional para

promover la salud 8,

Otro estudio en el fruto del calafate por Ruiz y colaboradores el afio
2014, identificd la presencia de los alcaloides en la planta con el objetivo
de determinar su inocuidad alimentaria. En este estudio se identifico la
presencia de tres alcaloides: berberina; jatrorrizina y palmatina. La
cuantificacion en el fruto de calafate de berberina dio concentraciones de
inocuidad alimentaria para este alcaloide (32.7 £ 11.9 nmol/g de peso
fresco) tanto en el fruto como en la hoja, pero presento altas
concentraciones en la raiz 4655.7 + 1067.3 nmol/g de peso fresco) *. A

bajas  concentraciones los alcaloides presentan  propiedades
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antimicrobianas, antiinflamatorios, antioxidantes, hipoglicemiantes e
hipolipidémicos %42, La Berberina tiene un color amarillo por lo que la
raiz se ha usado para fines medicinales y para tincion de lana *3. Se ha
encontrado berberina en el fruto en concentraciones que varian
dependiendo del estado de madurez del fruto, entre 47.0 y 41.9 nmol por
g ramo de peso fresco en la baya verde y la baya madura, lo que seria
consistente con la proteccion quimica que la plante le otorga al fruto es

sus procesos de maduracion *°.

Las propiedades de los compuestos encontrados en el calafate hacen de
esta planta un candidato relevante para evaluar su efecto sobre el
metabolismo en un modelo in vivo. Dada su abundancia en compuestos
fenolicos, es esencial examinar las caracteristicas y el metabolismo de
estos compuestos como paso previo. Este andlisis es crucial para
comprender cdmo el consumo de esta planta podria afectar el

metabolismo del hospedador

1.7 Compuestos fendlicos

Los compuestos fenolicos son una clase de metabolitos secundarios

ampliamente distribuidos en el reino vegetal. Estos compuestos se
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caracterizan por contener al menos un grupo fenol en su estructura

quimica, aungue resulta comun encontrarlo como compuestos fendlicos.

Los compuestos fendlicos se pueden clasificar en tres grandes grupos en
tres grandes grupos (Figura 1.3): Acidos fenolicos (acidos
hidroxibenzoicos e hidroxicinamicos);  Flavonoides (flavonas,
flavonoles, flavan-3-oles, isoflavonas, flavanonas y antocianidinas o
antocianinas); y otros compuestos fenolicos (estilbenos, lignanos,

taninos, xantonas, ligninas, cromonas y antraquinonas) .

En las plantas los compuestos fendlicos desarrollan diversas funciones,
actian como elementos de defensa frente a herbivoros y patdgenos,
contribuyen a la regulacion del crecimiento y desarrollo de las plantas,
participando en la modulacion de diferentes procesos fisiologicos.
También intervienen en la respuesta de las plantas a condiciones
ambientales adversas, como el estrés abiotico y biotico al actuar como

antioxidantes y reducir el dafio oxidativo 4>,

Ademas de las funciones de defensa y regulacion, los compuestos
fenolicos influyen en la calidad de los productos vegetales, afectando sus
propiedades organolépticas y su resistencia a la degradacion 4. También

participan en la comunicacion entre las plantas y otros organismos del
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ecosistema, como los polinizadores, a través de sus aromas y sabores

caracteristicos 4849

Se estima que existen al menos 8000 compuestos fenolicos que han sido
aislados y descritos hasta la fecha, y se siguen descubriendo nuevos

compuestos y rutas metabdlicas en diversas especies vegetales .

Esta diversidad de compuestos fenolicos se debe a la variedad de
estructuras que derivan de las diferentes rutas biosintéticas, como la via

del 4cido shikimico o malonato °%°1,
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Acidos Acido galico; Acido egalico; Acido vanilico; Acido siringico; Acido protocatecuic;
Hidroxibenzcicos Acido salicilico
Acidos Fenélicos —

Acidos Acido cafeico; Acido caftarico ; Acido clorogénico; Acido cinamico; Curcumina; Acido
Hidroxicinamicos cumarico; Acido ferilico
Flavonas ‘ Luteolina; Apigenina
Quercentina; Rutina; Isorhamnetina;
Flavonoloes Miricetina; Kaempferol

Catequina; Gallocatequina;

Flavan-3-oles Epicatequina

Flavonoides

Isoflavonoles

Genisteina; Daidzina; Gliciteina;
Formononetina; Biochanina A

Flavanonas Naringenina; Hesperidina

Antocianidinas y
Antocianinas

Cianidina; Delfinidina; Pelargonidina;
Malvidina; Petunidina.

Polifenoles

Estilbenos Resveratrol; Piceatanol

Pinoresinol; Lariciresinol; Matairesinol; Secoisolariciresinol; Sinol; Sesamol;

Lignanos Enterodiol; Enterolactona
Taninos No Hidrolizables Acido tanico; galoetaninos; elagitaninos
Taninas No hidrolizable/ Taninos
condensados/proantocianidina Procianidina B2; Procianidina A2
ros Fenol s
Otros Fenoles SRS
Cromonas

Ligninas

Antraquinonas

Figura 1.3 Clasificacion de compuestos fenolicos. Adaptado de

Martinez, 2017 **

La biosintesis a través de la via fenilpropanoide produce una variedad de
compuestos fenolicos como: acidos cinamicos (C6-C3); acidos
benzoicos (C6-Cl); flavonoides (C6-C3-C6); proantocianidinas [(C6-
C3-C6)n], cumarinas (C6-C3); estilbenos (C6-C2-C6); lignanos (C6-C3-

C3-C6) %2,

El contenido de compuestos fendlicos en las plantas varia entre 1y 3

mg/kg y esta influenciado por diversos factores, como estado de
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madurez, parte de la planta, condiciones de cultivo, procesamiento,

almacenamiento, entre otros 3.

En nuestro estudio nos resulta interesante abordar acidos
hidroxicinamicos y antocianos que son los compuestos fendlicos mas

abundante presentes en frutos y hojas de calafate

1.7.1 Acidos hidroxicinamicos

Los &cidos hidroxicinamicos (HCAS) pertenecen a los acidos fendlicos
(Figura 1.3 ), La estructura béasica de los HCAs incluye un anillo
fenolico con un grupo hidroxilo en posicion orto al anillo carboxilico
(Figura 1.4) %5, Su biosintesis comienza con la fenilalaninca y luego
ingresa a la via del acido shikimico, que lleva a la sintesis de
aminoacidos arromaticos como la fenilalanina y tirosina. Los acidos
hidroxicinamicos (HCAs) se forman mediante la desaminacion de la
fenilalanina o la tirosina para producir la unidad C6C3 que sirve como
estructura central de los fenilpropanoides; la desaminacion esta

catalizada por la enzima fenilalanina amonio-liasa (PAL)".

Por ejemplo, el acido clorogénico es un tipo especifico de acido

hidroxicinamico que se encuentra comunmente en alimentos como
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granos de café, hojas de calafate, entre otros. %, Su estructura incluye

un anillo de &cido cindmico unido a una molécula de acido quinico

En general, frutas y vegetales contienen muchos &acidos fendlicos libres,
mientras en granos y semillas a menudo se encuentran unidos al material

estructural 3%°7,

1.7.2 Antocianinas

Las antocianinas son una clase diversa de flavonoides que estan
compuestas por un esqueleto de antocianidina con conjugados de azlcar
y acilo. Los antocianidinas estan formadas por dos anillos aromaticos de
benceno separados por un heterociclo oxigenado . Los derivados de la
delfinidina son las Unicas antocianinas identificadas en violeta, en frutos
de calafate la delfinidina-3-glucoésido es el componente principal 3. Su
biosintesis se detalla en la Figura 1.5, donde se observan las enzimas

involucradas.
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Figura 1.4 Estructura de los principales compuestos fendlicos

encontrados en la naturaleza. Adaptada de Liu et al.,2019 °°
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{ 4-Cumaroil-CoA ] +[ 3-Malonil-CoA J

L J

CHS

Naringenina
Chalcona

CHI

Flavonoles

— FLS —

Naringenina

F3H

I

Dihidrokaemferol | — F3H — | Dihidrokaemferol (— F35H——| Dihidrokaemferol Dihidroflavonoles

DFR DFR DFR

Leucocianidina Leucopelargonidina Leucodelfinidina Leucoantocianidinas

ANS ANS N
Pelargonidina Delfinidina Antocianidinas
UFGT UFGT UFGT
Clonkiios gk eaada Pelargonidina 3-glucésido Delfinidina 3-glucosido GRS

Figura 1.5 Esquema que representa la via de biosintesis de las
antocianinas y las diferentes enzimas involucradas: CHS: chalcona
sintasa; CHI: chalcona isomerasa; F3H: flavanona 3-hidroxilasa; F3'H:
flavonoide 3’-hidroxilasa; F3'5'H: flavonoide 3’,5'-hidroxilasa; DFR:
dihidroflavonol4-reductasa; ANS: antocianidina sintasa; UFGT:
flavonoide 3-O-glucosiltransferasa y FLS: flavonol sintasa. Diagrama

tomado y adaptado de Liu et al., 2018 °

Ademas de examinar la estructura y sintesis de los compuestos fenolicos,
resulta necesario abordar su metabolismo para comprender la manera en
que estos compuestos generan efectos en el organismo. Este aspecto

especifico sera desarrollado con mayor detalle en la siguiente seccion,
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proporcionando una perspectiva mas profunda sobre los procesos
bioquimicos que subyacen a los impactos de los compuestos fendlicos en

la salud

1.8 Metabolizacion de los compuestos fenolicos

1.8.1 Compuestos fenolicos y estrés oxidativo

Los compuestos fendlicos modulan el estrés oxidativo a través de
diversos mecanismos metabdlicos. Por ejemplo, los acidos fenolicos
actlan como queladores y atrapadores de radicales libres, especialmente
sobre radicales hidroxilos, peroxilos, aniones superoxidos Yy
peroxinitrilos, mediante el mecanismo molecular via transferencia de

protones (HAT, por sus siglas en inglés) °.

Las cantidades necesarias de antioxidantes exogenos para el consumo
varian en funcion de factores como la edad, el nivel de actividad fisica,
el estado nutricional y las caracteristicas fisiologicas de los individuos.
Una de las principales fuentes de obtencion de antioxidantes es a través
de bebidas ricas en estos compuestos 2. Por ejemplo, el café contiene
entre 200-550 mg de antioxidantes totales (TAC, por sus siglas en
inglés) por taza, principalmente debido a la presencia de &cidos

clorogénicos, feralicos o cumaricos. El té proporciona entre 150-400 mg
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de TAC por taza, relacionados con la presencia de catequinas en la
infusién. El vino, por su parte, contiene entre 150-400 mg de TAC por
copa, siendo el resveratrol y los estilbenos los antioxidantes principales

en este caso %2,

1.8.2 Biodispibilidad de los compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos presentes en diversos alimentos al ser
consumidos a través de la dieta ingresan al organismo y se someten a un
proceso de metabolizacion. En el contexto del metabolismo de los
compuestos fenolicos, se utilizan varios términos clave. La
"bioaccesibilidad" se refiere a la proporcién de un compuesto consumido
que se libera de una matriz alimentaria durante la digestion, permitiendo
su paso a través de las membranas durante el transito por el estbmago y
llegando al intestino delgado, donde puede ser absorbido o
biotransformado por la microbiotaintestinal . La "bioactividad"
representa la actividad de los compuestos absorbidos o sus metabolitos
en las vias metabdlicas, lo que resulta en efectos bioldgicos en el cuerpo.
Ademas, se considera la "biodisponibilidad™ para evaluar el grado en que
un compuesto fenolico se mantiene intacto o protegido durante su

transporte a través del tracto gastrointestinal. Por ultimo, la
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"biodisponibilidad" se refiere a la cantidad de compuestos que completan
la ruta a través del tracto digestivo, son absorbidos y alcanzan los tejidos
diana en forma intacta o metabolizada para ejercer su bioactividad o ser
almacenados. Estos términos son fundamentales para entender el destino
y los efectos bioldgicos de los compuestos fendlicos en el organismo

humano 446465,

La absorcion de los compuestos fendlicos esta influenciada por su
estructura, grado de polimerizacién, tipos de interacciones su matriz,
estado dietético, composicion de la dieta, pH intestinal y abundancia de
enzimas digestivas ®. Por ejemplo, como se muestra en la Figura 1.6, la
difusion de compuestos fenolicos conjugados a través de los enterocitos
no es posible, por lo que requiere un proceso de deconjugacion mediante
la accion de las enzimas B-glucosidasas presentes en las vellocidades del
intestino delgado, para pasar a través de los enterocitos .
Posteriormente, la aglicona correspondientes se someten a metabolismo
de Fase I (reduccién, oxidacion o hidrdlisis) o Fase Il (por ejemplo,
conjugacion) en el enterocito, convirtiéndola en un éster metilico, un
glucuronido o sulfato, o bien se transporta como una aglicona al higado

para un metabolismo similar 4.
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La conjugacién de agliconas reduce su potencial toxicidad microbiana y
facilita su transporte como compuestos fenolicos biotransformados.
Ademas, los macronutrientes dietéticos pueden alterar la composicion de
las bacterias intestinales, lo que a su vez influye en la biotransformacién
de compuestos fendlicos en el tracto gastrointestinal ¢, por ejemplo, una
comida alta en grasas aumenta selectivamente la bioaccesibilidad de
algunas antocianinas, como la delfinidina-3-glucosido, delfinidina-3-
galactésido o petunidina-3-arabindsido, pero se observé que en
condiciones de ayuno la bioaccesibilidad de delfiinidina-3-(6"-acetoil)-
glucésido y malvidina-3-arabinésido aument6 al doble ayuno ©7,
Matrices ricas en proteinas protegen las antocianinas de la degradacion
en el intestino delgado, lo que las hace disponibles para la
biotransformacion microbiana en el colon ®’. Luego de la absorcién son
transportadas a los diferentes tejidos a través del torrente sanguineo,
donde pueden presentar otras biotransformaciones en compuestos mas

solubles para su eliminacion 8,
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Figura 1.6 Metabolismo y destino de los compuestos fenolicos en la

dieta. En la figura se detalla la absorcion de los compuestos fenolicos,

los procesos de conjugacion mediante B-glucosidasas, su absorcion y su

transporte. Imagen tomada y adaptada de Martinez #*

Las concentraciones maximas en el plasma normalmente se encuentran

luego de 1 hora de ingerido en alimento. La concentracidbn maxima en
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los estudios farmacocinéticos de un compuesto en cualquier momento
del estudio suele ser menor a 2.5 h, que va a depender de que tan lleno se
encuentre el estdmago del individuo ®°. Los compuestos que suelen
aparecer en una concentracion maxima luego de 3 h de consumido o
luego de 5 horas en un estudio farmacocinético, se consideran que son
absorbidos principalmente por el colon, lo que genera sin excepcion una

metabolizacion por parte de la microbiota intestinal 7.

Algunos compuestos fendlicos se pueden absorber forma intacta ™ o
sufrir pequefias modificaciones como conjugaciones con acidos
glucoronicos o sulfatos. Por ejemplo, algunos flavonoles como
quercetina o quercetina glicosidica, después de una ingesta oral, tanto la
quercetina y sus metabolitos metilados, como la isorhamnetina y la
tamarixetina, aparecen en la circulacion de ratas y humanos casi

exclusivamente en su forma conjugada .

Una revisién de Manach 2005 y Prior 2006 >4, en antocianinas que son
los compuestos fenolicos mayoritarios en el fruto de calafate, indico el
tiempo promedio para alcanzar la concentracion maxima (Cmax) en
plasma fue de 1.5 horas (rango: 0.75-4 horas), mientras que en la orina
fue de 2.5 horas. La excrecion urinaria parece ser relativa baja oscilando

entre 0.004% y el 0.1% de la ingesta. El curso temporal de absorcion fue
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consistente con la absorcion en el estbmago, como se describe en los
animales. En la revision Manach indica que aparentemente las
antocianinas se absorben y eliminan muy rapidamente, presentando una
absorcion de baja eficiencia, aunque indica que los métodos para su
deteccidn pueden no ser efectivos, ya que usan métodos con deteccion
UV, suponiendo la conversion a cation flavilio de color violeta a pH
bajo, pero pueden existir formas neutras por interacciones con otros

componentes del plasma u orina que no permitan su deteccion .

En nuestro grupo de investigacion, el afio 2018 Bustamante y
colaboradores ™ se desarrolld6 un estudio farmacocinético luego de
consumo agudo de 300 mg/kg de un extracto de fruto de calafate, y se
determinaron los metabolitos a las 4 y 8 horas.posterior al consumo del
extracto. La caracterizacion previa de los principales compuestos
fenolicos presentes en el extracto mostrd que alrededor del 85%
correspondia a antocianinas, alrededor de un 10% a 4&cidos
hidroxicindmicos (HCA, por sus siglas en inglées) y alrededor de un 5% a
flavonoles. Los resultados del estudio arrojaron que a pesar de que las
antocianinas son la principal fuente de compuestos fendlicos presentes
en el extracto, la presencia en el plasma de jerbos a las 4 y 8 horas no fue

detectada, lo cual se corresponde con la revision realizada por Manach
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anteriormente donde indica que las mayores concentraciones de
antocianinas fueron encontradas a las 1.5 hora, estimando una baja
absorcion y rapida eliminacion (Manach et al., 2005). Bustamante y
colaboradores identificaron una elevada concentracién plasmatica de
compuestos fendlicos, con una predominancia significativa de derivados
de &cidos benzoicos y acidos hidroxicinamicos en el estudio. Estos
resultados sugieren la posibilidad de una mayor absorcién de estos
compuestos fenolicos en conjunto con una metabolizacion rapida de las
antocianinas a través de biotransformaciones en el organismo, lo que
conduce a la formacion de acidos benzoicos e hidroxicindmicos y, en
consecuencia, a una mayor deteccion de estos compuestos en el

organismo.

Estudios posteriores realizados en un modelo de ratones alimentados con
una dieta alta en grasas (HFD,por sus siglas en inglés) con consumo
cronico de un extracto de calafate, mostré diferencias en metabolitos
asociados a estrés oxidativo y enfermedad cardiovascular. HFD que
consumieron calafate presentaron menores niveles de los marcadores
endoteliales sE -selectina, sSICAM, proMM-9, asociadas a enfermedad

cardiovascular 7
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En conclusion, la investigacion de los efectos de los compuestos
fenolicos en un alimento exige un anlisis minucioso del alimento
seleccionado para evaluar su impacto en el metabolismo del hospedador.
Asimismo, es esencial abordar la necesidad de mantener concentraciones
estables en estudios a largo plazo, dada la rapida metabolizacion de los

compuestos fenolicos.

Por otro lado, los efectos asociados al ejercicio fisico también deben
poder detectarse, es por eso que la eleccion de la técnica analitica para
determinar estos cambios debe ser apropiada y sensible para asegurar su

deteccion precisa

1.9 Técnicas analiticas modernas para el analisis de

compuestos fendlicos en un modelo animal.

Resulta interesante estudiar a través de una estrategia analitica sensible,
el efecto en el metabolismo de una dieta rica en polifenoles y del
ejercicio aerobico regular. Una de las estrategias analiticas mas
utilizadas para el estudio de metabolitos es la Metabolémica, la cual
involucra el estudio de los metabolitos presentes en un organismo en un
momento determinado, lo que describe el fenotipo de un individuo en el

momento en que se toma la muestra. """
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La metabolomica es una rama de la “ciencia 6mica” que involucra el
estudio y la caracterizacion integral del metabolismo y todos los
metabolitos presentes en sistemas bioldgicos en un momento
determinado °. La metabolémica utiliza un enfoque integrado con
poderosos algoritmos matematicos con los cuales es posible generar una
“huella dactilar” de procesos celulares especificos 8%, Es habitual
conceptualizar la disciplina de la "Metabolomica” bajo la denominacion
de "Metabolémica no dirigida™ o en inglés "Untargeted metabolomics™,
debido a la innata ausencia de un objetivo predefinido en el enfoque
metabolomico. Cabe resaltar que el termino "Metaboldémica dirigida™ o
"Targeted metabolomics™ merece ser reemplazado por el concepto de
analisis bioquimico de un analito o conjunto de analitos. Este ajuste
terminoldgico preserva la integridad del concepto de "metabolémica”
para describir el estudio comprehensivo de la totalidad de metabolitos
posibles dentro de una muestra. Dicho abordaje global provee una
panoramica mas enriquecedora del estado fisiopatologico del sistema en

contraposicion al estudio enfocado en uno o varios analitos especificos.

Los metabolitos, constituyen moléculas de baja masa molecular que
emergen como intermediarios o productos finales de multiples rutas

bioquimicas 8. En el &mbito de las disciplinas "6micas", los metabolitos
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pueden representar los productos resultantes de la transcripcion y la
subsiguiente traduccion génica (proteinas). En comparacién a la
gendémica y protedmica, la metabolémica otorga una imagen clara del

fenotipo de un sistema bioldgico en el momento del muestreo &,

Uno de los principales objetivos de la Metabolémica es identificar
nuevos biomarcadores. Estos biomarcadores tienen el potencial de
desempefiar un papel fundamental en diversas areas, que incluyen el
diagndstico en etapas tempranas, la categorizacion de enfermedades, el
seguimiento de la evolucion y la evaluacion de la respuesta a
tratamientos médicos, entre otras aplicaciones 8. Es importante destacar
que estos nuevos biomarcadores podrian también influir en la
modificacion de farmacos ya desarrollados, ademéas de respaldar la
realizacion de estudios de "prueba de concepto” en las fases I y Il de

ensayos clinicos para nuevos tratamientos 8.

La seleccion de los métodos analiticos empleados en los experimentos de
Metabolomica se encuentra primordialmente restringida por su
capacidad para revelar las diferencias metabdlicas derivadas de las
perturbaciones del sistema en estudio. Entre las caracteristicas anheladas
se cuentan la necesidad de minima preparacién de las muestras y la

habilidad de llevar a cabo analisis con elevado rendimiento 8. En el
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ambito de la Metaboldmica, las técnicas analiticas mas utilizadas
comprenden la Resonancia Magnética Nuclear (RMN) y la
Espectrometria de Masas de alta resolucion (HRMS) . En general, la
espectrometria de masas es precedida por procesos de separacion
cromatografica, utilizadas para reducir la complejidad de las muestras y
permitir el andlisis de distintos conjuntos de moléculas en momentos
especificos. En este contexto, las técnicas de cromatografia liquida (LC)
y cromatografia de gases (GC) acopladas a detectores de MS de alta

resolucion son las modalidades de acoplamiento mas utilizadas .

El uso de técnicas como acopladas para el descubrimiento de nuevos
biomarcadores con relevancia para el diagnéstico de patologias u otros
procesos metabdlicos de interés consiste en una etapa de
"descubrimiento”. Esta fase involucra la manipulacion de un conjunto
limitado de muestras, generando una metadata que posteriormente es
sometida a andlisis mediante algoritmos quimiométricos, como el
Analisis de Componentes Principales (PCA). El siguiente paso radica en
la validacion del método. Esta validacion abarca la medicion de blancos,
con el fin de evaluar su potencial como biomarcadores. Ademas, se

requiere de un conjunto mas amplio de muestras para evaluar la
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capacidad diagndstica de biomarcadores, contemplando aspectos como

sensibilidad, robustez y especificidad del estudio .

El anélisis metabolébmico a implica una secuencia de 6 pasos: 1)
Generacion y recoleccion de las muestras; 2) preparacion de la muestra;
3) Analisis de muestra; 4) Adquisicion de los datos; 5) Procesamiento

bioinformatico; e 6) Identificacion de marcadores ¥'.

La obtencion precisa de las muestras se revela como un componente
critico en la ejecucion de andlisis metabolomicos, desempefiando el
papel de ventana que captura los eventos bioquimicos en un sistema
biologico en un instante especifico (momento pre-muestreo). En este
contexto, resulta imperativo abordar multiples consideraciones: a) el tipo
de experimento a realizar, distinguiendo entre un enfoque metabolomico
puro y un analisis "dirigido"”; b) la naturaleza de la muestra a evaluar,
contemplando opciones entre fluidos bioldgicos y tejidos; c¢) la
complejidad intrinseca del sistema bajo estudio; y d) la variabilidad
inherente entre los sujetos analizados. Cada una de estas facetas juega un
papel crucial en la fidelidad y relevancia de los resultados

metaboldmicos en el contexto de la investigacion &,
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Dadas las ventajas intrinsecas de la cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de masas de alta resolucion (LC-MS), esta técnica se
sitia como una de las herramientas mas utilizadas en el campo de la
Metabolomica ® . Entre sus caracteristicas distintivas destacan: su
elevada precision analitica, capacidad de resolucién ampliamente
superior, una sensibilidad y especificidad sobresalientes. Ademas, su
exigua necesidad de preparacion de las muestras (usualmente
prescindiendo de derivatizacién) la faculta para lidiar con mezclas

complejas que incorporan compuestos tanto polares como apolares ,

No obstante, conviene resaltar ciertas limitaciones asociadas con esta
técnica en el contexto de la Metabolémica. Su acoplamiento a un
detector de espectrometria de masas en tandem (MS-MS o MS”n) es
crucial, aunque este vinculo puede inducir efectos de matriz que
conllevan supresion ionica y generacion de aductos. Estos fendmenos
pueden enmascarar la interpretacion estructural precisa de los analitos,
presentando asi un desafio para la dilucidacion de las estructuras

moleculares 2,

En el afio 2006, el Grupo de Trabajo para Analisis Quimico (CAWG, por
sus siglas en inglés) elabord un conjunto de Iniciativas de Estandares

Minimos para Metabolémica (MSI, por sus siglas en inglés). Esta guia
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abarca multiples aspectos, que van desde la preparacion de la muestra y
el disefio experimental hasta el funcionamiento instrumental, la
validacion metodoldgica, la identificacion de metabolitos y el

preprocesamiento de los datos &°.

Para obtener datos de alta calidad en los estudios Metabolomicos
mediante LC-MS, es esencial considerar diversos factores. Entre estos
factores se encuentran: el numero de réplicas experimentales, los
procedimientos de procesamiento de muestras (que abarcan desde la
liofilizacion hasta la homogeneizacion), los métodos de extraccion y
almacenamiento (incluyendo el solvente, pH, buffer, temperatura,
tiempo, volumen y peso, ademas de la desgasificacion), los niveles de
concentracion (mediante diluciones, enriquecimiento, limpieza y
solubilizacion), las condiciones de inyeccion cromatografica, las
columnas y precolumnas empleadas, los métodos de separacion, la
fuente y el modo de ionizacion (ya sea positiva o negativa), asi como los
modos de adquisicion y los parametros de adquisicion de datos (como el

rango de escaneo, la calibracién, la exactitud y la resolucién) % .

Una vez se obtiene la data generada, el proceso inicial implica la
conversion de todos los archivos generados por el equipo a un formato

tabulado y organizado. Esta preparacion habilita el siguiente analisis a
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través de estudios estadisticos y quimiométricos. De acuerdo con las
directrices de las Iniciativas de Estandares Minimos para Metabolémica
(MSI), se deben seguir los siguientes pasos 8: 1) Informar sobre el
formato de archivo de datos empleado y/o los métodos de conversion
utilizados. Entre los formatos comunes se incluyen XML, MZmine,
net.cdf, entre otros; 2) Detallar cualquier proceso de preprocesamiento
de datos implementado, indicando los pasos especificos que transforman

los datos experimentales en bruto en un formato organizado y tabulado.

La cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas (LC-MS),
el preprocesamiento de datos abarca distintas etapas, que incluyen:1)
Sustraccion del fondo; 2) Reduccion del ruido; 3) Alineamiento de datos;
4) ldentificacion de picos (peak picking en inglés), donde se requiere
localizar con precision, calcular la altura, determinar la cuenta total de
iones y establecer el ancho maximo a mitad de altura (FWHM) de todos
los picos en el espectro de masas; 5) Definicion de la intensidad minima
del pico, que establece el umbral minimo para considerar un pico como

valido; 6) Deconvolucién espectral; 7) Identificacion de metabolitos .

Los detalles experimentales que describen estos métodos generales
deben ser debidamente consignados, proporcionando informacién

suficiente para que otros investigadores puedan reproducir el proceso de
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procesamiento de datos de manera precisa %, por lo tanto la
metabolomica es una buena alternativa para evaluar las diferencias de los

metabolitos de un grupo de estudios.

Mediante las metodologias analiticas descritas, se desea evaluar el efecto
del ejercicio fisico regular y el consumo cronico de extractos de calafate,

con el objetivo de identificar biomarcadores asociados a estrés oxidativo.
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Capitulo 2 Hipotesis y Objetivos

2.1 Hipotesis

El ejercicio y extractos de calafate ricos en compuestos fenolicos
modifican marcadores metabodlicos de toxicidad disminuyendo el estrés
oxidativo y por tanto tienen un efecto positivo sobre enfermedades

asociadas a envejecimiento.

2.2 Objetivo principal

Identificar y estudiar metabolitos diferenciadores, asociados al estres
oxidativo, en un modelo de ratones envejecidos sometidos a ejercicios y

a una dieta rica en compuestos fendlicos.
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2.3 Objetivos especificos

2.3.1 Caracterizar el potencial bioactivo del calafate (hoja y
fruto) para su potencial uso en modelo desarrollado de intervencion
de animales in vivo

2.3.2 Disefiar y desarrollar un modelo de intervencion de
animales in vivo, basado en una pauta de ejercicio y consumo de
compuestos fendlicos, para evaluar cambios sobre el perfil
metabolico en plasma de los animales.

2.3.3 Realizar intervencion nutricional y de ejercicio aerébico
usando modelo desarrollado de intervencién de animales in vivo
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Capitulo 3 Estrategia Analitica

3.1 Caracterizacion de hojas de Berberis

Con el objetivo de identificar el contenido de moléculas bioactivas en
hojas de distintas especies de Berberis, se llevd a cabo una
caracterizacion de compuestos polares y semipolares siguiendo el
protocolo establecido por Ruiz et al. % para acidos hidroxicinamicos y
flavonoles, con algunas modificaciones lograr una caracterizacion
completa mediante HPLC-DAD-MS/MS. %2, Ademas, se identificaron y
cuantificaron los &cidos grasos mediante GC-MS, la presencia de
alcaloides mediante HPLC-FL, el contenido fenolico total mediante el
método de Folin-Cicalteau y su capacidad antioxidante in vitro mediante
los ensayos CUPRAC, ORAC, ABTS.%1% de acuerdo al esquema

presentado en la Figura 3.1
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Figura 3.1 Estrategia analitica para la caracterizacion de hojas de

Berberis sp

3.2 Anadlisis de una infusion de calafate

Luego de evaluar la concentracion y el efecto antioxidante de los
distintos extractos metandlicos de las hojas de Berberis, y obtener como
resultado que la hoja de Berberis microphylla presenta el mayor
contenido de moléculas bioactivas, se planted evaluar el potencial de una

infusién de hojas de Berberis microphylla como alimento funcional.

Se realizd0 una infusion de calafate con las mismas proporciones
comerciales utilizadas en una infusion de té (0.25 g en 25 mL de H,O np

recién hervida). La evaluacion de la infusion de calafate (CI por sus
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siglas en inglés) involucrd la caracterizacion mediante espectrometria de
alta resolucion (HPLC-QTOF) y su comparacién con el extracto
metanolico. Se estudio la presencia de metales en la infusion mediante
tecnologia de Fluorescencia de Rayos X por Reflexion Total (TXRF, por
sus siglas en inglés) la presencia de metales en la infusion.
Posteriormente, se llevaron a cabo ensayos in vitro para evaluar su
potencial antioxidante, asi como ensayos en modelos celulares para
evaluar su toxicidad. Finalmente, se investigo el efecto de la infusion en
enzimas digestivas, obteniendo una completa vision de la infusion para

estudios posteriores.
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Figura 3.2 Estrategia analitica para el analisis de la infusion de calafate

3.3 Obtencion de un Modelo de estudio para evaluar el efecto
de un extracto rico en polifenoles y ejercicio aerobico regular

sobre el estrés Oxidativo

En este punto se describe la estrategia analitica para obtener un extracto
rico en polifenoles y el protocolo de entrenamiento aerdbico regular
llevado a cabo en ratones envejecidos. El extracto, previamente obtenido
a partir del fruto de calafate, se administro a los animales como parte del

estudio.

Para asegurar el cumplimiento de los estandares éticos en la
investigacion, el proyecto de tesis fue sometido a la evaluacion y

aprobacion del comité de ética de la Universidad de Concepcion.

El estudio se enfocd en la comprension de los efectos sinérgicos de estas
intervenciones en un modelo animal envejecido podria tener
implicaciones significativas en la prevencion y el tratamiento de
enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo en humanos. Por lo
tanto, este enfoque experimental representa un paso importante hacia la

identificacion de estrategias terapéuticas y preventivas efectivas.
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3.3.1 Obtencion de un extracto de calafate rico en polifenoles

Con el objetivo de evaluar el efecto de una dieta rica en polifenoles en
un modelo de estudios de estrés oxidativo, se obtuvo un extracto
etanolico de frutos de calafate de acuerdo con el protocolo establecido
por Olivares-Caro et al, 2020 1°2, El extracto se caracteriz6 y cuantifico
mediante UHPLC-DAD-QTOF, posteriormente se elimino el solvente, y
se reconstituyd en H,Opp, se midid el pH (~3.5) y se integro a la dieta de

los animales de estudio a una concentracion de 5mg/mL

Se constituyd un grupo control, (consumi6 una solucién de glucosa y
fructosa en concentraciones de azucares similar a la del extracto y un
pH~3.5), y el otro grupo bebié el extracto con las caracteristicas
indicadas previamente. Todos los animales bebieron la solucién
azucarada o el extracto ad libitum durante el tiempo de la intervencién

cdmo se muestra graficamente en la Figura 3.4Figura 3.3.
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Caracterizacion extracto etandlico
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Figura 3.3 Estrategia Analitica de obtencion de extracto de calafate.

3.3.2 Obtencién modelo murino de entrenamiento aerébico

Con el objetivo de evaluar el efecto del ejercicio en el estrés oxidativo,
se desarroll6 un modelo de estudio en ratones envejecidos (todos los
ratones tenian mas de 6 meses de edad al inicio del tratamiento), quienes

se presumia que presentaban un estrés oxidativo acumulado.

Se estimo utilizar un n=5 por cada grupo de estudio, utilizando el

método de “ecuacion de recurso” 1%,

E = n° total animales — nimero total de grupos.
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E= grados de libertad del analisis de varianza (debe estar entre 10 y 20)

Estos ratones fueron sometidos a un programa de ejercicio aerdbico
regular tres veces a la semana durante 30 minutos. El protocolo de
ejercicio aerobico consistid, en resumen, en colocar los animales de
estudio en una cinta de correr durante 10 minutos a una velocidad
promedio de 11 m/min, con periodos de descanso de 5 minutos, hasta
completar un total de 30 minutos de trote. Antes de comenzar la
intervencion, se evaluaron todos los animales y se seleccionaron los
ratones con mayor predisposicion a correr para esta intervencion %4, los
animales con menos predisposicion a correr fueron asignados al grupo

control o al grupo que solo consumia el extracto de calafate.

La cinta de correr utilizada en este estudio viene equipada con la opcion
de aplicar pequefios estimulos eléctricos al final de la cinta, para
incentivar a los animales a seguir corriendo. No obstante, en este trabajo,
y con el propoésito de no causar susto ni estrés adicional a los animales,
se optd por un enfoque alternativo. En lugar de utilizar pequefas
descargas eléctricas, se emplearon golpes suaves con un trozo de carton,

los cuales resultaron efectivos durante el estudio.
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Por otro lado, el grupo de control, que no fue sometido al ejercicio
aerdbico regular, fue colocado al igual que los ratones intervenidos en la

cinta de correr junto.

3.3.3 Obtencién de modelo murino para evaluar efecto
sinergico de la dieta y el ejercicio

En este punto, se diseid un modelo murino para investigar si existe un
efecto sinérgico entre el consumo del extracto de calafate y el ejercicio

aerobico regular.

Se formé un grupo de animales que recibié suplementacién con el
extracto de calafate (5mg/mL) ad libitum y se sometio al mismo régimen

de ejercicio aerdbico regular descrito anteriormente.

9 semanas 12 semanas Obtencion muestras Extraccion

v
«ae Ity
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Figura 3.4 Resumen de modelo propuesto de intervencién para la
evaluacion del efecto del ejercicio y el consumo de un extracto rico en

compuestos fenolicos en un modelo de estrés oxidativo.

3.34 Obtencidn de muestras a partir de animales intervenidos

Después de realizar las intervenciones en los animales, se procedié a
obtener muestras de plasma, cerebro e hipocampo para su posterior
analisis, llevando a cabo su necesaria detencion de metabolismo, primero
por inmersion en Nx(I) y luego conservando las muestras a -80 °C
garantizando la conservacion adecuada de las muestras, asegurando la
calidad y estabilidad de los componentes para su posterior anélisis. La

Figura 3.4 resume el disefio experimental realizado en la intervencion.
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3.4 Analisis estadistico

Los analisis estadisticos se realizaron en el software estadistico
GraphPadPrism, version 8.4.2. Se evalud la varianza entre los grupos a
traves de ANOVA, seqguido de pruebas post-hoc de Bonferroni y Tukey,
con niveles de significancias de p<0.05(*); p<0.01(**) y p<0.001(***).
Los andlisis estadisticos para la metadata generada en el estudio
metaboldmico, se realizaron en Software libre MetaboAnalys 5.0 y el

detalle se indica la metodologia.
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Capitulo 4 Resultados

4.1 Objetivo 1

411 Articulo 1

En este capitulo se entregan los resultaros con los cuales se cumplio el

Objetivo 1, y que dio lugar a dos publicaciones.

La primera publicacién se titula “Metabolic profile and antioxidant
capacity of five Berberis leaves species: A comprehensive study to
determine their potential as natural food or ingredient”, (
10.1016/j.foodres.2022.111642) en esta publicacion obtuvimos lose

obtuvieron los siguientes resultados:

La caracterizacion quimica de los extractos metandlicos de hojas de
distintas Berberis (B. microphylla, B. empetrifolia, B. trigona, B.
metaddarwinii y B. vulgaris) se realiz6 mediante HPLC-MS/MS. Para
los compuestos fenolicos se obtuvo el ién pseudomolecular (M-H] y los
iones fragmentos, y se realizé una identificacion a través de las librerias
disponibles como METFRAG, METLIN, HMDB,etc. Los compuestos
fenolicos principales fueron los acidos hidroxicinamicos (HCA) (n=53),

acidos benzoicos (n=18) y flavonoles (n=35).
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Ademas, utilizando la misma corrida cromatografica, pero con una
ionizacion positiva, fue posible identificar 2 alcaloides presentes en las
hojas, Berberina y Jatrorrizina (una protoberberina). Berberina presento
un i6n pseudomolecular [M]* [CoH1sNO4]" de 336.1221 m/z y iones
fragmentos de 323 m/z por la pérdida de un grupo metil (-CH3), y 305
por la pérdida de otro grupo metil. A su vez, se encontré la jathrorrizina

con un ién pseudomolecular [M]* [C20H20NO4]" de 338.1378 m/z.

La cuantificacion de los principales compuestos fendlicos presentes en
los extractos metanolicos se realizaron mediante HPLC-DAD, Los
HCAs se identificaron a 320 nm y los flavonoles 360. B. microphylla y
B. darwinii tienen el mayor contenido de HCAs, principalmente de acido
clorogénico, en cambio en los flavonoles los derivados de Quercetina
fueron los mas abundantes en los distintos extractos de hojas a excepcion
de B. vulgaris. Donde la Isorhamnetina-3.rutinosido fue el flavonoide

principal.

La concentracion de compuestos fenolicos presentes en los extractos de
hojas de los distintos Berberis estudiadas, tuvieron directa relaciéon con
los ensayos “in vitro” que determinaron el contenido de compuestos
fenolicos totales (PT), mediante la técnica de Folin-Cicalteau, y las

mediciones de capacidad antioxidante a través de los ensayos ORAC,
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CUPRAC y ABTS. Los extractos de B. microphylla y B darwinii
presentaros los valores méas altos de PT y una mayor capacidad

antioxidante en relacion al resto de las hojas estudiadas.

En este trabajo se determiné el perfil y contenido de acidos grasos de
todas las hojas mediante GC-MS. Para la identificacion se utilizaron los
iones 74 y 87 m/z para &cidos grasos saturados o monoinsaturados, y los
iones 79 y 81 m/z para los &cidos grasos di o trisaturados Se
identificaron 9 acidos grasos diferentes con concentraciones que variaron
entre 4.84 mg/g PS y 13.96 mg/g PS para B. microphylla y B. vulgaris
respectivamente. El acido linoleico (ALA) fue el acido graso mas
abundante en las muestras. Las hojas B. microphylla contenian 2.87

mg/g PS (59,30%) de los acidos grasos presentes.

Con el exhaustivo analisis realizado a las distintas hojas de Berberis,
nosotros proponemos que principalmente las hojas de Berberis
microphylla tiene las condiciones para ser utilizadas como un alimento
funcional, pero que requiere mas estudios que avalen su efecto en

modelos celulares y animales.

A continuacién, se adjunta el articulo publicado.

S7



Food Research International 160 (2022) 111642

Contents lists available at ScienceDirect - oz &

Food Research International

¥ e

ELSEVIER

journal homepage: www.elsevier.com/locate/foodres

=

Gheck for
updates

Metabolic profile and antioxidant capacity of five Berberis leaves species: A
comprehensive study to determine their potential as natural food
or ingredient

a,b

Daniela Nova-Baza ™", Lia Olivares-Caro “, Luis Bustamante “, Andy J. Pérez“, Carola Vergara“,
Jorge Fuentealba b Claudia Mardones >

de Analisis Instr I, Facultad de Farmacia, Universidad de Concepcion, Concepcion, Chile
" Departamento de Fisiologia, Facultad de Ciencias Biologicas, Universidad de Concepcion, Chile
© Unidad de Desarrollo Tecnologico, UDT, Universidad de Concepcion, Coronel, Chile

* Depar

ARTICLE INFO ABSTRACT
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A comprehensive study of bioactive compounds was carried out in the leaves of the main Berberis species
growing in Chile (Berberis microphylla, Berberis darwinii, Berberis empetrifolia, Berberis trigona, and the introduced
Berberis vulgaris). We identified 117 compounds, by a detailed analysis of each molecule, including phenolic
acids, alkaloids, flavonols, and other compounds, using high-performance liquid chromatography and high-
resolution mass spectrometry. Quantitative analysis of main compound was also included for all species.
Hydroxycinnamic acid derivatives were the main compounds in all the studied leaves, with the highest con-
centration in Berberis microphylla. Quercetin derivatives were the most relevant flavonols in all species, except in
Berberis vulgaris, in which isorhamnetin-3-rutinoside was the most concentrated. The fatty acid profile, deter-
mined by gas chromatography mass spectrometry revealed the presence of linoleic and linolenic acids in all
species studied. Berberis vulgaris showed higher levels of these fatty acids. The antioxidant capacity, explored by
three in vitro methods, showed high values for all studied Berberis species. The obtained levels are higher than
those of other prominent foods. The findings will inform novel approaches for the valorization of these leaves as
natural food or ingredient.

1. Introduction

The Berberidaceae family is composed of 15 genera and approxi-
mately 650 species (Landrum, 1999). The research interest in this family
stems the descriptions of several family members as potential sources of
bioactive compounds, mainly alkaloids in roots and phenolic com-
pounds in fruits (Ruiz, Zapata, et al., 2014). Sixty species have been
described in South America of which 20 are found in Argentina and
Chile, and half of these are endemic to Chile (Landrum, 1999).

Berberis microphylla G. Forst (commonly known as Calafate, Michay,
or Mulun) is the most extensively distributed Berberis species in
southern Patagonia, at latitudes between 35°10 and 54°40 S (Marti-
corena & Rodriguez, 2003). It is an endemic wild growing shrub, with a
height of 1 or 2 m. It grows in humid areas of the steppe, coastal thickets,
edges and gaps of the Nothofagus forests, and along streams and rivers

* Corresponding author.

(Arena et al., 2020). Their leaves are grouped in rosettes, vary consid-
erably in size, and are obovate or oblanceolate (40-60 x 2-14 mm); they
are opaque to slightly lustrous with one or two perpendicular teeth per
side, a prominent middle nerve, and two or three ascendant lateral
nerves (Marticorena & Rodriguez, 2003). These plants have been used,
since prehispanic times, in traditional medicine to treat fever, inflam-
mation, stomach ache, diarrhea, urinary tract infection, throat infection,
gingivitis, and liver problems (Schmeda-Hirschmann et al., 2019).
High concentration of isoquinoline alkaloids have been reported in
Calafate leaves. The compounds include berberine, jatrorrhizine and
palmatine (Ruiz, Zapata, et al., 2014). However, to the best of our
knowledge, information about other bioactive compounds has not been
published. In a recent study, nutrients, including carbon (C), nitrogen
(N), phosphorus (P), and potassium (K), and chlorophyll content were
determined in leaves, in relation to irradiation and fertilization (Arena
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https://doi.org/10.1016/j.foodres.2022.111642

Received 30 March 2022; Received in revised form 3 July 2022; Accepted 5 July 2022

Available online 9 July 2022
0963-9969/© 2022 Elsevier Ltd. All rights reserved.

58



D. Nova-Baza et al.

etal., 2020). However, phenolic, or fatty acid compounds have not been
reported in Berberis leaves. These compounds are beneficial for human
health, with antioxidant, anticarcinogenic, neuroprotective, and other
bioactivities and benefits for metabolic syndrome (Bhardwaj & Kaushilk,
2013).

Berberis empetrifolia (Calafatillo, Grape of mountain, Zarcilla, or
Black mountain), Berberis darwinii (Michay, Quelung), and Berberis
trigona (Calafate, Michay) are other wild species of the Berberidaceae
family from the Chilean Patagonia. All species are widely distributed
along the southern half of Chile. Berberis empetrifolia grown between
30°08 and 55°05 S, is a dwarf shrub that reaches up to 50 ¢cm, with
acicular leaves (5-18 x 1-1.2 mm). Berberis darwinii is a large and well-
branched shrub that grows between 33°25 and 46°40 S, with obovate,
oblanceolate, or elliptical leaves (14-30 x 5-14 mm). B. trigona grows
between 35°51 and 41°06 S, with elliptic, oblanceolate, or linear leaves
(17-54 x 4-15 mm) (Marticorena & Rodriguez, 2003). Berberis vulgaris
is an extensively distributed plant worldwide. In Chile, it is commonly
used as an ornamental plant. Several studies conducted globally have
demonstrated its use as a medicinal plant, based mainly on the presence
of berberine in roots, stems, and fruits (Ruiz, Zapata, et al., 2014).

Only a few studies have characterized Berberis leaves collected from
other latitudes. One study evaluated Berberis hispanica Boiss. & Reut., the
Spanish Berberis and detected twenty-six compounds, most of which
were hydroxycinnamic acid derivatives (HCADs) (Fernandez-Poyatos
et al., 2020). The study revealed that the methanolic and aqueous ex-
tracts of its leaves exhibited high antiradical activity which confirmed
their bioactive potential (Fernandez-Poyatos et al., 2020). Another study
involving Berberis iliensis M. Pop., a widespread Berberis in Kazakhstan,
detected 23 compounds in the leaves. They included phenolics and al-
kaloids, among other metabolites. The study described a high antiradical
activity and moderate antimicrobial activity against gram-positive mi-
croorganisms and yeasts (Abdykerimova et al., 2020).

The purpose of our research was to study the metabolic profile,
including phenolic, alkaloid, fatty acid and other compounds, of Cala-
fate leaves and other Berberis (B.) species and their antioxidant capacity
in order to valorize these leaves as sources of diverse bioactive com-
pounds for the food/nutraceutical industries. The study, carried out by
high performance liquid chromatography with a diode detector coupled
to quadrupole time-of-flight mass spectrometry (HPLC-QTOF-MS/MS)
and gas chromatography mass spectrometry (GC-MS/MS) included a
detailed analysis of each molecule in order to assign identities and reveal
the phytochemical potential of leaves from these plants.

2. Materials and methods
2.1. Berberis leaves

B. microphylla leaves were collected from Chilean Patagonia, near the
Coyhaique regions (45°34'30.9” S and 72°3'58.3" W). B. darwinii,
B. empetrifolia, and B. trigona were collected near Pucon, Chile
(39°1612.83" S, 71°47'25.8" W). B. vulgaris was obtained from Uni-
versity of Concepcion Campus (36°49'44.65" S, 73°2'12.8" W). All
samples were kept frozen (—20 °C) until their analyses. Sample taxo-
nomic classification was made by comparing the specimens with those
from the University of Concepcion Herbarium with the help of Dr.
Roberto Rodriguezm. Three samples were collected from each species.

2.2. Reagents and standards

Commercial standards of 3-cafeoylquinic acid, quercetin-3-
rhamnoside, quercetin-3-glucoside, protocatechuic acid, berberine hy-
drochloride (<90%), neocuproine hemihydrate, CuCls, 6-hydroxy-
2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid (Trolox), gallic acid,
2,2-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS), fluores-
cein sodium salt, and 2,2-azobis(2-methyl-propionamide)dihydro-chlo-
ride (AAPH) were obtained from Sigma-Aldrich (Steinheim, Germany).
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Formic acid, acetonitrile, methanol, water (HPLC-MS grade or hyper-
grade), and hexane (SupraSolv®) for gas chromatography were obtained
from Merck (Darmstadt, Germany). Chloroform (Optima® GC/MS) was
provided by Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA). BF3-meth-
anol 10% LiChropure for fatty acid derivatization, standard fatty acid
methyl ester mixes for quantification, miristic acid d27, and Supelco 37
Component fatty acid methyl esters (FAME) mix were purchased from
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).

2.3. Phenolic compounds extraction

Two grams of leaves were ground in a stainless-Steel mixer with 10
mL of methanol/water (97:3% v/v) and the resulting mixture was
treated for 60 s with an ultrasonic bar (Cole-Parmer 130-Watt Ultrasonic
Processor; Cole-Parmer, Chicago, IL, USA), followed by 16 h of me-
chanical shaking (Stuart SO1; Bibby Scientific LTD., Stanford, UK). The
samples were centrifuged at 1730 g for 10 min (HERAUS FRESCO 17;
Thermo Fisher Scientific). The supernatant was removed and stored, and
the residual solid was resuspended in 5 mL of the same solvent. The
sample was treated for other 60 s with an ultrasonic bar, followed by 30
min of mechanical shaking. The same procedure was carried one more
time. The three supernatants were collected in a volumetric flask to a
final volume of 25 mL with methanol. A volume of 100 puL of the extract
was evaporated by vacuum evaporation using a V-700 vacuum pump
and V-850 controller system (Biichi, Flawil, Switzerland). The solid
residue was dissolved in 1 mL of a mobile phase of 0.1% formic acid in
water/acetonitrile (85:15%, v/v) for chromatographic analysis by LC-
MS, with exception of the B. darwinii residue which was dissolved in
650 pL of the mobile phase.

2.4. LC-MS analysis

The HPLC-DAD-QTOF-MS/MS Compact (Bruker Daltonics GmbH,
Bremen, Germany) was used to identify phenolic compounds and other
metabolites in leaves and for quantitative analyses. Instrument control
and data collection were carried out using Compass DataAnalysis 4.4
SR1 (Bruker Daltonics GmbH). The mass spectrometer was operated in
both ESI positive and negative acquisition modes, in a mass range of 50
to 1500 m/z, with a scan duration of 0.2 sec and collected data in
centroid mode. The collision energy was set in a variable range between
10 and 25 eV in the stepping mode. The source parameters were set as
follows: end plate offset 500 V, capillary voltage of 3500 V for ~ESI and
4500 V for + ESI; nebulizer pressure 4 bar; dry gas flow 9 L/min; and dry
temperature of 200 °C. The conditions for the auto MS/MS were set as
follows: four precursors/cycle and active exclusion after one spectrum.
Internal calibration with sodium formiate (10% formic acid, 1 M), with
mass accuracy < 3 ppm. MS detection was performed using a base peak
chromatogram (BPC). The assignment of identity was carried out using
PUBCHEM, METFRAG, METLIN, HMDB, and KEEG databases, according
to a previously published definition (Fiehn et al., 2007). The MS data
were also compared with those of other publications.

Chromatographic separation was performed using a C18 column
(Kromasil 250 mm x 4.6 mm x 5 pm) with a C18 precolumn (Nova-Pak;
22 mm x 3.9 mm x 4 pm; Waters, Milford, MA, USA) at 30 °C. The
mobile phase consisted of 0.1% formic acid in water and acetonitrile at a
flow rate of 0.3 mL/min. The acetonitrile gradient ranged from 15% to
25% for 14 min, 25% to 35% for 11 min, 35% to 100% for 1 min, and
100% to 15% for 1 min, with a stabilization period of 25 min. The in-
jection volume was 10 pL in partial loop mode (45 pL are measured and
10 of them are co-injected with solvent).

Quantitative analysis was carried out with DAD (diode array detec-
tor) detection by external calibration by using 3-caffeoylquinic acid and
quercetin-3-glucoside standards for HCADs and flavonols, respectively.
The signals were extracted at 360 nm for flavonols and 320 nm for
HCADs. The concentrations are expressed as pmol/g dry weight (DW).
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2.5. Fatty acid sample treatment

The extraction consisted in 50 mg of the sample mixed with 1 mL of
methanol/chloroform 2/1% v/v solution were transferred to a 1.5 mL
centrifuge tube and shaken (ball mill 30 cycles/s for 1.5 min), followed
by centrifugation (9600 g for 2 min at 4 °C). The resulting supernatant
(780 pL), chloroform (260 puL), and water (468 pL) were transferred to a
4 mL vial and vortexed. Finally, 400 pL of the organic phase was
transferred to a new 4 mL glass vial and evaporated under a nitrogen
stream for derivatization. FAME derivatization was achieved using the
AOAC 969.33 protocol for fatty acids as previously described (Pino
Ramos et al.,, 2019) with Myristic-d-27 acid (75 mg/L) as the internal
standard.

2.6. GC-MS/MS fatty acid profile

The analysis was performed using a model 7890A GC device (Agi-
lent, Palo Alto, CA, USA) with a multimode injector interfaced to an
Agilent 7000 GC/MS Triple Quad detector, fitted with an Agilent CTC
PAL autosampler, and controlled by Agilent MassHunter GC/MS
acquisition software (Version B.05.00/Build 5.0.291.0). The chromato-
graphic analysis was carried out using a 30 m x 0.25 mm x 0.2 pm jonic
liquid SLB-IL-111 column (Supelco, Bellefonte, PA, USA). The injection
volume was 1 pL, injection temperature was 250 °C, split mode was
10:1, and gas carrier flow was 1.5 mL/min. The oven temperature
program started at 40 °C for 4 min, with a 5 °C/min ramp up to 260 °C
for a total analysis time of 48 min. The transference line was set at
275 °C with an ionization source of 70 eV and 230 °C with a quadrupole
temperature of 150 °C. Mass spectra acquisition was performed in scan
mode from 20 to 450 m/z, with a scan time of 140 ms. Fatty acids were
identified by comparing the retention times (tgs) with a FAME mix, mass
spectra, and NISTOS library. The extracted ions at m/z 74 and 87 were
used for saturated and monounsaturated fatty acids, respectively. The
ions at m/z 79 and 81 were used for the di- and tri-unsaturated fatty
acids (Pino Ramos et al., 2019). The areas corrected by the internal
standard of the samples and the standard mix (Supelco pn: CRM47885,
XA18647V) were compared by applying a response factor method, ac-
cording to the AOAC 996.06. The concentrations of the different fatty
acids are expressed as mg/g DW.

2.7. Antioxidant capacity and total phenolic compounds

The TEACcyprac, TEACapts and GAEgqp iy assays were carried out in
transparent 96-well microplates (Trueline, TR5003 96 wells). TEACorac
used Corning® 96 Well Black Polystyrene Microplate (Corning 3603).
An Epoch™ microplate reader from Biotek Instruments (Winooski, VT,
USA) was used for antioxidant assays. The results were expressed as
umol Trolox equivalent (TE) per g DW =+ SD for antioxidant assays and
mg of gallic acid equivalents (mg GAE) per g DW =+ SD for GAFyopin
(Ruiz, Mardones, et al., 2014; Olivares-Caro et al., 2020; Ou et al.,
2013).

2.7.1. TEACcuprac

The Berberis sp extracts were evaluated by means of the Cu(Il)
Neucoproin complex reaction: 50 pL of 10 mM CuCl, were added to each
well, then 50 pL of Neucoproin (7.5 mM) and 50 uL of buffer
CH3COONH4 (1 M) were added, and it was incubated for 15 min at
37 °C. Then 100 pL of each sample (previously diluted in buffer) or
calibration curve were added and incubated for 30 min at 37 °C. The
lectures were carried out at 450 nm. The antioxidant capacity of the
samples were determined by linear regression with a Trolox calibration
curve (0-300 umol/L).

2.7.2. TEACagts
The ABTS stable radical solution was prepared with 38.42 mg of
ABTS and 6.9 mg of K,S203, were mixed in 10 mL of H,0 nano pure and
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stored in the dark for 16 h. The ABTS radical solution was diluted in
ethanol until an absorbance of 0.700 = 0.005 (Shimadzu UV-mini). 190
uL of ABTS stable radical solution was added and immediately measured
at 734 nm. Then 10 pL of each extract (previously diluted in ethanol) or
trolox calibration curve was added and incubated in the microplate for
20 min at 30 °C until measured at 734 nm. The antioxidant capacity of
the samples were determined by linear regression using a Trolox cali-
bration curve (0-200 umol/L). The method was based on Ruiz et al (Ruiz
et al. 2010) modified to microplate format.

2.7.3. TEACopac

The ORAC-Fluorescein was carried out according to the protocol of
Ouetal.,(Ou et al., 2013). The extracts were previously diluted in buffer
ORAC 1X. In each well, 150 pL of fluorescein working solution was
mixed with 25 pL of sample or trolox standard. The incubation was in
the dark for 30 min at 37 °C and after that, 25 pL of AAPH were added.
The kinetics reaction was monitored for 60 min at .ex 480 nm and Aem
520 nm. The antioxidant capacity was determined by analysis of the area
under the kinetics curve (AUC), using a linear regression equation (0-80
umol/L).

2.7.4. Folin-Cicalteau

Total phenolic compounds was quantified using the Folin-Ciocalteu
method (Ruiz, Hermosin-Gutiérrez, et al., 2010): 50 uL of gallic acid
standard or samples (previously diluted in water) were added with 50 pL
of Folin reagent and 100 pL of Na2CO3 at 6% w/v in each well. The
reaction was incubated for 30 min in the dark at 25 °C. Finally, absor-
bance was measured at 760 nm. Total phenol content was determined by
linear regression using a gallic acid calibration curve (0-200 mg/L).

2.8. Statistical analysis

All results were expressed as arithmetic means and standard errors.
Data were subjected to one-way analysis of variance (ANOVA) to eval-
uate the statistical significance of intergroup differences with Bonferroni
post hoc tests, considering « < 0.05. Graphics and statistical analysis
were performed using GraphPad Prism software version 7.0.

3. Results and discussions
3.1. Identification

The identity of the compounds was assigned by LC-MS in the nega-
tive mode. The level of annotation, in almost all cases, was at least level
2, according to the definition of Sumner et al. (Sumner et al., 2007). The
main classes of the phenolic compounds detected were HACDs (n = 53),
benzoic acid derivatives (n = 18), flavonols (n = 35), alkaloids (n = 2),
lignans (n = 2), monoterpenoids (n = 3), and other compounds (n = 4).
Several of these compounds have been previously identified in Calafate
berries and other Berberis species (Olivares-Caro et al., 2020; Ruiz et al.,
2013; Ruiz, Mardones, et al., 2014; Ruiz, Zapata, et al., 2014). However,
this is the first report in which the leaf metabolite profile of Berberis has
been comprehensively characterized by high-resolution MS. Fig. 1
shows the BPC (intensity vs. time) for each sample. In Supplementary
Material (Table S1) are shows the compounds detected in the leaves of
the main Berberis species growing in Chile. Detailed descriptions of the
compounds annotated according to their molecular ions and their ionic
fragments are provided below. Phenolic acids were identified as the
most diverse class of phenolic compounds found in Berberis.

3.1.1. Cinnamic acid derivates

Caffeoylglucaric acid isomers: These isomers were detected in all the
Berberis samples (signals 4, 7, 10, 15, see Table S1). The caffeoylglucaric
acid isomers (371.0626 m/z) [C1sH16011 - H],, showed two major
fragments at 209.0303 m/z (glucaric acid) [CgH¢Og - H]” and 191.0197
m/z [CeH100s - H20 - HI', and the typical fragments of caffeic acid
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Fig. 1. Base peak chromatograms (HPLC-ESI-QTOF) of Berberis leaves extracts.

179.0350 m/z [CoHgO4 - HI” and 135.0452 m/z [CoHgO4 - COO - HI".
These compounds were assigned as 3 or 4 trans-caffeoylglucaric acid and
2 or 5 trans-caffeoylglucaric acid in B. microphylla, based on information
of structural elucidation carried out previously (Olivares-Caro et al.,
2020; Ruiz, Mardones, et al., 2014). The fragments 129.0193 m/z and
173.0092 m/z have been found in glucaric acid fragmentation but were
not explained (METLIN).

Caffeoylquinic acid isomers: Caffeoylquinic acid isomers (353.0862
m/z) [C1¢H1809 - H]" showed fragments: 191.0561 m/z (quinic acid)
[C7H1206 - HJ,, 179.0350 (caffeic acid) [CoHgO4 - H], 173.0455
[C7H1206 - H20 - HI', 161.0244 [CoHgO4 - HyO - H]” and 147.0299 m/z
[CoHgO4 - COO - H]". These compounds were detected in all samples
(B. microphylla, B. trigona, B. empetrifolia, B. vulgaris and B. darwinii) and
were assigned as caffeoylquinates isomers (signals 13, 30, 32, 53). The
peak 32 at 16.1 min was confirmed as 3-caffeoylquinic acid by com-
parison of retention time with a commercial standard. This acid showed
highest signal in all studied Berberis leaves (Olivares-Caro et al., 2020;
Ruiz et al., 2013).

Caffeoyl(iso)citric acid isomers: Berberis microphylla, B. trigona, B.
empetrifolia, B. vulgaris and B. darwinii showed the pseudomolecular ion
[M - H] of 353.0510 m/z (Christof Bjorn Steingass et al., 2017) and the
fragments ions: 191.0197 m/z [C¢HgO7 - H]™ corresponding to (iso)cit-
rate group for neutral loss of caffeic group, 179.0350 m/z (caffeic acid)
[CoHgO4 - H]™ and 135.0452 m/z [CoHgO4 - COO - HI', 161.0244 m/z
161.0244 m/z [CoHgO4 - H20 - H]" corresponding to dehydration caf-
feoyl (signals 24, 34, 39, 57, 63, 64). These isomers were assigned as
caffeoyl(iso)citrate. It is important to indicate that a difference, which is

characteristic between caffeoyl(iso)citrate and cholorogenic acid, is the
fragment ion 191.0197 m/z (for (iso)citrate group) which is different to
those corresponding to caffeoyl group (191.0561 m/z).

Sideretin hexoside: The pseudomolecular ion [M - H]” 385.0765 m/z
[C16H18011 - H]” was found in all the Berberis (signals 22, 26, 36, 37, 42,
54, 69). The fragment ion 223.0459 m/z [C;oH70¢] corresponding to
the dihydroxyscopoletin group (sideretin), due to the loss hexoside
group [C;6H18011 - CeH100s - H]. The sideretin was previously recently
identify in Arabidopsis roots extract (Ziegler et al., 2016). The fragment
ion 191.0197 m/z [C10H70¢ - CH3 - H]" corresponding to the loss methyl
group from sideretin. The fragments 179.0350 m/z due to the des-
carboxylation from sideretin. This compound was tentatively assigned
as sideretin hexoside (Schmidt, 2021).

Caffeoylglucoside isomer: The pseudomolecular ion [M - HJ
341.0860 m/z [C15H1809 - H]” was characteristic of this isomer (Stein-
gass et al., 2015) and was found in all the extracts Its fragments were
179.0350 m/z [CoHgO4 - H], 161.0244 m/z [CoHgO4 - H2O - HJ,
135.0452 m/z [CoHgO4 - COO - H]™ [CgHgO, - HI, and 117.0346 m/z
[CsHgOy - H0O - HI. This compound was tentatively assigned as
caffeoyl-beta-D-glucose isomer (Steingass et al., 2015)(METFRAG).

Rosmarinic acid isomers: The ion molecular [M - H]” 359.0758 m/z
[C1gH160g - H]” was found in all the extracts. The fragment ions were
typical fragments of caffeic acid (179.0350 m/z, 135.0452 m/z),
109.0295 m/z [CeHgO2 - H]™ (catechol) and 243.0663 m/z [Cy4H ;204 -
HI (signals 35, 43). These compounds were tentatively assigned as
rosmarinic acid isomers (Sun et al., 2019) a caffeic acid ester.

Dicaffeoylglucaric acid isomers: The dicaffeoyilglucaric acid isomers
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were assigned as previously described (Ruiz et al., 2013). The pseudo-
molecular ion was [M - H]" 533.0926 m/z [C24H21014 - H], the base
peak [M - H]" 371.0620 m/z [C15H16011 - H]™ corresponding to the loss
of the first group caffeoyl [CoHgO4 - H], and the fragment ion 209.0303
m/z [Ce¢Hy00g - H]" (glucaric acid) corresponding to the loss of second
group caffeoyl. In addition, other typical fragment of these acids was
191.0197 m/z, representing the dehydration from glucaric acid
[CeH100s - H20 - HJ,, and the typical fragments from caffeic acids
179.0350 m/z, 147.0299 m/z [CoHgO4 - COO - H] and 135.0452. These
isomers were detected in Calafate, calafatillo y michay (signals 45, 60,
80, 85, 99, 110). It was not possible to establish the elution order of 2,4;
3,5; 3,4 or 2,5 dicaffeoylglucaric acid isomers, despite those previously
described by Maas et al 2009 (Maas et al., 2009) in which nuclear
magnetic resonance and reverse phase (RP)-HPLC analysis were per-
formed. In our case, because of the different chromatographic condi-
tions, this order could be modified. For this reason, the isomers were
tentatively assigned as dicaffeoylglucaric acid isomers.

Feruloylquinic acid isomers: The pseudomolecular ion [M - HJ
367.1030 m/z [Cy7H2000 - H]” was detected in all the extracts (signals
41, 70, 73, 89). The characteristic fragment ions were: 191.0561 m/z
[C7H110¢ - H]™ (quinic acid) for loss of the ferulic acid group [CyoH;003],
193.0506 m/z [C1oH}004 - H]" (ferulic acid), 149.0608 m/z [CoH;003 -
H] for loss COO™ from ferulic acid [C;oH;1904 - H - COO]™ [CgH1¢02 - H]
and the subsequent demethylation [CH3]™ formed the fragment ion
134.0373 m/z [CoH1902 -CH3 - H] 5 179.0350 m/z [C10H1004 - CH3 - H],
161.0244 [ C19H1004 - CH3 - OH - H]". These compounds were assigned
as feruloylquinic acid isomers (Ruan et al., 2019).

Coumaroylquinic acid isomers: The pseudomolecular ion [M - H]®
337,0923 m/z [C16H180g - H]” was detected in all the extracts (signals
31, 62, 92). Its fragment ions were: 191.0561 m/z [C;H;106]" (quinic
acid) for loss of coumaric acid; 163.0401 m/z [CgH,03 - H]™ for loss of
quinic acid and 173.0455 m/z [C7H190s - H] (quinic moiety). The
compounds were assigned as cumaroylquinic acids (Steingass et al.,
2017).

Coumaroyl(iso)citric acid isomers: The pseudomolecular ion [M - H]®
337,0568 m/z [C15H;40¢ - H]” was detected in B. microphylla, B. trigona,
B. empetrifolia, and B. darwinii (signals 67 and 95). Its fragment ions
were: 191.0197 m/z [Ce¢HgO7 - H] ((iso)citrate group), which is
explained for loss of coumaric acid. Similarly, the fragment ion
163.0401 m/z [CoHgO3 - H] (coumaroyl group) was produced for loss of
(iso)citrate group. Finally, a fragment of 145.0295 m/z [CoHgO3 - H20 -
H]" (coumaroyl moiety) was detected. The difference with coumar-
oylquinic acid is the fragment 191.0197 m/z, typical of (iso)citrate
group.

Dicaffeoylisocitratic acid isomer: The pseudomolecular ion [M - H]®
[C24H20013 - H]" 515.0835 m/z was detected in all the Berberis (signal
88) with fragment ions 353.0514 m/z [C;5H;301¢ - H]™ corresponding to
caffeoyl(iso)citrate group; 191.0197 m/z [C¢H707 - H]™ ((iso)citrate);
161.0244 m/z [CoHgO3 - H] (caffeoyl moiety) and 179.0350 m/z
[CoH704 - H]" (caffeic acid group).

Sinapic acid hexoside isomer: The pseudomolecular ion [M - H]®
385.1126 m/z [C;7H2201¢ - H]” was detected in B. microphylla, B. trigona
and B. vulgaris (signal 44). The fragment ions were 265.0718 m/z
[C17H22010 - C4H;03 - OH - HJ, for moiety from hexoside group,
223.0618 m/z [C11H120s - H]" (Sinapic acid)(Cabanas-Garcia et al.,
2019; Elsadig Karar & Kuhnert, 2016), 175.0037 [C;1H;20s - CH3 - OH -
HI (Steingass et al., 2015). This compound was assigned as sinapic acid
hexoside isomer.

Feruloyl(iso)citric acid isomers: The pseudomolecular ion [M - H]
367.0664 m/z [C15H16010 - H]” was detected in B. microphylla, B. vulgaris
and B. darwinii (signals 71, 115, 130, 137, 150). Its fragment ions were:
161.0244 m/z for demethylation and dihydroxylation from the ferulic
acid [C10H1004 - CH3 - OH -H]', 133.0282 m/z [Cy9H;004 - COO - CH3 —
HY". These isomers were assigned as feruloyl(iso)citric acids (Steingass
et al., 2017).

Dicaffeoylquinic acid isomers: The pseudomolecular ion [M - H]
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515,1171 m/z [CzsH240;2 - H]” was found in B. microphylla,
B. empetrifolia, B. vulgaris and B. darwinii (signals 79, 81, 143, 154) with
fragments ions 353.0878 m/z [C16H1809¢ - H] corresponding to caf-
feoylquinic acid, 191.0561 m/z [C7H100¢ - H]™ corresponding to quinic
acid, 173.0455 m/z [C7H,¢0s - H]" (quinic acid moiety) and the frag-
ments 179.0350 m/z and 135.0452 m/z, the typical fragments from
caffeic acids. These compounds were assigned as dicaffeoylquinic acid
based in standard and bibliography (Olivares-Caro et al., 2020).

Caffeoylshikimic acid isomer: The pseudomolecular ion [M - H]
[C16H160g - H]” 335.0769 m/z was detected in all the Berberis (signal
101), with the typical fragment ions from caffeic acid at 179.0350 m/z,
135.0452 m/z and 161.0244 m/z [CoHgO4 - H,0 - H]". This compound
was assigned as caffeoylshikimic acid isomer (Elsadig Karar & Kuhnert,
2016).

Sinapoyl glucuronide isomer: The pseudomolecular ion [M - H]
399.0933 m/z [Cy7H19011 - H], was detected in B. microphylla, B. vul-
garis and B. darwinii (signal 76), with fragment ions at 191.0562 m/z
[C17H1907; - CeHgOg - CH30 - H]™ (demethoxylated sinapic acid)
[C10H704]", 179.0350 m/z [C10H704 - COO]  decarboxylation from
sinapic acid, 161.0244 m/z [C19H704 - OCH3]", demothoxylation from
sinapic acid. This compound was assigned as sinapic acid glucoronide
isomer (Mekky et al., 2019).

3.1.2. Bengzoic acid derivates

Syringic acid hexoside isomer: The isomer was abundant in
B. trigona, B. empetrifolia, B. microphylla, B. vulgaris and B. darwinii
(signals 3, 11, 14). The pseudomolecular ion [M - H] 359.0992 m/z,
[C15H20010 - H]” generated fragment ions 197.0455 m/z [CoH;00s - H]
(syringic acid) for the loss of hexoside, fragment 179.0350 due to
dehydration of syringic acid [CoH;905 - H20 - H]  and fragment
153.0557 m/z corresponding to the loss of COO from syringic acid
[CoH10s - COO - H]'. These compounds were identified as syringic acid
hexosides based on fragmentation in silico and previous reports (Elsadig
Karar & Kuhnert, 2016).

Vanillic acid hexoside isomers: The pseudomolecular ion [M - H]
329.0889 [C;4H;80¢ - H]” was detected in all the Berberis (signals 1 and
18). The fragments were 167.0350 m/z [CgHgO4 - H]™ (vanillic acid),
108.0217 m/z [CgHgO4 - CH3 - COO - H]" (demethylated and decar-
boxylated vanillic acid), and 152.0115 m/z [CgHgO4 - CH3 - HI
(demethylated vanillic acid). This compound was tentatively assigned as
vanillic acid hexoside, based on a previous report (Chamorro et al.,
2019).

Dihydroxybenzoic acid hexoside isomer: All extracts of Berberis
showed signal at 11.1 min with the pseudomolecular ion [M - H]
315.1083 m/z [C14H200g - H]™ (signal 2) and a fragment ion at 153.0193
[C14H200g - CsH;00s - H]™ by loss of an hexoside. This compound was
tentatively identified as dihydroxybenzoic acid hexoside. The pseudo-
molecularion [M - H]" 315.0718 m/z, [C14H200g - H] eluted at 11.8 min
in samples from B. microphylla, B. trigona, B. darwinii, B. vulgaris and
B. empetrifolia (signal 5) produced the same fragment ion at 153.0193
m/z attributable to the loss of a hexoside, and 109.0295 m/z [ CgH;¢03 -
COO - H] obtained by neutral loss of a hexose moiety followed by the
neutral loss of COO (44 Da). This compound was annotated as 3,4-dihi-
droxybenzoic (protocatechuic acid hexoside) as its exact mass was very
similar to that described in the previous report of this compound
(Elsadig Karar & Kuhnert, 2016).

Hydroxybenzoatehexoside isomer: The pseudomolecular ion [M - H]”
299.0769 m/z [C13H;60s - H]” was identified in all the extracts (signal
20). The fragment ions were 137.0244 [C;3H;60s - C¢H110s - HI, cor-
responding to benzoate, produced by the loss of a glucoside molecule
and 119.0139 m/z [C7Hs03 - H - OH]" corresponding to the loss of hy-
droxide from benzoate (Mekky et al., 2015).

Pleoside isomer: The pseudomolecular ion [M - H]” 343.1040 m/z
[C15H2009 - H]” was found in all the Berberis at 15.9 min (signal 28). The
fragment ions were: 181.0506 corresponding to loss of glucose
[C15H2009 - CgH1206 - H]". This compound was tentatively identified as
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pleoside, a phenolic glycoside that also been detected in Artemisa copa
Phil (Astareceae) (Larrazabal-Fuentes et al., 2020).

Coniferin isomers: The pseudomolecular ion [M - H] 341.1234 m/z,
[C16H220s - H]” was detected in B. microphylla and B. empetrifolia (sig-
nals 51 and 58). The fragment ions were: 179.0714 m/z [C;H220g -
CgH100s - H]I" [Cy0H1103]" (Coniferyl alcohol) due to the loss of the
hexoside, 121.0295 m/z [C;0H1103 - C3Hs0 - H]” [C7HeO2 - H]” coniferyl
alcohol without a 3-Hydroxy-1-propenyl and one H, and 136.0530 m/z
[C10H1103 - CoH40 - H]'. These isomers were assigned as hexoside of
coniferyl alcohol (coniferin), another phenolic glycoside that has been
described in asparagus and other vegetables (HMDB) (Feussner et al.,
2014).

Benzyl alcohol-hexose-pentose: The pseudomolecular ion [M - H]
401.1466 m/z [C1gH26010 - H]” was found in B. empetrifolia and
B. darwinii at 18.4 min (signal 46). The fragment ions were: [M - H]
269.1031 m/z [C18H26010 - CsHgO4 - HI™ [C13H1806 - H]” corresponding
to the loss of a pentose and 161.0455 m/z corresponding to the hexose
due to the loss of benzyl alcohol [Cy3H;70¢ - C7H70 - H]". Based on this
fragmentation this compound was tentatively assignment as Benzyl
alcohol-hexose-pentose (Flsadig Karar & Kuhnert, 2016). The molecular
ion [M - H]™ 447.1521 m/z was identified as [benzil-alcohol-hexose-
pentose + HCOO - HJ’, corresponding to an adduct product, as it has
been detected in the same samples at the same retention time and with
similar fragmentation patter (signal 47). It was identified as [benzyl-
alcohol-hexose-pentose + HCOO - H]  corresponding to an adduct
product.

Propanedioic acid, [5-[[2-[(6-deoxya-L-galactopyranosyl) oxy]
cyclohexyl] oxy]-Pentyl] isomer: The pseudomolecular ion [M - H]
433.2085 m/z [Cy3H3g015 - H]” was detected in all the extracts (signals
52, 61, 65, 74, 103). The fragment was 387.2024 m/z corresponding to
the loss of the CH203 group [C13H38015 - CH203 - H]". This compound
was tentatively assigned as propanedioic acid, [5-[[2-[(6-deoxya-L-
galactopyranosyl) oxy] cyclohexyl] oxy]-Pentyl] (Cabanas-Garcia et al.,
2019).

3.1.3. Flavonoids

The flavonoids (C¢C3Ce) were divided into subgroups based on the
carbon of the C ring on which the B ring is attached and the degree of
unsaturation and oxidation of the C ring (Panche et al., 2016). Iso-
flavones are flavonoids in which the B ring is linked to position 3 of the C
ring. Neoflavonoids have a B ring linked at position 4, while those in
which the B ring is linked at position 2 are further subdivided into
several subgroups based on the structural features of the C ring. The
subgroups include flavones, flavonols, flavanones, flavanonols, flava-
nols or catechins, anthocyanins, and chalcones (Panche et al., 2016).

3.1.3.1. Isoflavones. Irisolidone isomer: The pseudomolecular ion [M -
H] 313.0702 m/z, with the molecular formula [C;7H;40¢ - H]™ was
found in B. micriphylla and B. empetrifolia at 26.9 min (signal 123). A
fragment ion of 267.0663 m/z corresponded to the loss of the methoxy
group and methyl group [Cy7H;406 - OCHs3 - CH3 - H]". This compound
was tentatively assigned as the irisolidone isomer and has been recently
quantified in rhizomes of four Ukrainian Iris sp, a perennial herbaceous
plants distributed in Europe, northern Africa, Asia, and the Middle East
(Mykhailenko et al., 2020).

3.1.3.1.1. Flavones. Apigenin-hexoside isomers: The pseudomo-
lecular ion [M - H]™ 431.0970 m/z [Ca1H200;0 - H]” was detected in
B. microphylla, B. empetrifolia, B. trigona, B. vulgaris and B. darwinii
(signals 91, 97, 149, 152, 168). The fragment ions were at 268.0377 m/
2, corresponding to the loss of hexoside [C21H20010 - H - CgH1206 - H]
characteristic of apigenin 7-O-glucoside (Serag et al., 2019). In B. trigona
and B. darwinii (signal 91) the molecular ion [M - H]" 431.0985 m/z
[C21H20010 - H]” with the fragment ion 311.0561 is characteristic of
apigenin-6 or 8- glucoside produced for the loss neutral of [C4HgO4]
(Elsadig Karar & Kuhnert, 2016). These compounds were assigned as
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apigenin-hexosides due to the patter fragmentation.

Apigenin-rutinoside: The pseudomolecular ion [M - H]" 577.1565 m/
z [Ca7H30014 - H]', was found only in B. darwinii at 26.5 min (signal
119), with a fragment ion of 269.0455 m/z, corresponding to aglycone
apigenin, produced for the neutral loss of rutinoside [Ca7H30014 -
C2H2009 - H]". This compound was tentatively assigned as apigenin-
rutinoside.

Limocitrol-O-glucoside isomers: The pseudomolecular ion [M - HJ
537.0989 m/z [C24H26014 - H]', present in B. microphylla, B. vulgaris and
B. darwinii (signals 144 and 155), with a fragment ion of 375.0663 m/z,
corresponding to aglycone, produced for the loss of hexoside [Ca4H2501 4
- CgHjgO0s - H]. These compounds were tentatively assigned as
limocitrol-O-glucoside isomers (El-Sayed et al., 2017).

3.1.3.1.2. Flavonols. Quercetin-rutinoside isomer: The pseudomo-
lecular ion [M - H]" 609.1468 m/z [Cy7H30016 - H]” was present in all the
extracts at 22.5 min (signal 78). The fragment ions were: 301.0354 m/z
[Cy15H1007 - H]™ (aglycone quercetin), 178.9986 m/z [CgH4Os - H]
corresponding to the retrocyclization of quercetin (Ciric et al., 2012)
and 151.0037 m/z [C;H404 - H] for loss of [CO]". This compound was
assigned as quercetin-3-rutinoside based on its retention time and mass
spectra which in agreement with those reported in a previous study
(Olivares-Caro et al., 2020).

Quercetin-thamnoside isomer: The pseudomolecular ion [M - H]
447.0931 m/z [C21H20011 - H]” was detected in B. microphylla, B. vulgaris
and B. darwinii at 28.9 min (signal 145) with fragments 301.0354 m/z
[C15HoO7]™ (quercetin aglycon) and 151.0037 m/z [C7H404 - H] (Ciri¢
et al., 2012). The fragments at 271.0248 m/z and 255.0299 m/z were
found in quercetin-rhamnoside fragmentation, but were not explained
(METLIN, HMDB). The ion [M - H] 515.0811 m/z (signals 146), would
be corresponding at [C2;H200;1 + HCOONa]'. Thus, this compound was
tentatively assigned as quercetin-rhamnoside.

Quercetin-hexoside isomers: The pseudomolecular ion [M - HJ
463.0883 m/z [C21H20012 - H]- was detected in B. microphylla, B. trigona,
B. empetrifolia, B. vulgaris, and B. darwinii (signals 102, 104).The typical
fragmentation pattern of quercetin-hexoside was observed for these
isomers: 301.0354 m/z [Cy5H;007 - HI', 271.0248 m/z corresponding to
[C15HoO7 - CHO - H]- and 255.0299 m/z corresponding to [C;5HgO7 -
COOH - H]" (Chamorro et al., 2019). Considering previous information
concerning the mass spectra and the observed elution order, the com-
pounds were annotated as quercetin-3-glucoside and quercetin-3-
galactoside respectively (Olivares-Caro et al., 2020; Ruiz, Zapata,
et al., 2014).

Quercetin-malonylhexoside isomer: The pseudomolecular ion [M -
H]™ 549.0905 m/z [C24H21015 - H]” was detected in B. microphylla and
B. darwinii at 26.6 and 27.3 min (signals 120 and 131). The fragment
ions were at 463.0882 m/z [Cz1Hy190;2 - H]™ (quercetin-glucoside),
301.0354 [Cis5H1007 - HI™ (quercetin aglycone) and 271.0248 m/z
[C14H90s — 2H]" (aglycone moiety). Similar to previously reported
quercetin isomers, quercetin-3-O-malonylgalactoside and quercetin-3-
malonylglucoside were assigned based on previous publications (Oli-
vares-Caro et al., 2020; Ruiz, Zapata, et al., 2014) by coincidence of
mass spectra and retention times.

Isorhamnetin-rutinoside isomer: The pseudomolecular ion [M - H],
623.1615 m/z with molecular formula [C2gH34016 - H]', was detected in
B. microphylla, B. empetrifolia and B. vulgaris at 25.8 min (signals 112).
The fragment ions were 315.0510 m/z [C16H1207 - H]" (isorhamnetin
aglycone) (Elsadig Karar & Kuhnert, 2016) and 300.0276 m/z
[C16H1107 - CH3- H]™ [C15HgO7]" (demethylated aglycone). This com-
pound also showed the typical fragmentation pattern of isorhamnetin
(271/ 255/227) (Li et al., 2016). Based on the coincidence of the mass
spectra and retention time, this compound was assigned as isorhamnetin
3-0-(6-O-rhamnosyl)-glucoside), which also has been detected in Cala-
fate fruit (Olivares-Caro et al., 2020).

Isorhamnetin-hexoside isomer: The pseudomolecular ion [M - H]
477.1039 m/z [Ca2H22012 - H]" was detected in B. microphylla, B.
empetrifolia, and B. vulgaris (signals 136 and 139). The fragment ions
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were at 315.0510 m/z [C16H1207 - H] (isorhamnetin aglycone) and
300.0276 m/z [Ci6H1107 - CH3- H]” [Cy5HgO7 - H] (demethylated
aglycone), which exhibited the previously mentioned typical fragmen-
tation pattern of isorhamnetin. Due to the coincidence of the mass
spectra and retention time, compound 136 was assigned as
isoharmentin-3-glucoside, while the other isomer (signal 139) was
tentatively assigned as isorhamnetin-hexoside (Olivares-Caro et al.,
2020).

Kaempferol-hexoside isomer: The pseudomolecular ion [M - H]
447.0932 m/z [C21H20012 - H]” was detected in all the extracts (signals
105, 133, 140, 148, 160). The fragment ions were 285.0405 m/z
[C15H1006 - H]” (kaempferol aglycone) for the loss of an hexoside group
(Elsadig Karar & Kuhnert, 2016), 257.0455 m/z [C15H1006 - CO - H]
and 151.0037 m/z [C;H304 - H]". These compounds were tentatively
assignment as kaempferol-hexoside isomers because they did not coin-
cide with previous isomers found in Calafate under the same analytic
condition (Elsadig Karar & Kuhnert, 2016).

Kaempferol rhamnoside isomer: The pseudomolecular ion [M - H]
431.0984 m/z [C21H20010 - H]” was detected in all the Berberis at 29.4
min (signal 152) with a fragment ion 269.0455 m/z [C21H20010 -
CgH100s - H]” (kaempferol aglycone). This compound was assignment
tentatively like kaempferol rhamnoside (Chamorro et al., 2019).

Kaempferol rutinoside isomer: The pseudomolecular ion [M - H]
593.1512 [Cy7H300;5 - H]” was detected in B. microphylla, B. trigona, B.
vulgaris and B. darwinii (signals 86, 108). The fragment ions were at
285.0405 m/z [C27H30015 2 C12H2009 = H]' [C]5H1005 = H]' [kaempferol
- H] by the loss of a rutine group and 257.0455 m/z for the loss of the
carbonyl group [CisH1006 - CO - H]". This compound was tentatively
assigned as kaempferol rutinoside (Chamorro et al., 2019).

3.1.3.1.3. Flavanones. Plantagoside isomer: The pseudomolecular
ion [M - H] 465.1031 m/z, [Cy1H220;2 - H]” was detected in
B. microphylla and B. darwinii (signals 23, 59, 77). The fragment ions
were: 303.0510 m/z [C21H22012 = C(,HmOs - H]' [C15H1207 = H]' (lOSS of
glucoside) and 285.0463 m/z [C15H;207 - H20 - H]” (Nie et al., 2021).
This flavanone glycoside was recently detected in seed kernels and hulls
of Paeonia lactiflora Pall but has not been detected in any Berberis.

Pentahydroxyflavanone: The pseudomolecular ion [M - HJ
303.0508 m/z [C15H1207 - H]- was present in B. darwinii, at 30.3 min
(signal 161) with fragment ions at 285.0405 m/z, corresponding to the
dehydration from the molecular ion [C;5H;207 - H20 - H]". The other
fragment was at 125.0244 m/z, corresponding to a trihydroxybenzene.
This compound was tentatively assigned as pentahydroxyflavanone, the
aglycone of (Ruan et al., 2019).

3.1.3.1.4. Flavonolignans. Cinchonain la isomer: The pseudomo-
lecular ion [M - H] [C24H2009 - H]” 451.1028 m/z was detected in
B. microphylla, B. vulgaris and B. darwinii (signals 135, 157, 159, 162).
The fragment ions were at 341.0667 m/z [C13H1407 - H]" (cinchonain
moiety produced by loss one catechol), 109.0295 m/z [C¢HgO2 - H]®
(catechol group), and 233.0455 m/z [C12H100s - H] (cinchonain moiety
due to loss two catechols) (Elsadig Karar & Kuhnert, 2016). These
compounds were tentatively assigned as cinchonain 1a isomers.

3.1.4. Lignans

Syringaresinol hexoside isomer: The pseudomolecular ion [M - H]
579.2050 m/z [CagH36013 - H]” was detected in B. microphylla, B.trigona
and B. darwinii at 26.9 min (signals 126), with a fragment of 402.1320
m/z [Ca2H260g - CHs - H] [C21H230s - H]™ (corresponding to deme-
thylated syringaresinol) (Steingass et al., 2015).

Isolariciresinol hexoside isomer: The pseudomolecular ion [M - H]
521.2025 m/z [Co6H34011 - H]” was found in B. trigona at 24.0 min
(signal 100), with a fragment ion at 359.1500 m/z [C26H34011 - CeH1105
- H]" [C20H2306] (isolariciresinol) due to the loss of a hexoside moiety.
This compound was tentatively assigned as an isolariciresinol hexoside
isomer (Ruan et al., 2019).
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3.1.5. Monoterpenoids

Aucubin isomer: The pseudomolecular ion [M - H]" 345.1191 m/z,
[C15H2209 - H]” was found in B. microphylla and B. empetrifolia at 13.7
min (signal 16) with the fragment ions at 179.0562 m/z [C¢H1206 - H]®
(loss of iridoid group) and 137.0608 m/z [CoH;,03 - CHO - H]" (loss of
CHO from iridoid) (Sampaio-Santos & Kaplan, 2001).

Mascaroside isomer: The pseudomolecular ion [M - H]" 523.2200 m/
7 [Ca6H36011 - H]™ and fragment ions at 361.1657 m/z [CzoH2506 - H]
(naphthofuran moiety produced for loss of glucose) and 346.1422
[C19H2206]" produced by the subsequent demethylation, were charac-
teristic of signal 66 (tg: 21.2 min). This isomer was detected in B.
microphylla, B. trigona, B. empetrifolia, B. vulgaris and B. darwinii. It was
assigned as mascaroside, a terpenoid described in coffee bean (Ducruix
et al., 1977).

Gardenoside: Gardenoside was identified at 12.6 min (signal 8) in all
the Berberis, with a pseudomolecular ion [M - H] 403.1242 m/z
[C17H24011 - H] and a characteristic fragment ion at 223.0612 m/z
[C17H24011 - CeH 1206 - HI', suggesting a neutral loss (hexoside). It has
been widely described in Gardeniae fructus (Neri-Numa et al., 2020).

3.1.6. Other compounds

Furcatin isomers: In B. empetrifolia a pseudomolecular ion [M - H]®
427.1613 m/z [CyoH28019 - H]™ (signal 128) with fragment ions at
293.0819 m/z (beta-D-apiofuranosyl-(1->6)-D-glucopyranose group),
due to a loss of propen phenyl group, was detected and was tentatively
assigned as the furcatin isomer. The signal 129, [M - H] 473.1661 m/z,
with a fragment ion 427.1610, was tentatively assigned as a formic
adduct of furcatin [CooH28019 + HCOOH - H]” (METFRAG, METLIN).
This compound has been found in leaves of V. furcatum (Ahn et al.,
2004).

Esculin isomer: The pseudomolecular ion [M - H]" 339.0735 m/z
[C15H1609 - H]” was detected in all the Berberis leaves (signal 21) with
fragment ion at 177.0193 m/z corresponding to the loss of hexoside from
esculin [C35H;609 - CsH100s - HI” [CoHgO4 - H]” and the fragment ion at
133.0295 m/z corresponding to the forward decarboxylation [CoHeO4 -
COO - HJ. This compound was tentatively assigned as esculin (Serag
et al., 2019). The esculin is a hydroxycoumarin.

Tuberonic acid hexoside: The pseudomolecular ion [M - HI
387.1663 m/z [Ci1gH2809 - H]” was detected in B. vulgaris (signal 48),
with a fragment ion at 207.1027 m/z [C;gH2809 - CeH310¢ — 2H]
[C12H1504]", characteristic that corresponding to the loss of hexoside
group, 163.1128 m/z [C12H;504 - COO] corresponding to the forward
decarboxylation. This compound was tentatively assigned as tuberonic
acid hexoside (Mekky et al., 2015).

3.1.7. Unidentified compounds

Several compounds were unidentified; the pseudomolecular ion,
molecular formula, and fragmentation pattern of these compounds were
included in Table 1 and classified as “unidentified.” 20 peaks were
observed in B. empetrifolia, 14 in B. trigona, 23 B. microphylla, 26 in
B. darwini, and 25 in B. vulgaris.

3.2. Quantitative analysis of phenolic compounds

Quantitative analysis was performed by external calibration. The
figure of merit of this method are presented in the Supplementary Ma-
terial (Table S2). The main families detected in Berberis leaves were
HCADs and flavonols. All detected signals of these families (over Limit of
Quantification) were interpolated in the respective calibration curves of
3-cafeoylquinic acid or quercetin-3-glucoside. The main signals
observed in all chromatograms were HCADs. In particular, 3-cafeoyl-
quinic acid was the main compound in all the leaves, with the excep-
tion of B. trigona, which showed a higher signal for a glucaric acid
derivative (signal 8). The profile obtained for HCADs in the leaves of
B. microphylla was similar to that observed for their fruit (see Fig. 1),
showing the highest signal for 3-cafeoylquinic acid, followed by the
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Table 1
Concentration of main phenolic compounds and antioxidant capacity of Berberis leaves.
Leaves Antioxidant capacity C -ation of main phenoli p d Total phenolic
TEAC,grs TEACcuprac TEACorac HCAD Flavonols Folin-Ciocalteu
(eq. trolox pmol/g DW) (pmol/g DW) (eq.GA mg/g DW)
B. microphylla 1108 + 166" 2319 + 230" 1949 + 298 183 +19* 1.9 + 0.6* 154 + 23"
B. trigona 165 + 5° 326 + 29° 540 + 0® 27 + 5° 1.4 + 0.3 20 + 0"
B. empetrifolia 265 + 29° 477 +73° 625 + 2° 55 + 4° 6.3 + 0.4° 36 +1°
B. vulgaris 118 + 18" 284 + 50° 540 + 34° 19 +0° 5.7 +0.0° 21 +2°
B. darwinii 625 + 51°¢ 1481 + 124° 1480 + 148° 146 + 9* 2.6 +0.2* 93 +2¢

Data presented as the mean + standard deviation. Lower letters indicate significative differences (p < 0.05) after one-way ANOVA and Tukey comparison test.
Figures of merit are presented as Supplementary Material (Table S2). TEACcyprac: Trolox equivalent antioxidant capacity assay by cupric-reducing antioxidant ca-
pacity. TEACagrs: Trolox equivalent antioxidant capacity assay with 2,20-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid. TEACorac: Trolox equivalent antioxidant
capacity assay by oxygen radical absorbance capacity. GA: Gallic acid. DW: dry weight.

glucaric derivatives (Olivares-Caro et al., 2020; Ruiz et al., 2013).

The total concentrations of HCADs and flavonols in the studied
leaves are presented in Table 1. The results showed that leaves of
B. microphylla have higher concentration of these acids (183.0 + 18.9
pmol/g DW), followed by B. darwinii (146.2 + 8.7 pmol/g DW), in
comparison with those of the other Berberis studied (p < 0.05), while
B. vulgaris showed lower values of these compounds (18.6 + 0.0 pmol/g
DW). These concentrations of HCADs, detected for the first time in the
leaves of main Berberis growing in Chile, are relevant. These were very
high in comparison with those described for Calafate berries (between
0.32 and 8.28 pmol/g (Ruiz et al., 2013). The observed concentrations
were also much greater than those described for other leaves used for the
preparation of beverages, such as black and green tea, and other foods
and coffee (El-Seedi et al., 2012). Coffee is rich in HCADs. In a recent
investigation on the effect of the coffee roasting process on HCAD levels
and other compounds, higher concentrations of main HCADs were
detected in grains that were not roasted than in the roasted grains
(75.88-88.87 pmol/g) (Schouten et al., 2021). As can be deduced from
the results, Calafate leaves surpassed more than twice their concentra-
tions. These results exemplify the research interest in the leaves of these
plants, concerning the production of functional ingredients.

In contrast, the total concentration of flavonols was less than that
observed for HCADs in all the studied samples. B. empetrifolia showed
higher flavonol levels (6.3 + 0.4 ymol/g DW) (p < 0.05) than B. vulgaris
(5.7 £+ 0.0 pmol/g DW), B. darwinii (2.6 + 0.2 pmol/g DW),
B. microphylla (1.9 + 0.6 pmol/g DW), and B. trigona (1.4 + 0.3 pmol/g
DW). The findings are similar to those reported for their fruits (Ruiz,
Zapata, et al., 2014). The derivates of quercetin were the main detected
flavonols in all leaves, except for B. vulgaris, in which isorhamnetin-3-
rutinoside was the most significant flavonol. A signal annotated as
kaempferol-hexoside was detected in all the Berberis species, which has
not been reported previously, except in B. microphylla berries. The
concentrations of the main individual compounds detected in all leaves
are presented in the Supplementary Material (Table S3).

3.3. Antioxidant capacity

The antioxidant potential of Berberis leaves (Table 1) was studied
using ABTS, CUPRAC, and ORAC methods, since it is widely accepted
that, to cover all possible antioxidant mechanisms of a given sample,
diverse analytical methods should be employed to assess the in vitro
antioxidant properties, as combining different methods would cover
different aspects of these properties, providing a comprehensive analysis
(Ou et al., 2013; Ruiz, Hermosin-Gutiérrez, et al., 2010). The leaves of
B. microphylla showed higher antioxidant capacity than those of the
other Berberis leaves, as observed using the three methods, followed by
B. darwinii and B. empetrifolia. B. vulgaris displayed only minor antioxi-
dant capacity. These results correlated strongly with the concentration
of HCADs detected in each species. There was no correlation for

flavanols. These results indicated that the HCADs are mainly responsible
for the high antioxidant capacity of Berberis leaves. A good correlation
between HCAD concentration and total phenolic content, determined
using Folin-based testing, confirmed that these acids are the main
phenolic compounds in Berberis leaves. Finally, comparing the results
obtained with the ABTS method with those published for coffee grains
(ABTS: 146.6 — 176.0 pmol eq. Trolox/g) (Schouten et al., 2021), the
levels reached by Berberis leaves were found to be very high, surpassing
those of the coffee grains, B. microphylla, B. darwinii, and B. empetrifolia.
The high antioxidant capacity of Berberis leaf species growing in Chile
opens new perspectives for the utilization of these materials in pro-
ducing functional ingredients for the food industry. A simple way for
introduced this functional product into the diet, could be the prepara-
tion of beverages based on these promising leaves.

3.4. Identification of alkaloid in Berberis leaves

Alkaloid has been widely described in plants of Berberis genus,
including in B. microphylla leaves (Ruiz, Zapata, et al., 2014). We eval-
uated the presence of these alkaloids using the same extracts and
chromatographic method used for phenolic compounds analysis. The
high-resolution MS was in positive mode (ESI + ) and the analysis was by
extraction of the respective masses and fragments of previously
described alkaloids. Table 2 summarizes the molecular ions and frag-
ments of the alkaloids found. Jathrorrizine and berberine were identi-
fied at 30.4 min and 33.2 min, respectively. Berberine displayed a
molecular ion of [M]" [Cy0Hi1gNO4]" 336.1221 m/z. Fragment ions
were at 321 m/z (demethylated berberine), 305 m/z (other demethyla-
tion), and 292 m/z (decarboxylation [C0H18NO4 - COO] ). This pattern
represents the common fragmentation pattern of this type of alkaloid
(Sun et al., 2014). For jatrorrhizine, a molecular ion of [M]" 338.1378
and a fragmentation pattern similar to that of berberine were observed.
Fragment ions were evident at 323 m/z (loss of -CH3), 308 (loss of other
—CH3), and 280 (loss of carbonyl group). Low sensitivity was observed,
which could result mainly from ionic suppression originating from the
pronounced interferences in the last part of the chromatogram in which
both alkaloids were eluted from the column (Ruiz, Zapata, et al., 2014).
However, this result only confirmed those previously described for other
authors.

3.5. Fatty acid profile in Berberis leaves

The fatty acid content in seeds of B. buxifolia has been previously
reported (Martin-Ramos et al., 2016). However, there is no information
about their content in the leaves of any Berberis species. The fatty acids
detected in Berberis leaves, as FAMEs, by GC-MS are presented in
Table 3. The ions used for identification were at 74 and 87 m/z for
saturated or monosaturated fatty acids, respectively, and at 79 and 81
m/z for di-trisaturated fatty acid (Thurnhofer & Vetter, 2005). Nine
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Table 2
Alkaloids detected in Berberis leaves.

Food Research International 160 (2022) 111642

Berberine (336.1230 m/z)

Jatrorrhizine (338.1385 m/z)

™1+ Error (ppm) Ion fragments ™1+ Error (ppm) Ion fragments

B. empetrifolia 336.1221 - 2,67 292 /321 338.1378 - 2.07 308 / 323 / 280
B. vulgaris 336.1214 - 4.76 292 338.1369 -4.73 308 / 280 / 323
B. microphylla 336.1204 -7.74 321 / 306 338.1387 0.59 323

B. darwinii 336.1205 ~7.44 321 = — 280

B. trigona 336.1223 ~2.08 321 /292 / 306 338.1357 - 828 323

Table 3
Concentration of fatty acid in Berberis leaves.
tr B. microphylla  B. trigona B. empetrifolia  B. vulgaris B. darwinii

Compound Tons (min)  (mg/g DW) (mg/g DW) (mg/g DW) (mg/g DW) (mg/g DW)
Dodecanoic acid, methyl ester 74.87 17.30 0.03 £ 0.00 0.05 + 0.00 0.03 £ 0.00 0.05 + 0.00 -
Tetradecanoic acid, methyl ester (miristic acid) 74.87 19.97 0.06 + 0.01 0.13 + 0.00 0.10 + 0.00 0.20 + 0.02 0.08 + 0.01
Hexadecanoic acid, methyl ester (palmitic acid) 74.87 22.46 1.25 + 0.21 1.51 + 0.06 1.33 £ 0.01 2.60 + 0.19 1.65 + 0.09
Octadecanoic acid, methyl ester (stearic acid) 74.87 24.70 0.07 + 0.01 0.09 + 0.01 0.07 + 0.00 0.12 + 0.01 0.06 + 0.01
9-octadecenoic acid, methyl ester, (Z)-(oleic acid) 74.87 25.52 0.06 + 0.05 0.13 + 0.00 - 0.26 + 0.03 -
7,10,13-hexadecatrienoic acid, methyl ester 79.81 26.05 0.06 + 0.01 0.06 + 0.00 0.08 + 0.00 0.15 + 0.02 -
9,12-octadecadienoic acid, methyl ester, (Z,Z)- (linoleic acid) 79.81 26.78 0.51 + 0.09 0.75 + 0.05 0.55 + 0.01 1.16 + 0.15 0.63 + 0.02
9,12,15-octadecatrienoic acid, methyl ester, (Z,Z,Z)- (linolenic acid) 79.81 28.17 2.87 + 0.48 4.65 + 0.29 3.41 + 0.02 9.41 + 0.93 2.64 + 0.05
tetracosanoic acid, methyl ester (lignoceric acid) 74.87 30.55 - - - - 0.09 + 0.01
Total 4.84 + 0.85 7.37 + 0.40 5.57 + 0.03 13.96 + 1.32 5.15 + 0.17

tg: retention time, DW: Dry Weight. Data presented as the mean =+ standard error.

different fatty acids were identified in each sample. Their total con-
centration varied between 4.84 + 0.85 mg/g DW for B. microphylla to
13.96 + 1.32 mg/g DW for B. vulgaris, with profiles being highly
conserved between species. The main fatty acids detected in all samples
were linolenic acid (ALA), an essential fatty acid, which accounted for
over 50% of all samples. ALA is a promoter of bioactive compounds,
including phytoprostanes (Phytops) and phytofuranes (Phytofs), which
are produced by the oxidation of ALA (Pino Ramos et al., 2019). These
oxylipins are associated with cell responses to oxidative damage and
might play a role as mediators of an array of pathophysiological con-
ditions (Pino Ramos et al., 2019). It was followed by palmitic acid
(approximately 25%) and linoleic acid (approximately 10%) in all
samples. B. darwinii was the only species containing lignoceric acid, a
saturated fatty acid found in wood tar, peanut seed (Dean & Sanders,
2009) and the brain. The present results are the first description of the
profile of fatty acids in Calafate leaves and open new perspectives from
the bioactivity point of view.

4. Conclusion

The composition of phenolic compounds was, for the first time, re-
ported in Berberis leaves obtained from plants growing in Chile. This
material has an interesting potential as functional ingredients because of
the great variability of phenolic compounds in them, with high con-
centration of HCADs, presence of flavonols and essential fatty acids,
showing a high antioxidant capacity demonstrated by three different
methods. The specie that showed more potential as a functional ingre-
dient was B. microphylla; additionally, B. darwinii and B. trigona also
showed interesting results. Despite the higher content of essential fatty
acids in B. vulgaris, the concentration of HCADs and the antioxidant
capacity were lower than the rest. This research opens a new perspective
on the utilization of these species to obtain bioactive compounds. A
simple alternative for its incorporation into the diet could be the prep-
aration of a tea beverage. Finally, the results also highlight the impor-
tance of the conservation and possible domestication of these plants.
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Table S1. Metabolic profile by HPLC-ESI-QTOF of Berberis leaves

Molecular

pea tx* A(nm)" Ton [M-H] Fragment ions (‘;:‘;:‘) mo* Compound Detected in leaf * Reference
k formula
11. . 329.087 167.0350; vanillic acid
1 1 - [C14H}700] 8 108.0217: 152.011 0.1 10.6 Hexoside A,B,C,D,E (Chamorro et al., 2019)
(Cabaiias-Garcia,
. . Areche, Jauregui-
R SE 153.0193 08 81 d“;y‘.’;"}f"bc:?ﬁ:‘ AB,C,D,E Rincén, Cruz-Sosa, &
: C:4016.1CK051 Balch, 2019; Elsadig
Karar & Kuhnert, 2016)
1. 359.099 153.0557; syringic acid (Elsadig Karar &
3o [GeHsOel TR 9704551790350 ¢ 24 58 hexoside A.B.D.E Kuhnert, 2016)
1 371.062 i‘g?g:g; 3- or 4-trans- (Olivares-Caro et al.,
4 2' 327 [CisHisOn] 6 125'0452" -1.8 1.3 caffeoyl-glucaric A,B,C,D,E 2020; Ruiz, Mardones,
1’79' 0,;50’ acid etal., 2014)
! . . . (Cabaias-Garcia et al.,
5 Iy PR jeanag SEM v 1 gi DmReede A.B.C.D,E 2019; Elsadig Karar &
- Kuhnert, 2016)
1. 24933 147.0244;
6 9' 0‘  [CisHi0] 389.074 191.0197; -3.7 8.1 unidentified A,B,C,D,E
197.0455
12 371.061 ?g?g:g; 3- or 4-trans- (Olivares-Caro et al.,
7 1 ¥ 327 [CisHisOn] -~ 5 1 15-0452? 1.3 3.5  caffeoyl-glucaric A,B,C,D,E 2020; Ruiz, Mardones,
1"79‘ 03 50‘ acid etal., 2014)
223.0612;
12. 403.124 193.0142; . (Lee, Hong, & Whang,
8 6 303 [CysHauOn] ) 208 0277? 0.9 2.6 gardenoside A,B,C,D,E 2014; Neri-Numa et al.,
123.0088 2020
9 12 303 [CuHnOu ssL103 o 2R00B 22 147 unidentified C
12 %g?g:g; 2- or 5-trans- (Olivares-Caro et al.,
10 7' 328 [C1sHisOn ] 371.062 125'0452f -0.1 0.7 caffeoyl-glucaric A, B,C,D,E 2020; Ruiz, Mardones,
1'79' 0350’ acid etal., 2014)
. 359.098 syringic acid (Elsadig Karar &
11 13 - [C1sH6040] 7 153.0193 -1.1 9.5 hexoside B,C;E Kuhnert, 2016)
311.078 189.0557;
12 13 - [CiHys0s] -~ 1 207.0663; -2.9 17.5 unidentified A,B,C,D,E
161.0608
13 353.087 191.0561; 5-caffeoylquinic (Olivares-Caro et al
13 3 326 [CicHiO] 9 11375;'%‘;5525; 03 27 acid ! A,B,CDE 2020; Ruiz et al., 2013)
13. . 197.0455; syringic acid (Elsadig Karar &
4 57 285 [CosllOu] '359.098 153.0557 0.9 3 hexoude A;B,C,D,E Kuhnert, 2016)
. 2- or 5-trans- (Olivares-Caro et al.,
15 ‘3‘ 287 [CisHisOu]  371.064 209'9?2‘2’&3;‘20 97 55 137 caffeoyl-glucaric A,B,C,D,E 2020; Ruiz, Mardones,
Reaa acid etal., 2014)
179.0502; .
16 D 25 [canor 345i1 19 179.0562: 0 8 auciibin AC (S‘;‘(";'}’)‘;;‘I’l'sz"(;‘(;‘l’; &
137.0608 ’
17 % 87 [CuHOu) 4276086 3159%%1757; 35 165  unidentified AB
167.0350; s
18 3 aga [cuHg0p 20088 239.0561: 35 g4  Venillicacid AB,C,D,E (Chamorro et al., 2019)
9 9 109.0295 hexoside
337.0565;
1 Y w1 a0 %8 203.0409: 13 49  unidentified AB,C,D,E
298.0483
137.0244;
14. : _299.076 109.0295; Hydroxybenzoate 5 5
20 4 282 [C13H;50s] 9 119.0139: 1.1 12.4 Hevosids A,B,C,D,E (Mekky et al., 2015)
221.0455
14. 339073 177.0193; . (Serag, Baky, Doll, &
21 6 294 [CisH1500] 5 133.0295 4.1 17.1 esculin A.B.C.D.E Farag, 2019)
14. . 385.076 191.0197; feruloylgalactaric (Olivares-Caro et al.,
ol L 223.0459: i s acid BeRiGHR8 2020)
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135.0452;

179.0350
303.0510;
23 % a6 [CaHogr 5 285.0405: 07 48  Plantagoside AE (Nie etal., 2021)
285.0463
191.0197; } )
> . sou (Christof B. Steingass,
24 % 38 [CuHLOW 353.051 135.0432; 13 101 caffeoyl(isoycitric AB,C,D,E Glock, Schweiggert, &
9 179.0350; acid Carle, 2019)
161.0244 ;
25 1;‘ 330 [CoHyuOwl 3756034 201.0193 41 19 unidentified B.C
15 385.075 191.0197; foruloylgalaciai (Olivares-Caro ct al
26 © 324 [CiHuOul o 223.0459: 5 3¢ emhoygaacanc A,B,C,D,E IVRDS ATeLEs
4 7 acid 2020)
179.0350
179.0350;
15. . 161.0244; caffeoyl-beta-D- (Christof B. Steingass et
27 ) 324 [CisHO)  341.086 350452 52 7.8 Shionss A, B,C,D,E L., 2015)
117.0346
15.  249;32 2 181.0506; 5 (Larrazabal-Fuentes et
g o [CistisOs]  343.104 1370608, A% 18.8 pleoside ABCD,E al.. 2020)
383.0772;
. 593.149 413.0878; _—
29 16 326 [CyHyuOus] : 413.0037. 23 95 unidentified B
161.0244
16. . 353.086 191.0561; 3-caffeoylquinic (Olivares-Caro et al.,
30 327 [GeHuO 7Ty 161.0244: S 39 acid ! A.B,C.D.E 2020: Ruiz et al., 2013)
163.0401;119.0502 . - )
3] 1 36 315 [CieHOs] 332091 - 191.0561: 34 98 couma;giydlqumlc B.C (Chnstt;tl B.zgiegl)ngass et
- 173.0455 >
191.0561;
179.0350;
173.0397; 5 g .
16. . 353.085 - caffeoylquinic (Olivares-Caro et al.,
32, 325 [CeHn0l 3 161.0244; 68 6.9 i B.C,D 2020; Ruiz ot al, 2013)
191.0197;
127.0401;
147.0299
161.0244;
3 1% as caof 309;)(’0 133.0295: 82 95  unidentified A.B,C,D;E
179.0502
191.0197;
16. % _ 353.050 135.0452; caffeoylisocitric 2 (Christof B. Steingass et
30 38 [CutOu] T 147.0299; 3 acid s al., 2015)
129.0193
243.0366;
35 1§> 327 [CisHisOgf ”598075 };g‘gg 39 19.6  rosmarinic acid A,C,D,E (Sun, T;g’l‘;‘)’ hang,
109.0295
16. . 385.077 191.0197; feruloylgalactaric (Olivares-Caro et al.,
6 5 327 [CieHi:On] 4 223.0459 03 6 acid 4.B,C,D.E 2020)
191.0197;
16. . 385.077 223.0459; feruloylgalactaric (Olivares-Caro et al.,
37 g 327 [CiHipOy] . 135.0452. 0.2 24 e A, B,C,D,E 2020)
179.0350
197.0455;
38 117 © e [CasHysOue] 569i”2 129.0193; 47 138 unidentified c
371.0620
191.0197;
17. _353.050 161.0244; caffeoyl(iso)citric (Christof B. Steingass et
39 4 330 [CisHisOu] 5 135.0452; 2,0 2l acid AB,CD.E al., 2015)
179.0350
40 IZ' 330 [CpHuOn]  375.032 201.0346 10 89 unidentified B.C
17 . 367.101 193.0506; feruloylquinic
4 327 [CrHuOl) 5 STal00sE 42 8.9 . B.C (Ruan et al., 2019)
223.0459;
17. _ 385.076 191.0197; feruloylgalactaric (Olivares-Caro et al.,
2 50 329 [GeHnOul T 135.0452; 4 6l acid A.B,CD,E 2020)
179.0350
;33 359.07 3 2 L - o
o1 PP canog 0 o 64 108  rosmarinicacid A,B,C,D,E (Sun etal., 2019)

70



175.0037;

5 P P ;
44 R [CurHa O] 3856“ 223.0618: 37 6.9 sxlr:aplc _adcld A.B.D (Chnstot1 B;)git;mgass et
265.0718 exoside al.,, 2015)
209.0303;
371.0620; .
4 e i (Maas, Petereit, &
2
45 324 [CuHnOy 02 1910197, 2 gq Gieaffeoyigincan A.CE Hensel, 2009; Ruiz et
6 147.0299; ¢ acid al, 2013)
179.0350; R
135.0452
. 401.146 benzyl alcohol- (Elsadig Karar &
46 325 [CisHisOp p 269.1031 a3 58 exssespeiue A.C,D,E Knbnot, 2016)
401.1453;
269.1031; benzyl alcohol- i
47 325 [CigHasOnt 447i152 161.0455: 29 18 hexose-pentose+ ACD.E “é;;ﬂfff;’(‘;rﬁf‘
HCOOJ 113.0244; HCOOH A
191.0561
280;33 . 387.166 207.1027; tuberonic acid
48 o [CuHz0,] : b 0.7 143 Shicoside D (Mekky et al., 2015)
197.0455;
49 285 [C2sHas046]”  569.113 129.0193; 31 152 unidentified C,E
371.0620
431.193 179.0561; s G
50 325 [CaoH3010] 6 385.1868 -2.8 17.4 unidentified A,B,C,D,E
341123 179.0714;
51 - [CieH2 O]~ 4 : 121.0295; 22 6.6 coniferin A (Feussner et al., 2014)
136.0530
propanedioic
acid, [5-[[2-[(6-
. 433.201 387.2024; deoxya-L- (Cabanas-Garcia et al.,
32 - [CH20:] 4 161.0455 L5 112 galactopyranosyl) B 2019)
oxy] cyclohexyl]
oxy]-Pentyl]
. 353.088 191.0561; caffeoylquinic (Olivares-Caro et al.,
3 310 [CieHiO,) 6 161.0244 acid A.B,CD,E 2020: Ruiz et al., 2013)
223.0459; : ,
54 329 [CHsO] 385077 1910197; 17 136 eruloylgalactaric A,B,C,D,E (BvireR Dar chily
acid 2020)
135.0452
551.103 389.0667; . .
55 329 [CoHasOus) i 191.0197 1.6 6.2 unidentified A,CE
385.1868;
431192 223.1340; R
56 - [CoHuOul T, 1530921 04 116 unidentified A.B.C,D,E
161.0455
191.0197; N . .
57 328 [CisHiOwl 353.052 161.0244- 14 26 caffeoyl(x_so)cnm A.B.C.D.E (Christof B. Steingass et
7 acid al., 2015)
135.0452
58 285 [CigllnO4] 3‘”; 23 '17291‘%72'9‘22 07 33 coniforin AC (Feussner et al., 2014)
465.103 285.0405;
59 285 [C21H2,012] l N 285.0463; 1.5 12.5 plantagoside A (Nie et al., 2021)
303.0510
209.0303; ) ) .
60 326 [CaHaiOn ] 533.093 191.0197- 06 52 dlcaffeoy]_glucan AC.E (Maas et al., 2009; Ruiz
3 ¢ acid etal, 2013)
179.0350
propanedioic
acid, [5-[[2-[(6-
. 433205 deoxyo-L- (Cabaias-Garcia et al.,
61 - [CxHyOs] G 179.0561 8.9 L3 s el B,E 2019
oxy] cyclohexyl]
oxy|-Pentyl]
191.0561;
. 337.092 173.0455; coumaroylquinic 2 (Christof B. Steingass et
62 327 [C16H1705] 3 163.0401 1.7 17.6 acid A,B,C,D,E al, 2015)
135.0452
191.0197;
_ 353.051 135.0452; caffeoyl(iso)citric (Christof B. Steingass et
63 327 [CisH13010] 8 161.0244- -1.2 49 acid A.B,D,E al., 2015)
179.0350;
191.0197; B o o -
64 330 [CisHuOu] 353‘.‘052 135.0452: 27 9 Laffeoyl(%o)utm A.B.C.D.E ((.hnsloEBég;c;mgdss et
161.0244; o al;2019)
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propanedioic
acid, [5-[[2-[(6-

20. . 433.205 387.2024; deoxya-L- (Cabafas-Garcia et al.,
65 7 = [CuluOul 6 161.0455 34 3 galactopyranosyl) B,C.D.E 2019)
oxy] cyclohexyl]
oxy|-Pentyl]
A (Ducruix, Pascard,
66 2 me  [cae PR ELEE 19 36  mascaroside AB,C,D,E Hammonnicre, &
2 5 346.1422 A
Poisson, 1977)
(Christof B. Steingass et
21. . 337.056 Coumaroyl al., 2015; Christof Bjorn
2 2 42
LT 326 [CisHuO] 9 145029 42 a2 (iso)citric acid A.B,C.D,E Steingass, Glock, Lieb,
& Carle, 2017)
s 383.061 337.0565; Coumaroyl (Christof B. Steingass et
68 4' - [Cil 15O~ 'é 163.0401; 0.1 6.8  (iso)citric acid + B,C al., 2015; Christof Bjorn
347.0405 HCOOH Steingass et al., 2017)
191.0197; 2 :
6 2;. 327 [CiHiOuT 3855079 223.0459. 4.9 5 feruloy;ia‘;actanc A.B.C.D.E (Olwarezs(;gg)ro etal.,
179.0350
70 261' 327 [CoHpOof 367i‘°2 173.0455 36 114 fe'“l?c’}g“‘“‘“ B (Ruan et al,, 2019)
21 . 367.066 161.0244; feruloyl(iso)citric . (Christof Bjéom
e - [Ci6H15010] 4 133.0310 17 207 acid 4,0k Steingass et al., 2017)
- 261. — [CoHuOn] B 15194 11631"%22‘;1 unidentified AD
21. . 367.105 161.0244; feruloylquinic
73 % 326 [CoHywOl] : .00 54 186 D A.B,C,D,E (Ruan et al., 2019)
propanedioic
acid, [5-[[2-[(6-
22. [CisH3»Oys]  433.208 161.0244; deoxya-L- . (Cabaias-Garcia et al.,
Wy P2 5 133.0292 L4 181 actopyranosyl) A.B,E 2019)
oxy] cyclohexyl]
oxy]-Pentyl]
. 369.083 .0244; . :
75 2 33 [CHOo) 69708 i 238 17 unidentified E
161.0244; T (Mekky, Abdel-Sattar,
76 2 249 [CoHO 179.0350; az 149 Shmpadd AD,E Segura-Carretero, & Del
B 191.0562 ghe Mar Contreras, 2019)
T e AR emegp #0 303.051 61 171 plntissade E (Nie et al., 2021)
301.0354: (Ciri¢, Prosen, Jeliki¢-
5 301.0354; — e
78 2 a1 [CHsOur M 1si003 3 g metend AB,C,D,E Stalkov; & Durevc,
5 8 rutinoside 2012; Olivares-Caro et
178.9986
al., 2020)
13- 3
22.  290;32 = 515121 191.0561; . > .. (Olivares-Caro et al.,
YT T [ColpOu T 179.0350 42 93 d‘caﬁ::’iygﬁ“m‘c A,GE 2020; Ruiz et al., 2013)
209.0303;
22. . 533.095 371.0620; dicaffeoylglucari > (Maas et al., 2009; Ruiz
80y 326 [Cullalu 1 191.0197; b 12 ¢ acid AC.E etal, 2013)
135.0452
191.0561;
22: : . 515117 353.0878; dicaffeoylquinic 4 (Olivares-Caro et al.,
81 79" 327 [CuHuOn) 77 179.0350: 46 4 acid A58 2020: Ruiz et al., 2013)
135.0452
491.2134;
22.  249;35 . 537219 323.0984; , 5
82 9 5 [Ca3H3,014] 3 161.0455- -1.7 10 unidentified D
331.0882
B o 2492235 [CoHaOu]  677.136 3020279 288 87 52 unidentified D
s 22 e PI2M smiesw -5 13 unidentified D
. 533.093 209.0303; dicaffeoylglucari (Maas et al., 2009; Ruiz
8 5 9% [GHLOW Ty 371.0620 dd ik ¢ acid C etal., 2013)
86 23 L [ColhOu 313 285.0405: 332 64 |acmpferol- E (Chamorro et al., 2019)
1 1 rutinoside
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393.1766;

87 Zf' 200 [CiHyOu) 439i183 149.0455: 23 192 unidentified A.C,D.E
179.0561
191.0197;
353.0514; .
88 % 330 [CulOo] 515083 353.0455. 24 46 .D‘cf‘lﬁwy'. 5 AB,C,D.E
161.0244- (1so)citric aci
179.0350
135.0452;
23 179.0320; feruloylquinic
89 330 [CsH1Os]”  367.103 161.0244; 03 5.6 S A,B,D,E (Ruan et al., 2019)
4 2 acid
191.0561;
149.0608
23 24935 ! 2aL.0862; o
920 A 2 [CisHaOp]  537.221 289.0776; 7 16.8 unidentified D
161.0455;
23. < . 431.098 apigenin- = (Elsadig Karar &
9 T 30 [CaluOu) P 311.0561 03 161 tisxosde B.E Kuhnert, 2016)
23: . 337.094 191.0561; coumaroylquinic (Christof Bjom
2 o
2 75 321 [CicHiOd 8 191.0502 U, acid A.D,E Steingass et al., 2017)
93 % 30 eoHo. 179.035 36 182  unidentified B.C
94 23‘ e [CoHOw] 393.178 150.0686 36 98  unidentificd AD
(Christof B. Steingass et
g5 2y [opHNOF O19%6 145.0295 42 49 Coumaroyl AB,C,D,E al., 2015; Christof Bjorn
6 9 (iso)citric acid 2
Steingass et al., 2017)
96 2 329 [CoHuOuf 375;)35 133.0295 16 191  unidentified D
23. : apigenin- (Elsadig Karar &
97 3 327 [C2iHisOp0]”  431.101 311.0561 -6.2 72 bivosde B, E Kuhnert, 2016)
98 2;' 324 [CyHuOu]  567.207 359.15 23 10 unidentified B.C.D,E
209.0303;
371.0620; 5 A ;i
. 2009-
99 2;. 329 [CaHa O] 5335095 191.0197- 34 27 dlcaffce(;)gilucan C.E (Maascc:t;lll.,z.b()l(g, Ruiz
147.0299; 2 2
179.0350
. 521.202 isolariciresinol
100 24 - [C26H33011] 5 359.15 0.6 16.9 hexoside B (Ruan et al., 2019)
161.0244; - .
101 24. - [CieHsO4] 335.076 135.0452 1 31 caffeoyls_hxk]mlc A.B.C.D.E (Elsadig Karar &
S 9 acid Kuhnert, 2016)
179.0350
271.0248: (Chamorro et al., 2019;
102 24. 350 [Ca O] 463.088 301.0354: 02 59 quercetm-_.%-ll)- A.B.C.D.E Oll\"areSTCaro etal.,
6 3 galactoside 2020; Ruiz, Zapata, et
255.0299
al., 2014)
propanedioic
acid, [5-[[2-[(6-
24. . 433.208 387.2024; deoxya-L- (Cabanas-Garcia et al.,
103 g7 355 [ColuOul 7y 161.0455 L 33 salactopyranosyl) 2 2019)
oxy] cyclohexyl]
oxy]-Pentyl]
271.0248: (Chamorro et al., 2019;
104 24. 350 [CaHuOwl 463.088 301.0354: 0.1 59 quercetlp-3- A.B.C.D.E Ohv'ares.-Caro etal.,
9 1 glucoside 2020; Ruiz, Zapata, et
255.0299
al., 2014)
g . 447.093 kaempferol- ~ (Elsadig Karar &
105 25 [Ca1Hi9011] 1 285.0405 04 20 boxcside A,B,C,D,E Kuhnert, 2016)
463.0882;
106 215' 352 [CaHlOu] > 16075 301.0354; 46 164  unidentified D
271.0248
367.0823;
107 225' = [CsHzonl 2 14146 451.1035: A1 139 unidentified E
219.0299
25. . 593.151 285.0405; kaempferol- .
108 4 352 [C27H2605] 2 257.0455 0.1 13.1 ritmoside A,B,D,E (Chamorro et al., 2019)

6

73



109 %~ a0 192 3732232 18 97  unidentified D
209.0303;
371.0620: e . .
: o
110 275. 28 [CoblaOu] 5332.095 191.0197- 238 16 dlcaﬂ:ooy!;gilucan C.E (Maasz:talil.,?.b()l(?),Rmz
147.0299‘ € acn ctal., 2013
135.0452
197.0397;
197.0435:
m 280 [CuHzour %M 3410819 09 67  unidentified B.E
341.0878:
239.0561
315.0510; (Elsadig Karar &
2s. . 623161 300.0276: isorhamnetin- Kuhnert, 2016;
Nz gt 326 [CulluOwl "5 5550000:175.0048 04 17 rutinoside AGD Olivares-Caro ct al.,
. 227.0350 2020)
223.0459;
3 A 385. 3 s 5
m 2 om0 o M 13?.8@3; 36 181  unidentified E
353.0514
341.0667;
451.1035;
14 % 283 [Coponr BNM6 367.0823: 06 164  unidentificd E
4771191
219.0299
289:32 T . 367.066 161.0244; feruloyl(iso)citric 3 (Christof Bjom
1526 707 [CietlisOwl 77 133.0310 2 2 acid A.D.E Steingass et al., 2017)
6. 83.130 61.0244; o
e 2% 249 a0 P oy 1 37  unidentified E
26. 483.130 161.0244; 124 o
n7 % 29 cour ¥ A 12 24 unidentified E
26. 631145 161.0244; o
TER T (5 #1o S A 03 82  unidentified E
26. 28033 . 577.156 161.0244; apigenin- (Elsadig Karar &
17 o [CHaOul "7y 133.0284 03 M1 tinoside E Kuhnert, 2016)
< 301.0295; quercetin-3- (Olivares-Caro et al.,
120 % BB eon BN 301.0354; 18 104  malonyl AE 2020; Ruiz, Zapata, ct
271.0248 galactoside al.,, 2014)
2
w1 % s [esuosp T 1910561 3 151  unidentified AE
2 %~ o P amoam 25 55 unidentified B,C.D
26. 2843 3, - ' .
1 % BB o 0 267.0663 5 181 irisolidone AC (Mykh"z‘})"zrg‘)" ctal,
26.  413.143 269.1031; e
124 9) - [C19H25040] 7 311.1136: 351. 4 3 unidentified A
2
125 %% a0 eamor 250 301.0201 44 53 unidentified AE
26. . syringaresinol (Christof B. Steingass et
126 % [CuHuOu 579205 402132 o oms Ve AB.E e
341.0667;
451.1035;
127 Zg‘ 285 [CyuHnOu] 6316146 367.0823: 4 186  unidentified E
4771101
219.0299
27. _ 473.166 427.1610; furcatin + (Ahn, Mizutani, Saino,
28 57— [GalsOe T 203.0878 08 137 Heoon e & Sakata, 2004)
2
B 2« jesHsour 950 293.0819 08 155 furcatin c (Ahn etal., 2004)
27. . 367.065 161.0244; feruloyl(iso)citric (Christof Bjom
1307 340 [CietlisOu] 2 133.0310 2 22 acid A.D.E Steingass et al., 2017)
! : (Olivares-Caro et al.,
27. _ 549.089 161.0244; quercetin- i
TR OE OO (O . e B B e AE 2020; Ruiz, Zapata, et
al., 2014)
27. i 161.0244; o
12 290 [CoHOf 415196 PR 32 137 unidentified c
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27. : 161.0244; kaempferol- (Elsadig Karar &
1335 [CalleOu] 447.093 133.0292 LL 82 hexoside A.B.CD.E Kuhnert, 2016)
2. 631.147 161.0244; o
ETIN R TR (S NG . 3 182 unidentified E
27. 451102 A . (Elsadig Karar &
135 20— [CuHuOy] 4 341.0667 15 175  cinchonain la D S e
(Chamorro et al., 2019;
. . . Elsadig Karar &
136 2 340 [CuHnopp 477101 2430209, 4% gy ‘sorhamnetin3. ACD Kuhnert, 2016;
8 7 271.0248 glucoside =
Olivares-Caro et al.,
2020)
27 . 367.065 161.0244; feruloyl(iso)citric (Christof Bjorm
B7 70— [CetlsOu] 7 133.0310 47 178 acid AE Steingass et al., 2017)
28. 415.198 161.0244; o
138 2 29 (a0 e A7 79  unidentified C.E
(Chamorro et al., 2019;
y - . Elsadig Karar &
139 2% 340 [cumu0ny Y7102 161.0244; 38 122  isorhamnetin- AC,D Kuhnert, 2016;
2 1 133.0290 hexoside 3
Olivares-Caro et al.,
2020)
28. . 447.092 161.0244; kaempferol- (Elsadig Karar &
1405 - [GaHsOul 133.0292 09 163 yexoside A.B,D,E Kuhnert, 2016)
28. 375.165 161.0244; S
m B~ oo 7 s 12 3 unidentified D
223.0459;
191.0197:
2 % 3 camonr Y% 3850776 A1 1Ll unidentified E
179.0350;
353.0514
353.0878;
28. 3 z 173.0455; 1,5- (Olivares-Caro et al.,
143 7" 326 [CaHxOu] 515118 179.0350: 20 91 Gicaffsoylquinic! Ak 2020; Ruiz et al., 2013)
191.0452
375.0663; " ; (El-Sayed, Al-Gendy,
1w B 3 o P08 2010193 g g4 TR AE Hamdan, & El-Shazly,
173.0397 & 2017)
271.0248;
28. | 447.093 301.0354; quercetin-3- -
145 % 345 [CaHwour YY) e T R i AD,E (Ciri¢ et al., 2012)
151.0037
. quercetin-3- .
s B 345 a0y B oy 74 142 rhamnoside+ D (Cirié et al., 2012)
: HCOONa
271.0248;
147 29 327 [CoHuOu 000 301.0354; 46 35  unidentified AD
255.0299
29. . 447.090 kaempferol- (Elsadig Karar &
148 2 340 (a0 M) 285.0405 54 84 e AB.C,D,E Smandieras
29. . 431.098 apigenin- (Elsadig Karar &
149 2 326 [CabsOur P 268.0377 s 15 e AB,C,D,E s Rk
29. _ 367.066 161.0244; feruloyl(iso)citric (Christof Bjéom
130757 = [CeHliOu] g 133.0310 O acid A.D.E Steingass et al., 2017)
2 = 3 138 61. 2 ; 5 3
151 %~ caHgor B s 69 143 unidentified AB,C,D
29. . 431.098 161.0244; kaempferol
2 oy 5
12 % 327 (Calgoer Pl n 0.7 T A.B,C,D.E (Chamorro et al., 2019)
29. 417.209 161.0244; o
13 %~ [calsor % e 77 159  unidentified AE
45 :
29. 24932 . 515.121 161.0244; . 2 . (Olivares-Caro et al.,
154 ¢ 6 [CasHa:012] 5 133.0284 -3.2 1.7 dlcaffzgi)';ﬂulnxc AD 2020: Ruiz et al., 2013)
29. . 537.106 375.0663; limocitrol-O-
155 % 327 [CuHxoul Ly a5 ms  Tem AD (El-Sayed et al., 2017)
289.0718;
; 483. .0295; P
156 2 249 [Cutonr 1P ;‘7’;8933: 1 159  unidentified E
193.0506
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451.102

341.0667;

(Elsadig Karar &

157 o --- [C2sHi9O0) 8 109.0295 1.5 9.5 cinchonain la AE Kuhnert, 2016)
123.0452;
158 3:" —  [CuHnOul 519;12 315.0510; 29 118  unidentified A
243.0299
30. 451102 341.0667; o (Elsadig Karar &
159 2 290 [C2:H1605) 6 109.0295 2 38 cinchonain la AE Kuhnert, 2016)
30. . 447.093 285.0405; kaempferol- (Elsadig Karar &
160 5 [CaHwOul T 151.0037 07 B2 hexoside A.B,C,D.E Kuhnert, 2016)
30. 303.050 285.0405; Pentahydroxy
o0 % a8 o 0 e 08 149 FPepahvdor E (Ruan et al,, 2019)
341.0667; .
162 3% 249 [Cump0 PLI03 109.0295; 06 06 cinchonain la K (Elsadig Karar &
4 7 Kuhnert, 2016)
233.0455
315.0510;
163 32' o [CyHsOuT 5'9;‘3 299.0197- 24 86  unidentified A
299.0256
30. 505.098 271.0248; o ]
164 30 (Cathonr % i 0 149 unidentified A,D,E
359.1500;
, ;
165 3;" 249 [CuHy O] 567{08 3000217; 27 107 unidentified D
3000276
166 30— g0 Y 345.1344 08 71  unidentified D
197.0397
3l 565228 197.0455: T
167 7 - [C2sH37012] 9 239.0561: 0.3 6.6 unidentified A
153.0557
32. . 431.096 apigenin- . (Elsadig Karar &
R o e 286.0433 34 85 S DE e

* A Berberis microphylla, B. Berberis trigona, C. Berberis empetrifolia, D. Berberis vulgaris, and E. Berberis darwinii. * tr = retention time
(min) ® A( nm) = wavelength (nm) ¢ mo=A score value describing the difference between measured and theoretical isotopic pattern of the ion (Bruker
parameter). ! Identification level one.
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Table S2: Figure of merit of the quantitative method

Phenolic LOD (pmoV/L)  LOQ (pmol/L) Slope (L/ pmol) Slope SD (L/ pmol) Lineal range
compounds (umol/L)

HCAD? 0.0328 0.1097 37.06 1.31 0.11 - 1837,37
Flavonols 0.0414 0.1381 2691 0.79 0.14 - 103,36

HCAD: hydroxycinnamic acid derivatives. LODs and LOQs were calculated through the signal to noise (S/N) method:
LOD: 3 S/Nand LOQ 10 S/N

10
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Table S5: Figure of merit of the total poliphenols (mg gallic acid L-!)

LOD LOQ Slope (L/ Slope SD (L/ Lineal range Syl Equation R
(nmol/L) (pmol/L) pmol) pmol) (pmol/L)
FOLIN 5.28 17.59 0.0120 0.0001 17.58 - 150 0.0211 y=0,0120x +0,0558  0.9988

LOD and LOQ was based on Sy/x
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4.1.2 Articulo 2

La segunda publicacion se titula “Aqueous infusion of Berberis
microphylla G. Forst (Calafate) leaves, a new functional beverage”,

en la cual se obtuvieron los siguientes resultados:

Por primera vez se caracterizd una nueva infusion producida a partir de

hojas de Berberis microphylla G. Forst (Calafate).

Mediante HPLC-DAD-ESI-MS/MS se detectaron 76 compuestos,
principalmente HCAs, (n=32), acidos benzoicos (n=7), flavonoles
(n=24). Al comparar el perfil de extraccion de los isdbmeros de acidos
cafeoilquinicos e isomeros de acidos feruloilquinicos obtenidos de un
extracto metandlico versus la infusion, se encontré que en la infusion los
isbmeros mas polares se encontraban en mayor proporcion en
comparacion a los isomeros que se obtuvieron en el extracto metanolico,
lo que podria deberse a un efecto del solvente sobre la isomerizacion de

los compuestos fendlicos.

La cuantificacion de los HCAs presentes en la infusion se realizo
mediante HPLC-DAD, obteniendo un total de 2497.85 + 189.05 umol/L
de HCAs. La concentracidon de flavonoles es mucho menos alcanzando

1385 + 7.99 pmol/L. Estos resultados son similares a las
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concentraciones que se encuentran en café o yerba mate, indicando que
la infusion de calafate es una prometedora fuente de compuestos

fendlicos.

El andlisis elemental de la infusion mediante la técnica de fluorescencia
de rayos X por reflexion total (TXRF) mostro la presencia de varios
metales, principalmente K, CA, CI, Py S, ademés también se encontro
pequefas cantidades de Zn, Cu y Mn los cuales son cofactores de la
enzimas Superoxido dismutasa (SOD), ademds no se encontraron

metales toxicos en la infusién, como As, 0 Hg no fueron detectados.

Se determinG por primera vez el efecto “in vitro” de una infusion de
hojas de calafate sobre la accion de tres enzimas digestivas: lipasa, o-
amilsa y a-glucosidasa, demostrando un efecto inhibitorio en los tres
casos. ElI mecanismo que subyace esta inhibicién no se totalmente
dilucidados adn, pero existen antecedentes que indican que el &cido
cafeico, acido cumarico y quercetina son capaces de unirse al sitio activo
de la lipasa 1%. Por lo tanto, la infusion se presenta como una interesante

alternativa para actuar como alimento funcional.
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Se determind el efecto de la infusion sobre la agregacion del péptido AB,
mostrando que diluciones de hasta 100 veces poseian un efecto

significativamente inhibitorio.

Se evalud la citotoxicidad de la infusion en dos modelos celulares
distintos, en un cultivo primario de células endoteliales embrionarias
(células HUVEC) y en una linea celular derivadas de la médula
suprarrenal de ratas con origen embrionario de la cresta neural (células

PC12).

En células HUVEC la infusion no tuvo un efecto significativo sobre la
viabilidad en diluciones mayores a 1:12. En cambio, en celulas PC12 la
infusién de calafate tuvo un efecto significativo sobre la viabilidad hasta
diluciones de 1:20, lo que sugiere la existencia de diferentes mecanismos

de accion entre ambos tipos celulares.

Por otro lado, se evaluo el efecto de la infusion sobre los ROS generados
por H,O, en células HUVEC, mostrando un significativo efecto
protector de la infusion sobre los ROS generados. Lo que sugiere que los
compuestos fendlicos presentes en la infusidn tienen un potente efecto

antioxidantes.
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Los resultados obtenidos en la siguiente publicacion sugieren que una
infusién de hojas de calafate posee una destacada capacidad antioxidante
y efectos antilipidémicos y antiglicémicos, lo que la convierte en una
excelente opcion como alimento funcional. No obstante, es necesario

seguir realizando estudios para determinar su seguridad alimentaria.
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14 Abstract

15  Calafate is a non-perennial shrub that grows in the South American Patagonia. This plant has been
16  used in traditional medicine to treat pathological conditions as fever, inflammation, and infections,
17 among others. lIts fruit has high levels of anthocyanins and hydroxycinnamic acids, and a high
18  antioxidant capacity. Its consumption produces systemic changes associated with the protection
19  against atherosclerosis. Bioactive compounds as berberine and other alkaloids, are detected in
20 leaves, branches, and roots. Recently, 108 compounds, mainly hydroxycinnamic acids, flavonols,
21 and berberine were identified in methanolic Calafate leaves extractj. Due to their high content of
22 these bioactive compounds, we developed an infusion of Calafate leaves, prepared in hot water,
23 asa potential functional beverage. The chemical characterization of the infusion was performed by
24 UHPLC-HR-MS and TXRF. In vitro antioxidant capacity, cell cytotoxicity, and cell oxidative stress

25  assays were used to evaluate bioactivity. Bioactivity against non-transmissible pathologies was
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assessed by inhibition of both AR aggregation and gastrointestinal enzymes, as a way to evaluate
its potential effect on reducing the risk of Alzheimer's disease and metabolic syndrome,
respectively. The results show that Calafate infusion is rich in hydroxycinnamic acids, does not
contain toxic metals, can reduce oxidative stress, reduces Ap aggregation, and has hypoglycemic
and hypolipidemic effects. These results support the usage of Calafate leaves aqueous infusion as

a new functional beverage.

Keywords:
Infusion, calafate leaves, metabolic syndrome, Alzheimer's disease, phenolic compounds

1. Introduction
The use of medicinal plants to improve health has triggered the interest of scientific researchers to
study the biological properties and active principles responsible for these therapeutic effects (Salehi
etal., 2019). The Mediterranean diet pyramid suggests consuming sugar-free herbal infusions, tea,
and low-sodium broths, as they can help to complete the requirements of a healthy and balanced
diet (Bach-Faig et al., 2011). In addition, teas and infusions have been consumed for several
thousands of years in China and have shown to be non-toxic (S. Li et al., 2013).
Many of the health benefits of herbal medicines and plants are associated with their high content
of phenolic compounds, which are known for their high antioxidant capacity (S. Li et al., 2013) and
their potential to prevent specific diseases due to their bioactivity (Valduga et al., 2019).
Nevertheless, the bioactivity of herbal tea and infusions depend on the capacity of their bioactive
constitutents to resist high temperatures, since they are prepared with boiling water (S. Li et al.,
2013). These herbal solutions can be directly used as part of functional foods or complex traditional
medicines (S. Li et al., 2013).
Calafate (Berberis microphylla G. Forst) is a small perennial tree that produces subglobular dark

blue berries. Itis a wild plant extensively distributed in the south of Chile and Argentina (Marticorena
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& Rodriguez, 2003). lts fruit is considered a superfruit, due to its high concentration of polyphenols,
such as anthocyanins, hydroxycinnamic acids (HCAs), and flavonols (Ruiz et al., 2010, 2013; Ruiz,
Mardones, et al., 2014). Several studies have revealed the antioxidant effect and bioactivity of the
Calafate fruit (Bustamante et al., 2017; Olivares-Caro et al., 2020; Reyes-Farias et al., 2016;
Sanchez Gutiérrez & Guzman Pincheira, 2021; Schmeda-Hirschmann et al., 2019). However, few
studies have focused on the characterization of Calafate. (Manosalva et al., 2014; Nova-Baza et
al., 2022; Ruiz, Zapata, et al., 2014)

Figure 1 shows a photograph of Calafate leaves. Recently, Nova-Baza et al (2022) determined the
chemical composition of leaves from Calafate and other species of the Berberis genus by HPLC-
QTOF and GC-MS (Nova-Baza et al., 2022). 108 compounds were found in the methanolic extract
of Calafate leaves, with a high concentration of HCAs (183.0 + 18.9 umol/g dry weight (DW)),
flavonols (1.9 + 0.6 umol/g DW) and essential fatty acids (4.84 + 0.85 mg/g DW). The antioxidant
capacity of this extract also stood out in comparison to that of other leaves. The compounds
identified in Calafate leaves also included alkaloids. These compounds have been widely described
in the Berberis genus (Nova-Baza et al., 2022), being berberine the most abundant. Berberine is
known for having antidiarrheal activity, anti-inflammatory activity, antiplatelet effects, antimicrobial
activity, cardiovascular effects, effects on smooth muscle, immunological effects, and antidiabetic
effects (Cepae, 1999; Salehiet al., 2019; Y. Zhang et al., 2008). Moreover, concentrations of ~1000
mg/day of berberine have been used in replacement of metformin for the treatment of type 2
diabetes (Y. Zhang et al., 2008). In a dichloromethane extract of Calafate leaves, the main alkaloids
detected by HPLC-MS were berberine, jatrorrhizine, and palmatine (Ruiz, Zapata, et al., 2014).
However, the presence of berberine is not expected in aqueous extracts, such as teas and

infusions, due to its low solubility in water.
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Figure 1: Leaves of Berberis microphylla G. Forst from Chilean Patagonia.

Several pathological conditions, such as metabolic syndrome, Alzheimers disease (AD),
atherosclerosis, and cancer, are associated with oxidative stress (Forman, 2021; Russo et al.,
2018). On this basis, HCAs have been described as health-promoting compounds, due to their
potent antioxidant effect, and their consequent usefulness for the prevention of these diseases. For
example, HCAs have been widely studied in the context of metabolic syndrome, due to their
antioxidant, anti-inflammatory, antilipidemic, antidiabetic, and antihypertensive activity (Santana-
Galvez et al., 2017). These compounds have also been linked to the reversal of cognitive deficits
in animal models of AD (Matthews et al., 2020). The misfolding and the extracellular aggregation
of AR peptide have been described as the main cause of AD progression (Pagano et al., 2020).
Interestingly, several natural compounds are able to reduce AR aggregation, e.g. the combination

of chlorogenic acid with selenium nanoparticles (Yang et al., 2018). The protective effect of this
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HCA against AB-induced neurotoxicity is associated with a reduction of intracellular calcium influx,
and a decrease in AB-induced apoptosis (Lee et al., 2011).

Taking into consideration the profile of compounds previously described in methanolic extracts of
Calafate leaves, this research aims to develop a new functional Calafate infusion (Cl) based on
Berberis microphylla G. Forst leaves, and provide novel scientific evidence about its composition
and bioactivity. This study includes the identification and quantification of its main phenolic
compounds and metals, and the description of its bioactivity to reduce oxidative stress and

cytotoxicity, and potentially prevent Alzheimer's disease and metabolic syndrome.

2. Materials and Methods
2.1. Equipment

An analytical balance from Denver Instrument Company (New York, New York, USA), a Series
4710 ultrasonic bar homogenizer from Cole Palmer (Chicago, lllinois, USA), a Stuart S01
mechanical shaker from Bibby Scientific LTD (Stanford, UK), a HERAUS FRESCO 17 centrifuge
from Thermo Fisher Scientific (Germany), a 3-16p Christ centrifuge from Sigma (Osterode,
Germany) and a rotary evaporator with a V-700 vacuum pump and a V-850 controller system from
Biichi (Flawil, Switzerland) were used for samples preparation.

An Epoch™ microplate reader from Biotek Instruments (Winooski, Vermont, USA) was used for
total polyphenols, antioxidant capacity, and enzymatic determinations. A NOVOstar multi-plate
reader (MG, Labtech, Germany) was used for the Thioflavin T fluorescence assay.

The following equipment and software (Bruker and Bruker Daltonik GmbH, Germany) were used
for the identification of phenolic compounds and other metabolites in the Cl: for sample analysis, a
HPLC Elute LC system coupled in tandem with a Compact Q-TOF mass spectrometer; for system
control, Compass HyStar; for data acquisition, QTOF Control 4.1.402.322-7977-v¢110 6.3.3.11;

and for data analysis, Compass Data Analysis 4.4.
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For HCA and berberine quantification, the following equipment were used: a HPLC-DAD-FL from
Shimadzu (Tokyo, Japan) equipped with a quaternary LC-10ADVP pump, a FCV-10ALVP elution
unit, a DGU-14A degasser unit, a CTO-10AVP oven, a SPD-M20A DAD detector and a RF-20A xs
fluorescence detector. Instrument control and data collection were carried out using the CLASS-
VP DAD Shimadzu Chromatography Data System and Analyst software (1.5.2 version).

Metal profile analysis was performed using a benchtop TXRF system (S4 TStar, Bruker AXS
Microanalysis GmbH, Berlin, Germany) equipped with a 50 W X-ray tube with a molybdenum (Mo)

anode and a multilayer monochromator (17.5 keV).

2.2. Reagents, Standards, and Extraction Materials
Commercial standards of 3-caffeoylquinic acid, berberine hydrochloride (<90%), neocuproine
hemihydrate, 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchromane-2-carboxylic acid (Trolox), 2,2'-azino-bis(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS), fluorescein sodium salt, 2,2-azobis(2-methyl-
propionamide)dihydro-chloride ~ (AAPH),  3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide (MTT), a-glucosidase (G5003), a-amylase (A6255), lipase (L3126), p-nitrophenyl-a-D-
Glucopyranoside (pNPG, N1377), blocked p-nitrophenyl-a-D-maltoheptaoside (BpNPG7, N5665),
and p-nitrophenyl butyrate (pNPB, N9876) were obtained from Sigma-Aldrich. Gallium standard,
formic acid, hydrochloric acid, and HPLC grade solvents (acetonitrile, methanol, and water) were
acquired from Merck (Darmstadt, Germany). 2',7-Dichlorodihydrofluorescein diacetate (HoDCF-
DA) was purchased from Invitrogen (Waltham, MA, USA) . M199 medium, fetal bovine serum
(FBS), and other cell culture reagents, were obtained from Gibco Life Technologies (Grand Island,
NY, USA). Penicillin-streptomycin solution and Trypsin 0.25% were acquired from HyClone Co.
(Logan, UT, USA). Dimethyl sulfoxide (DMSQO) and Vitamin C were obtained from Merck

(Darmstadt, Germany). Carbonyl Cyanide 4-(Trifluoromethoxy)phenylhydrazone (FCCP) and 2-[4-
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(dimethylamino)phenyl]-3,6-dimethyl-1,3-benzothiazol-3-ium (Thioflavin T) were purchased from

Ambeed (Arlington, USA).

2.3. Plant Material
The Berberis microphylla leaves samples were collected in Chilean Patagonia, in two particular
locations (37-54° S and 74-69° W) of Coyhaique, between 2017 and 2019. The samples
classification was made by a taxonomy expert, by comparison with specimens from the Herbarium
of Universidad of Concepcion. The samples were dried at 40°C protected from light and then 500

g were ground with a stainless steel grinder.

2.4. Calafate Infusion (Cl) preparation
The Cl was prepared in a beaker with ground leaves (0.25 g) and 25 mL of just boiled nanopure
H.0, following the commercial indication of tea manufacturers (Jager et al., 2011). The CI (2.0 mL)
was taken after 5, 10, and 15 min without replacing the removed volume, and was directly used for
total polyphenols and antioxidant capacity analyses. For the in vitro assays with HUVEC cells, the
dilutions used of Cl were 1:3 (3.33 g DW /L); 1:12 (0.83 g DW /L); 1:30 (0.33 g DW /L), and 1:60
(0.16 g DW /L). In the viability assay with PC12 cells, and in the Thioflavin T assay, the dilutions
used were 1:5 (2 g DW /L); 1:20 (0.5 g DW /L); 1:50 (0.2 g DW /L), and 1:100 (0.1 g DW /L). The
HPLC analyses were carried out after freeze-drying the Cl, and reconstituting in mobile phase. The
results were expressed as mg or Imol per liter of infusion. The unit mg per cup (200 mL) of infusion
was also considered for comparative discussion. Prior to lyophilization, a methanolic extract of
Calafate leaves was prepared as described by Nova-Baza et al., 2022 (Nova-Baza et al., 2022)

and then reconstituted in mobile phase to compare with the Cl profile.

2.5. Identification of the main Cl compounds by HPLC-QTOF-MS/MS
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The chromatographic separation was performed using a C18 column (Kromasil 250 mm x 4.6 mm
x 5 [m) with a C18 precolumn (Nova-Pak 22 mm x 3.9 mm x 4 um; Waters, Milford, MA, USA) at
30°C. The mobile phase consisted of 0.1% formic acid in water and acetonitrile at a flow rate of 0.3
mL/min. The acetonitrile gradient ranged from 15% to 25% for 14 min, 25% to 35% for 11 min, 35%
to 100% for 1 min, and 100% to 15% for 1 min, with a stabilization period of 25 min. The injection
volume was 10 (L in partial loop mode (45 uL are measured, and 10 of them are co-injected with
solvent). Two milliliters of Cl taken 15 min after preparation were freeze-dried and reconstituted in
the initial mobile phase (mix of formic acid 0.1% and acetonitrile 85:25 v/v) for the characterization
of the main phenolic compounds in the beverage.

The MS/MS conditions were: ESI mode over a mass range of 50-1500 m/z, with a scan duration of
0.2 sec in centroid mode; positive and negative ionizations were performed in different
chromatographic injections. The collision energy was set at 10 and 25 eV in stepping mode. The
source parameters were set as follows: end capillary 500 V, capillary for negative scan 3500 V,
nebulizer 4 bar, dry gas 9 L/min, and dry temp 200 °C. The conditions for the auto MS/MS were: 4
precursors/cycle and active exclusion after 1 spectrum. Internal calibration was carried out using
sodium formate (10% formic acid, 1 M) with a mass accuracy of less than 3 ppm. The assignment
of identity was carried out using PubChem, METFRAG, METLIN, HMDB, and KEEG databases.

The MS data were also compared with those of other publications and with standards.

2.6. Quantification of HCAs and Berberine by HPLC-DAD-FL
For the determination of HCAs in the Cl, an external calibration with the 3-caffeoylquinic acid (3-
CQ) standard at 320 nm was used. Standard solutions were prepared at 6 concentration levels in
ethanol. The Cl, obtained after 15 min of infusion, was lyophilized and reconstituted in the mobile

phase. The chromatographic method was the same as described in 2.5. The concentration of each
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HCA was determined as 3-CQ. The analytical method validation included linearity range, precision,
detection limit, and accuracy.

The quantification of berberine in the Cl was carried out using the protocol described by Ruiz et al.,
(2014) (Ruiz, Zapata, et al., 2014). A C1g column (Kromasil C1g XDB, 5 pm, 250 x 4.6 mm) with a
C18 precolumn (Nova-Pak Waters, 4 um, 22 x 3.9 mm) at 30 °C were used. The mobile phase
(flow rate of 1 mL/min) consisted of 0.1% of formic acid in water (A) and acetonitrile (B). The
gradient started with 80% A for 1 min, then from 80 to 50% in 10 min, from 50 to 0% in 1 min,
maintained the proportion for 5 min, and ended with a final stabilization step of 80% A for 10 min.
Two milliliters of the Cl, obtained after 15 min of infusion, were lyophilized and reconstituted in the
mobile phase (mix of 0.1% formic acid and acetonitrile 80;20 v/v) for the HPLC-FL analysis. The
injection volume was 25 L, and the detector was set at 350 and 530 nm for the excitation and
emission wavelengths, respectively. The quantitative analysis was carried out by external
calibration with the berberine standard. The analytical validation of the method included linearity

range, limit of detection, intermediary precision, and accuracy.

2.7. Total polyphenol content and antioxidant capacity
TEACcuprac, TEAChsts, and TEACorac assays were performed on the Cl. TEACcuprac assays
were conducted in 96-well microplates. To each well, 50 pL of solution (10 mM copper (II) solution,
7.5 mM neucuproine solution, and 1 M pH 7 buffer) were added, and then incubated at 37°C for 15
min before adding 100 UL of TROLOX solution or sample. Then, the plates were incubated at 37°C
for 30 min, after which absorbance was determined at 450 nm using a microplate reader
(Costar3695® 96). To evaluate the intrinsic absorbance of samples, copper (1l) and neocuproine
solutions were replaced by 100 pL of Milli-Q water. TEACasrs and TEACorac assays were
performed according to Nova-Baza et al. (2022) and Ou et al. (2013), respectively (Nova-Baza et

al., 2022; Ou et al., 2013).
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2.8. Elements determination by total reflection X-ray fluorescence (TXRF)

analysis
The identification and quantification of elements was carried out by TXRF. Prior to the instrumental
measurement, 10 uL of a solution of silicone in isopropanol were dropped on the surface of the
quartz carrier, and dried at 110°C on a hot plate. Then, 10 uL of the Cl, obtained after 15 min of
infusion, were prepared with 500 pg/L of Ga as internal standard (IS), and dropped on the
siliconized quartz carrier. After drying the samples at 80°C, they were placed into the TXRF

equipment. The elements concentrations were expressed as mg per Cl liter (mg/L).

2.9. Protective potential of Cl for Alzheimer’s disease: effect on AB aggregation
The activity of the Cl to reduce AR peptide aggregation was performed by the Thioflavin T (ThT,
ex: 440 nm, em: 485 nm) fluorescence assay on a 96-microwell plate. This assay is based on the
fact that ThT increases the fluorescent signal intensity upon incorporation into beta sheets (LeVine,
Harry, 1993). Several dilutions of Cl with 20 uM ThT were used. The plate was kept at 37 °C in
orbital agitation at 500 rpm for AB aggregation. ThT fluorescence intensity was measured every 3

min for 4 h using a NOVOstar multi-plate reader.

2.10. Cellular cytotoxicity and protective effect of Cl on HUVEC and PC12
models
Cell cultures of human umbilical vein endothelial cells (HUVECs) (Lonza Group) were carried out
on gelatin-coated plastic dishes with M199 medium supplemented with 20% FBS at 37°C with 5%
CO; (Olivares-Caro et al., 2020).
HUVECs cell viability was determined by the MTT method. The cells were recovered with Trypsin/

ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) and plated on a 96-well plate. The cells were pretreated
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for 24 h with different dilutions of CI, obtained by 15 min of infusion, in culture medium
supplemented with 2% FBS or 10 mM phosphate buffered saline (PBS), composed of 145 mM
NaCl, 7.5 mM Na;HPO4 and 2.5 mM NaH2POs4 (pH 7.2-7.4). The assay with PBS was used as a
positive control to induce cell death by serum deprivation. After the pretreatment period, cells were
incubated with the MTT solution at a final concentration of 0.5 mg/mL for 4 h at 37°C. Then, 85 L
of the medium were removed, and DMSO (50 uL) was added to each well. The absorbance was
measured at 540 nm using a microplate reader. Cell viability was calculated using non-treated cells
cultured in M199 medium with 2% FBS as the viability control (Olivares-Caro et al., 2020).

PC-12 cells (ATCC CRL-1721, USA) were cultured in Dulbecco's modified Eagle's medium
(DMEM) (Hyclone, USA) with 5% FBS, 5% horse serum, 100 U/ml penicillin, 100 g/ml streptomycin,
and 2 mM L-glutamine. Cells were incubated under standard conditions (37°C, 5% CO,) (Castillo
et al., 2019). PC-12 cell cultures were plated at a density of 30,000 cells/well and used 24 h after
plating. After exposing the cells to each dilution (2.4 section), they were incubated with MTT using
the same procedure of HUVECs cells. FCCP (1 uM), a mitochondrial uncoupler molecule, was
used as a negative control considering that mitochondrial uncoupling induces cell death. The same
procedure was used to measure the protective effect of Cl against oxidative stress on PC12 cells.
The intracellular ROS measurement was based on the ROS-mediated conversion of the
nonfluorescent probe H,DCFH-DA into dichlorofluorescein (DCF), which intensity of fluorescence
indicates increased oxidative stress. For these experiments, HUVECs were plated in 96-well plates
at a density of 30,000 cells per well, and after 1 day, they were incubated with the respective
dilutions of Cl, obtained from 15 min of infusion, for another 24 h. Then, the cells were washed with
10 mM PBS and incubated with H,DCFH-DA (10 uM) in 10 mM PBS at 37°C for 45 min. At the
end of the incubation period, cells were washed and stimulated with H20, (200 uM), and the DCF
fluorescence was measured (ex: 485 nm; em: 540 nm) after 45 min. Cells exposed to H202 but not

to the Cl were used as a positive control of oxidative stress. The results were expressed as a fold
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change of the fluorescence intensity between stimulated and non-stimulated HUVECs, with cells
not exposed to Cl or H202 as negative control (Olivares-Caro et al., 2020). The antioxidant control,

vitamin C (250 pg/mL), was added to cell cultures at the same time as H20..

2.11. Protective potential of ClI for metabolic syndrome: effect on
enzymatic activity

The effect of the Cl on a-glucosidase, a-amylase, and lipase activity was evaluated. The Cl,
obtained after 15 min of infusion, was diluted 10 times in the corresponding enzyme activity buffer,
and then used for the inhibition assay. The substrates used for all enzymes released p-nitrophenol,
which absorbance was measured at 400 nm in a multi-plate reader (Synergy HTX, BioTek)
employing the kinetic mode. The kinetics data were analyzed using non-linear regression in the
GraphPad Prism software. The slope of the linear portion of the kinetics data corresponds to the
initial velocity (Vi) expressed in absorbance per min (Abs min-!). In addition, the results were
expressed in inhibition percentage (%). The positive control was the non-inhibited reaction. Two
additional controls were considered: control without enzyme (which was subtracted from the
sample’s absorbance) and control without infusion (positive control).
The a-glucosidase activity was measured using the substrate pNPG according to Zhang et al.,
2011 (L. Zhang et al., 2011) with some modifications. Briefly, a reaction solution of 140 pL of
potassium phosphate buffer (PBS, pH 6.8) and 20 uL of enzyme solution (25 ug/mL) were
incubated at 37°C for 15 min in the presence (20 L) or absence of Cl. Then, the absorbance
measurement started with the addition of 20 L of the substrate (25 mM) to each well for 30 min at
37°C.
The a-amylase activity was determined according to (Fais et al., 2018)(Fais et al., 2018) with some
modifications. Briefly, BPNPG7 was used as substrate. A reaction solution composed of 60 uL of

PBS (pH 7.0), 20 pL of NaCl (1M) and 40 uL of a-amylase (1 mg/mL) was used and incubated at
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37°C for 15 min in the presence (50 pL) or absence of the CI. Then, the absorbance measurement
started with the addition of 80 L of the substrate (7.9 mM) to each well for 30 min at 37°C.

The lipase activity was assessed using the substrate pNPB according to (Roh & Jung, 2012)(Roh
& Jung, 2012) with some modifications. Briefly, a reaction solution composed of 200 L of PBS (pH
7.2, 0.1% Tween 80) and 25 |IL of the enzyme (0.5 mg/mL) was incubated at 30°C for 30 min in
the presence (20 pL) or absence of the Cl. Then, the absorbance measurement started with the

addition of 5 L of the substrate (25 mM), all in a final volume of 250 L, for 30 min at 30°C.

212. Statistical analyses
Data were analyzed by one-way ANOVA and Bonferroni multi-comparison test in GraphPad Prism
(9.5.00 version). Data passed the ANOVA prerequisites (Shapiro-Wilk normality and Bartlett
homoscedasticity, both with p<0.05). The significance levels were: * p<0.05; ** p< 0.01; *** p<0.001

and *** p<0.0001. The sample size (n) is shown in each figure.

3. Results and Discussion
3.1. Metabolic profile of Calafate infusion (Cl)
The Cl prepared for 15 min in boiling water following the commercial indication for tea preparations,
was analyzed by HPLC-ESI-QTOF-MS/MS in negative mode, due to the better ionization of
flavonols and HCAs under this working condition. The base peak chromatogram (BPC) of the
infusion is shown in Figure 2a, and both the spectrometric characteristics and the retention times
of the detected compounds are summarized in Table 1. HCAs were the most diverse and abundant
compounds identified in the beverage. There were 31 HCAs, followed by 24 flavonols, 7 benzoic
acid derivatives, 2 monoterpenes and 1 lignan. Nine compounds were annotated with identification
level A, according to the classification of Alseekh et al., 2021 (Alseekh et al., 2021), whereas 11

compounds were not identified.

[Escriba aqui]

95



312

313

314

315

316

mr;s exiracin acuos0 hop caldf Me 4 precursores Sin exLson aciva 020419_2_01_1923.d BPC -All MS|
x1054

a

Fren.
AUl

2500 4 b

2000 4

|

= |
| \ { o

soc:ﬂ—} ‘.L{ U\,

SRF 10 acuoza hga canla 4 precursares Sn exugon acivs 020418 2 01_1823.4: UV Chromeiogram, 320 rm

|l

d | ! ’l\ [ﬂ\
i NN e 5 I . S . A < 2

18 18 20 22 2 20 28 T frin]

\
| |1
AN

J
10 12 I'-

Figure 2: Calafate infusion chromatograms obtained by HPLC-DAD-QTOF-MS/MS. a) Base Peak

Chromatogram (BPC); b) UV-Chromatogram at 320 nm.
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Table 1: Metabolic profile of Calafate infusion obtained by HPLC-DAD-QTOF-MS/MS.

tr A Molecular lonics fragments Error Chemical
Peak (M-Hy Annotation Reference¢
(min) (nm)  Formula (ppm) family
1-O-vanilloyl-beta-D-
1 10.9 321 [CiHnOo}  329.0886 152.0115; 167.0350 24 (Chamorro et al., 2019) Benzoic acid
glucose®
ydroxybenzoic acid (Cabaras-Garcia et al., 2019;
2 14 ~  [CiH1eOs}  315.1087 153.0557 0.5 Benzoic acid
hexoside® Elsadig Karar & Kuhnert, 2016)
209.0303; 191.0197; 135.0452; 3- or 4-trans- caffeoyl- (Olivares-Caro et al., 2020; Ruiz,
3 13 326 [CisHisOn}  371.0621 04 HCA
179.0350 glucaric acid® Mardones, et al., 2014)
(Cabanas-Garcia et al., 2019; Z.
protocatechuic acid Chen etal., 2017; da Costa et al.,
4 119 [CiaH1s0e}  315.0726 109.0295 -13 Benzoic acid
glucoside* 2016; Elsadig Karar & Kuhnert,
2016; Gu et al., 2015)
209.0303; 191.0197; 135.0452; 3- or 4-trans- caffeoyl- (Olivares-Caro et al., 2020; Ruiz,
5 121 326 [CisHisOu}  371.0625 -13 HCA
179.0350 glucaric acid® Mardones, et al., 2014)
223.0612; 193.0142; 208.0377;
6 125 [Ci7Hz01]  403.1512 -1.3 gardenoside?® (Neri-Numa et al., 2020) Monoterpenoid
123.0088
[Escriba aqui]
209.0303; 191.0197; 135.0452; 2- or 5-trans-caffeoyl-glucaric ~ (Olivares-Caro et al., 2020; Ruiz,
7 12.8 329 [CisHhsOu}  371.0627 1.8 HCA
179.0350 acid® Mardones, et al., 2014);
8 131 [Ci4H1s08}  311.0775 189.0557; 135.0452; 149.0608 -1 unidentified
191.0561; 179.0350; 135.0452; (Olivares-Caro et al., 2020; Ruiz et
9 134 325 [CiwHnOof  353.0882 -1.2 5-caffeoylquinic acid* HCA
161.0244 al., 2013)
(S. D. Chen et al., 2014; Elsadig
10 136 328 [CisHheOn}  359.0989 197.0455 1.4 Gluocosyringic acid® Benzoic acid
Karar & Kuhnert, 2016)
209.0303; 191.0197; 135.0452; 2- or 5-trans-caffeoyl-glucaric  (Olivares-Caro et al., 2020; Ruiz,
1" 139 329 [CisHhsOn]  371.0627 2 HCA
179.0350 acids Mardones, et al., 2014)
12 144 326 [CoHaOu]  499.1094 149.0608; 193.0506 0.2 unidentified
(Matsuura et al., 2014; Nie et al.,
13 14.7 [C2iH21012]  465.1059 303.0510; 285.0405 44 plantagosides Flavonoide
2021; Wang et al., 2016)
191.0561; 135.0452; 147.0299;
14 15 329 [CisHhaOw}  353.0517 0.7 caffeoylisocitric acid isomer® (Steingass et al., 2017) HCA
179.0350; 161.0244;
179.0350; 135.0452; 161.0244; (Steingass et al., 2015; Y. Zhang et
15 15.5 326 [CisHiOof  341.0860 0.1 caffeoyl-glucoside® HCA
117.0346 al.,, 2018)
16 15.9 320 [CisHieOg}  343.1040 181.0506; 137.0608 46 pleosid: (L abal-Fuentes et al., 2020) Benzoic acid
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191.0561; 93.0346; 161.0244;

(Olivares-Caro et al., 2020; Ruiz et

17 16.3 321 [CieHyOs}  353.0881 127.0401; 135.0452; 09 3-caffeoylquinic acid* HCA
al,, 2013)
173.0455; 161.0244
191.0561; 161.0244; 191.0197;
18 16.6 328 [CisHiaOw]  353.0515 147.0299; 135.0452; 0.2 caffeoylisocitric acid isomer® (Steingass et al., 2017) HCA
179.0350
19 16.6 328 [CuHuOs}  309.0602 133.0295; 147.0240; 147.0299 0.8 unidentified
135.0452; 243,0663; 109.0295; (Krzyzanowska-Kowalczyk et al.,
20 16.9 [CieHis0e]  359.0776 -1 rosmarinic acid® HCA
179,0350; 161.0608 2018; J. Zhang et al., 2019)
21 176 329 [CisHiOw}  353.0515 191.0197; 147.0299; 179.0350 0.3 caffeoylisocitric acid isomer® (Steingass et al., 2017) HCA
22 17.7 328 [Ci/HwOs}  367.1039 193.0506; 134.0373; 173.0455 11 feruloylquinic acid isomer® (Ruan et al., 2019) HCA
271.0976; 243.0663; 109.0295;
23 18.1 [CieHis0s]  359.0769 -4 unidentified
135,0452;
24 182 326 [CuH2iOw}  385.1144 175.0037; 223.0618; 265.0718 -1 sinapic acid hexoside® (Mekky et al., 2019) HCA
benzyl alcohol-hexose-
25 182 326 [CigHorOr}  447.1502 401.1453; 269.1031; 161.0455 1.2 (Bystrom et al., 2008) Benzoic acid
pentose + HCOOH®
26 18.2 [C20H3101}  431.1918 179.0502; 179.0561; 101.0244 1 unidentified
[Escriba aqui]
209.0303; 371.0620; 191.0197;
(Maas et al., 2009; Ruiz et al.,
27 185 323 [CaH21Ow]  533.0935 147.0299; 129.0193; 0.4 Dicaffeoylglucaric isomer® HCA
2013)
179.0350; 135.0452
191.0561; 161.0244; 127.0401; (Olivares-Caro et al., 2020; Ruiz et
28 19.1 321 [CiwHiOs}  353.0881 0.2 caffeoylquinic acid isomer® HCA
93.0346 al,, 2013)
385.1868; 153.0921; 223.1340;
29 193 326  [CaoHsiOn0}  431.1922 0.1 unidentified
205.1234; 161.0455
209.0303; 371.0620; 179.0350; (Maas et al., 2009; Ruiz etal.,
30 204 326 [CauH2101}  533.0940 0.6 dicaffeoylglucaric isomer® HCA
147.0299; 135.0452 2013)
191.0197; 135.0452; 161.0244;
3 206 329 [CisHi:Ow}  353.0519 -14 caffeoylisocitric acid isomer? (Steingass et al., 2017) HCA
179.0350; 147.0299
191.0561; 173.0455; 173.0397; (Steingass et al., 2017)
32 206 328 [CiHiOs}  337.093 0.2 coumaroylquinic acid isomer8 HCA
163.0401
191.0197; 147.0299; 135.0452; (Steingass et al., 2017)
33 209 329 [CisHiOn}  353.0513 0.4 caffeoylisocitric acid isomer® HCA
179.0350
135.0452; 161.0244; 179.0350; (Steingass et al., 2017)
34 236 330 [CisHi0n]  353.0513 0.4 caffeoylisocitric acid isomer® HCA
147.0299
35 213 323  [CosHisOn] 5232171 361.1657; 346.1422 26 mascaroside?® (Ducruix et al., 1977) Monoterpenoid
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coumaroylisocitric acid

36 215 323 [CisHisOs}  337.0560 163.0401 16 (Steingass et al., 2017) HCA
isomer®
37 221 235  [Ci7HisOs]  367.1030 191.0561; 134.0373 1.1 feruloylquinic acid isomer® (Ruan etal., 2019) HCA
(Matsuura et al., 2014; Nie et al.,
38 222 323 [CotH2i0}  465.1067 285.0405 -1 plantagoside® Flavonoid
2021; Wang et al., 2016)
propanedioic acid, [5-[[2-[(6-
(Cabaias-Garcia et al., 2019;
39 23 323 [CusHuOws} 4332072 161.0455; 179.0350 1.7 deoxya-L-galactopyranosyl) Benzoic acid
Nova-Baza et al., 2022)
oxy] cyclohexyl] oxy]-Pentyl]®
209.0303; 371.0620; 191.0139; dicaffeoylglucaric acid (Maas et al., 2009; Ruiz et al.,
40 25 335  [CasH2iOs}  533.0936 0.2 HCA
191.0197; 135.0452 isomer® 2013)
301.0354; 255.0299; 151.0037; (Ciric et al., 2012; Olivares-Caro et
4 227 346 [CoHzsOs}  609.1448 21 quercetin-3-rutinoside* Flavonoid
178.9986 al., 2020)
dicaffeoylglucaric acid (Maas et al., 2009; Ruiz et al.,
42 29 326 [CosH2Os}  533.0930 209.0303; 191.0197; 191.0561 13 HCA
isomer® 2013)
43 234 327  [CieHiOs}  337.0220 191.0561 21 coumaroylquinic acid isomer? (Steingass et al., 2017) HCA
dicaffeoylglucaric acid (Maas et al., 2009; Ruiz et al.,
44 217 327 [CosH2iOu}  533.0940 209.0303; 371.0620; 191.0197 0.7 HCA
isomer® 2013)
[Escriba aqui]
191.0197; 353.0514; 161.0244; dicaffeoylisocitric acid (Maas et al., 2009; Ruiz et al.,
45 242 323 [CisHisOn}  515.0831 1.3 HCA
179.0350 isomer® 2013)
46 247 [CieH1sOs}  335.0768 161.0244; 179.0350 12 caffeoylshikimic acid isomer®  (Elsadig Karar & Kuhnert, 2016) HCA
(Chamorro et al., 2019; Olivares-
47 248 349  [CaHisO1}  463.0874 271.0248; 301.0354; 255.0299 1.7 quercetin-3-D-galactoside®  Caro et al., 2020; Ruiz, Zapata, et Flavonoid
al,, 2014)
(Chamorro et al., 2019; Olivares-
48 251 349 [CaHiOrf  463.0872 271.0248; 301.0354; 255.0299 22 quercetin-3-glucoside® Caro et al., 2020; Ruiz, Zapata, et~ Flavonoid
al, 2014)
49 252 338 [CaHicOn}  447.0933 284.0336 0 Kaempferol 7-O-glucoside®  (Elsadig Karar & Kuhnert, 2016)  Flavonoid
209.0303; 371.0561; 371.0620; dicaffeoylglucaric acid (Maas et al., 2009; Ruiz et al.,
50 254 327  [CaH2iOu}  533.0937 HCA
191.0197; 179.0350 isomer® 2013)
Kaempferol
51 256 330 [CorHaO1sf  593.1509 285.0405; 257.0455 04 (Elsadig Karar & Kuhnert, 2016)  Flavonoid
rhamnosylhexoside8
(Elsadig Karar & Kuhnert, 2016; Z.
52 26 344 [CosH31Oisf  623.1613 315.0510; 300.0276 0.7 isorhamnetin-rutinoside®  H. Lietal., 2016; Olivares-Caro et~ Flavonoid
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271.0248; 255.0299; 151.0037; quercetin-malonylglucoside  (Olivares-Caro et al., 2020; Ruiz,
53 268 345 [CaH21Ois}  549.0879 13 Flavonoid
463.0882 isomer8 Mardones, et al., 2014)
255.0299; 313.0354; 313.0412;
54 268 345  [CasH20s]  505.0979 1.8 unidentified
107.0350
quercetin -malonylglucoside ~ (Olivares-Caro et al., 2020; Ruiz,
55 274 345  [CasH21Oss}  549.0886 271.0248; 301.0354; 255.0299 0.1 Flavonoid
isomer® Mardones, et al., 2014)
335.0409; 173.0092; 447.0933;
56 274 342 [CosH2iOof  505.0979 09 unidentified
291.0510
255.0287; 227.0347; 447.0926;
57 272 332 [CaHisOn}  447.0925 1.7 kaempferol-hexoside isomer®  (Elsadig Karar & Kuhnert, 2016)  Flavonoid
284.0339
syringaresinol hexoside
58 272 335 [CasH21Oss}  579.2074 181.0506; 166.0272 1.6 (Steingass et al., 2015) Lignan
isomer8
(Chamorro et al., 2019; Elsadig
243.0299; 271.0248; 257.0455; isorhamnetin-glucoside
59 279 335 [CzzH2101}  477.1038 0.1 Karar & Kuhnert, 2016; Olivares-  Flavonoid
300.0276 isomer®
Caro et al., 2020)
227.0355; 447.0923; 255.0305;
60 281 332 [CaiHisOn}  447.0934 -0.3 kaempferol-hexoside isomer®  (Elsadig Karar & Kuhnert, 2016)  Flavonoid
284.0337
[Escriba aqui]
(Chamorro et al., 2019; Elsadig
243.0299; 271.0248; 257.0455; isorhamnetin-galactoside
61 283 335  [CaH210r2}  477.1030 18 Karar & Kuhnert, 2016; Olivares-  Flavonoid
300.0276 isomer®
Caro et al., 2020)
271.0248; 301.0354; 255.0299; X
62 286 [CaiH1s041]  447.0930 07 quercetin-3-rhamnoside® (Ciri¢ et al., 2012) Flavonoid
151.0037
353.0878; 191.0561; 179.0350; (Olivares-Caro et al., 2020; Ruiz et
63 289 327 [CosHzsOu}  515.1189 12 1,5 - dicaffeoylquinic acid* HCA
135.0452; 161.0244 al, 2013)
(El-Sayed et al., 2017; Rodriguez-
64 289 [CaHzs0se}  537.1010 201.0193; 135.0452 53 limogitrol-hexoside isomer8 Flavonoid
Riveraetal., 2014)
65 289 327 [CaiHiOw}  431.0964 268.0377 45 apigenin-hexoside isomer®  (Elsadig Karar & Kuhnert, 2016)  Flavonoid
66 292 [C2:HisOu1]  447.0925 285.0405; 151.0037 1.7 kaempferol-hexoside isomer®  (Elsadig Karar & Kuhnert, 2016)  Flavonoid
67 292 [CaoH31Osf  417.2121 371.2075; 161.0455; 101.0244 21 unidentified
68 296 328 [CoiHiOw}  431.0986 268.0360;431.0938 05 apigenin-hexoside isomer®  (Elsadig Karar & Kuhnert, 2016)  Flavonoid
(Beltrame et al., 2006; S. D. Chen
69 296 328  [CosHisOe}  451.1027 341.0667; 109.0295 1.7 cinchonain 1a isomer® etal., 2014; Elsadig Karar & Flavonoid
Kuhnert, 2016)
[Escriba aqui]
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353.0878; 173.0455; 179.0350;

(Olivares-Caro et al., 2020; Ruiz et

70 298 327 [CosHasOr}  515.1183 24 4.5 - dicaffeoylquinic acid* HCA
191.0452 al., 2013)
(El-Sayed et al., 2017; Rodriguez-
4l 299 [CasHosOws}  537.1021 201.0193; 375.0722 33 limocitrol-hexoside isomer® Flavonoid
Rivera etal., 2014)
(Beltrame et al., 2006; S. D. Chen
72 30 328  [CaHisOs}  451.1035 341.0667; 109.0295 0 cinchonain 1a isomer® etal., 2014; Elsadig Karar & Flavonoid
Kuhnert, 2016)
300.0276; 271.0248; 321.0405;
73 30.2 329  [CasHz:Ons}  519.1130 27 unidentified
321.0463; 255.0299;
74 304 [CaiHisOn}  447.0931 285.0405; 151.0037 03 kaempferol-hexoside isomer®  (Elsadig Karar & Kuhnert, 2016)  Flavonoid
(Beltrame et al., 2006; S. D. Chen
75 304 328  [CaHisOs]  451.1037 341.0667; 109.0295 0.6 cinchonain 1a isomer® etal., 2014; Elsadig Karar & Flavonoid
Kuhnert, 2016)
271.0248; 271.0307; 243.0299;
76 306 329 [CauHziOsa}  519.1139 11 unidentified

243.0358

tr= retention time (min); A nm- = wavelength (nm). lonic fragments are ordered according to their intensity from highest to lowest.

[Escriba aqui]

Aldentification level A: Standard or NMR, according to Alseekh et al., 2021 (Alseekh et al., 2021)(Alseekh et al., 2021).

8 |dentification level B: Confident match based on MS/MS, or confident match using in-silico MS/MS approaches, or partial match based on MS/MS, according to Alseekh et al.,

2021 (Alseekh et al., 2021)(Alseekh et al., 2021).

¢ References are fully cited in Supplementary Materials.
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These results are in agreement with the compounds identified in the methanolic extracts of leaves
from different Berberis generus (Nova-Baza et al., 2022), despite the differences between the
extraction procedures. Nevertheless, some of the HCAs, flavonoids, and benzoic acids identified
in the methanolic extract were not detected in the aqueous infusion. This dissimilarity can be
attributed to the different polarities and energies used for the extractions (methanol/ultrasound vs
water/temperature). Another difference between the infusion and the reported methanolic extract
is the presence of feruloylquinic acid isomers (EIC 367.1030 m/z) of higher polarity in the former,
probably due to the favoring of isomerization towards more polar isomers in water. The same was

observed for caffeoylquinic acid isomers (Supplementary Figure 1).

3.2. Concentration of the main compounds in CI
321, HCAs and flavonols
Figure 2b shows the chromatogram profile of the Cl at 320 nm. The main signal of the
chromatogram was identified as 3-caffeoylquinic acid (3-CQ), according to the retention time and
the MS/MS spectra of the standard. The chromatogram shows that the HCAs profile is very
conserved with respect to that previously observed in Calafate fruit, in which 3-CQ was the most
important (Ruiz et al., 2013). Table 2 summarizes the concentration of the main HCAs and flavonols
in the infusion (the figures of merit of the validation of the HCAs and flavonols quantification
methods are summarized in Table 1S). The highest concentration was observed for 3-CQ, followed
by caffeoylglucarics and some caffeoylisocitric isomers. The total concentration of HCAs was 2.5
mmol/L, expressed as 3-CQ. The concentrations of flavonols are much lower in CI. Quercetin-3-
galactoside and quercetin-3-glucoside were the main quantificable flavonols, with a total
concentration of less than 15 umol/L. Considering a cup of infusion of 200 mL, the intake of HCAs

would be 160.8 mg per cup. The Cl has a higher concentration of HCAs than 89 other herbal
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infusions, including llex paraguariensis (Yerba mate), which is the infusion with the highest amount
of HCAs (105,2 mg per cup) according to Dillenburg Meinhart et al., 2018 (Clifford, 1999; Meinhart
et al., 2018). This interesting result strongly supports the idea of considering Cl as a functional

beverage.

Table 2. Concentration of the main HCAs and flavonols in CI (n=3)

tr (min) Identification by QTOF Concentration umol/L
1.3 3-or-4-transcaffeoylglucaric acid 204.99 + 11.34
12.1 3-or-4-transcaffeoylglucaric acid 339.19 = 21.41
12.8 2-or-5-transcaffeoylglucaric acid 132.85 £ 8.95
13.5 5-caffeoylquinic acid 45.44 + 2.01
141 2-or-5-transcaffeoylglucaric acid 109.09 +7.60
15.0 caffeoylisocitric acid isomer 179.09 + 12.50
16.0 3-caffeoylquinic acid 996.23 + 62.58
16.6 caffeoylisocitric acid isomer 173.10 + 16.84
17.6 caffeoylisocitric acid isomer 37.95+0.35
18.5 dicaffeoylglucaric isomerB 52.90 + 0.26
204 dicaffeoylglucaric isomerB 58.75+7.35
289 1,5 - dicaffeoylquinic acid 77.68 + 3.64
29.8 4 5-dicaffeoylquinic acid 138.05 £ 7.62
248 quercetin-3-D-galactoside 6.38 +4.13
251 quercetin-3-glucoside 7.48 + 3.86
Total HCAs 2497.85 * 189.05
Total Flavonols 13.86 £7.99

Data are presented as mean =+ standard error.
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3.2.1. Berberine
The figures of merit of the quantitative method for berberine are presented in Table 1S. The
concentration of berberine was 7.03 + 2.24 mg/L in the Cl obtained after 15 min of extraction (n=4).
Traces of Jatrorrhizine were also detected (data not shown). The identification of berberine and
Jatrorrhizine, as well as the absence of other alkaloids in the Cl was confirmed by MS/MS.
Berberine has been assessed as a treatment for type 2 diabetes (Y. Zhang et al., 2008) due to its
ability to improve systemic insulin sensitivity through an increased AMPK activity, and also by
regulating gut microbiota (Han et al., 2011), among other mechanisms. Recently it has been
suggested that berberine reduces the intestinal absorption of glucose by inhibiting the IGF-1R-
PLC-beta 2-GLUT2 signal pathway (M. Zhang et al., 2022).Therefore, berberine could contribute
to reduce blood glucose levels after the consumption of the Cl, acting as a functional beverage. On
the other hand, there is important evidence suggesting that berberine may be beneficial in the
context of Alzheimer's disease, by limiting the pathogenesis of extracellular amyloid plaques and
intracellular neurofibrillary tangles, and also by protective mechanisms against atherosclerosis
related to lipid and glucose lowering that slow oxidative stress and neuroinflammation (Cai et al.,

2016).

3.2.2. Elements
The analysis by TXRF using Ga as IS showed that the main elements in the Cl were K, Ca, Cl, P,
and S (Table 3). The concentration of elements that play important roles in the regulation of
oxidative stress, such as Zn, Cu, and Mn, was lower than that described for other herbals infusions
(Tokalioglu, 2012). However, these elements are important for the antioxidant potential of the
infusion, due to their interaction with several enzymes, e.g. Mn is a cofactor of superoxide

dismutase (SOD) (Fukai & Ushio-Fukai, 2011). Toxic metals as Hg, Se, and As were not detected
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in the infusion, and Pb levels were lower than the maximum limit allowed in food (0.1 mg Kg-)
(Minsal, 2018). Thus, CI provides essential elements that contribute to human nutrition and

antioxidant response, and does not contain toxic elements.

Table 3: Estimated concentration of metals in the Cl by TXRF

Element Concentration mg/L
Aluminium ND
Phosphorus 5413 +2.35
Sulfur 36.27 +2.37
Chlorine 66.77 + 1.71
Potassium 138.70 + 2.31
Calcium 88.63 +4.20
Manganese 0.56 + 0.04
Iron 0.41+0.13
Cobalt ND
Nickel 0.003 £ 0.00
Copper 0.02 + 0.00
Zinc 0.09 + 0.00
Lead* 0.01 £ 0.00

Data are presented as mean + standard error. ND: not detected. *Pb: 0.08 expressed as mg Kg-.

3.3. Antioxidant capacity of the CI
The infusions prepared for 5, 10, and 15 min were used to evaluate the antioxidant capacity and
total polyphenol content of the CI (Table 4). These assays allow to get a global view of the
antioxidant potential of this new functional beverage.
High antioxidant capacity was obtained using three in vifro assays. The results showed no

significant differences between extraction times. The compounds with the highest concentrations
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in the CI were HCAs, which could explain the high antioxidant capacity detected. HCAs have a
rapid diffusion to the boiling water due to their high polarity. Moreover, a cup of Cl (200 mL) has an
ORAC of 2787.89 + 84.37 TEAC pmol, which is higher than other commonly consumed beverages,
such as coffee (1401.00 = 2.49 TEAC umol) (Ormaza et al., 2018) and yerba mate (1775.00 +
210.72 TEAC pmol) (Mesquita et al., 2021). Based on these results, it is possible to consider this

beverage as a promising potential functional drink.

Table 4: Antioxidant capacity of the CI

Folin-cicalteau CUPRAC ABTS ORAC
Cl (min)
GAE pmol/L TEAC pmol/L
5 1373.2 +226.9 18809.7 + 4106.6 6651.3 + 729.7 13456.4 + 726.4
10 1480.5 + 335.1 20114.3 + 3770.1 7890.8 + 12435  14126.4 + 1080.8
15" 1527.3 +231.6 18477.4 + 31671 8491.6 + 8934 14235.6 + 337.5

Data are presented as mean + standard error. Figures of merit are presented in Table 1S. GAE: gallic acid

equivalent; TEAC: Trolox equivalent antioxidant capacity. N=3, statistical significance by ANOVA.

3.3.1. Effect of Cl on AB aggregation assay: potential effect on Alzheimer's disease
The cytotoxicity of AB peptide is closely related to its state of aggregation (Fuentealba et al., 2012).
To evaluate the direct effect of the CI on the aggregation process of AR peptide, diferent dilutions
of the acqueous infusion were studied. The kinetics of the Thioflavine T assay showed that its
insertion into the B-sheet structure of AB decreases in the presence of Cl, (Figure 3). Therefore,
our results suggest that the CI could help to decrease the formation of AR aggregates, and reduce
their cytotoxicity. In addition, these results represent an important advance for the development of
functional foods that promote health and prevent the onset and progression of neurodegenerative
disorders like Alzheimer's disease. The question that arises is whether the compounds present in

the Cl effectively reach therapeutic concentrations in the brain to show such effects. Even though
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HCAs have been proved to be potent neuroprotective agents, they have a low lipophilicity due to
the presence of a high number of OH groups, so they may not be able to penetrate the blood-brain
barrier (Maruta et al., 1995). Furthermore, the metabolites produced after the ingestion of HCAs
are even more polar, such as derivatives of 3-phenylpropionic acid, phenylacetic acid, benzoic acid,
among others (Bustamante et al., 2018). It is for this reason that, despite our promising results, it

is essential to continue this study with in vivo assays.

g

- AR

= AR+CI| 1:5

-+ AR+Cl 1:20
AR+CI 1:50
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Figure 3: Thioflavine T assay for the study of AB peptide aggregation. a) Kinetic aggregation of AR
peptide in the presence of different CI dilutions; b) Area under the curve (AUC) of the kinetic
aggregation of AB peptide. Incubation with 20 uM of Thioflavin T. Cl: Calafate infusion at 1:100;
1:50; 1:20 and 1:5 dilutions. Fluorescence intensity was determined as a percentage of the control
signal (100%). Data are presented as mean + standard error (n=6; ANOVA test with Bonferroni

post hoc test; ****p<0.0001 vs control).

3.4. Evaluation of the cytotoxicity of Cl
Two cell line models were used to evaluate the cytotoxicity of the Calafate acqueous infusion:
HUVEC and PC12. The HUVEC viability experiment (Figure 4a) showed that only the less diluted
infusion 1:3 (3.33 g DWIL of Cl) affected cell viability after 24 h of incubation (p < 0.05). The positive
control, i.e. cell lysis by serum deprivation after 48 h, showed a significant reduction in cell viability,

of approximately 96%. This indicates that Cl does not generate cytotoxicity at plasmatic levels
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considering polyphenols concentration described in plasma (Bustamante et al., 2018). In PC12,
the dilutions of 1:100 and 1:50 were not cytotoxic, however, higher concentrations of Cl reduced
cell viability by 20% (dilution of 1:20) and 30% (dilution of 1:5) with respect to the control. The

dilution of 1:5 (2 g DWIL of CI) showed the same cytotoxicity than FCCP (Figure 4b).

3.5. Effect of Cl on ROS production: potential protection against oxidative stress
The potential of Cl to prevent oxidative stress was assayed by evaluating its effect on intracellular
ROS production, by exposing HUVEC cells to H202 according to Olivares-Caro et al., (2020). The
ability of the infusion to prevent ROS production was determined with the HoDCF-DA probe. The
results showed that 200 uM of H20, induced an increase of ROS to 215.99%, in comparison to
nontreated cells (negative control) (p < 0.05) (Figure 4c). The addition of vitamin C together with
H20 partially restored the radical production, by decreasing ROS production to 148.42%. Different
dilutions of the CI prevented ROS formation at a similar magnitude as vitamin C, with ROS levels

ranging from 176.85% (0.16 g/L) to 141.26 % (0.83 g/L).
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Figure 4: In vitro viability and protective effect of Calafate infusion on HUVEC and PC12 cell line
models. a) In vitro viability assay (MTT method) for HUVEC. Data are expressed as % with respect
to the control, n=3. b) In vitro viability assay (MTT method) for PC12. Data are expressed as % with
respect to the control, n=6. c) Protective effect of Calafate infusion against H,O,-induced reactive
oxygen species (ROS) production in HUVEC cells. Intracellular ROS levels were determined by
H2DCF-DA fluorescence (10 uM, Aex 485 nm, Aem 540 nm) in cells previously incubated with the
infusion and then exposed to H20,. Vitamin C (250 pg/mL) was used as the antioxidant control,
n=3. H20, control (positive control). d) Protective effect of Calafate infusion against FCCP-induced
oxidative stress in PC12 cells. The use of FCCP represents a mitochondrial oxidative
phosphorylation model. The viability was determined as described in b). Non-statistically significant

differences are observed between FCCP and CI 1:100 + FCCP and CI 1:50 + FCCP. Data are
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presented as mean =+ standard error. ANOVA test and Bonferroni post hoc test were *p < 0.05 vs

control, **p< 0.01 vs control, ***p< 0.001 vs control, ***p< 0.0001 vs control, * positive control..

Despite the protective effect of all the dilutions tested in HUVEC cells, the Cl showed a
concentration-dependent behavior in PC12 cells. While the cells treated with CI 1:100 and 1:50
showed no statistically significant differences when compared to those treated with FCCP, their
coincubation with CI 1:20 and FCCP increased the cell viability up to the negative control levels
(Figure 4d). These results suggest that the infusion would have a protective role against oxidative
stress in different cell types. Moreover, this role could be mediated by its antioxidative capacity and
its subsequent effect on mitochondrial oxidative function. For instance, it could be related to its
content of chlorogenic acid and derivatives as caffeic or quinic acid, which decrease the oxidative
stress generated by different stressors affecting mitochondrial function (Fuentealba et al., 2011;

Khailova et al., 2019; J. Li et al., 2017).

3.6. Effect of Cl on in vitro enzymatic activity: potential effect on metabolic
syndrome
Evidence of the interactions between digestive enzymes and polyphenols has been wildly reported
(Griffiths, 1986; Martinez-Gonzalez et al., 2017). In addition, plant infusions and teas, including
aqueous extracts from teas, can inhibit the activity of lipase, a-glucosidase, and a-amylase
(Sellami et al., 2017). We observed that Cl strongly reduced the initial velocity of lipase, a-
glucosidase and a-amylase, and lipase at 65%, 52%, and 76%, respectively, in comparison to the

control without Cl (Table 5).

4Table 5: Enzymatic inhibition produced by the Cl

480

[Escriba aqui]

110



481

Lipase o -amilase a-glucosidase
Kinetic Decrease Vi Decrease Vi Decrease Vi
Vi Vi Vi
parameter (%) (%) (%)
Control 0.0034 + 0.0002 - 0.0200 +0.0012 - 0.0955 + 0.004
Cl 0.0012 + 0.0003 *** 65 0.0048 +0.0004 *** 76 0.0456 + 0.004 *** 52

48Fit method: Ordinary least squares; Vi method: Extra sum-of-squares. F Test (p<0.05). Data are presented as

4@%an + standard error. Vi: initial velocity. ***p< 0.001.
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These results can be explained by the presence of the different HCAs identified in the Cl, as they
have been reported to have inhibitory activity against lipases (Cha et al., 2012; Karama¢ &
Amarowicz, 1996; Wojdyto, 2021), a-glucosidase and a-amylase (Dalar & Konczak, 2014; J. Q.
Zhao et al., 2017). For example, Hu et al.( 2015) demonstrated that caffeoylquinic acids
competitively inhibit pancreatic lipase by binding to its catalytic site (Hu et al., 2015). On the other
hand,(Miao & Xiang, 2020) reported that chlorogenic acids present a varying inhibition activity
against a-amylase, which depends on their structures according to the following order:
dicaffeoylquinic acid > caffeoylquinic acid > caffeic acid > feruloylquinic acid > dihydrocaffeic acid
> p-coumaric acid > ferulic acid > quinic acid. In this list, the caffeoylquinic acids are the compounds
with the most caffeoyl moieties, and therefore those with the most hydroxyl groups, which are key
to the inhibition of a-amylase via the formation of hydrogen bonds (Corkovi¢ et al., 2022). This can
explain the high inhibition induced by Cl against a-amylase, given its high concentration of
caffeoylquinic acids (Table 1). Likewise, (Xiao et al., 2013) reported that chlorogenic acid (3-O-
caffeoylquinic acid) and 5-O-caffeoylquinic acid strongly inhibit the activity of a-glucosidase, and
that the cause of this inhibitory behavior is associated with the length of their alkyl chains (Xiao et
al., 2013). Furthermore, it has been described that berberine inhibits a-amylase and a-glucosidase,
and that this mechanism contributes to the antidiabetic effect of this alkaloid (J. Zhao et al., 2022).
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Therefore, considering that the Cl produces a great inhibition of digestive enzimes, it could be used
as a dietary complement to reduce the risk of metabolic diseases such as obesity and type 2

diabetes (Jawed et al., 2019).

4. Conclusions
A new bioactive Calafate leaves infusion was developed. With a few minutes of steeping with boiling
water, high levels of HCAs and flavonols, and low levels of berberine, are extracted from dry leaves.
The infusion showed higher antioxidant capacity and total polyphenol content than traditional
infusions, including yerba mate. Important metal micronutrients were found at low concentrations
in the infusion, with the absence of toxic metals. Moreover, the CI did not show cytotoxicity and
prevented cell oxidative stress at plasma concentration levels. Furthermore, it showed
hypoglycemic and hypolipidemic activity through to the inhibition of important digestive enzymes.
Even though the reduction of AB peptide aggregation in vitro suggests its potential use as a
functional food to promote brain health, and as a preventive or protective food against
neurodegenerative processes such as Alzheimer's disease, in vivo studies must be performed to
confirm this idea. In conclusion, the CI has great potential to be used as a new functional drink to

aid in the prevention and treatment of the most prevalent non-communicable diseases.
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4.2 Objetivo2y 3

El siguiente trabajo resume los resultados obtenidos para cumplir con los

objetivos 2 y 3 del trabajo doctoral.
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Analisis preliminar del impacto de una dieta suplementada con
extracto de Calafate y Ejercicio Aerobico regular en el

metaboloma de un modelo murino de estrés oxidativo

Resumen

El estrés oxidativo es resultado de un desequilibrio entre las moléculas
prooxidantes y mecanismos antioxidantes presentes en el organismo.
Este desequilibrio se produce por un aumento en la razén de radicales
libres y otras moléculas altamente reactivas, como el peréxido de
hidrogeno (H20;) o el oOxido nitrico (NO) versus los mecanismos

antioxidantes presentes en el organismo.

Diversas patologias como la diabetes mellitus tipo Il, enfermedades
cardiovasculares, cancer, enfermedades neurodegenerativas (como el
Alzheimer, Parkinson y la esclerosis lateral amiotréfica) y enfermedades
inflamatorias cronicas (como la artritis reumatoide, el asma y la
enfermedad inflamatoria intestinal) comparten un nivel elevado de estrées
oxidativo como factor comdn. En nuestro estudio, se propuso evaluar
cémo los antioxidantes exdgenos provenientes de un extracto de fruto de
calafate rico en polifenoles y los antioxidantes enddgenos inducidos por

el ejercicio aerdbico regular, afectan el metabolismo en un modelo
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murino de estrés oxidativo. El estudio se baso en el uso de ratones
envejecidos. Para ello los animales se dividieron en cuatro grupos
(Grupo control; Grupo con dieta suplementada con calafate; Grupo con
ejercicio aerdbico regular y Grupo con dieta y ejercicio aerobico
regular). Realizando un analisis visual de los cromatogramas, y un
analisis metaboldmico no dirigido mediante UHPLC-QTOF-MS/MS con
muestras de plasma, cerebro e hipocampo. Los resultados obtenidos
permitieron identificar de manera preliminar 33 metabolitos asociados a
estres oxidativo, principalmente el &cido taurocolico, el cual se proponen

como potencial biomarcador de oxidacion.
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421 Introduccion

La produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y el estrés
oxidativo han sido ampliamente estudiados en relacién con diversas
enfermedades metabdlicas, cancer y trastornos neurodegenerativos 1.
Cuando se produce un desequilibrio entre las moléculas prooxidantes y
los mecanismos antioxidantes, las ROS pueden interactuar y oxidar
biomoléculas como lipidos, proteinas y acidos nucleicos, lo que puede
alterar sus funciones celulares y contribuir al desarrollo de estas

enfermedades 17,

Los sistemas antioxidantes enddgenos, como la enzima superdxido
dismutasa (SOD), la catalasa y el glutation, desempefian un papel crucial
en la neutralizacion de las ROS y el mantenimiento del equilibrio redox
108109 | os antioxidantes exdgenos presentes en la dieta, como los
polifenoles, taninos y vitaminas C y D contribuyen a la defensa contra el
estrés oxidativo 1% Entre estos antioxidantes exdgenos, las frutas y
verduras se destacan como las principales fuentes para el consumo

humano.
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Uno de los frutos que se caracteriza por su alto contenido de polifenoles,
principalmente antocianinas, ademas de &cidos hidroxicinamicos y
flavonoles, es el Calafate (Berberis microphylla), originario de la
Patagonia chileno-argentina ‘2, proveniente de un arbusto autéctono
perenne que posee el mismo nombre. El calafate ha sido ampliamente
estudiado debido a su alto contenido de polifenoles, principalmente
antocianinas 3312, 4cidos hidroxicindmicos (HCAs) y flavonoles 32113,
Ademas, estudios identificaron y cuantificaron la presencia en bajas
cantidades de berberina (32.7 + 11.9 nmol/g de peso fresco) 3. La
Berberina es un alcaloide que ha sido asociado como una alternativa en
el tratamiento de enfermedades con altos indices de estrés oxidativo

como Diabetes Mellitus tipo 2, dislipidemias, patologias renales entre

otras 42,114,115

En el estudio realizado por Olivares-Caro y colaboradores 1% se
investigaron las propiedades de un extracto rico en polifenoles del fruto
del calafate en modelos celulares. El objetivo principal de esta
investigacion fue identificar y analizar el papel conjunto de estos
metabolitos secundarios en la proteccion contra niveles elevados de

estrés oxidativo 102
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Los resultados del estudio in vitro demostraron que el extracto del fruto
del calafate fue capaz de inhibir la produccion de ROS en células
HUVECs ademas de proteger a la lipoproteina de baja densidad (LDL,
por sus siglas en ingles) de la oxidacion. Este ultimo efecto es de
particular relevancia, ya que la oxidacion de LDL estd estrechamente
relacionado al dafio endotelial, factor principal en el desarrollo de la

ateroesclerosis 192

Posteriormente, un estudio realizado por nuestro grupo de investigacion
6, se evalud el efecto de la administracion crénica de un extracto de
fruto de calafate en un modelo murino sometido a una dieta alta en
grasas (HFD, por sus siglas en inglés). Los resultados del estudio
mostraron que el grupo que consumié calafate junto con una dieta alta en
grasa disminuy0 de manera significativas la expresién de proteinas
inflamatoria, tales como la trombomodulina, sE-selectina, SICAM-1 y
proMMP-9, todas ellas asociadas a disfuncion endotelial. Esta reduccion
fue significativamente mayor en comparacion con el grupo que mantenia

una dieta alta en grasas, pero sin consumo del extracto de calafate .

Por otro lado, se observo una disminucion en los niveles de leptina y un
incremento en adiponectina con respecto al grupo control . Estos

cambios en las concentraciones hormonales se asocian con una
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disminucion del riesgo de enfermedad cardiovascular. En este mismo
estudio se detectaron diferencias significativas entre los grupos con
relacion a los metabolitos asociados a la B-oxidacion de acidos grasos,
disfuncion endotelial y estrés oxidativo tales como el acido succinico,
acido deoxicolico y acido aminoadipico . Estos resultados sugieren que
los polifenoles presente en la alimentacion juega un rol importante en el
combate del estrés oxidativo, que puede ser el punto de partida de

diversos estados patoldgicos en el organismo.

Por otro lado, el ejercicio fisico, a pesar de aumentar la produccion de
ROS debido al mayor consumo de oxigeno, ha demostrado tener efectos
beneficiosos al activar mecanismos antioxidantes enddgenos vy
adaptaciones en el organismo %6 | os ROS generados durante el
ejercicio actian como moléculas sefializadoras, desempefiando un papel

importante en las adaptaciones al estrés oxidativo 108116117,

Mediante el analisis e identificacion de metabolitos, la metabolémica nos
brinda la capacidad de discernir patrones metabolicos unicos asociados
con la dieta, el ejercicio y el estrés oxidativo '8 Esta disciplina analitica
se basa en la deteccién y cuantificacion de maltiples metabolitos (<1500
Da) presentes en una muestra bioldgica, 1o que nos brinda una vision

holistica de los cambios metabdlicos que ocurren en respuesta a las
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intervenciones dietéticas y al ejercicio fisico en un momento

determinado 119120,

La espectrometria de masas de alta resolucidn acoplada a cromatografia
liquida (UHPLC-QTOF-MS) y a herramientas metaboldmicas asociadas
nos permite analizar e identificar una amplia gama de metabolitos en
muestras bioldgicas, que nos podria llevar a identificar biomarcadores
potenciales relacionados con cambios metabdlicos en profundidad 2.
Asi, podemos obtener una comprension detallada de como la

combinacion de la dieta y el ejercicio afecta los perfiles metabélicos.

Con estos antecedentes, este estudio se centré en llevar a cabo una
intervencion nutricional basada en una dieta enriquecida con un extracto
del fruto del Calafate, combinada con un programa regular de ejercicio
aerdbico, con el fin de evaluar sus efectos sobre el estrés oxidativo en

muestras de plasma, cerebro e hipocampo

Utilizando un modelo murino, se implemento un analisis integral basado
en una estrategia de metabolémica no dirigida en esta fase preliminar del
estudio. El propdsito de esta investigacion fue identificar posibles
metabolitos relacionados con el estrés oxidativo en muestras biologicas

de ratones, proporcionando asi una base para futuras investigaciones.
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Ademas, se llevd a cabo la caracterizacion del extracto del fruto de
calafate, se evalud su citotoxicidad in vitro utilizando células PC-12 y se

estudié su impacto en la actividad neuronal aguda.

El objetivo de esta investigacion es lograr una mejor comprension de los
efectos de los antioxidantes exdgenos proveniente de la dieta, y el
ejercicio fisico regular sobre el estrés oxidativo. También se busca
identificar posibles biomarcadores relacionados con el efecto protector
del fruto del calafate y/o el ejercicio fisico. Los hallazgos obtenidos en
este estudio podrian tener implicaciones en el desarrollo de estrategias
nutricionales y de ejercicio fisico para contrarrestar el estrés oxidativo y

promover la salud en general.

4.2.2 Materiales y métodos
4221 Obtencion de un extracto de calafate

La extraccion de frutos de calafate se llevo a cabo como se describe en
33, variando el solvente de extraccion a etanol/acido férmico (97:3). Los
compuestos polares y semipolares del extracto etandlico fueron
analizados mediante HPLC-DAD-ESI-QTOF y posterior busqueda en

librerias espectrales. Antocianos y HCAs se cuantificaron mediante

HPLC-DAD (a 540nm y 320 nm respectivamente) y los acidos grasos se
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cuantificaron mediante GC-MS. En la Tabla 4.1 se detallan las
cuantificacién de Antocianos, HCAs y &cidos grasos presentes en el
extracto de fruto de calafate. Este extracto fue el mismo utilizado en el

trabajo de Olivares y colaboradores 1%

Tabla 4.1Composicion de Antocianos, HCAs y acidos grasos del extracto

de calafate utilizado.

Extracto Calafate etandlico

Antocianinas 2160 +70 mmol/mL
Acidos Hidroxicinamicos (HCAs) 280+20 mmol/mL
Acidos grasos 0.51+£0.04 mg/mL

Los datos son presentados como el promedio * desviacion estandar.
Datos obtenidos de Olivares 2022 192

42272 Evaluacion efecto del extracto de calafate en modelos

celulares

En una primera etapa se evalud el efecto del extracto de calafate sobre
citotoxicidad de células PC12 y sobre la actividad espontanea de calcio
en neuronas hipocampales. ElI esquema experimental se presenta en la

Figura 4.1y el detalle metodolégico a continuacion.
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a) Determinacion de citotoxicidad del extracto de calafate sobre células PC12

Mitochondrial
PC12 Cells feduchzss Formazan

24h, 37°C, 5%C0,

econol | Aaaa@d@ |  _.... » ¢ @6

« control negativo FCCP i 3
 Extracto calafate -

b) Determinacion de actividad neuronal por actividad espontanea de Calcio

Neuronas
hipocampales

Control
AB
EC

EC+AB

Tratamiento

Figura 4.1 Modelo de evaluacion del efecto del extracto de calafate en

modelos celulares

4.3.2.2 Viabilidad en células PC-12

De acuerdo con el protocolo de Castillo y colaboradores, 2019 22,
celulas PC-12 (ATCC CRL-1721, EE. UU.), se cultivaron en medio
Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) (Hyclone, EE. UU.) con un 5%
de suero fetal bovino, un 5% de suero equino, 100 U/mL de penicilina,

100 g/mL de estreptomicina y 2 mM de L-glutamina, se incubaron en
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condiciones estandar (37 °C, 5% de CO2). Las células PC-12 se
sembraron a una densidad de 90,000 células/pocillo y se utilizaron 24
horas después del sembrado. Después de exponer las células a cada
condicion experimental, se incubaron con una solucion de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio bromuro (MTT) (1 mg/ml)
durante 30 minutos, y posteriormente, el MTT precipitado se disolvio
utilizando isopropanol enfriado durante 15 minutos. El anillo de
tetrazolio del MTT puede ser escindido por deshidrogenasas activas para
producir un compuesto de formazan precipitado. La absorbancia se
midio en un lector de placas (NovoStar, LabTech BMG, Alemania) a dos
longitudes de onda: 560 nm y 620 nm, y la diferencia se cuantificd
utilizando el software NovoStar para las diferentes condiciones
experimentales. Utilizando el programa raphPad Prism 7. Los resultados
se expresan como media + SEM. Para el andlisis estadistico de los
resultados se utiliz6 ANOVA de una via con prueba de Tukey o Kruskal-
Wallis. La significancia estadistica se consideré como: *p < 0.05, **p <
0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001 en comparacion con las células

control.
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4.2.2.3 Actividad espontanea en neuronas Hipocampales

Se utiliz6 cultivos primarios de hipocampo, para esto se siguieron las
regulaciones recomendadas por los NIH y el Comité de Etica de la
Universidad de Concepcion para el tratamiento de ratas Sprague-Dawley
de 18 a 19 dias de gestacion. Las ratas fueron profundamente
anestesiadas mediante inhalacién de CO, antes de ser sacrificadas por
dislocacién cervical. Los cultivos primarios de hipocampo embrionario
se prepararon segun lo publicado previamente (Fuentealba et al., 2012).
Las células se sembraron a una densidad de 200,000 células/mL en
cubreobjetos recubiertos con poli-L-lisina (70-150 kDa; Trevigen,
Gaithersburg, MD). Los cultivos se mantuvieron a 37 °C con un 5% de
CO.. Los experimentos se realizaron en neuronas de control y tratadas a
los 14 dias in vitro (DIV) en modo agudo. Los oligdbmeros solubles de
AB (SOAD) (rPeptide, Bogart, GA, USA) se obtuvieron mediante
agitacion a 37 °C y se utilizaron frescos cada dia. Mediciones de Ca?*,
Los cultivos de hipocampo se incubaron con sonda fluorescente sensible
al Ca?*, Fluo4-AM (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) a una concentracion
de 5 mM durante 20 minutos en PBS utilizando condiciones estandar de
incubacion. Posteriormente, las células se lavaron durante 20 minutos

con PBS y finalmente se lavaron 3 veces con una solucion externa
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normal y luego se montaron en un microscopio invertido Nikon TE2000
(Nikon, Japdn). Los cambios en la fluorescencia (520 nm) se adquirieron
con intervalos de 30 segundos y una exposicion de 200 ms durante 55
minutos con una camara EMCCD iXon (Andor, Irlanda). Las
grabaciones se realizaron con el software Imaging Workbench 6.0 (Indec

Biosystems, USA).

4.2.2.4 Disefio experimental de la intervencion con animales

Para investigar el impacto del estrés oxidativo en este estudio, se
utilizaron ratones C57/BL6 envejecidos y ratones J20 envejecidos como
modelos de estudio. Los animales se asignaron a diferentes grupos de

tratamiento, que incluyeron:

. Grupo de control (-/-): Este grupo de ratones no recibidé ningun

tipo de intervencidn especial siendo alimentados por dieta estandar.

. Grupo de dieta suplementada (+/-): Los ratones en este grupo
fueron alimentados con una dieta estandar, y suplementados con jugo de

calafate.
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. Grupo de ejercicio aerobico regular (-/+): Los ratones en este
grupo participaron en un programa de ejercicio aerébico regular,
mientras se les proporcionaba una alimentacion estandar y para beber

una solucion de glucosa mas fructosa.

. Grupo de dieta suplementada y ejercicio aerobico regular (+/+):
Los ratones en este grupo fueron suplementados con jugo de calafate y

participaron en un programa de ejercicio aerobico regular.

Todos los animales de estudio se mantuvieron en jaulas individuales,
fueron alimentados con un alimento estandar (Prolab® IsoPro® RMH

3000). Se pesaron cada viernes para evaluar su condicion fisica.

4.2.2.5 Intervencion nutricional

Con el objetivo de llevar a cabo la intervencion nutricional en los
animales de estudio, se asigné a cada animal una jaula individual en la
que se colocd una botella de hidratacion que contenia una de las dos
opciones: un extracto de Calafate (5 mg/mL) rico en polifenoles para los
grupos (+/-) y (+/+) o una solucién de glucosa + fructosa con una
concentracion de azucar similar a la del extracto de Calafate (1.81
glucosa + 1.4fructosa: mg/mL) a pH 3.3 £ 0.1 para los grupos (-/-) y (-

/+) de acuerdo a lo reportado en un andlisis proximal del fruto de
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calafate 123, Esto se hizo con el propdsito de descartar que los posibles
efectos observados estuvieran relacionados con los azlcares presentes en
el extracto. Se registro diariamente el volumen consumido por cada

animal para realizar un seguimiento preciso de la ingesta.

4.2.2.6 Entrenamiento

Los animales fueron seleccionados para el entrenamiento aerdbico en
funcion de su disposicion a correr en la cinta trotadora. Previo a cada
entrenamiento aerdébico los ratones permanecieron en la sala durante 30
minutos para que se adaptaran al entorno (temperatura, humedad, lugar).

Luego se siguio el siguiente procedimiento:

. Adaptacion inicial a la cinta trotadora: Todos los animales fueron

colocados en un carril durante 10 minutos para adaptarse al entorno.

. Inicio del entrenamiento: Todos los animales de estudio

comenzaron con una velocidad de 6 m/min.

. Incremento gradual de la velocidad: La velocidad se incrementd

en 1 m/min por cada minuto transcurrido.

. Evaluaciéon de la capacidad de resistencia: A los 10 m/min, se
registrd la cantidad de veces que cada animal alcanzé la zona de shock.
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Los mejores trotadores fueron seleccionados para el entrenamiento

posterior.

La intervencion aerdbica se realizo en dos oportunidades, con 5 animales
cada vez. Los animales en cada grupo se calificaron en una escala de 1 a
5, donde: 1: rehusaban a correr; 2: corredores bajo el promedio (corrian
esporadicamente, o en la direccion equivocada; 3: corredor promedio; 4:
corredor sobre el promedio (corre consistentemente y solo
ocasionalmente se va hacia atras); 5: buen corredor (consistentemente se
sitia al frente de la cinta corredora) *2*. Y luego los 3 mejores corredores
fueron seleccionados para los grupos de entrenamiento aerobico regular
(-/+) o entrenamiento aerdébico regular mas ejercicio (+,+), el resto se

sortearon para grupo control o grupo s6lo con intervencion nutricional.

Durante la primera semana de entrenamiento, se utilizé un protocolo de

adaptacion de los ratones de estudio, el cual consistio en:

Colocar a todos los animales en un carril de la cinta trotadora durante 10

minutos, sacar a los ratones de los grupos sedentarios.

Los animales de los grupos (-/+) y (+/+) comenzaron el protocolo de

entrenamiento posteriormente con:
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. 60 segundos a una velocidad de 0 m/min.

. 120 segundos a una velocidad de 10 m/min.

. 420 segundos a una velocidad de 12 m/min.

. Sprint durante 60 segundos a una velocidad de 13 m/min.

Nota: Durante la segunda, tercera y cuarta semana de entrenamiento, se
aumento la velocidad maxima a 14, 15 y m/min, respectivamente, con el

objetivo de mejorar la capacidad aerobica de los animales.

Los de finalizar el entrenamiento aerdbico, los animales se mantuvieron
durante 5 minutos en la sala y luego fueron llevados a su jaula

individual.

4.2.2.7 Obtencion de muestras de plasma, cerebro e hipocampo

Luego de realizada la intervencion nutricional durante 12 semanas y el
protocolo de ejercicio aerdébico regular durante 10 semanas los animales
fueron sacrificados de acuerdo con el protocolo ético de la Universidad.
El procedimiento de sacrificio de los animales fue de acuerdo con

Olivares y colaboradores, 2020 %2, La obtencion de plasma fue mediante
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puncion cardiaca se recolectd la sangre en tubos EDTA, se centrifugo a
3000 rpm durante 10 minutos, se recolectd el plasma y se guardé a -
80°C. El cerebro e hipocampo se obtuvo mediante diseccion, luego de la
obtencion de los 6rganos fueron sumergido en N (liq) para frenar el
metabolismo. Inmediatamente las muestras fueron congeladas a -80°C

hasta su uso.

4.2.2.8 Protocolos de extraccion para evaluacion de los metabolitos

Brevemente, 25 pL de plasma fueron mezclados con 1000 pL de metanol
(-20° C). Las muestras se agitaron durante 1 minuto, se mantuvieron
durante 5 minutos a 4° C, y se agitaron en vortex por 5 s. Finalmente los
extractos fueron centrifugados a 15700 g por 20 mina 4° C. Luego 800
UL de cada extracto se transfirio a un vial. EI metanol fue removido por
evaporacion centrifuga al vacio a 4° C. Las muestras se reconstituyeron
en 200 puL de metanol (-20°C). Los controles de calidad (QC) se
obtuvieron con 20 pL de cada muestra de plasma, los QC se extrajeron
bajo el mismo protocolo y se inyectaron entre las muestras para evaluar
robustez y repetibilidad del sistema instrumental. La extraccién se
realizo en viales del vidrio para evitar contaminacion por el plastico y se

realiz6 de forma aleatoria.
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El cerebro e hipocampo previo a la extraccion fueron liofilizados y
procesados en frio para obtener un polvo. Se peso alrededor de 1.5 mg de
cada muestra de cerebro e hipocampo por triplicado, hubo muestras en
las que no fue posible el triplicado de extraccion (debido a la baja
cantidad de muestra disponible), luego se agregd 430 pL de metanol frio
(-20°C), se agitaron en vortex por 1 minuto, se mantuvieron a (-20°C)
durante 15 minutos, luego se centrifugaron a 15700 g por 5 minutos a
4°C y luego se obtuvo 350 pL de sobrenadante. El extracto metandlico
fue secado mediante evaporacion centrifuga durante 16 h, y luego fue
resuspendido en 250 pL de fase movil. Los controles de calidad se
obtuvieron con 70 pL de cada muestra extraida y obteniendo un volumen
final de 160 pL. Tanto el proceso de extraccion, resuspension y analisis

fueron realizados aleatoriamente.

4.2.2.9 Métodos HPLC-ESI-QTOF-MS/MS para el analisis de las

distintas muestras.

Se utilizaron 3 estrategias analiticas para el andlisis de los metabolitos
polares, semipolares y apolares. La Tabla 4.2describe las condiciones
cromatograficas de la metodologia utilizada en cada una de ellas,
indicando la columna, fases mdviles, gradiente, modo y volumen de

inyeccion. En la Tabla 4.3 se describen las condiciones del espectrometro
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de masas utilizados, tanto en modo positivo como modo negativo para el

analisis de las muestras.
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Tabla 4.2 Condiciones HPLC para distintos protocolos utilizados en anélisis de muestras

Método cromatografico

Apolares Semipolares Polares
Basado en Patterson 2015(Patterson et al., 2015a) Laursen 2017(Laursen et al., 2017) Armirotti
Tipo Fase Fase reversa Fase Normal
Autosampler (°C) 4
t° horno (°C) 50 40

HILIC BEH Amide de 100 x 2.1 mmy 1.7 pm

Columna Phenomenex Kinetex® C18 de 100 x 4.6 mm (Waters, Milford, MA, EE. UU.)
FMA ACN/H20 (60:40)a%i‘:fzoail(§icr)n1;\c/)|rmlco, formiato de H20 0.1 % acido formico H20 10 mM Formiato de amonio
FMB IPAJACN (90:10)3%11$’fi§c;go£§£mlco, formiato de ACN 0.1 % &cido formico ACN/H20 (95:5) 10 mM Formiato de amonio

flujo (ml/min) 0.2 0.5 0.4
Modo inyeccion pL pickup
Inyeccion (uL) 20 pL
tpo (min) % FMB tpo (min) % FMB tpo (min) % FMB
0 32 0 0 0 100
2 43 2 0 1 100
4 43 6 5 17 70
. 10 75 6.5 6 18 70
Gradiente (% FMB)
12 75 13 88 19 100
14 100 135 100 24 100
15 100 145 0 - -
16 32 22 0 - -
21 32 - - - -
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Tabla 4.3 Condiciones MS/MS para analisis de muestras.

lonizacion ESI (-) ESI (+)
Voltaje -3500 4500
Gas Nebulizador (bar) 4

T° (°C) 200

End Capillar 500

Energia colision (ev) oct-25

Auto MS/MS 2 precursores/ciclo

Rango de masas (m/z) 50 - 1500

Escaneo Modo centroide

Tiempo escaneo (s) 0.2

Calibracién interna Formiato de amonio (0.01 M)
Precision calibracién (ppm) <3
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4.2.2.10 Estrategia analitica para andlisis de metabolitos en muestras

bioldgicas

En este trabajo se realizO una estrategia metabolomica, para obtener
datos preliminares sobre el efecto del ejercicio y la dieta en un modelo
murino, con el fin de sentar las bases para posteriores estudios de
investigacion, utilizando este modelo de estudio. La Tabla 4.3 representa
la estrategia utilizada para el analisis de metabolitos en las diferentes
muestras de los animales intervenidos. En los siguientes puntos se
aborda el tipo de animales utilizados, la alimentacion usada para la
intervencion nutricional, el entrenamiento asociado a ejercicio aerobico y
la estrategia analitica para la obtencion de las muestras, el posterior

procesamiento y el analisis de los resultados.
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Figura 4.2 Estrategia de estudio para analisis de metabolitos

4.2.2.11  Analisis y procesamiento de datos

4.2.2.11.1 Anadlisis visual

Con las muestras obtenidas (n=2 por grupo), en una primera fase de
nuestro estudio, optamos por realizar un analisis visual de los
cromatogramas correspondientes a cada condicidn estudiada, mediante el
programa Compass DataAnalyst. Utilizando esta estrategia, los
cromatogramas que estaban bajo la misma condicion se sobrepusieron vy,
mediante una inspeccion visual meticulosa, se identificaron picos

cromatograficos que podrian ser diferenciadores. Luego en el mismo
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software Compass DataAnalyst, se obtuvo el espectro de masas de cada
peak seleccionado y su fragmentacidon. Con la informacién obtenida se
recurrié a las bibliotecas disponibles como
(https://msbi.ipbhalle.de/MetFrag/), HMDB (base de datos del
metaboloma humano) (https://hmdb.ca/) y METLIN
(https://metlin.scripps.edu/landing_page.php?pgcontent=mainPage) vy
mediante la comparacion de la masa precisa y la informacion de
fragmentos obtenida del UHPLC-QTOF/MS se realizé la identificacion

(Laursen et al., 2017).

4.2.2.11.2 Generacion de “Bucket Tablet”

A pesar del bajo nimero de muestras obtenidas, se utilizd una estrategia
analitica metabolémica, que consistio generar “Bucket Tablet” en el
programa MetaboScape 3.0, con el algoritmo T-REX 3D, de acuerdo con
los parametros que se muestran en la Tabla 4.4. Con el algoritmo T-REX
3D se realiza una alineacion automatica del tiempo de retencion sin la
necesidad de ajustar parametros y la extraccion completa de regiones, se
extrae toda la informacion relevante que permite una identificacion
confiable de metabolitos. Al mismo tiempo, esta tecnologia contribuye a
reducir la tasa de falsos negativos en el andlisis estadistico, mejorando

asi la precision de los resultados. Asi el software transformo los datos
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brutos en una matriz con los “sefales” (m/z; (tR); intensidad de pico
normalizada) en un archivo: .csv. El flujo de trabajo incluyd la
recalibracién de masa, alineacidén de tR, extraccion de “‘senales” (pares
m/z; tR), administracién de aductos y pérdida neutra, importacion de

espectros  MS/MS y  generacion de la  bucket table.
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Tabla 4.4 Parametros para generacion de Bucket Tablet

Método
Polar Semipolar Apolar
Intensity Threshold (count) Pos Neg Pos Neg Pos Neg
Minimun peak lenght (spectra) 150 150 150 150 200 200
Minimun peak lenght (recursive spectra) 10 9 7 8 17 26
Minimun peak lenght (recursive spectra) 9 8 6 7 16 25
Minimun # sefiales for extraction 3 3 3 3 3 3
Presence of sefiales in minimun # of analyses 3 3 3 3 3 3
Lock Mass calibration (LMC) false false false false false false
Mass calibration true true true true true true
Primary lon [M+H]+ [M-H]- [M+H]+ [M-H]- [M+H]+ [M-H]-
Ml [2M-H- Ml [2M-H]- M [2M-H]-;
Seed lon [M[EQASOH&H [M+HCOO-H- [M[fh"gggﬁh [M+HCOO-H- [M[fl'f"'gg(])"'_’m [M+HCOO-H]-
[M+Na]+ [M+Na]+ [M+Na]+
Common lons [M-H20+H]+ [M-H20-H]+ | [M-H20+H]+ [M-H20-H]+ | [M-H20+H]+ [M-H20-H]+
EIC Correlation 0.8 0.8 0.8 0.8 0.8 0.8
Mass range: start [m/z] 50 50 50 50 50 50
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Mass range: end [m/z] 1500 1500 1500 1500 1500 1500
Group by collision energy false false false false false false
MS/MS Import method average average average average average average
Retention time range: Start (min) 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
Retention time range: End (min) 17 17 13.5 135 14 14
Perform MS/MS import true True true true true true
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4.2.2.11.3 Prefiltro de datos por MetaboAnalyst

Las Bucket Tablet generadas previamente se procesaron en el software
MetaboAnalyst (https://www.metaboanalyst.ca/). ElI primer paso es
realizar el filtrado de los datos, en este caso considerando RSD > 20%,
en comparacion con los controles de calidad (QC) que es lo
recomendado para datos LC-MS, con el objetivo de identificar y eliminar
variables que no sean Utiles para modelar los datos, este paso se
recomienda para analisis con un gran niumero de variables, como es el
caso de nuestro estudio. Luego se realizd un analisis de componentes
principales (PCA), donde mediante el grafico de “Score Plot “se
visualizaron la dispersion de las muestras QCs e identificaron posibles
outlier. Como se mencioné anteriormente, como el nimero de muestras
no fue suficiente para realizar analisis metabolomicos, todos los datos

obtenidos fueron comparados con los cromatogramas para obtener

informacién visual de las sefiales seleccionadas.

4.2.2.11.4 Filtrado y seleccion de sefiales

En el programa MetaboAnalyst 5.0 se realizo un filtrado de la data
eliminando los controles de calidad (QC) y los valores atipicos (outliers).

Luego, la nueva Bucket Tablet se proces6 nuevamente y se aplico
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nuevamente una normalizacion de las variables mediante el escalonado
segun el método de Pareto (Consiste en centrar los datos a la media y
luego dividirlos por la raiz cuadrada de la desviacion estandar de cada
variable). Esta técnica reduce la importancia relativa de los valores
grandes y, al mismo tiempo mantiene parcialmente la estructura de los

datos 1%

Posteriormente se realiz6 un analisis por PCA y \Volcano plot. En el
\Volcano plot se establecio un Fold change threshold (cambio con
respecto a la referencia) de 1.5 y un p= 0.05 con FDR (taza de
descubrimientos de falsos positivos) mediante lo cual se seleccionaron

las sefiales significativas.

4.2.2.11.5 Flujo de trabajo de anotacion de metabolitos

La eleccion de los metabolitos se realizO con ayuda del software
DataAnalysis, a cada “sefial” encontrado se selecciond la formula
molecular con el menor error de masa (ppm) y msigma (moc). Msigma es
una medida de la concordancia entre el patrén isotopico tedrico y el
patrén isotdépico medido del pico de masa de interés. Combina la
desviacion estandar de las masas y las intensidades de todos los picos

isotépicos. Los espectros se enviaron a bases de datos como MetFrag,
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HMDB y METLIN mediante la comparacion de la masa precisa y la
informacion de fragmentos obtenida del UHPLC-QTOF/MS 125,
Finalmente, se llevd a cabo la confirmacion de la identidad del
metabolito mas relevante encontrado mediante comparacion con estandar
(tiempo de retencion (tR) y/o espectro de fragmentacion. La anotacién de
metabolitos se basd en la guia de anotacidn, cuantificacion y mejores

practicas de informe propuesta por 27

4.2.3 Resultados
4231 Efecto del extracto de calafate sobre viabilidad de células
PC-12

Con el propésito de investigar el impacto del extracto etandlico de
calafate en un modelo celular. Células PC12, se expusieron a diferentes
concentraciones del extracto de calafate 0 a una solucién azucarada de
glucosa y fructosa, para descartar que el efecto provocado sea por el

contenido de azucares presentes en el extracto etandlico.

156



En la Figura 4.3 A: Efecto del extracto del fruto de calafate (EC) sobre
viabilidad de células PC12; B: Efecto de una solucion de azlcares
(Glucosa + Fructosa) sobre viabilidad de células PC12. FCCP: control de
muerte celula n=3, analisis ANOVA, post hoc Tukey.Figura 4.3 a) se
observa que una dilucion de 1:10 (85 mg/L) del extracto de calafate tuvo
un efecto significativo en la viabilidad de las células PC12, mientras que
las diluciones menores a 1:100 (8.5 mg/L) no afectaron la viabilidad
celular. En la Figura 4.3 b) se observa el efecto de una solucion acuosa
azucarada en las mismas proporciones que en el extracto de calafate,
evaluando si el efecto de la viabilidad se debia a un cambio en la
osmolaridad de la solucion o a la cantidad de azUcares presentes en el
extracto. Los resultados indican que las diluciones de la solucion acuosa
y las concentraciones de azlcares presentes en concentraciones similares
a las presentes en el extracto no tuvieron ningun efecto en la viabilidad

de células PC12.
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Figura 4.3 A: Efecto del extracto del fruto de calafate (EC) sobre
viabilidad de células PC12; B: Efecto de una solucion de azlcares
(Glucosa + Fructosa) sobre viabilidad de células PC12. FCCP: control de

muerte celula n=3, analisis ANOVA, post hoc Tukey.

4.2.3.2 Efecto del extracto de calafate en actividad neuronal aguda

Luego de encontrar concentraciones celulares seguras para la viabilidad
en la linea celular PC12, se evalud en un cultivo primario de neuronas
hipocampales el efecto del extracto de calafate y una solucion azucarada
en las concentraciones indicadas en la Figura 4.4 Se midié la actividad

espontanea de calcio durante 200 segundos y cada pico generado se
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contabilizd. Las neuronas hipocampales expuestas al péptido APB1-40
mostraron un aumento en la actividad espontanea de calcio lo cual habia
sido observado en el estudio de Saez-Orellana et al. (2016) 28, sin
embargo, el extracto de calafate asociado a la misma concentracion de la
solucion azucarada (0.87 mg/L) tuvo un efecto inhibitorio en la actividad
espontanea de calcio. Diluciones mayores del extracto de calafate no

tuvieron un efecto significativo en la actividad espontanea de calcio.
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Figura 4.4 Actividad espontanea de calcio en neuronas del hipocampo en
presencia de extracto de calafate, una mezcla de glucosa y fructosa

(G+F) y péptido AB, n > 5. ANOVA, post hoc Tukey
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4.2.3.3 Ensayo animal

4.2.3.3.1  Evolucion en el peso de los animales consumiendo extracto

de calafate y realizando ejercicio aerdébico regular

La implementacion de una intervencion nutricional y deportiva demostrd
tener un impacto en la evolucién del peso de los animales bajo estudio.
Figura 4.5 Luego de la intervencion de 10 semanas de ejercicio fisico
regular y 12 semanas de alimentacion con el extracto de calafate los
animales tuvieron algunos cambio en el peso. El anélisis se realizo en
base al peso inicial de cada animal que corresponde a un 100%. Los
animales fueron pesados semanalmente, pero para el fin de evaluar el
efecto del ejercicio y del consumo de calafate, se compararon los pesos

en la semana 10.

Como se observa en la Figura 4.5, los animales que realizaron ejercicio
aerobico regular (-/+) y (+/+) tuvieron una baja de peso considerable con
relacion al peso inicial. Interesantemente el grupo (+/+) tuvo un cambio
significativo en el peso, bajando a un 90.71% con respecto al peso
inicial. EI grupo que solo realizo ejercicio (-/+) no tiene una diferencia
significativa con respecto a su peso inicial, si existe una clara tendencia a
la baja de peso. Finalmente, el grupo control (-/-) no mostré diferencias

significativas en relacidn con su peso inicial, aunque la dispersion de los
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datos es muy amplia, lo que genera datos no concluyentes. EI grupo de
animales que solo consumio el extracto de calafate y no llevd a cabo
ejercicio fisico (+/-) no tuvo diferencias significativas con respecto al

peso inicial, aunque se observa una leve tendencia al alza.

Cambio en el peso durante la intervencion
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105-
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100+
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Figura 4.5 Cambio en el peso de los animales de estudio. Barra de la
izquierda corresponde al peso inicial, barra de la derecha corresponde al
peso al término del tratamiento. (ANOVA de dos vias, mediante
comparacion multiple entre el promedio de cada valor dentro de la
columna, Post-Hoc, test de comparacion multiple de Bonferroni's

multiple (p=0.0201))
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4.2.3.4 Analisis visual
4.2.3.4.1  Analisis de muestras de plasma

4.2.3.4.1.1 Analisis metodologia semipolar

El objetivo de este estudio es identificar las diferencias en los
metabolitos plasmaticos causadas por una intervencion nutricional y un
programa de ejercicios aerobicos regulares en un modelo de ratones
envejecidos, los cuales presentan un aumento del estrés oxidativo. Para
lograr esto, se emplearon dos estrategias: la revision visual de los

cromatogramas Yy el analisis a través de una estrategia metabolémica.

Como ejemplo, en la Figura 4.6 se observan los cromatogramas del pico
base (BPC, por sus siglas en ingles) de todas las muestras de plasma,
procesadas por la metodologia para analitos semipolares, mediante
ionizacion positiva. La observacion detallada reveld una adecuada
alineacion al comparar los picos en comun, particularmente en las
primeras sefiales cercana a los 2 minutos (la alineacion de los
cromatogramas fue realizada por el programa Compass DataAnalysis).
Mediante la observacion visual se determind que existe una diferencia en
los picos del Grupo control (-/-) versus el resto de los grupos (+/-); (-/+)

y (+/+) durante el intervalo de 9 a 10 minutos.
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Figura 4.6 Cromatograma del pico base (BPC) para Método Semipolar
en modo ESI positivo de todas las muestras de plasma analizadas. Azul:
Grupo control; Verde: Dieta (+/-); Rojo: Ejercicio (-/+); Amarillo: Dieta

+ ejercicio (+/+) (n=2 para cada condicion)

En la Figura 4.7 se muestra con mayor detalle la diferencia en los los
BPC de las muestras en los tiempos observados, realizando un zoom al
area donde se seleccioné el peak diferenciador. Posteriormente,
utilizando la informacién otorgada por el software Compass
DataAnalysis, se constatd que el pico correspondiente a 9.5 minutos
presentaba una diferenciacion notoria entre el grupo control (-/-) y los

demas grupos que habian sido intervenidos.
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Mediante el empleo del programa DataAnalysis®, se obtuvo la
informacién relevante del i6n pseudomolecular, [M+H]+, su error,
férmula molecular y los iones fragmentos. Posteriormente, a partir de la
informacion obtenida, se buscé en las bibliotecas disponibles y
buscamos la identidad como se muestra en Figura 4.7, en la que se
determind que dicho pico correspondia al &cido 3-Oxodexicolico o &cido

12-0-3-0x0-5p-colon-24-oico.

( htens
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0.004 bl i e Ay » 4 & W
. T T T T T T y T
\ 80 85 90 95 100 105 10 15 Time [in] /
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s N
MS2391.2861
c Metfrag ~ £ d)
tr (min) Féormula m/z calc Error mo Fragmentos HMDB \'“\ou
molecular [ppm] METLIN
9.5 CoyH30, 391.2842 -46 10.3 61.184906
159.116827 Al A
107.085527 TR
\_ 95.085527 Acido 3-Oxodeoxicolico

Figura 4.7 Mecanismo de busqueda de metabolitos diferenciadores. En la
figura a) se muestra un ejemplo de la buasqueda visual en el

cromatograma del pico base (BPC) donde se identificaron picos

165



diferenciadores, luego en b) se realizo el anélisis MS a tiempo 9.5 y el
MSMS del i6n 391.2861 m/z. En c) los datos obtenidos a traves del
programa DataAnalysis, en d) la identificacion realizada con ayuda de

las bibliotecas disponibles.

Siguiendo con el analisis visual, en la Figura 4.8 se muestran los BPC
para la metodologia semipolar basada en Laursen y colaboradores, 2017
126 Seglin los parametros de la Tabla 4.2, esta metodologia nos permitié
identificar algunos metabolitos semipolares-polares, donde fue
identificado nuevamente el acido taurocolico y otros metabolitos de los

acidos biliares
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Figura 4.8 Cromatogramas BPC para la metodologia semipolar en
muestras de plasma. Se observa el cromatograma del pico base y se

realiza un zoom para identificar los picos diferenciadores.

Ademas del 4cido 3-Oxodexicolico otros metabolitos fueron encontrados
a través de este mecanismo con esta metodologia como se indica en la

Tabla 4.5.
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Tabla 4.5 Identificacion de metabolitos a través de metodologia semi-

polar.

error lones
tr FM [M+H]+ mo Identificacién
[ppm] fragmentos
107.0855;
C24H390 )
95 391.284286 -4.6 10.3 159.1168; 95.0855; Acido-3-oxodeoxicolico
4
261.1849
PC(22:5(42,72,10Z,132,192)-
C49H80ON
9.5 834.610312 0.3 54 355.2631; 373.273 0O(16,17)/P-18:0) is an oxidized
506
phosphatidylcholine
C30H41N 126.0219;
9.7 533.323466 -5 19.2 no identificado
603 227.1423

4.2.3.4.1.2 Analisis metodologia apolar

La Figura 4.9 muestra los cromatogramas de las muestras procesadas

mediante la metodologia apolar en modo negativo y positivo, utilizando

la metodologia descrita por Patterson 2015,'2° El mecanismo de

identificacion por andlisis visual de todas las muestras de plasma nos

permitio identificar a un tR de 5.1 min el ion pseudomolecular [M-H]- de
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514.2840 m/z, el cual segun las bibliotecas disponibles corresponderia a

acido taurocoélico.

/ . ) 5 APOLAR NEGATIVO ® Control \
o] A
| sosmesama . . Dieta
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@ Ejercicio
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TEP§
| JON N J
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Figura 4.9 Cromatograma del pico base (BPC) en modo negativo y

positivo para compuestos apolares en plasma
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4.2.3.4.1.3 Analisis metodologia polar

La Figura 4.11 muestra los BPC para las muestras de plasma procesadas
por la metodologia en fase normal utilizando una columna HILIC BEH
Amide®. Esta columna posee una fase estacionaria con grupos amida
que proporciona interacciones hidrofilicas con los metabolitos de las
muestras y que nos permitio separar los metabolitos mas polares
presentes en la muestra, tanto en modo negativo y positivo, la inspeccion
visual solo nos permitié identificar un pico diferenciador
correspondiente al acido taurocdlico, el cual habia sido identificado

previamente a través de las otras metodologias estudiadas.
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Figura 4.10 Estructura del Acido taurocélico (Imagen tomada de
Pubchem), se observa la cadena lateral altamente hidrofilica por la y el

anillo esteroide de comportamiento hidrofébico.
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Figura 4.11 Cromatogramas BPC para la metodologia polar (HILIC) en
muestras de plasma. Se observa el cromatograma del pico base y se

realiza un zoom para identificar los picos diferenciadores.

La Tabla 4.6 resume los metabolitos identificados mediante la

inspeccion visual de los cromatogramas. Un total de 8 picos diferentes
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fueron encontrados, dentro de los cuales 3 siguen no identificados. Se
encontraron 2 metabolitos de acidos biliares, el acido taurocélico y el
acido 3-oxodeoxycolico. Ademas, se identificé un metabolito oxidado de

la fosfatidilcolina, la PC(22:5(4Z,7Z,10Z,13Z,19Z)-0(16,17)/P-18:0).
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Tabla 4.6 Metabolitos plasmaticos identificados mediante inspeccion visual.

Método tr FM [M+H]+/[M-H]- lones fragmentos [;rgg]r] mo Identificacién

Apolar Negativo 6.3 C26H44NOTS 514.284 1009618; 100 0081 0122095 om7 - cido taurocélico

Apolar Negativo 6.3 C17H38N506 408.2828 - -1.2 -2.9 no identificado
95 C24H3904 391.2843 107.0855; 159.1168; 95.0855;, 4 5 10.3 4cido 3-oxodeoxicolico

261.1849

Semipolar Positivo 95 C48H85NO8P 8346103 355.2631; 373.273 03 54 PC(22:5(42,72,1021,;302,192)-0(16,17)/P-
9.7 C30H41N603 533.3235 126.0219; 227.1423 -5 19.2 no identificado

Semipolar Negativo 9.1 C13H24N603 242.1762 2.8 7.1 no identificado

Polar positivo 5.6 C269H42N107 516.2956 104.1067; 124.9979; 337.2475. -1.4 14.2 acido taurocolico

Polar negativo 5.6 C26H44NO7S 514.2843 248.9744 - - acido taurocolico
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4.2.3.4.2  Analisis de muestras de cerebro e hipocampo

Desafortunadamente, el analisis visual de las muestras de cerebro e
hipocampo no arrojaron metabolitos diferenciadores, como se observa en

los BPC del método apolar de las muestras de cerebro (Figura 4.12)
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Figura 4.12 Cromatogramas BPC para muestras de cerebro a través de la

metodologia apolar. a) modo positivo, b) modo negativo.
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4,235 Analisis a través de estrategia metabolémica

La estrategia metabolomica se llevo a cabo modificando la estructura de
los grupos de estudio, quedando conformados de la siguiente manera:
Control vs Dieta: Para ver el efecto del suplemento en el metabolismo de
los animales se compararon los grupos (-/-) y (-/+) vs (+/-) y (+/+) n=2

para cada grupo, excepto n=3 para el grupo (+/+)

Control vs Ejercicio: Para ver el efecto del ejercicio en el metabolismo
de los animales se compararon los grupos (-/-) y (+/-) vs (-/+) (+/+), con

un n=4y n=>5 para cada grupo respectivamente.

Posterior a la conformacién de los nuevos grupos de estudio, mediante el
programa MetaboScape de Bruker se generaron las BT para cada
metodologia de estudio en modo positivo y negativo, y se realizd un

analisis de tipo metabolomico para encontrar las sefiales de interés.

4.235.1 Evaluacidon del efecto del consumo de calafate mediante

analisis PCAs

En la Figura 4.13 se observa el grafico de 'Score Plot' derivado del
analisis PCA realizado en las muestras de plasma correspondientes a los
grupos que consumieron calafate, el grupo que no consumié calafate y
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los Controles de Calidad (QCs), todos procesados mediante la
metodologia polar. Este grafico representa la distribucion de las muestras
de plasma procesadas mediante el método polar en un espacio
bidimensional, donde el eje x corresponde al componente principal 1
(PC1), el cual explica el 20.5% de la varianza entre las muestras y el eje
y corresponde al PC2 que nos explica el 17.8% de la variabilidad de las

muestras

El "Score Plot" nos brindé una representacion visual de variacion y
agrupacion de los distintos grupos de muestras en funcién del consumo o
no de calafate, asi como los controles de calidad, como se observa
claramente en la Figura 4.13, los QCs se agruparon en el centro del
grafico, indicando una baja variabilidad técnica en el estudio y la

estabilidad de las muestras analizadas durante el proceso 3.
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Figura 4.13 Score Plot del PCA de las muestras de plasma procesadas
mediante método polar. El eje x representa el componente principal 1
(PC1) vs el eje y que representa el componente principal 2. Se observan
los QCs (verde) en el centro del grafico, las muestras control (verde) y

las muestras que consumieron calafate (rojo)

Con relacion a las muestras, del grafico de Score plot se desprenda una
clara tendencia a la separacién entre el grupo control y el grupo que
consumid calafate regularmente. Como se observa claramente en el
grafico, el grupo que consumio calafate se encuentra perfectamente

agrupado, y el grupo de muestras sin calafate presentan una gran
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dispersion en el gréafico, existiendo una muestra que tiende a agruparse
con el grupo que consumio calafate, lo que representa claramente un

outlier.

Posterior a la primera visualizacion de la data, se elimin6 del set de
muestras los QCs y outlier, porque no nos estarian aportando
informacion relevante para encontrar las posibles sefiales relevantes. Se
realizd6 nuevamente el andlisis no supervisado mediante PCAs (Figura

4.14) para evaluar la separacion espontanea de los grupos.
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Figura 4.14 PCAs intervencion nutricional para muestras de plasma: Se

muestras los score Plot para cada metodologia (polar, semipolar y

apolar) en modo ESI+ y ESI-: Los parametros para le PCA se describen
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en metodologia. Solo el grafico ¢) muestra el PC1 vs PC4 que

representaba la mejor separacion entre los grupos de muestra.

4.2.3.5.2 Evaluacion del efecto del ejercicio aerdbico regular

mediante analisis exploratorio PCAs

Para evaluar el efecto del ejercicio sobre los metabolitos plasmaticos de
los animales de estudios, se reorganizaron los grupos entre los animales
que realizaron ejercicio aerdébico regular (n=5) versus los animales
sedentarios (n=4), y al igual que el analisis sobre el efecto del consumo
de calafate, se realiz6 un analisis no supervisado, mediante PCA en la

plataforma Metaboanalyst (metaboanalyst.ca).

La Figura 4.15 muestra los graficos Score PlotsEstos, luego de eliminar
del set de datos los QCs y los outlier. Los resultados a través de las tres
metodologias sugieren que el grupo que realizd ejercicio aerobico
regular (rojo: con ejercicio) form6 un grupo altamente compacto. El
grupo sin ejercicio (verde, n=4), tiene una distribucién mas amplia en el

plano
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Figura 4.15 PCAs intervencion deportiva en muestras de plasma: Se

muestras los score Plot para cada metodologia: a) y b) metodologia
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polar; ¢) y d) metodologia semipolar; d) y e) metodologia apolar, todas
en modo ESI+ y ESI-. Se muestra la mejor separacion entre los grupos

con los PCAs correspondientes.

En este trabajo no se incluyen los graficos de “Loading Plots” (que
indican que variables tienen un peso mayor la separacion grupos)
generado en el analisis PCA, ya que la identificacion de variables
importantes para la separacion de los grupos se llevo a cabo a través de

Volcano Plots.

4.2.3.5.3 Busgueda de metabolitos diferenciadores mediante Volcano

Plots

La basqueda de sefial o metabolitos diferenciadores se realizé a través
del analisis estadistico VVolcanoPlot en MetaboAnalyst (Figura 4.16) .El
anélisis mediante VolcanoPlot combina los resultados del analisis de
Fold Change y el test-t. En este trabajo se utilizdé un Fold change de 1.5,
por lo cual los cambios en las sefiales deben ser mayores o iguales a 1.5
veces en magnitud entre los dos grupos de estudio. Para la relevancia
estadistica de los resultados utiliza un test-t con un p=0.05 FDR (para

realizar el descarte de falsos positivos). Especificamente en el grafico
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presentado en la Figura 4.16 a), el eje x representa el Fold Change entre

las distintas condiciones y el eje y representa el valor -log10(p).

a)
(@ Disminucion

Volcano Plot Con Calafate vs Sin Calafate

\

() Aumento () Sin cambio significativo
25 Método Polar
o, % © -] ° @
20
o
o
15
= ° @
=1
—
Qo
0o 10
°
o o
05 P 25
o x R, o -
o 8
0
-6 -5 -4 =3 =2 =1 0 1 2 3 4
log2(FC)
b) Box Plots de features significativos 59072
33,0 a
575.22695 Da 408.28482 Da 42531169 Da 532.31449 Da 55"’3§§4sz2 Da 162,405
334565 126.59 s . 127.95s 352.74s . s .
cc SC cc sC cc s cC SC cc sC cc sC
537.27122Da 591.20164 Da 515.22695 Da 575.22695 Da 161.01602 Da 559.25204 Da
353.20s 334.34s 334778 334565 715858 337.29s

10]  ——ph

D e e

cC SC

CcC sC

Figura 4.16 Volcano Plot y sefiales identificadas mediante el anélisis de

las BT de la intervencion nutricional mediante metodologia polar.
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En el grafico Box plot observado en la Figura 4.16 b), se observan las
sefales diferenciadoras entre el grupo Con Calafate (CC) vs el grupo Sin
Calafate (SC), que se encuentran disminuidas (verde) o aumentadas

(rojo) en el grupo Con Calafate.

El analisis mediante Volcano Plot de la metodologia polar comparando el
grupo que consumio calafate (CC) frente al grupo que no consumio
calafate (SC), nos entregé 12 sefiales pertenecientes a metabolitos
diferenciadores. De estas sefialres, 10 metabolitos se encuentran
disminuidas en el grupo que consumio el extracto de calafate (CC),

mientras que solo dos mostraron un aumento.

El mismo enfoque para la identificacion de metabolitos diferenciadores
se llevd a cabo mediante Volcano Plots en ambos modos, positivo y
negativo, tanto para distinguir las sefales entre los grupos que
consumieron calafate y los que no, como para distinguir las sefiales entre
los grupos que realizaron ejercicio aerdbico regular y el grupo

sedentario.

En la Tabla 4.7 se muestra un recopilado de todas las sefales
identificados para cada condicidn. Hay sefiales que se repiten en mas de

un metodo, como es el caso de las sefiales con un m/z de 515.28996 y un
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tR de 5.58 min encontrado en método polar positivo control vs dieta, y el
sefial m/z 515.29068 con el mismo tR (5.58 min) encontrados en método
polar positivo, control vs ejercicio. Esta sefial corresponde al idn
pseudomolecular [M+H]+ 514.2836 m/z, el cual como vimos
previamente, corresponde al &cido taurocélico. Luego de poder
identificar el &cido taurocolico a través del andlisis visual de los
cromatogramas, fue esperable obtener resultados similares con una
estrategia metabolomica. Sin duda, la estrategia metabolomica ha
demostrado su capacidad para descubrir variables diferenciadoras que no
son facilmente detectables a simple vista, lo que aumenta su eficacia en

este tipo de investigacion y en la nuestra particularmente.

Otro de las sefiales que se repiten son m/z 408.28482 y 408.28501 a un
tR de 2.11 min en método polar positivo tanto en el andlisis control vs
dieta, y control vs ejercicio. Para el método polar positivo, el analisis
mediante volcano plot encontro el sefial 532.31449 m/z, con un tR de
5.88 minutos en control vs dieta, y control vs ejercicio. Asimismo, se
encontré la sefial 537.27122 m/z y un tiempo de retencion de 5.89

minutos en el tratamiento control vs dieta, y control vs ejercicio

En resumen, el andlisis mediante Volcano Plot, para la obtencion de

metabolitos diferenciadores, nos entrego en la metodologia polar un total
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de 30 sefiales Unicas y 6 sefiales que se repiten en diferentes condiciones.
Por otro lado, el método semipolar identificé 6 sefiales Unicas, mientras

que el método apolar solo proporciond 3 sefiales diferenciadoras.
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Tabla 4.7 Recopilado de sefiales obtenidos mediante Analisis Metabolomico.

[M+H]*/

Fragmentos

Condicién Metodologia Polaridad [M-H] Metabolito tR (min) Formula m/z Compuesto
Dieta Polar Pos 409.29122  408.28482 2.11 C24H4105 - acido haemulcélico
Dieta Polar Pos 576.23335 575.22695 5.58 - - no identificado
Dieta Polar Pos 426.31896 425.31169 2.13 355.0628 no identificado
Dieta Polar Pos 53332080 53231449 588  C30HAINGO3 o0 o0 no identificado
Dieta Polar Pos 560.26122  559.25482 5.55 - - no identificado
Dieta Polar Pos 560.25844  559.25204 5.62 - - no identificado
Dieta Polar Pos 834.59712  833.59072 2.71 534.3655 PC(22:5(4Z’7Z’1021’§%§’192) -0(16.17)/P-
Dieta Polar Pos 538.27762 537.27122 5.89 - - no identificado
Dieta Polar Pos 592.20804 591.20164 5.57 - - no identificado

104.1067;
Dieta Polar Pos 516.29636 515.28996 5.58 C26H46N107S 124.9979; acido taurocélico
337.2475
Dieta Polar Pos 373.27037  372.26397 3.02 - - no identificado
Dieta Polar Pos 162.02242  161.01602 11.93 - - no identificado
Dieta Polar Neg 1476.89697 1477.90337 9.78 - - no identificado
Dieta Polar Neg 534.31872  535.32512 4.67 - - no identificado
Dieta Polar Neg 202.04177  203.04817 9.41 - - no identificado
Dieta Polar Neg 283.2626 284.269 2.37 - - no identificado
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Dieta Polar Neg 295.05457  296.06097 2.1 - - no identificado

Dieta Polar Neg 541.33484 542.34124 3.59 - - no identificado
Dieta Polar Neg 216.04652  217.05292 11.83 - - no identificado
Ejercicio Polar Pos 409.29141  408.28501 2.11 C24H3905 - acido haemulcolico
Ejercicio Polar Pos 113.05718 112.05078 1.72 - - no identificado
Ejercicio Polar Pos 426.31809 425.31169 2.13 - - no identificado
Ejercicio Polar Pos 533.32089 532.31449 5.88 - - no identificado
Ejercicio Polar Pos 538.27762  537.27122 5.89 - - no identificado
Ejercicio Polar Pos 848.55088 847.54448 2.1 - - no identificado
Ejercicio Polar Pos 503.05182 502.04542 4.97 - - no identificado
104.1067;
Ejercicio Polar Pos 516.29708  515.29068 5.58 C26H46N107S 124.9979; acido taurocolico
337.2475
Ejercicio Polar Neg 196.94609  197.95249 1.76 - - no identificado
Ejercicio Polar Neg 322.89437  323.90077 11.94 - - no identificado
Ejercicio Polar Neg 219.10008 220.10648 12.39 - - no identificado
Dieta Semipolar Pos 538.27118 539.27758 9.77 - - no identificado
Dieta Semipolar Neg 465.96033  464.95393 2.58 - - no identificado
Ejercicio Semipolar Pos 108.90278  107.89638 11.64 - - no identificado
Ejercicio Semipolar Neg 148.98046  149.98686 3.09 - - no identificado
Ejercicio Semipolar Neg 176.90217  177.90857 1.91 - - no identificado
Ejercicio Semipolar Neg 253.14626  254.15266 9.51 - - no identificado
Dieta Apolar Neg 293.17774  294.18414 241 - - no identificado
Dieta Apolar Neg 443.24207  444.24847 12.04 - - no identificado
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Ejercicio Apolar Neg 351.13674 352.14314 6.35 - - no identificado
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Capitulo 5 Discusién

Para el objetivo 1 la discusion se dio dentro de los articulos publicados,
por lo cual no volveremos realizar dicha discusion. En este capitulo se

discutiran los resultados obtenidos para los objetivos 2 y 3.

5.1 Efecto del extracto de calafate en modelos celulares

El efecto del extracto etandlico observado en la viabilidad de las células
PC12 (Figura 4.3), a una dilucion de 1:10 (85 mg/L) ya que soluciones
azucaradas a igual concentraciones en las mismas proporciones del
extracto no afectaron la viabilidad. Estos hallazgos respaldan la
importancia de estudiar dichas sustancias para determinar el impacto
biologico del extracto etanolico de calafate e identificar las biomoléculas

que ejercen un rol bioactivo.

Las neuronas hipocampales expuestas al péptido AB1-40 mostraron un
aumento en la actividad espontanea de calcio, lo cual habia sido
observado en el estudio de Saez-Orellana et al. (2016) 3, sugiriendo que
el efecto agudo del péptido AB1-40 provoca una desregulacion que
conduce a un incremento en los niveles de calcio citosélico durante un

periodo agudo, ya que la incubaciéon del péptido AP durante 24 o 48 h
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tiene un efecto contrario AB1-40 13! La inhibicién del extracto de
calafate (0.87 mg/mL) sobre la actividad espontanea de calcio sugieren
que los compuestos bioactivos presentes en el extracto de calafate
podrian estar involucrados en la induccién de la muerte celular a través
de mecanismos aun desconocido. Diluciones mayores del extracto de
calafate no tuvieron un efecto significativo en la actividad espontanea de
calcio en las neuronas hipocampales. Por lo tanto, seria interesante
realizar mediciones de concentraciones intermedias para evaluar si el
efecto estd relacionado con los compuestos bioactivos presentes en el
extracto de calafate o también seleccionar algunos compuestos presentes

en el extracto, para evaluar su efecto especifico

5.2 Efecto del calafate y el ejercicio sobre el peso de los

animales

En cuanto al efecto del calafate y el ejercicio sobre el peso de los
animales de estudio (Figura 4.5,), el efecto del ejercicio es significativo,
pero resulta interesante observar que en el grupo (+/+) la disminucién
fue mayor con respecto al grupo (-/+). Aunque los resultados no son
concluyentes, el consumo de calafate pudo haber potenciado la

disminucion de peso generada en el grupo (+/+), principalmente por la
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presencia de &cidos hidroxicinamicos, los cuales resultados previos de
esta tesis, han mostrado su efecto sobre la inhibicion de enzimas
digestivas (articulo enviado). A pesar de que los antocianos son los
principales compuestos polifendlicos presentes en el fruto, la baja
absorcion, rapida metabolizacién y eliminacién en modelos animales ™
apuntan a que los acidos hidroxicinamicos podrian ser los compuestos

polifendlicos que generarian este efecto.

Si bien el grupo que solo realiza ejercicio (-/+) no tiene una diferencia
significativa con respecto a su peso inicial, si existe una clara tendencia a
la baja de peso, sugiriendo que el ejercicio fisico regular tiene un efecto
sobre el peso de los animales en estudio, lo cual podria estar asociado a
en modificaciones en su metabolismo, debidos principalmente al mayor
gasto energético generado con el ejercicio aerébico regular que

promueven la activacién de la glicolisis aerdbica.

El grupo control (-/-) no mostro diferencias significativas en relacion a
su peso inicial, aungue la dispersion de los datos es muy amplia, lo que
genera datos no concluyentes. El grupo de animales que solo consumio
el extracto de calafate y no llevo a cabo ejercicio fisico (+/-) no tuvo
diferencias significativas con respecto al peso inicial, aunque se observa

una leve tendencia al alza. Esto puede explicarse por la presencia de
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azlcares en el extracto de calafate y la ausencia de ejercicio fisico

regular en este grupo de ratones.

En resumen, se observaron cambios en el peso de los animales en
funcion del tipo de intervencion llevada a cabo, como se muestra en la
Figura 4.5. Estos resultados plantean preguntas sobre las posibles
alteraciones metabdlicas relacionadas con las variaciones en el peso
corporal, y como podremos observarlas a través de la metaboldémica.
Ademas, es plausible que los polifenoles presentes en el extracto de
calafate no s6lo mitiguen los efectos de los azlcares contenidos en el
mismo extracto, previniendo el aumento de peso en los animales, sino
que también podrian contribuir a numerosos procesos fisioldgicos,

generando efectos beneficiosos para el organismo 32133,

5.3 Analisis visual de metabolitos

De forma interesante, con el analisis visual de los cromatogramas del
plasma resultaron entregaron metabolitos de interés biologico, por
ejemplo, en la metodologa semipolar se identificé el é&cido 3-
oxodeoxicolico, el cual es un metabolito secundario de los acidos
biliares, especificamente derivado del &cido deoxicdlico. El &cido

deoxicolico es conocido por ser un inductor de estrés multiple, activando
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por ejemplo al factor NF-kB, que es responsable de regular la
transcripcion de una amplia variadad de genes involucrados con la
inmunidad y la respuesta inflamatoria y dislipidemias (Frazier et al.,

2022; Payne et al., 2007).

Estudios realizados en cultivo primario de células humanas
nasofaringeas (HHPC, por sus siglas en ingles), activando a NF-xB
mediante la exposicion a &cidos biliares a un pH de 4 y reportando una
fuerte inhibicion de los genes con funcion oncogénica cuando se utilizo

el inhibidor farmacoldgico BAY-118082 (Vageli et al., 2018).

La presencia del acido 3-oxodeoxicolico como metabolito del acido
deoxicdlico respalda la efectividad de nuestro grupo control, debido a la
deteccion de este metabolitos asociado al estrés oxidativo. Ademas,
sugiere que tanto una dieta rica en compuestos fenolicos o ejercicio
regular es una alternativa para disminuir naturalmente estos metabolitos
que pueden desencadenar una respuesta inflamatoria indeseada en el

organismo.

El analisis visual de los cromatogramas apolares, encontramos el acido
taurocolico, el cual es un acido biliar conjugado (CBA por sus siglas en

inglés). Los &cidos biliares conjugados poseen una mayor solubilidad
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que los acidos biliares primarios o secundario, en el organismo
desarrollan diversas funciones como la emulsificacion de las grasas, a
través de la formacion de las micelas, absorcion de vitaminas
liposolubles como la vitamina D, E o K, transporte de grasas a traves de
la circulacion enterohepética y eliminacion de productos de desecho
como la bilirrubina. Una revision de Ridlon y colaboradores el afio 2016
asocia el acido taurocolico con disbiosis de la microbiota intestinal y un

aumento en el cancer colonrectal *341%

En el andlisis visual de los cromatogramas polares se logro identificar
nuevamente al &cido taurocolico. Esto puede deberse a que el acido
taurocolico es un acido biliar conjugado con una estructura que combina
una cadena lateral hidrofilica y una porcion hidrofébica debido a su
anillo esteroide (Figura 4.10), exhibe diferentes afinidades hacia las
metodologias polares, semipolares y apolares utilizadas en esta tesis.
Ademas, su comportamiento distintivo en los tres métodos
cromatograficos utilizados evidencia su prometedora capacidad para ser
utilizados como potencial biomarcador de un estado metabolomico

altamente oxidativo.

La Tabla 4.6 resume los metabolitos encontrados mediante inspeccion

visual, entre ellos la PC(22:5(42,72,102,13Z2,19Z)-0(16,17)/P-18:0), un
197



metabolito oxidado de la fostatidilcolina. Tabla 4.6 Metabolitos
plasmaticos identificados mediante inspeccion visual.La fosfatidilcolina
es el fosfolipido méas abundante en las células eucariotas. Se ha
observado que un aumento en la sintesis de fosfatidilcolina y una
sobreexpresion de los genes asociados a su biosintesis estan relacionados
con la proliferacion de células cancerosas, mientras que la inhibicién de

la sintesis conduce a la apoptosis de estas células*®137

El analisis visual de las muestras de cerebro e hipocampo no mostraron
metabolitos visualmente diferentes. Es posible que la cantidad de las
muestras de cerebro e hipocampo (1.5 mg) por 430 pL de metanol), y la
naturaleza altamente lipidica de la muestra obtenida sean insuficientes
para lograr una mejor calidad analitica. Por ejemplo, se ha observado que
fosfolipidos cargados, sufren supresion iénica por triacilgiceroles (TAG)
138 Guan y colaboradores, utilizaron fraccionamiento previo al analisis
por LC-ESI, mediante columnas de intercambio i6nico para eliminar
lipidos apolares que tienden a generar supresion ionica detectaron por

primera vez N-acilfosfatidilserina y acido dolicoico 1%,

Con estos antecedentes, es altamente sugerible para proximos estudios

metaboldmicos en el cerebro o subregiones, realizar una fraccionamiento
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previo para eliminar lipidos apolares que pudieran interferir en la

busqueda de metabolitos.

Estos resultados sugieren que los metabolitos de los &cidos biliares
juegan un importante rol en los ratones control, en comparacion a los
ratones con una dieta rica en polifenoles o que realizaban ejercicio

aerobico regular.

El analisis de los cromatogramas mediante inspeccion visual fue una
forma sencilla de abordar la busqueda de metabolitos diferenciadores,

pero es un analisis preliminar y no puede ser concluyente.

5.4 Analisis a través de la estrategia metabolomica

Los PCAs de los grupos de muestras que consumian o no calafate,
mostraron que hubo dos muestras que se encontraban separadas del
grupo que consumia el extracto, estas muestras corresponden a los
controles negativos o (-/-), los cuales no consumieron calafate ni
realizaron ejercicio aerobico regular. Si observamos més en detalle, la
tercera y/o cuarta muestra del grupo que no consumia calafate (pero si
realizo ejercicio aerobico regular) tendian a agruparse con el grupo que
si consumio calafate. Esto resultd interesante, ya que podemos sugerir,

que puede existir una correlacion en la regulacion metabdlica que podria
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darse tanto por el consumo de polifenoles en la dieta o el ejercicio
aerobico regular.

La analisis PCA de los grupos con ejercicio vs sin ejercicio a través de
las tres metodologias sugieren que el grupo que realizd ejercicio
aerobico regular (rojo: con ejercicio) es capaz generar un grupo
altamente compacto, indicando las similitudes metabolicas entre ellos. El
grupo sin ejercicio (verde, n=4), tiene una distribucion mas amplia, lo
que puede deberse a que dos de sus muestras son animales que
consumieron calafate y que eso les da una diversidad metabolica més
amplia y que tienden a juntar los grupos.

El andlisis no supervisado a través de PCAs observado a través de los
Score Plot, fue valioso para observar la distribucion de las muestras y su
agrupacion espontanea, resaltantando la necesidad de un numero mayor
de muestras por grupo.

Ademas, la redistribucion de los grupos originales nos permitié obtener
resultados sorprendentes en cuanto a la separacion espontanea de los
grupos de estudio y el efecto que tanto el extracto de calafate rico en
polifenoles, o el ejercicio aerdbico regular tenian sobre el modelo de

estudio

200



Es importante destacar que a través del analisis por Volcano Plots, la
metodologia polar mostrd una mayor capacidad para identificar sefiales
diferenciadoras, lo que podria estar relacionado con la naturaleza
predominantemente polar de los metabolitos presentes en las muestras de
plasma en estudio. Si bien la cantidad de sefiales diferenciadores entre
los grupos de estudio es baja, es notoriamente mayor a las sefales

diferenciadoras encontrada mediante inspeccion visual.

Sorprendentemente, analitos que habiamos identificado visualmente
como el &cido 3-oxodeoxicdlico, no se identificaron a través de la
metodologia propuesta. Aungue al revisar los Loading Plots del analisis
PCAs realizado a la metodologia semipolar del grupo con ejercicios
aerobico regular versus el grupo sin ejercicios, la sefial si se encontraban
dentro de las variables con mayor peso para la separacién de las

muestras, pero a modo de estandarizar los resultados, no fueron incluidos

Los resultados obtenidos sugieren fuertemente, que haber forzado el
grupo control con muestras de animales que no habian realizado
ejercicio, pero si tuvieron una intervencion nutricional, provoco que se
perdieran sefiales importantes que podrias ser relevantes. Estos
antecedentes refuerzan la necesidad de tener un ndmero mayor de

muestras para obtener resultados contundentes.
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Mediante la estrategia metabolomica, fue posible identificar el acido
taurcolico, el &cido haemulcdlico, el cual no habia sido posible
identificar visualmente, y la PC(22:5(42,72,102,13Z2,19Z)-0O(16,17)/P-

18:0).

Interesantemente, todos los metabolitos diferenciadores se encuentran
relacionados a una disfuncion oxidativa, principalmente asociadas acidos
biliares, los que se encontraron aumentados en los grupos control (Sin
Calafate y Sin Ejercicio). Los acidos biliares ademas de emulsificar las
grasas, desempefian un papel fundamental en las interacciones entre el
huésped y la microbiota intestinal en el organismo, estudios en pacientes
con Alzheimer han reportado un desbalance de los acidos biliares y un

cambio en la microbiota intestinal %°.

Aproximadamente el 97% de los acidos biliares primarios, como el acido
célico y el acido quenodesoxicélico, son reabsorbidos a través de la
circulacion enterohepatica 4°. El 3% restante de los &cidos biliares
escapa a la reabsorcion en el ileon y continta hacia el colon. En el colon,
estos acidos biliares son sometidos a la accion de la microbiota
bacteriana, que puede transformarlos mediante reacciones de
deshidroxilacién y desconjugacion. Como resultado, se generan acidos

biliares secundarios, como el &cido desoxicélico y el acido litocdlico,
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que tienen propiedades bioldgicas distintas a las de los acidos biliares

primarios 141142

La notoria diferencia en los acidos biliares presentes entre los grupos de
estudios sugiere que los polifenoles en la dieta y el ejercicio fisico
pueden combatir el estrés oxidativo a traves de diversos mecanismos, y
que un cambio en la composicion de la microbiota intestinal podria ser

esperado 14,

Si bien este estudio es un andlisis preliminar, dado las limitaciones
experimentales detalladas, y no nos permiten obtener resultados
concluyentes, si evidencia que la estrategia metabolomica permitio
sistematizar la informacion, aportar con mas informacion que un analisis
dirigido, y detectar mayores diferencias en el metaboloma de muestras
obtenidas con las diferentes intervenciones, permitiendo generar nuevas
hipétesis de trabajo. En nuestro estudio, a pesar del bajo numero de
replicas biologicas, nos permite postular una nueva hipdtesis parcial

podria ser:

En un modelo animal de estrés oxidativo, tanto el ejercicio aerdébico
regular como una dieta rica en polifenoles lograron modular el

metabolismo, que resulto en la disminucion de metabolitos relacionados
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con el estrés oxidativo y la regulacion de vias de sefializacion implicadas

en enfermedades crénicas asociadas a una disfuncién oxidativa.

Existe un gran nimero de sefiales que aln no han sido identificadas y

que estan siendo estudiadas para su identificacion.
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Capitulo 6 Conclusiones

La caracterizacién quimica mediante HPLC-QTOF-MS/MS de 4 tipos
distintos de hojas de Berberis autoctonos de Chile incluyendo una
especie introducida, Berberis vulgaris, permite establecer que todas
presentan un perfil de compuestos quimicos complejo, pero altamente
conservado respecto a los metabolitos secundarios identificados, siendo
los &cidos hidroxicindmicos los metabolitos méas abundantes en todas las

especies estudiadas.

Los extractos metanolicos de hojas de calafate (B. microphylla) y de
michay (B. darwinii) son los que presentan mayor capacidad
antioxidante in vitro, resultados que se relacionan directamente con las
altas concentraciones de compuestos fendlicos presentes en las muestras
estudiadas, principalmente los HCAs, evidenciando el efecto protector
que tienen los HCAs en las hojas de Berberis sobre el estrés oxidativo.
Los resultados obtenidos sugieren fuertemente que las hojas de calafate

tienen potencial uso como alimento funcional.

El extracto acuoso de hojas de Calafate, es conservado respecto al perfil
metandlico, presentando solo ciertas diferencias menores producto de la

distinta polaridad y energia usada para la extraccion. La infusion
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presentd alta capacidad antioxidante lo cual se puede relacionar con el
alto contenido de compuestos fenolicos, ademés de presentar
micronutrientes metalicos lo cual también contribuye a su potencial

antioxidante.

En forma contundente se establece que la infusion no exhibe toxicidad
en las células HUVEC a concentraciones inferiores a 0.83 g/L (2.34
mM), y tampoco impacta la viabilidad en las células PC12 a
concentraciones menores 0.56 g/L (1.58 mM), concentraciones menores
a las que es posible encontrar en el plasma, ademas previene la
formacion de ROS inducida por el H,O, en celulas HUVEC, llegando a

niveles de proteccion similares a la vitamina C.

La infusion presenta actividad hipoglucémica e hipolipidémica,
caracteristica demostrada mediante ensayos in vitro con enzimas
digestivas, pudiendo ser un producto funcional que contribuya al
tratamiento de Diabetes Mellitus. Por otra parte, la infusién presenta un
efecto reductor de la agregacion del péptido AP in vitro, lo que podria
relacionarse a su efecto protector sobre Alzheimer, otra enfermedad con
un desbalance oxidativo. Estos resultados sugieren su potencial uso

como alimento funcional para promover la salud de los tejidos
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neuronales y como alimento preventivo o protector en enfermedades

asociadas a un estrés oxidativo.

Respecto al fruto del calafate, su extracto etandlico mostré en células
PC12 que concentraciones inferiores a (8.5 mg/L) no afecta la viabilidad
celular, mientras que en neuronas hipocampales tuvo un efecto
inhibitorio en la actividad espontanea de calcio a concentraciones 0.87
mg/L, lo cual no puede ser asociado a los azucares contenidos, sino mas

bien a los compuestos bioactivos presentes en el extracto.

Se logra establecer que utilizar animales envejecidos permite establecer
un modelo de estrés oxidativo para el estudio de la intervencion

nutricional con calafate y/o ejercicio aerobico regular.

La incorporacion de extracto de fruto de calafate a la dieta del modelo de
estudio no provocd cambios significativos en el peso de los animales. A
diferencia de los animales que realizaron ejercicio aerébico regular, en el
que se observd una disminucion promedio de su peso inicial, asociado a

un aumento del gasto energético.

Tanto la intervencién nutricional con calafate como el ejercicio generd
un cambio en el metaboloma de los animales sometidos al protocolo de
intervencion. A pesar de que fisicamente no tuvieron cambios similares
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en el peso, el analisis metaboldmico tanto del grupo que consumié
calafate y del grupo que realizd ejercicio aerdbico regular, reporta una
disminucion de metabolitos asociados al estrés oxidativo, principalmente
asociados a 4&cidos biliares, como el acido taurocélico, el &cido
haemulcélico y el &cido 3-oxodeoxicolico, reportado como un metabolito
del acido deoxicdlico, todos asociados a procesos inflamatorios con

desbalance oxidativo.

Por otro lado, las muestras de cerebro e hipocampo requieren de una
extraccion previa para eliminar lipidos neutros que interfieren en el
analisis de los lipidos cargados a través de las metodologias ensayadas,
por lo tanto, es este estudio no aportaron mayor informacion, siendo

necesario su reprocesamiento analitico.

En base a estos resultados, se concluye que el modelo de estrés
oxidativo, desarrollado con un grupo de animales envejecidos, fue capaz
de reportar metabolitos asociados al estrés oxidativo, sugiriendo que el

modelo propuesto fue altamente exitoso para nuestro estudio.

Si bien los objetivos de la tesis se han alcanzado en forma preliminar,
dada la limitacion en la cantidad de muestras estudiadas, siendo

necesario validar de manera mas sélida los resultados logrados,
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requiriendo la inclusion de un mayor nimero de muestras en futuros
estudios, se puede establecer que se cumple la hipotesis ya que el
ejercicio y el consumo de extracto de calafate modificaron marcadores
metabolicos asociados al estrés oxidativo y por tanto tienen un efecto

positivo sobre enfermedades asociadas.
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