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RESUMEN 

El estrés oxidativo es un factor importante en el inicio de varias 

patologías, entre ellas enfermedades neurodegenerativas como 

Alzheimer y demencia senil; enfermedades cardiovasculares; cáncer 

entre otras. Diversos estudios indican que un estilo de vida que incluya 

una dieta rica en antioxidantes, ejercicio regular y vida social activa 

ayudarían a reducir o retardar los procesos celulares involucrados en el 

desarrollo de patologías asociadas al estrés oxidativo. 

En la búsqueda de alimentos funcionales, nuestro grupo de investigación 

ha estudiado un arbusto autóctono de la patagonia chileno argentina, el 

calafate (Berberis microphylla). El calafate posee una poderosa baya, 

consumida desde tiempos prehispánicos que posee altos niveles de 

compuestos bioactivos, especialmente compuestos fenólicos. 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 

metanólicos a través de HPLC-DAD-QTOF de cinco tipos de hojas de 

Berberis: Calafate (Berberis microphylla); Michay (Berberis darwinii); 
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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. Además, se evaluó su potencial antioxidante y 

contenido de ácidos grasos.  

Posteriormente, se realizó una infusión acuosa con hojas de calafate, 

realizando una completa caracterización que implicó la cuantificación de 

los principales compuestos fenólicos presentes en la infusión, el 

contenido elemental, el efecto antioxidante de la infusión 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 evaluó cómo la dieta y ejercicio 

impacta sobre el estrés oxidativo. Para esto se desarrolló en un modelo 

murino de estrés oxidativo, un plan de intervención que implicó una 

dieta suplementada con un extracto etanólico del fruto de calafate rico en 

compuestos (poli)fenólicos antioxidantes, el efecto del ejercicio aeróbico 

regular, además se evaluó el efecto sinérgico de ambas intervenciones. 

Finalizando la intervención, se analizaron muestras de plasma, cerebro e 

hipocampo de los animales, mediante UHPLC-QTOF-MS y se 

identificaron posibles biomarcadores de estrés oxidativo. 
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Capítulo 1    Introducción 

1.1    Estrés oxidativo y especies reactivas del oxígeno (ROS) 

El estrés oxidativo se conoce como el desequilibrio entre la generación 

de prooxidantes y sus mecanismos de captación 1, donde la producción 

de prooxidantes supera la capacidad de neutralización a través de 

mecanismos moleculares intracelulares 2. Los prooxidantes más 

conocidos son los radicales libres (RL), los cuales se definen como 

entidades o fragmentos moleculares, capaces de existir de forma 

independiente que contienen uno o más electrones desapareados en su 

última capa de valencia 3,4, que les proporciona gran reactividad con 

macromoléculas vecinas presentes en la célula, principalmente ácidos 

nucleicos, proteínas, y lípidos que componen membranas celulares 5.  

Comúnmente se utiliza el término “especies reactivas del oxígeno (ROS, 

por sus siglas en inglés) para referirse indistintamente a los radicales 

libre, aunque los ROS incluyen un grupo más amplio de moléculas, 

donde se encuentran tanto a los radicales libres como a otras especies no 

radicales, como el peróxido de hidrógeno (H2O2) o ácido hipocloroso 

(HOCl), las cuales son moléculas estables, pero altamente reactivas con 

el oxígeno 4. 
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Además, en el organismo también existen moléculas derivadas del 

nitrógeno que reaccionan con oxígeno, denominadas especies reactivas 

del nitrógeno (RNS), como el óxido nítrico (NO) o el peroxinitrilo 

(ONOO-). Para englobar a ambas especies es común denominarlas 

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

Las fuentes de ROS provienen de reacciones enzimáticas y no 

enzimáticas. Dentro de los mecanismos enzimáticos involucrados en la 

formación de ROS se encuentra la cadena respiratoria de electrones, la 

síntesis de prostaglandinas, la respuesta fagocítica (peroxisomas, 

liposomas) y el sistema citocromo P450 6. Por otro lado, la formación de 

ROS de manera no enzimática puede ocurrir cuando el oxígeno 

reacciona con compuestos orgánico, exposición a metales de transición 

(ej, Cd, Hg, Pb, As, o metales iónicos como Fe+2 o Cu+) exposición a 

radiaciones ionizantes como los rayos X o rayos UV, ozono, polución 

ambiental, infecciones microbianas, drogas o sus metabolitos, entre otros 

factores 4 
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Figura 1.1 Metabolismo de algunas ROS y reacciones involucradas en la 

lipoperoxidación. a) Formación de anión superóxido (O2•−) [1] y 

peróxido de hidrógeno (H2O2) [2] a partir de O2; b) Eliminación de H2O2 

mediante enzimas antioxidantes, catalasa [3] y glutatión peroxidasa [4]; 

c) Reacciones implicadas en la lipoperoxidación lipídica, formación del 

radical hidroxilo (•OH) a través de la reacción Fenton [5], la reacción 

•OH con lípidos insaturados, formando radicales libres de lípidos (•L) 

[6], y la propagación de la peroxidación lipídica [7] [8]. 5,7 
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La Figura 1.1 describe algunas reacciones que generan ROS en el 

metabolismo celular 5. La formación del radical anión superóxido (O2-•) 

a través del complejo I (NADH) o el complejo III (citocromo c) de la 

cadena transportadora de electrones se puede representar mediante la 

ecuación [1], y se considera el primer radical enzimático formado. 

Luego, el anión superóxido puede ser catalizado a peróxido de hidrógeno 

(H2O2) y oxígeno molecular por la enzima superóxido dismutasa (SOD) 

como se indica en la ecuación [2]. Aunque el H2O2 es altamente reactivo, 

al no ser un RL tiene una vida media más prolongada 8, lo que facilitaría 

su difusión al núcleo celular aumentando las probabilidades de realizar 

modificaciones genéticas, por sobre otros los RL que tienen una vida 

más corta 8. El H2O2 es eliminado gracias a enzimas como catalasa [3] o 

glutatión peroxidasa [4], pero también puede actuar como agente 

oxidante de Fe+2 de acuerdo con la reacción de Fentom [5] generando el 

radical hidroxilo (•OH) que es altamente reactivo, atacando cualquier 

molécula oxidable cercana como los lípidos poliinsaturados de 

membrana, dando lugar a la peroxidación lipídica como se observa en las 

ecuaciones [6] y [7]5,7. 
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Aunque el termino estrés oxidativo no es completamente aceptado 9, en 

este trabajo de investigación se utilizará este término para describir los 

procesos involucrados en el daño no enzimático 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 acompañan con diversos patologías.  

Por ejemplo, en   ateroesclerosis, la oxidación de la Lipoproteína de baja 

desidad (LDL) es el primer paso para inducir la respuesta una respuesta 

inflamatoria, que conlleva un aumento de moléculas de adhesión, y 

citoquinas proinflamatoria, resultando en una agregación plaquetaria y la 

adhesión de los monocitos al endotelio 10.   

 

En Diabetes mellitus y Cáncer, se observa un cambio a un estado 

prooxidativo del sistema redox de tiol/disulfuros y una falla en el 

cleareance de glucosa11. 

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 
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vulnerabilidad a enfermedades y la muerte 12. En 1956, Denham Harman 

propuso la "Teoría del Envejecimiento Basada en Radicales Libres y 

Química Radical" 13 que sostiene que el aumento en la cantidad de 

radicales libres en el cuerpo puede causar daños y aumentar la 

predisposición a enfermedades. Aunque la teoría no tuvo inicialmente un 

amplio respaldo, el descubrimiento de la función de la enzima 

Superóxido Dismutasa (SOD) por McCord y Fridovich en 1969 

proporcionó evidencia significativa. Se demostró que la enzima SOD 

actúa como un catalizador que convierte el radical libre (O2
-) en peróxido 

de hidrógeno (H2O2) y oxígeno (O2) ayudando a disminuir la cantidad de 

radicales libres en el cuerpo 14. Estos descubrimientos, junto con otros 

relacionados con enzimas antioxidantes, sentaron las bases para 

comprender este mecanismo. 

La teoría del envejecimiento sostiene que el estrés oxidativo puede 

causar daños y aumentar la predisposición a enfermedades 5,8,14. Entre las 

enfermedades fuertemente asociadas al envejecimiento se encuentran las 

enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer y el Parkinson, 

además del cáncer y la diabetes 4,15. Estas enfermedades comparten un 

desequilibrio redox sostenido en el tiempo, lo que respalda la idea de 
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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 (exposición a cigarro, 

polución, luz UV, etc.), donde el consumo de antioxidantes, y la 

ejercicio física regular ayudarían 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 más interesantes que se han logrado llevar, es el real 

efecto del estilo de vida en la prevención de enfermedades asociadas al 

estrés oxidativo, es por eso, que en este trabajo abordaremos el efecto del 

ejercicio y la alimentación rica en compuestos fenólicos sobre el balance 

oxidativo y su efecto a nivel metabólico.  

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 cómo el ejercicio agudo aumentó la 
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peroxidación lipídica mediante la expiración de pentano, así como el 

efecto inhibitorio sobre la peroxidación lipídica ejercida por el consumo 

de vitamina E 16  

Posteriormente, diversos estudios siguieron asociando el ejercicio físico 

y el aumento de los ROS generados durante el desarrollo de la actividad 

física con diversos estados patológicos, tales como el envejecimiento 17–

19. Por ejemplo, Alessio evaluó los niveles de malonildehído (MDA) e 

hidroperóxidos lipídicos (LH) en el ejercicio físico de alta y mediana 

intensidad, observando aumentos significativos en los niveles de 

malonildehido en el musculo esquelético y una tendencia al aumentos de 

hidroperóxidos lipídicos, sugiriendo que el ejercicio físico influye en la 

peroxidación lipídica y el estrés oxidativo muscular 19,20, por lo cual 

podría tener un tener un efecto sobre las patologías asociadas al estrés 

oxidativo 19,20 

Estudios posteriores como el de Sen y colaboradores en 1992 21, refutan 

esta teoría al demostrar que el ejercicio físico regular tiene un impacto 

significativo en la adaptación favorable del ciclo de glutatión, tanto en 

perros y ratas, mejorando el estado detoxificante y antioxidante tanto en 

músculos como hígado 21.  
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Más adelante, el año 2008, una revisión de Power & Jackson, sugiere 

que el ejercicio físico regular, mantiene el equilibrio a través de diversas 

respuestas adaptativas moduladas por los ROS, como un aumento en la 

actividad de las SOD1 y SOD 2 entre un 20 y 112% 7,22. 

Por ejemplo, en la Figura 1.2 se muestra el efecto dual del peróxido de 

hidrógeno en el organismo. A bajas concentraciones, (1-10 nM) el H2O2 

actúa como señalizador celular promoviendo una respuesta adaptativa al 

desbalance oxidativo a través del aumento de las cascadas de 

señalización mediada por Nrf-2. Por otro lado concentraciones mayores 

de H2O2, (0.1-10 µM) durante periodos prolongados generara daños 

moleculares a lípidos, proteínas y macromoléculas susceptibles, 

generando muerte celular 7,22.  
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Figura 1.2 Dualidad de los efectos provocados por H2O2 en el 

metabolismo oxidativo: Las fuentes de H2O2 incluyen los complejos 

NADPH oxidasas unidas a la membrana, o libres provenientes de la 

mitocondria. La función de SODs. La difusión del H2O2 a través de 

acuaporinas (AQP) conocidas como peroxiporinas. En verde las cascadas 

de señalización mediante estrés oxidativo fisiológico y en rojo el daño 
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generado por un exceso de estrés oxidativo. Figura tomada y adaptada de 

Helmut Sies, 2017 7 

Con estos antecedentes, es interesante abordar si el ejercicio físico 

regular es capaz de modificar metabolitos asociados al estrés oxidativo 

derivados de la inactividad física y determinar una estrategia analítica 

que sea capaz de detectar dichos cambios. 

1.4    Costos asociados a la inactividad física 

La organización mundial de la salud estima que entre los años 2020 y 

2030 se tendrán cerca de 500 millones de nuevos casos de enfermedades 

no transmisibles (ENT) 23, lo que supone costos de tratamiento de algo 

más de 48000 millones de USD anuales, si no tiene lugar ningún cambio 

en la prevalencia actual de la inactividad física.  

Casi la mitad de los nuevos casos de ENT (47%) serán consecuencia de 

la hipertensión, y el 43% de la depresión. Las tres cuartas partes de los 

casos corresponderán a países de ingresos bajos y medianos altos. El 

mayor costo económico se producirá en los países de ingresos altos, que 

representarán el 70% del gasto en atención de salud para el tratamiento 

de las enfermedades derivadas de la inactividad física 23. 
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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 física al menos 150 minutos de 

actividad de intensidad moderada (o equivalente) por semana, medida 

como una combinación de actividades físicas realizadas en múltiples 

ámbitos: en el trabajo (incluyendo el trabajo doméstico), durante los 

desplazamientos (caminar y andar en bicicleta) y para el tiempo de 

recreación (incluyendo deportes). Para los adolescentes, la 

recomendación de la OMS es de 60 minutos diarios de actividad de 

intensidad moderada a vigorosa 24.  

1.5    Alimentación, estrés oxidativo  

Los “antioxidantes” químicamente son moléculas reductoras capaces de 

aceptar electrones, reduciendo su número de oxidación, o transfiriendo 

un hidrógeno. Estas moléculas reaccionan rápidamente ante la presencia 

de sustancias oxidantes, como el O2. Las principales reacciones 

moleculares involucradas en el equilibrio redox del organismo, fueron 

descritas previamente. En lo que sigue del texto se acuñará el término 

Antioxidante debido a la popularidad y a su uso extendido en diversos 

estudios.  
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Como fue mencionado previamente, la alimentación desempeña un papel 

fundamental en la obtención de antioxidantes exógenos, los cuales son 

esenciales para contrarrestar el estrés oxidativo y sus efectos en el 

proceso de envejecimiento. Entre los antioxidantes más conocidos se 

encuentra la vitamina C (ácido ascórbico), una vitamina hidrosoluble 

presente en frutas, especialmente cítricas como naranjas, limones y kiwis 

25. La vitamina C no solo ayuda a combatir el daño generado por los 

radicales libres, sino que también es capaz de regenerar la forma activa 

de la vitamina E, otro antioxidante importante 25. La vitamina E, 

conocida como α-tocoferol, pertenece al grupo de vitaminas liposolubles. 

Esta vitamina se encuentra en aceites vegetales y semillas, y desempeña 

un papel crucial en la protección de las membranas celulares contra el 

daño oxidativo 26. 

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 protección 

celular contra los efectos nocivos de los radicales libres 27. 
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Tabla 1.1 Principales antioxidantes y su fuente28  

Antioxidante Alimentos Fuente 

Vitamina C (Ácido Ascórbico) Cítricos (naranjas, limones), fresas, kiwi 

Vitamina E (Tocoferol) Aceites vegetales, frutos secos, espinacas 

Vitamina A (Beta-caroteno) Zanahorias, espinacas, mango 

Quercetina Cebollas, manzanas, uvas, té, brócoli 

Resveratrol Uvas rojas, vino tinto, cacahuetes, arándanos 

Curcumina Cúrcuma (especia), curry, mostaza 

Epigalocatequina (EGCG) Té verde, té blanco 

Antocianinas Calafate, cerezas, uvas moradas, ciruelas, 

fresas 

Ácido elágico Granadas, fresas, frambuesas 

Genisteína Soja y productos de soja (tofu, tempeh) 

Quercetina Manzanas, cebollas, té, uvas, frutas cítricas 

ácido clorogénico Café 

 

 

Además 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 

glutatión peroxidasa (Se) y superóxido dismutasa (Zn, Cu y Mn), 

desempeñando un papel crucial en la neutralización de especies reactivas 

del oxígeno, por cual su presencia en la alimentación resulta relevante de 

estudia.  
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Por otra parte, los compuestos fenólicos (Compuestos que poseen al 

menos un grupo hidroxilo unido a un anillo aromático) 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 daño oxidativo.29–31.  

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 fenólicos, 

especialmente antocianinas, y a la riqueza de ácidos hidroxicinámicos en 

sus hojas 32–34. Este interés nos lleva a adentrarnos en un análisis 

detallado su composición en el siguiente punto  

 

1.6    Calafate, Berberis microphylla G. Forst 

La familia Berberidiceae está distribuido ampliamente alrededor del 

mundo, especialmente en zonas subtropicales. En la Patagonia chilena-

argentina existe una especie endémica perteneciente a esta familia, 

conocido coloquialmente como Calafate (Berberis microphylla G. Forst). 
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El Calafate es un arbusto con hojas perennes, raíz amarilla y que da una 

rica baya morada 35. El calafate ha sido utilizado desde tiempos 

precolombinos principalmente por el pueblo Aónikenk o Patagones 36. 

Ellos utilizaron la planta tanto como para su consumo en mermeladas, 

brebajes, medicamentos y tinturas, otorgándole propiedades curativas y 

mágicas a la planta 37. El calafate, por lo tanto, es un símbolo de la 

Patagonia chilena-argentina, que últimamente 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 año 2010, en el departamento de Análisis Instrumental de la 

Universidad de Concepción, Ruiz y colaboradores determinó la 

concentración 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 µmol/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 comparación al maqui y calafate (0.21 ± 1.08 µmol/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;   0.12 ± 0.01 y 0.11 ± 0.01 y 0.29 ± 0.01 y 0.27 ± 0.03 

µmol/g de peso fresco. Encontrando que los compuestos fenólicos 

principales en maqui y calafate fueron las antocianinas y que en murtillas 

los flavonoles. En nuevos estudios del grupo de investigación, el año 

2013 Ruiz y colaboradores, realizaron una caracterización de los 

antocianos presentes en otros frutos silvestres chilenos como el arándano 

chileno, mutilla y calafate.  El arándano presento el perfil más complejo 

de antocianos, pero el calafate presentó la mayor capacidad antioxidante 

y el mayor contenido de antocianinas (28.82 ± 5.10 µmol/g de peso 

fresco), lo cual lo sitúa como un excelente alimento funcional para 

promover la salud 38.  

Otro estudio en el fruto del calafate por Ruiz y colaboradores el año 

2014, identificó la presencia de los alcaloides en la planta con el objetivo 

de determinar su inocuidad alimentaria. En este estudio se identificó la 

presencia de tres alcaloides: berberina; jatrorrizina y palmatina. La 

cuantificación 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 presentó altas 

concentraciones en la raíz 4655.7 ± 1067.3 nmol/g de peso fresco) 39.  A 

bajas concentraciones los alcaloides presentan propiedades 
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antimicrobianas, antiinflamatorios, antioxidantes, hipoglicemiantes e 

hipolipidémicos 40–42. La Berberina tiene un color amarillo por lo que la 

raíz se ha usado para fines medicinales y para tinción de lana 43. Se ha 

encontrado berberina en el fruto en concentraciones que varían 

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 sería 

consistente con la protección química que la plante le otorga al fruto es 

sus procesos de maduración 39. 

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 

fenólicos, es esencial examinar las características y el metabolismo de 

estos compuestos como paso previo. Este análisis es crucial para 

comprender cómo el consumo de esta planta podría afectar el 

metabolismo del hospedador  

1.7    Compuestos fenólicos 

Los compuestos fenólicos 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 

química, aunque resulta común encontrarlo como compuestos fenólicos.  

Los compuestos fenólicos se pueden clasificar en tres grandes grupos en 

tres grandes grupos (Figura 1.3): Ácidos fenólicos (ácidos 

hidroxibenzoicos e hidroxicinámicos); Flavonoides (flavonas, 

flavonoles, flavan-3-oles, isoflavonas, flavanonas y antocianidinas o 

antocianinas); y otros compuestos fenólicos (estilbenos, lignanos, 

taninos, xantonas, ligninas, cromonas y antraquinonas) 44.  

En las plantas los compuestos fenólicos desarrollan diversas funciones, 

actúan como elementos de defensa frente a herbívoros y patógenos, 

contribuyen a la regulación del crecimiento y desarrollo de las plantas, 

participando en la modulación de diferentes procesos fisiológicos. 

También intervienen en la respuesta de las plantas a condiciones 

ambientales adversas, como el estrés abiótico y biótico al actuar como 

antioxidantes y reducir el daño oxidativo 45,46. 

Además de las funciones de defensa y regulación, los compuestos 

fenólicos influyen en la calidad de los productos vegetales, afectando sus 

propiedades organolépticas y su resistencia a la degradación 47. También 

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

característicos 48,49 

Se estima que existen al menos 8000 compuestos fenólicos que han sido 

aislados y descritos hasta la fecha, y se siguen descubriendo nuevos 

compuestos y rutas metabólicas en diversas especies vegetales 45.  

Esta diversidad de compuestos fenólicos se debe a la variedad de 

estructuras que derivan de las diferentes rutas biosintéticas, cómo la vía 

del ácido shikímico o malonato 50,51. 
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Figura 1.3 Clasificación de compuestos fenólicos. Adaptado de 

Martinez, 2017 44 

La biosíntesis a través de la vía fenilpropanoide produce una variedad de 

compuestos fenólicos como: ácidos cinámicos (C6-C3); ácidos 

benzoicos (C6-C1); flavonoides (C6-C3-C6); proantocianidinas [(C6-

C3-C6)n], cumarinas (C6-C3); estilbenos (C6-C2-C6); lignanos (C6-C3-

C3-C6) 52.  

El contenido de compuestos fenólicos en las plantas varía entre 1 y 3 

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

almacenamiento, entre otros 53. 

En nuestro estudio nos resulta interesante abordar ácidos 

hidroxicinámicos y antocianos que son los compuestos fenólicos más 

abundante presentes en frutos y hojas de calafate  

1.7.1    Ácidos hidroxicinámicos  

Los ácidos hidroxicinámicos (HCAs) pertenecen a los ácidos fenólicos 

(Figura 1.3 ), La estructura básica de los HCAs incluye un anillo 

fenólico con un grupo hidroxilo en posición orto al anillo carboxílico 

(Figura 1.4) 54–56. Su biosíntesis comienza con la fenilalaninca y luego 

ingresa a la vía del ácido shíkimico, que lleva a la síntesis de 

aminoácidos arromáticos como la fenilalanina y tirosina. Los ácidos 

hidroxicinámicos (HCAs) se forman mediante la desaminación de la 

fenilalanina o la tirosina para producir la unidad C6C3 que sirve como 

estructura central de los fenilpropanoides; la desaminación está 

catalizada por la enzima fenilalanina amonio-liasa (PAL)57. 

Por ejemplo, el ácido clorogénico es un tipo específico de ácido 

hidroxicinámico que se encuentra comúnmente en alimentos como 
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granos de café, hojas de calafate, entre otros. 58,59. Su estructura incluye 

un anillo de ácido cinámico unido a una molécula de ácido quínico  

En general, frutas y vegetales contienen muchos ácidos fenólicos libres, 

mientras en granos y semillas a menudo se encuentran unidos al material 

estructural 31,57.  

1.7.2    Antocianinas 

Las antocianinas son una clase diversa de flavonoides que están 

compuestas por un esqueleto de antocianidina con conjugados de azúcar 

y acilo. Los antocianidinas están formadas por dos anillos aromáticos de 

benceno separados por un heterociclo oxigenado 60. Los derivados de la 

delfinidina son las únicas antocianinas identificadas en violeta, en frutos 

de calafate la delfinidina-3-glucósido es el componente principal 38. Su 

biosíntesis 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 fenólicos 

encontrados en la naturaleza. Adaptada de Liu et al.,2019 56. 
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Figura 1.5 Esquema que representa la vía de biosíntesis 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 60 

Además de examinar la estructura y síntesis de los compuestos fenólicos, 

resulta necesario abordar su metabolismo para comprender la manera en 

que estos compuestos generan efectos en el organismo. Este aspecto 

específico será desarrollado con mayor detalle en la siguiente sección, 
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proporcionando una perspectiva más profunda sobre los procesos 

bioquímicos que subyacen a los impactos de los compuestos fenólicos en 

la salud 

1.8    Metabolización de los compuestos fenólicos 

1.8.1    Compuestos fenólicos y estrés oxidativo 

Los compuestos fenólicos modulan el estrés oxidativo a través de 

diversos mecanismos metabólicos. Por ejemplo, los ácidos fenólicos 

actúan como queladores y atrapadores de radicales libres, especialmente 

sobre radicales hidroxilos, peroxilos, aniones superoxidos y 

peroxinitrilos, mediante el mecanismo molecular vía transferencia de 

protones (HAT, por sus siglas en inglés) 61.  

Las cantidades necesarias de antioxidantes exógenos para el consumo 

varían en función de factores como la edad, el nivel de actividad física, 

el estado nutricional y las características fisiológicas de los individuos. 

Una de las principales fuentes de obtención de antioxidantes es a través 

de bebidas ricas en estos compuestos 62. 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 ácidos 

clorogénicos, ferúlicos o cumáricos. El té proporciona entre 150-400 mg 



27 

 

de TAC por taza, relacionados con la presencia de catequinas en la 

infusión. 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 62.  

 

1.8.2    Biodispibilidad de los compuestos fenólicos  

Los compuestos fenólicos presentes en diversos alimentos al ser 

consumidos a través de la dieta ingresan al organismo y se someten a un 

proceso de metabolización. En el contexto del metabolismo de los 

compuestos fenólicos, se utilizan varios términos clave. La 

"bioaccesibilidad" se refiere a la proporción de un compuesto consumido 

que se libera de una matriz alimentaria durante la digestión, permitiendo 

su paso a través de las membranas durante el tránsito por el estómago y 

llegando al intestino delgado, donde puede ser absorbido o 

biotransformado por la microbiotaintestinal 63. La "bioactividad" 

representa la actividad de los compuestos absorbidos o sus metabolitos 

en las vías metabólicas, lo que resulta en efectos biológicos en el cuerpo. 

Además, se considera la "biodisponibilidad" para evaluar el grado en que 

un compuesto fenólico se mantiene intacto o protegido durante su 

transporte a través del tracto gastrointestinal. Por último, la 



28 

 

"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 biológicos de los compuestos fenólicos en el organismo 

humano 44,64,65. 

La absorción de los compuestos fenólicos está influenciada por su 

estructura, grado de polimerización, tipos de interacciones su matriz, 

estado dietético, composición de la dieta, pH intestinal y abundancia de 

enzimas digestivas 64. Por ejemplo, como se muestra en la Figura 1.6, la 

difusión de compuestos fenólicos conjugados a través de los enterocitos 

no es posible, por lo que requiere un proceso de deconjugación mediante 

la acción de las enzimas β-glucosidasas presentes en las vellocidades del 

intestino delgado, para pasar a través de los enterocitos 44. 

Posteriormente, la aglicona correspondientes se someten a metabolismo 

de Fase I (reducción, oxidación o hidrólisis) o Fase II (por ejemplo, 

conjugación) en el enterocito, convirtiéndola en un éster metílico, un 

glucurónido o sulfato, o bien se transporta como una aglicona al hígado 

para un metabolismo similar 44. 
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La conjugación de agliconas reduce su potencial toxicidad microbiana y 

facilita su transporte como compuestos fenólicos biotransformados. 

Además, los macronutrientes dietéticos pueden alterar la composición de 

las bacterias intestinales, lo que a su vez influye en la biotransformación 

de compuestos fenólicos en el tracto gastrointestinal 66, por ejemplo, una 

comida alta en grasas aumenta selectivamente la bioaccesibilidad de 

algunas antocianinas, como la delfinidina-3-glucosido, delfinidina-3-

galactósido o petunidina-3-arabinósido, pero se observó que en 

condiciones de ayuno la bioaccesibilidad de delfiinidina-3-(6"-acetoil)-

glucósido y malvidina-3-arabinósido aumentó al doble ayuno 67. 

Matrices ricas en proteínas protegen las antocianinas de la degradación 

en el intestino delgado, lo que las hace disponibles para la 

biotransformación microbiana en el colon 67. Luego de la absorción son 

transportadas a los diferentes tejidos a través del torrente sanguíneo, 

donde pueden presentar otras biotransformaciones en compuestos más 

solubles para su eliminación 68. 
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Figura 1.6 Metabolismo y destino de los compuestos fenólicos en la 

dieta. En la figura se detalla la absorción de los compuestos fenólicos, 

los procesos de conjugación mediante B-glucosidasas, su absorción y su 

transporte. Imagen tomada y adaptada de Martinez 44 

 

Las concentraciones máximas en el plasma normalmente se encuentran 

luego de 1 hora de ingerido en alimento. La concentración máxima 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 estómago del individuo 69. Los compuestos que suelen 

aparecer en una concentración máxima luego de 3 h de consumido o 

luego de 5 horas en un estudio farmacocinético, se consideran que son 

absorbidos principalmente por el colón, lo que genera sin excepción una 

metabolización por parte de la microbiota intestinal 70.  

Algunos compuestos fenólicos se pueden absorber forma intacta 71 o 

sufrir pequeñas modificaciones como conjugaciones con ácidos 

glucorónicos o sulfatos. Por ejemplo, algunos flavonoles como 

quercetina o quercetina glicosídica, después de una ingesta oral, tanto la 

quercetina y sus metabolitos metilados, como la isorhamnetina y la 

tamarixetina, aparecen en la circulación de ratas y humanos casi 

exclusivamente en su forma conjugada 72.  

Una revisión de Manach 2005 y Prior 2006 73,74, en antocianinas que son 

los compuestos fenólicos mayoritarios en el fruto de calafate, indicó el 

tiempo promedio para alcanzar la concentración máxima (Cmax) en 

plasma fue de 1.5 horas (rango: 0.75-4 horas), mientras que en la orina 

fue de 2.5 horas. La excreción urinaria parece ser relativa baja oscilando 

entre 0.004% y el 0.1% de la ingesta. El curso temporal de absorción fue 
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consistente con la absorción en el estómago, como se describe en los 

animales. En la revisión Manach indica que aparentemente las 

antocianinas se absorben y eliminan muy rápidamente, presentando una 

absorción de baja eficiencia, aunque indica que los métodos para su 

detección pueden no ser efectivos, ya que usan métodos con detección 

UV, suponiendo la conversión a catión 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 detección 73. 

En nuestro grupo de investigación, el año 2018 Bustamante y 

colaboradores 75 se desarrolló 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 caracterización previa de los principales compuestos 

fenólicos presentes en el extracto mostró que alrededor del 85% 

correspondía a antocianinas, alrededor de un 10% a ácidos 

hidroxicinámicos (HCA, por sus siglas en inglés) 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 fenólicos 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 revisión 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 

absorción y rápida eliminación (Manach et al., 2005). Bustamante y 

colaboradores identificaron una elevada concentración plasmática de 

compuestos fenólicos, con una predominancia significativa de derivados 

de ácidos benzoicos y ácidos hidroxicinámicos en el estudio. Estos 

resultados sugieren la posibilidad de una mayor absorción de estos 

compuestos fenólicos en conjunto con una metabolización rápida de las 

antocianinas a través de biotransformaciones en el organismo, lo que 

conduce a la formación de ácidos benzoicos e hidroxicinámicos y, en 

consecuencia, a una mayor detección 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 

crónico de un extracto de calafate, mostró diferencias en metabolitos 

asociados a estrés oxidativo y enfermedad cardiovascular. HFD que 

consumieron calafate presentaron menores niveles de los marcadores 

endoteliales sE -selectina, sICAM, proMM-9, asociadas a enfermedad 

cardiovascular 76  
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En conclusión, la investigación de los efectos de los compuestos 

fenólicos en un alimento exige un análisis 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 rápida metabolización de los 

compuestos fenólicos.  

Por otro lado, los efectos asociados al ejercicio físico también deben 

poder detectarse, es por eso que la elección de la técnica analítica para 

determinar estos cambios debe ser apropiada y sensible para asegurar su 

detección precisa 

1.9    Técnicas analíticas modernas para el análisis de 

compuestos fenólicos en un modelo animal.  

Resulta interesante estudiar a través de una estrategia analítica sensible, 

el efecto en el metabolismo de una dieta rica en polifenoles y del 

ejercicio aeróbico regular. Una de las estrategias analíticas más 

utilizadas para el estudio de metabolitos es la Metabolómica, 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. 77,78 
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La metabolómica es una rama de la “ciencia ómica” que involucra el 

estudio y la caracterización integral del metabolismo y todos los 

metabolitos presentes en sistemas biológicos en un momento 

determinado 79. La metabolómica utiliza un enfoque integrado con 

poderosos algoritmos matemáticos con los cuales es posible generar una 

“huella dactilar” de procesos celulares específicos 80–82. Es habitual 

conceptualizar la disciplina de la "Metabolómica" bajo la denominación 

de "Metabolómica no dirigida" o en inglés "Untargeted metabolomics", 

debido a la innata ausencia de un objetivo predefinido en el enfoque 

metabolómico. Cabe resaltar que el término "Metabolómica dirigida" o 

"Targeted metabolomics" merece ser reemplazado por el concepto de 

análisis bioquímico de un analito o conjunto de analitos. Este ajuste 

terminológico preserva la integridad del concepto de "metabolómica" 

para describir el estudio comprehensivo de la totalidad de metabolitos 

posibles dentro de una muestra. Dicho abordaje global provee una 

panorámica más enriquecedora del estado fisiopatológico del sistema en 

contraposición al estudio enfocado en uno o varios analitos específicos. 

Los metabolitos, constituyen moléculas de baja masa molecular que 

emergen como intermediarios o productos finales de múltiples rutas 

bioquímicas 82. En el ámbito de las disciplinas "ómicas", los metabolitos 



36 

 

pueden representar los productos resultantes de la transcripción y la 

subsiguiente traducción génica (proteínas). En comparación a la 

genómica y proteómica, la metabolómica otorga una imagen clara del 

fenotipo de un sistema biológico en el momento del muestreo 83. 

Uno de los principales objetivos de la Metabolómica es identificar 

nuevos biomarcadores. Estos biomarcadores tienen el potencial de 

desempeñar un papel fundamental en diversas áreas, que incluyen el 

diagnóstico en etapas tempranas, la categorización de enfermedades, el 

seguimiento de la evolución y la evaluación de la respuesta a 

tratamientos médicos, entre otras aplicaciones 81. Es importante destacar 

que estos nuevos biomarcadores podrían también influir en la 

modificación de fármacos ya desarrollados, además de respaldar la 

realización de estudios de "prueba de concepto" en las fases I y II de 

ensayos clínicos para nuevos tratamientos 81. 

La selección de los métodos analíticos empleados en los experimentos de 

Metabolómica se encuentra primordialmente restringida por su 

capacidad para revelar las diferencias metabólicas derivadas de las 

perturbaciones del sistema en estudio. Entre las características anheladas 

se cuentan la necesidad de mínima preparación de las muestras y la 

habilidad de llevar a cabo análisis con elevado rendimiento 84. En el 
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ámbito de la Metabolómica, las técnicas analíticas más utilizadas 

comprenden la Resonancia Magnética Nuclear (RMN) y la 

Espectrometría de Masas de alta resolución (HRMS) 82. En general, la 

espectrometría de masas es precedida por procesos de separación 

cromatográfica, utilizadas para reducir la complejidad de las muestras y 

permitir el análisis de distintos conjuntos de moléculas en momentos 

específicos. En este contexto, las técnicas de cromatografía líquida (LC) 

y cromatografía de gases (GC) acopladas a detectores de MS de alta 

resolución son las modalidades de acoplamiento más utilizadas 85. 

 

El uso de técnicas como acopladas para el descubrimiento de nuevos 

biomarcadores con relevancia para el diagnóstico de patologías u otros 

procesos metabólicos de interés consiste en una etapa de 

"descubrimiento". Esta fase involucra la manipulación de un conjunto 

limitado de muestras, generando una metadata que posteriormente es 

sometida a análisis mediante algoritmos quimiométricos, como el 

Análisis de Componentes Principales (PCA). El siguiente paso radica en 

la validación del método. Esta validación abarca la medición de blancos, 

con el fin de evaluar su potencial como biomarcadores. Además, se 

requiere de un conjunto más amplio de muestras para evaluar la 
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capacidad diagnóstica de biomarcadores, contemplando aspectos como 

sensibilidad, robustez y especificidad del estudio 86. 

El análisis metabolómico a implica una secuencia de 6 pasos: 1) 

Generación y recolección de las muestras; 2) preparación de la muestra; 

3) Análisis de muestra; 4) Adquisición de los datos; 5) Procesamiento 

bioinformático; e 6) Identificación de marcadores 87. 

La obtención precisa de las muestras se revela como un componente 

crítico en la ejecución de análisis metabolómicos, desempeñando el 

papel de ventana que captura los eventos bioquímicos en un sistema 

biológico en un instante específico (momento pre-muestreo). En este 

contexto, resulta imperativo abordar múltiples consideraciones: a) el tipo 

de experimento a realizar, distinguiendo entre un enfoque metabolómico 

puro y un análisis "dirigido"; b) la naturaleza de la muestra a evaluar, 

contemplando opciones entre fluidos biológicos y tejidos; c) la 

complejidad intrínseca 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 

metabolómicos en el contexto de la investigación 87. 
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Dadas las ventajas intrínsecas de la cromatografía líquida acoplada a 

espectrometría de masas de alta resolución (LC-MS), esta técnica se 

sitúa como una de las herramientas más utilizadas en el campo de la 

Metabolómica 88 . Entre sus características distintivas destacan: su 

elevada precisión analítica, capacidad de resolución ampliamente 

superior, una sensibilidad y especificidad sobresalientes. Además, su 

exigua necesidad de preparación de las muestras (usualmente 

prescindiendo de derivatización) la faculta para lidiar con mezclas 

complejas que incorporan compuestos tanto polares como apolares 88. 

No obstante, conviene resaltar ciertas limitaciones asociadas con esta 

técnica en el contexto de la Metabolómica. Su acoplamiento a un 

detector de espectrometría de masas en tándem (MS-MS o MS^n) es 

crucial, aunque este vínculo puede inducir efectos de matriz que 

conllevan supresión iónica y generación de aductos. Estos fenómenos 

pueden enmascarar la interpretación estructural precisa de los analitos, 

presentando así un desafío para la dilucidación de las estructuras 

moleculares 83. 

En el año 2006, el Grupo de Trabajo para Análisis Químico (CAWG, por 

sus siglas en inglés) elaboró un conjunto de Iniciativas de Estándares 

Mínimos para Metabolómica (MSI, por sus siglas en inglés). Esta guía 
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abarca múltiples aspectos, que van desde la preparación de la muestra y 

el diseño experimental hasta el funcionamiento instrumental, la 

validación metodológica, la identificación de metabolitos y el 

preprocesamiento de los datos 89. 

Para obtener datos de alta calidad en los estudios Metabolómicos 

mediante LC-MS, es esencial considerar diversos factores. Entre estos 

factores se encuentran: el número de réplicas experimentales, los 

procedimientos de procesamiento de muestras (que abarcan desde la 

liofilización hasta la homogeneización), los métodos de extracción y 

almacenamiento (incluyendo el solvente, pH, buffer, temperatura, 

tiempo, volumen y peso, además de la desgasificación), los niveles de 

concentración (mediante diluciones, enriquecimiento, limpieza y 

solubilización), las condiciones de inyección cromatográfica, las 

columnas y precolumnas empleadas, los métodos de separación, la 

fuente y el modo de ionización (ya sea positiva o negativa), así como los 

modos de adquisición y los parámetros de adquisición de datos (como el 

rango de escaneo, la calibración, la exactitud y la resolución) 90 . 

Una vez se obtiene la data generada, el proceso inicial implica la 

conversión de todos los archivos generados por el equipo a un formato 

tabulado y organizado. Esta preparación habilita el siguiente análisis a 
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través de estudios estadísticos y quimiométricos. De acuerdo con las 

directrices de las Iniciativas de Estándares Mínimos para Metabolómica 

(MSI), se deben seguir los siguientes pasos 89: 1) Informar sobre el 

formato de archivo de datos empleado y/o los métodos de conversión 

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 específicos que transforman 

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

La cromatografía líquida acoplada a espectrometría de masas (LC-MS), 

el preprocesamiento de datos abarca distintas etapas, que incluyen:1) 

Sustracción del fondo; 2) Reducción del ruido; 3) Alineamiento de datos; 

4) Identificación de picos (peak picking en inglés), donde se requiere 

localizar con precisión, calcular la altura, determinar la cuenta total de 

iones y establecer el ancho máximo a mitad de altura (FWHM) de todos 

los picos en el espectro de masas; 5) Definición de la intensidad mínima 

del pico, que establece el umbral mínimo para considerar un pico como 

válido; 6) Deconvolución espectral; 7) Identificación de metabolitos 91. 

Los detalles experimentales que describen estos métodos generales 

deben ser debidamente consignados, proporcionando información 

suficiente para que otros investigadores puedan reproducir el proceso de 
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procesamiento de datos de manera precisa 91, por lo tanto la 

metabolómica es una buena alternativa para evaluar las diferencias de los 

metabolitos de un grupo de estudios. 

 

Mediante las metodologías analíticas descritas, se desea evaluar el efecto 

del ejercicio físico regular y el consumo crónico de extractos de calafate, 

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

2.1    Hipótesis 

El ejercicio y extractos de calafate ricos en compuestos fenólicos 

modifican marcadores metabólicos 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 estrés 

oxidativo, en un modelo de ratones envejecidos sometidos a ejercicios y 

a una dieta rica en compuestos fenólicos.  
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2.3    Objetivos específicos 

2.3.1    Caracterizar el potencial bioactivo del calafate (hoja y 

fruto) para su potencial uso en modelo desarrollado de intervención 

de animales in vivo 

 

2.3.2    Diseñar y desarrollar un modelo de intervención de 

animales in vivo, basado en una pauta de ejercicio y consumo de 

compuestos fenólicos, para evaluar cambios sobre el perfil 

metabólico en plasma de los animales. 

 

2.3.3    Realizar intervención nutricional y de ejercicio aeróbico 

usando modelo desarrollado de intervención de animales in vivo 
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Capítulo 3    Estrategia Analítica 

3.1    Caracterización de hojas de Berberis 

Con el objetivo de identificar el contenido de moléculas bioactivas en 

hojas de distintas especies de Berberis, se llevó a cabo una 

caracterización de compuestos polares y semipolares siguiendo el 

protocolo establecido por Ruiz et al. 92 para ácidos hidroxicinámicos y 

flavonoles, con algunas modificaciones lograr una caracterización 

completa mediante HPLC-DAD-MS/MS.  92. Además, se identificaron y 

cuantificaron los ácidos grasos mediante GC-MS, la presencia de 

alcaloides mediante HPLC-FL, el contenido fenólico total mediante el 

método de Folin-Cicalteau y su capacidad antioxidante in vitro mediante 

los ensayos CUPRAC, ORAC, ABTS.93–101 de acuerdo al esquema 

presentado en la Figura 3.1 
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Figura 3.1 Estrategia analítica para la caracterización de hojas de 

Berberis sp  

 

3.2    Análisis de una infusión de calafate 

Luego de evaluar la concentración y el efecto antioxidante de los 

distintos extractos metanólicos de las hojas de Berberis, y obtener como 

resultado que la hoja de Berberis microphylla presenta el mayor 

contenido de moléculas bioactivas, se planteó evaluar el potencial de una 

infusión de hojas de Berberis microphylla como alimento funcional.  

Se realizó una infusión de calafate con las mismas proporciones 

comerciales utilizadas en una infusión de té (0.25 g en 25 mL de H2O np 

recién hervida). La evaluación de la infusión de calafate (CI por sus 
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siglas en inglés) involucró la caracterización mediante espectrometría de 

alta resolución (HPLC-QTOF) y su comparación con el extracto 

metanólico. Se estudió la presencia de metales en la infusión mediante 

tecnología de Fluorescencia de Rayos X por Reflexión Total (TXRF, por 

sus siglas en inglés) la presencia de metales en la infusión. 

Posteriormente, se llevaron a cabo ensayos in vitro para evaluar su 

potencial antioxidante, así como ensayos en modelos celulares para 

evaluar su toxicidad. Finalmente, se investigó el efecto de la infusión en 

enzimas digestivas, obteniendo una completa visión de la infusión para 

estudios posteriores. 
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Figura 3.2 Estrategia analítica para el análisis de la infusión de calafate 

3.3    Obtención de un Modelo de estudio para evaluar el efecto 

de un extracto rico en polifenoles y ejercicio aeróbico regular 

sobre el estrés Oxidativo 

En este punto se describe la estrategia analítica para obtener un extracto 

rico en polifenoles y el protocolo de entrenamiento aeróbico regular 

llevado a cabo en ratones envejecidos. El extracto, previamente obtenido 

a partir del fruto de calafate, se administró a los animales como parte del 

estudio. 

Para asegurar el cumplimiento de los estándares éticos en la 

investigación, el proyecto de tesis fue sometido a la evaluación y 

aprobación del comité de ética de la Universidad de Concepción. 

El estudio se enfocó en la comprensión de los efectos sinérgicos de estas 

intervenciones en un modelo animal envejecido podría tener 

implicaciones significativas en la prevención y el tratamiento de 

enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo en humanos. Por lo 

tanto, este enfoque experimental representa un paso importante hacia la 

identificación de estrategias terapéuticas y preventivas efectivas. 
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3.3.1    Obtención 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 

etanólico de frutos de calafate de acuerdo con el protocolo establecido 

por Olivares-Caro et al, 2020 102. El extracto se caracterizó y cuantificó 

mediante UHPLC-DAD-QTOF, posteriormente se eliminó el solvente, y 

se reconstituyó en H2Onp, se midió el pH (~3.5) y se integró a la dieta de 

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

Se constituyó un grupo control, (consumió una solución de glucosa y 

fructosa en concentraciones de azúcares similar a la del extracto y un 

pH~3.5), y el otro grupo bebió el extracto con las características 

indicadas previamente. Todos los animales bebieron la solución 

azucarada o el extracto ad libitum durante el tiempo de la intervención 

cómo se muestra gráficamente en la Figura 3.4Figura 3.3.  
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Figura 3.3 Estrategia Analítica de obtención de extracto de calafate. 

 

3.3.2    Obtención modelo murino de entrenamiento aeróbico 

Con el objetivo de evaluar el efecto del ejercicio en el estrés oxidativo, 

se desarrolló un modelo de estudio en ratones envejecidos (todos los 

ratones tenían más de 6 meses de edad al inicio del tratamiento), quienes 

se presumía que presentaban un estrés oxidativo acumulado. 

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

método de “ecuación de recurso” 103. 

E = n° total animales – número total de grupos. 
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 E= grados de libertad del análisis de varianza (debe estar entre 10 y 20) 

Estos ratones fueron sometidos a un programa de ejercicio aeróbico 

regular tres veces a la semana durante 30 minutos. El protocolo de 

ejercicio aeróbico consistió, 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 períodos de descanso de 5 minutos, hasta 

completar un total de 30 minutos de trote. Antes de comenzar la 

intervención, se evaluaron todos los animales y se seleccionaron los 

ratones con mayor predisposición a correr para esta intervención 104, los 

animales con menos predisposición a correr fueron asignados al grupo 

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

La cinta de correr utilizada en este estudio viene equipada con la opción 

de aplicar pequeños estímulos eléctricos al final de la cinta, para 

incentivar a los animales a seguir corriendo. No obstante, en este trabajo, 

y con el propósito de no causar susto ni estrés adicional a los animales, 

se optó por un enfoque alternativo. En lugar de utilizar pequeñas 

descargas eléctricas, se emplearon golpes suaves con un trozo de cartón, 

los cuales resultaron efectivos durante el estudio.  
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Por otro lado, el grupo de control, que no fue sometido al ejercicio 

aeróbico regular, fue colocado al igual que los ratones intervenidos en la 

cinta de correr junto.  

 

3.3.3    Obtención de modelo murino para evaluar efecto 

sinérgico de la dieta y el ejercicio 

En este punto, se diseñó un modelo murino para investigar si existe un 

efecto sinérgico entre el consumo del extracto de calafate y el ejercicio 

aeróbico regular.  

Se formó un grupo de animales que recibió suplementación con el 

extracto de calafate (5mg/mL) ad libitum y se sometió al mismo régimen 

de ejercicio aeróbico regular descrito anteriormente.  

 



53 

 

Figura 3.4 Resumen de modelo propuesto de intervención para la 

evaluación del efecto del ejercicio y el consumo de un extracto rico en 

compuestos fenólicos en un modelo de estrés oxidativo.  

3.3.4    Obtención de muestras a partir de animales intervenidos 

Después de realizar las intervenciones en los animales, se procedió a 

obtener muestras de plasma, cerebro e hipocampo para su posterior 

análisis, llevando a cabo su necesaria detención de metabolismo, primero 

por inmersión en N2(l) y luego conservando las muestras a -80 °C 

garantizando la conservación adecuada de las muestras, asegurando la 

calidad y estabilidad de los componentes para su posterior análisis. La 

Figura 3.4 resume el diseño experimental realizado en la intervención. 
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3.4    Análisis estadístico  

Los análisis estadísticos se realizaron en el software estadístico 

GraphPadPrism, versión 8.4.2. Se evaluó la varianza entre los grupos a 

través de ANOVA, seguido de pruebas post-hoc de Bonferroni y Tukey, 

con niveles de significancias de p<0.05(*); p<0.01(**) y p<0.001(***).   

Los análisis estadísticos para la metadata generada en el estudio 

metabolómico, se realizaron en Software libre MetaboAnalys 5.0 y el 

detalle se indica la metodología.   
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Capítulo 4    Resultados  

4.1    Objetivo 1 

4.1.1    Articulo 1 

En este capítulo se entregan los resultaros con los cuales se cumplió el 

Objetivo 1, y que dio lugar a dos publicaciones.   

La primera publicación 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 publicación obtuvimos lose 

obtuvieron los siguientes resultados:  

La caracterización química de los extractos metanólicos de hojas de 

distintas Berberis (B. microphylla, B. empetrifolia, B. trigona, B. 

metaódarwinii y B. vulgaris) se realizó mediante HPLC-MS/MS. Para 

los compuestos fenólicos se obtuvo el ión pseudomolecular (M-H]- y los 

iones fragmentos, y se realizó una identificación a través de las librerías 

disponibles como METFRAG, METLIN, HMDB,etc. Los compuestos 

fenólicos principales fueron los ácidos hidroxicinámicos (HCA) (n=53), 

ácidos benzoicos (n=18) y flavonoles (n=35).  
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Además, utilizando la misma corrida cromatográfica, pero con una 

ionización positiva, fue posible identificar 2 alcaloides presentes en las 

hojas, Berberina y Jatrorrizina (una protoberberina). Berberina presentó 

un ión pseudomolecular [M]+ [C20H18NO4]
+ 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 encontró la jathrorrizina 

con un ión pseudomolecular [M]+ [C20H20NO4]
+ de 338.1378 m/z. 

La cuantificación de los principales compuestos fenólicos presentes en 

los extractos metanólicos 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 ácido 

clorogénico, en cambio en los flavonoles los derivados de Quercetina 

fueron los más abundantes en los distintos extractos de hojas a excepción 

de B. vulgaris. Donde la Isorhamnetina-3.rutinosido fue el flavonoide 

principal.  

La concentración de compuestos fenólicos presentes en los extractos de 

hojas de los distintos Berberis estudiadas, tuvieron directa relación con 

los ensayos “in vitro” que determinaron el contenido de compuestos 

fenólicos 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 más altos de PT y una mayor capacidad 

antioxidante en relación al resto de las hojas estudiadas.   

En este trabajo se determinó el perfil y contenido de ácidos grasos de 

todas las hojas mediante GC-MS. Para la identificación se utilizaron los 

iones 74 y 87 m/z para ácidos grasos saturados o monoinsaturados, y los 

iones 79 y 81 m/z para los ácidos grasos di o trisaturados Se 

identificaron 9 ácidos 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 ácido linoleico (ALA) fue el ácido graso más 

abundante en las muestras. Las hojas B. microphylla contenían 2.87 

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

Con el exhaustivo análisis 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 más estudios que avalen su efecto en 

modelos celulares y animales.  

A continuación, se adjunta el artículo publicado. 
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4.1.2    Articulo 2 

La segunda publicación 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 caracterizó una nueva infusión 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), ácidos benzoicos (n=7), flavonoles 

(n=24). Al comparar el perfil de extracción de los isómeros de ácidos 

cafeoilquínicos e isómeros de ácidos feruloilquínicos obtenidos de un 

extracto metanólico versus la infusión, se encontró que en la infusión los 

isómeros más polares se encontraban en mayor proporción en 

comparación a los isómeros que se obtuvieron en el extracto metanólico, 

lo que podría deberse a un efecto del solvente sobre la isomerización de 

los compuestos fenólicos.    

La cuantificación de los HCAs presentes en la infusión se realizó 

mediante HPLC-DAD, obteniendo un total de 2497.85 ± 189.05 µmol/L 

de HCAs. La concentración de flavonoles es mucho menos alcanzando 

13.85 ± 7.99 µmol/L. Estos resultados son similares a las 
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concentraciones que se encuentran en café o yerba mate, indicando que 

la infusión de calafate es una prometedora fuente de compuestos 

fenólicos. 

El análisis elemental de la infusión mediante la técnica de fluorescencia 

de rayos X por reflexión total (TXRF) mostró la presencia de varios 

metales, principalmente K, CA, Cl, P y S , además también se encontró 

pequeñas cantidades de Zn, Cu y Mn los cuales son cofactores de la 

enzimas Superóxido dismutasa (SOD), además no se encontraron 

metales tóxicos en la infusión, como As, o Hg no fueron detectados.  

Se determinó por primera vez el efecto “in vitro” de una infusión de 

hojas de calafate sobre la acción de tres enzimas digestivas: lipasa, α-

amilsa y α-glucosidasa, demostrando un efecto inhibitorio en los tres 

casos. El mecanismo que subyace esta inhibición no se totalmente 

dilucidados aún, pero existen antecedentes que indican que el ácido 

cafeico, ácido cumárico y quercetina son capaces de unirse al sitio activo 

de la lipasa 105. Por lo tanto, la infusión se presenta como una interesante 

alternativa para actuar como alimento funcional.  
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Se determinó el efecto de la infusión sobre la agregación del péptido Aβ, 

mostrando que diluciones de hasta 100 veces poseían un efecto 

significativamente inhibitorio.  

Se evaluó la citotoxicidad de la infusión en dos modelos celulares 

distintos, en un cultivo primario de células endoteliales embrionarias 

(células HUVEC) y en una línea celular derivadas de la médula 

suprarrenal de ratas con origen embrionario de la cresta neural (células 

PC12).  

En células HUVEC la infusión no tuvo un efecto significativo sobre la 

viabilidad en diluciones mayores a 1:12. En cambio, en células PC12 la 

infusión de calafate tuvo un efecto significativo sobre la viabilidad hasta 

diluciones de 1:20, lo que sugiere la existencia de diferentes mecanismos 

de acción entre ambos tipos celulares.   

Por otro lado, se evaluó el efecto de la infusión sobre los ROS generados 

por H2O2 en células HUVEC, mostrando un significativo efecto 

protector de la infusión sobre los ROS generados. Lo que sugiere que los 

compuestos fenólicos presentes en la infusión tienen un potente efecto 

antioxidantes.  
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Los resultados obtenidos en la siguiente publicación sugieren que una 

infusión de hojas de calafate posee una destacada capacidad antioxidante 

y efectos antilipidémicos y antiglicémicos, lo que la convierte en una 

excelente opción como alimento funcional. No obstante, es necesario 

seguir realizando estudios para determinar su seguridad alimentaria.  
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4.2    Objetivo 2 y 3 

El siguiente trabajo resume los resultados obtenidos para cumplir con los 

objetivos 2 y 3 del trabajo doctoral.  
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Análisis preliminar del impacto de una dieta suplementada con  

extracto de Calafate y Ejercicio Aeróbico 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 razón de radicales 

libres y otras moléculas altamente reactivas, como el peróxido de 

hidrógeno (H2O2) o el óxido nítrico (NO) versus los mecanismos 

antioxidantes presentes en el organismo.  

Diversas patologías como la diabetes mellitus tipo II, enfermedades 

cardiovasculares, cáncer, enfermedades neurodegenerativas (como el 

Alzheimer, Parkinson y la esclerosis lateral amiotrófica) y enfermedades 

inflamatorias crónicas (como la artritis reumatoide, el asma y la 

enfermedad inflamatoria intestinal) comparten un nivel elevado de estrés 

oxidativo como factor común. En nuestro estudio, se propuso evaluar 

cómo los antioxidantes exógenos provenientes de un extracto de fruto de 

calafate rico en polifenoles y los antioxidantes endógenos inducidos por 

el ejercicio aeróbico regular, afectan el metabolismo en un modelo 
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murino de estrés oxidativo. El estudio se basó 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 aeróbico regular y Grupo con dieta y ejercicio aeróbico 

regular). Realizando un análisis visual de los cromatogramas, y un 

análisis metabolómico 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 

estrés oxidativo, principalmente el ácido taurocólico, el cual se proponen 

como potencial biomarcador de oxidación. 
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4.2.1    Introducción  

La producción de especies reactivas de oxígeno (ROS) y el estrés 

oxidativo han sido ampliamente estudiados en relación con diversas 

enfermedades metabólicas, cáncer y trastornos neurodegenerativos 106. 

Cuando se produce un desequilibrio entre las moléculas prooxidantes y 

los mecanismos antioxidantes, las ROS pueden interactuar y oxidar 

biomoléculas como lípidos, proteínas y ácidos nucleicos, lo que puede 

alterar sus funciones celulares y contribuir al desarrollo de estas 

enfermedades 107. 

Los sistemas antioxidantes endógenos, como la enzima superóxido 

dismutasa (SOD), la catalasa y el glutatión, desempeñan un papel crucial 

en la neutralización de las ROS y el mantenimiento del equilibrio redox 

108,109. Los antioxidantes exógenos presentes en la dieta, como los 

polifenoles, taninos y vitaminas C y D contribuyen a la defensa contra el 

estrés oxidativo 110,111. Entre estos antioxidantes exógenos, 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, además de ácidos hidroxicinámicos y 

flavonoles, es el Calafate (Berberis microphylla), originario de la 

Patagonia chileno-argentina 112, proveniente de un arbusto autóctono 

perenne que posee el mismo nombre. El calafate ha sido ampliamente 

estudiado debido a su alto contenido de polifenoles, principalmente 

antocianinas  33,112, ácidos hidroxicinámicos (HCAs) y flavonoles 32,113. 

Además, estudios identificaron y cuantificaron la presencia en bajas 

cantidades de berberina (32.7 ± 11.9 nmol/g de peso fresco) 113. La 

Berberina es un alcaloide que ha sido asociado como una alternativa en 

el tratamiento de enfermedades con altos índices de estrés oxidativo 

como Diabetes Mellitus tipo 2, dislipidemias, patologías renales entre 

otras 42,114,115 

En el estudio realizado por Olivares-Caro y colaboradores 102 se 

investigaron las propiedades de un extracto rico en polifenoles del fruto 

del calafate en modelos celulares. El objetivo principal de esta 

investigación fue identificar y analizar el papel conjunto de estos 

metabolitos secundarios en la protección 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 producción de ROS en células 

HUVECs además de proteger a la lipoproteína de baja densidad (LDL, 

por sus siglas en ingles) de la oxidación. Este último efecto es de 

particular relevancia, ya que la oxidación de LDL está estrechamente 

relacionado al daño endotelial, factor principal en el desarrollo de la 

ateroesclerosis 102  

Posteriormente, un estudio realizado por nuestro grupo de investigación 

76, se evaluó el efecto de la administración crónica 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 consumió calafate junto con una dieta alta en 

grasa disminuyó de manera significativas la expresión de proteínas 

inflamatoria, tales como la trombomodulina, sE-selectina, sICAM-1 y 

proMMP-9, todas ellas asociadas a disfunción endotelial. Esta reducción 

fue significativamente mayor en comparación con el grupo que mantenía 

una dieta alta en grasas, pero sin consumo del extracto de calafate 76. 

Por otro lado, se observó una disminución en los niveles de leptina y un 

incremento en adiponectina con respecto al grupo control 76. Estos 

cambios en las concentraciones hormonales se asocian con una 
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disminución del riesgo de enfermedad cardiovascular. En este mismo 

estudio se detectaron diferencias significativas entre los grupos con 

relación a los metabolitos asociados a la β-oxidación de ácidos grasos, 

disfunción endotelial y estrés oxidativo tales como el ácido succínico, 

ácido deoxicólico y ácido aminoadípico 76. Estos resultados sugieren que 

los polifenoles presente en la alimentación juega un rol importante en el 

combate del estrés oxidativo, que puede ser el punto de partida de 

diversos estados patológicos en el organismo. 

Por otro lado, el ejercicio físico, a pesar de aumentar la producción de 

ROS debido al mayor consumo de oxígeno, ha demostrado tener efectos 

beneficiosos al activar mecanismos antioxidantes endógenos y 

adaptaciones en el organismo 108,116. Los ROS generados durante el 

ejercicio actúan como moléculas señalizadoras, desempeñando un papel 

importante en las adaptaciones al estrés oxidativo 108,116,117. 

Mediante el análisis e identificación de metabolitos, la metabolómica nos 

brinda la capacidad de discernir patrones metabólicos únicos asociados 

con la dieta, el ejercicio y el estrés oxidativo 118 Esta disciplina analítica 

se basa en la detección y cuantificación de múltiples metabolitos (<1500 

Da) presentes en una muestra biológica, lo que nos brinda una visión 

holística de los cambios metabólicos que ocurren en respuesta a las 
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intervenciones dietéticas y al ejercicio físico en un momento 

determinado 119,120. 

La espectrometría de masas de alta resolución acoplada a cromatografía 

líquida (UHPLC-QTOF-MS) y a herramientas metabolómicas asociadas 

nos permite analizar e identificar una amplia gama de metabolitos en 

muestras biológicas, que nos podría llevar a identificar biomarcadores 

potenciales relacionados con cambios metabólicos en profundidad 121. 

Así, podemos obtener una comprensión detallada de cómo la 

combinación de la dieta y el ejercicio afecta los perfiles metabólicos.  

Con estos antecedentes, este estudio se centró en llevar a cabo una 

intervención nutricional basada en una dieta enriquecida con un extracto 

del fruto del Calafate, combinada con un programa regular de ejercicio 

aeróbico, con el fin de evaluar sus efectos sobre el estrés oxidativo en 

muestras de plasma, cerebro e hipocampo  

Utilizando un modelo murino, se implementó un análisis integral basado 

en una estrategia de metabolómica no dirigida en esta fase preliminar del 

estudio. El propósito de esta investigación fue identificar posibles 

metabolitos relacionados con el estrés oxidativo en muestras biológicas 

de ratones, proporcionando así una base para futuras investigaciones. 



133 

 

Además, se llevó a cabo la caracterización del extracto del fruto de 

calafate, se evaluó su citotoxicidad in vitro utilizando células PC-12 y se 

estudió su impacto en la actividad neuronal aguda. 

El objetivo de esta investigación es lograr una mejor comprensión de los 

efectos de los antioxidantes exógenos proveniente de la dieta, y el 

ejercicio físico regular sobre el estrés oxidativo. También se busca 

identificar posibles biomarcadores relacionados con el efecto protector 

del fruto del calafate y/o el ejercicio físico. Los hallazgos obtenidos en 

este estudio podrían tener implicaciones en el desarrollo de estrategias 

nutricionales y de ejercicio físico para contrarrestar el estrés oxidativo y 

promover la salud en general. 

4.2.2    Materiales y métodos 

4.2.2.1    Obtención de un extracto de calafate 

La extracción de frutos de calafate se llevó a cabo como se describe en 

33, variando el solvente de extracción a etanol/ácido fórmico (97:3). Los 

compuestos polares y semipolares del extracto etanólico fueron 

analizados mediante HPLC-DAD-ESI-QTOF y posterior búsqueda en 

librerías espectrales. Antocianos y HCAs se cuantificaron mediante 

HPLC-DAD (a 540nm y 320 nm respectivamente) y los ácidos grasos se 
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cuantificaron mediante GC-MS. En la Tabla 4.1 se detallan las 

cuantificación de Antocianos, HCAs y ácidos grasos presentes en el 

extracto de fruto de calafate. Este extracto fue el mismo utilizado en el 

trabajo de Olivares y colaboradores 102  

Tabla 4.1Composición de Antocianos, HCAs y ácidos grasos del extracto 

de calafate utilizado. 

Extracto Calafate etanólico 

Antocianinas 2160 ± 70 mmol/mL 

Ácidos Hidroxicinámicos (HCAs) 280 ± 20 mmol/mL 

Ácidos grasos 0.51 ± 0.04 mg/mL  

Los datos son presentados como el promedio ± desviación estándar. 

Datos obtenidos de Olivares 2022 102 

 

 

4.2.2.2    Evaluación efecto del extracto de calafate en modelos 

celulares 

En una primera etapa se evaluó el efecto del extracto de calafate sobre 

citotoxicidad de células PC12 y sobre la actividad espontanea de calcio 

en neuronas hipocampales. El esquema experimental se presenta en la 

Figura 4.1 y el detalle metodológico a continuación. 
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Figura 4.1 Modelo de evaluación 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 122, 

células 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 estándar (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 

condición experimental, se incubaron con una solución de 3-(4,5-

dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio bromuro (MTT) (1 mg/ml) 

durante 30 minutos, y posteriormente, el MTT precipitado se disolvió 

utilizando isopropanol enfriado durante 15 minutos. El anillo de 

tetrazolio del MTT puede ser escindido por deshidrogenasas activas para 

producir un compuesto de formazán precipitado. La absorbancia se 

midió en un lector de placas (NovoStar, LabTech BMG, Alemania) a dos 

longitudes de onda: 560 nm y 620 nm, y la diferencia se cuantificó 

utilizando el software NovoStar para las diferentes condiciones 

experimentales. Utilizando el programa raphPad Prism 7. Los resultados 

se expresan como media ± SEM. Para el análisis estadístico de los 

resultados se utilizó ANOVA de una vía con prueba de Tukey o Kruskal-

Wallis. La significancia estadística se consideró como: *p < 0.05, **p < 

0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001 en comparación con las células 

control. 
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4.2.2.3    Actividad espontánea en neuronas Hipocampales 

Se utilizó cultivos primarios de hipocampo, para esto se siguieron las 

regulaciones recomendadas por los NIH y el Comité de Ética de la 

Universidad de Concepción para el tratamiento de ratas Sprague-Dawley 

de 18 a 19 días de gestación. Las ratas fueron profundamente 

anestesiadas mediante inhalación de CO2 antes de ser sacrificadas por 

dislocación cervical. Los cultivos primarios de hipocampo embrionario 

se prepararon según 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 

CO2. Los experimentos se realizaron en neuronas de control y tratadas a 

los 14 días in vitro (DIV) en modo agudo. Los oligómeros solubles de 

Aβ (SOAb) (rPeptide, Bogart, GA, USA) se obtuvieron mediante 

agitación a 37 °C y se utilizaron frescos cada día. Mediciones de Ca2+. 

Los cultivos de hipocampo se incubaron con sonda fluorescente sensible 

al Ca2+, Fluo4-AM (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) a una concentración 

de 5 mM durante 20 minutos en PBS utilizando condiciones estándar de 

incubación. Posteriormente, las células se lavaron durante 20 minutos 

con PBS y finalmente se lavaron 3 veces con una solución externa 
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normal y luego se montaron en un microscopio invertido Nikon TE2000 

(Nikon, Japón). Los cambios en la fluorescencia (520 nm) se adquirieron 

con intervalos de 30 segundos y una exposición de 200 ms durante 55 

minutos con una cámara EMCCD iXon (Andor, Irlanda). Las 

grabaciones se realizaron con el software Imaging Workbench 6.0 (Indec 

Biosystems, USA).  

 

4.2.2.4    Diseño experimental de la intervención 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 recibió ningún 

tipo de intervención especial siendo alimentados por dieta estándar. 

• Grupo de dieta suplementada (+/-): Los ratones en este grupo 

fueron alimentados con una dieta estándar, y suplementados con jugo de 

calafate. 
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• Grupo de ejercicio aeróbico regular (-/+): Los ratones en este 

grupo participaron en un programa de ejercicio aeróbico regular, 

mientras se les proporcionaba una alimentación estándar y para beber 

una solución de glucosa más fructosa. 

• Grupo de dieta suplementada y ejercicio aeróbico regular (+/+): 

Los ratones en este grupo fueron suplementados con jugo de calafate y 

participaron en un programa de ejercicio aeróbico regular. 

Todos los animales de estudio se mantuvieron en jaulas individuales, 

fueron alimentados con un alimento estándar (Prolab® IsoPro® RMH 

3000). Se pesaron cada viernes para evaluar su condición física.  

4.2.2.5    Intervención nutricional 

Con el objetivo de llevar a cabo la intervención nutricional en los 

animales de estudio, se asignó a cada animal una jaula individual en la 

que se colocó una botella de hidratación que contenía una de las dos 

opciones: un extracto de Calafate (5 mg/mL) rico en polifenoles para los 

grupos (+/-) y (+/+) o una solución de glucosa + fructosa con una 

concentración de azúcar 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 análisis proximal del fruto de 
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calafate 123. Esto se hizo con el propósito de descartar que los posibles 

efectos observados estuvieran relacionados con los azúcares presentes en 

el extracto. Se registró 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 aeróbico en 

función de su disposición a correr en la cinta trotadora. Previo a cada 

entrenamiento aeróbico los ratones permanecieron en la sala durante 30 

minutos para que se adaptaran al entorno (temperatura, humedad, lugar). 

Luego se siguió el siguiente procedimiento: 

• Adaptación 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 incrementó 

en 1 m/min por cada minuto transcurrido. 

• Evaluación de la capacidad de resistencia: A los 10 m/min, se 

registró la cantidad de veces que cada animal alcanzó la zona de shock. 
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Los mejores trotadores fueron seleccionados para el entrenamiento 

posterior. 

La intervención aeróbica se realizó 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 (corrían 

esporádicamente, o en la dirección equivocada; 3: corredor promedio; 4: 

corredor sobre el promedio (corre consistentemente y solo 

ocasionalmente se va hacia atrás); 5: buen corredor (consistentemente se 

sitúa al frente de la cinta corredora) 124. Y luego los 3 mejores corredores 

fueron seleccionados para los grupos de entrenamiento aeróbico regular 

(-/+) o entrenamiento aeróbico regular más ejercicio (+,+), el resto se 

sortearon para grupo control o grupo sólo con intervención nutricional.  

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

adaptación de los ratones de estudio, el cual consistió 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 

aumentó la velocidad máxima a 14, 15 y m/min, respectivamente, con el 

objetivo de mejorar la capacidad aeróbica de los animales. 

Los de finalizar el entrenamiento aeróbico, los animales se mantuvieron 

durante 5 minutos en la sala y luego fueron llevados a su jaula 

individual. 

 

4.2.2.7    Obtención de muestras de plasma, cerebro e hipocampo 

Luego de realizada la intervención nutricional durante 12 semanas y el 

protocolo de ejercicio aeróbico 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 102. La obtención de plasma fue mediante 
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punción cardíaca se recolectó la sangre en tubos EDTA, se centrifugó a 

3000 rpm durante 10 minutos, se recolectó el plasma y se guardó a - 

80°C. El cerebro e hipocampo se obtuvo mediante disección, luego de la 

obtención de los órganos fueron sumergido en N2 (liq) para frenar el 

metabolismo. Inmediatamente las muestras fueron congeladas a -80°C 

hasta su uso. 

4.2.2.8    Protocolos de extracción para evaluación de los metabolitos 

Brevemente, 25 µL de plasma fueron mezclados con 1000 µL de metanol 

(-20° C). Las muestras se agitaron durante 1 minuto, se mantuvieron 

durante 5 minutos a 4º C, y se agitaron en vortex por 5 s. Finalmente los 

extractos fueron centrifugados a 15700 g por 20 mina 4º C. Luego 800 

µL de cada extracto se transfirió a un vial. El metanol fue removido por 

evaporación centrífuga al vacío a 4º C. Las muestras se reconstituyeron 

en 200 µL de metanol (-20°C). Los controles de calidad (QC) se 

obtuvieron con 20 µL 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 extracción se 

realizó en viales del vidrio para evitar contaminación por el plástico y se 

realizó de forma aleatoria.  
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El cerebro e hipocampo previo a la extracción fueron liofilizados y 

procesados en frío para obtener un polvo. Se pesó 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 extracción (debido a la baja 

cantidad de muestra disponible), luego se agregó 430 µL de metanol frío 

(-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 µL de sobrenadante. El extracto metanólico 

fue secado mediante evaporación centrífuga durante 16 h, y luego fue 

resuspendido en 250 µL de fase móvil. Los controles de calidad se 

obtuvieron con 70 µL de cada muestra extraída y obteniendo un volumen 

final de 160 µL. Tanto el proceso de extracción, resuspensión y análisis 

fueron realizados aleatoriamente.  

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

distintas muestras.  

Se utilizaron 3 estrategias analíticas para el análisis de los metabolitos 

polares, semipolares y apolares. La Tabla 4.2describe las condiciones 

cromatográficas de la metodología utilizada en cada una de ellas, 

indicando la columna, fases móviles, gradiente, modo y volumen de 

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

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

 Método cromatográfico 

 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 

Columna Phenomenex Kinetex® C18 de 100 х 4.6 mm 
HILIC BEH Amide de 100 x 2.1 mm y 1.7 μm 

(Waters, Milford, MA, EE. UU.) 

FMA 
ACN/H2O (60:40) 0.1% ácido fórmico, formiato de 

amonio 10 mM 
H2O 0.1 % ácido formico H2O 10 mM Formiato de amonio 

FMB 
IPA/ACN (90:10) 0.1% ácido fórmico, formiato de 

amonio 10 mM 
ACN 0.1 % ácido formico ACN/H2O (95:5) 10 mM Formiato de amonio 

flujo (ml/min) 0.2 0.5 0.4 

Modo inyeccion µL pickup 

Inyección (µL) 20 µL 

Gradiente (% FMB) 

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 

12 75 13 88 19 100 

14 100 13.5 100 24 100 

15 100 14.5 0 - - 

16 32 22 0 - - 

21 32 - - - - 
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Tabla 4.3 Condiciones MS/MS para análisis de muestras. 

Ionización ESI (-) ESI (+) 

Voltaje -3500 4500 

Gas Nebulizador (bar) 4 

T° (°C) 200 

End Capillar 500 

Energía colisión (ev) oct-25 

Auto MS/MS 2 precursores/ciclo 

Rango de masas (m/z) 50 - 1500 

Escaneo Modo centroide 

Tiempo escaneo (s) 0.2 

Calibración interna Formiato de amonio (0.01 M) 

Precisión calibración (ppm) < 3 
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4.2.2.10    Estrategia analítica para análisis de metabolitos en muestras 

biológicas  

En este trabajo se realizó una estrategia metabolómica, 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 

investigación, utilizando este modelo de estudio. La Tabla 4.3 representa 

la estrategia utilizada para el análisis de metabolitos en las diferentes 

muestras de los animales intervenidos. En los siguientes puntos se 

aborda el tipo de animales utilizados, la alimentación usada para la 

intervención nutricional, el entrenamiento asociado a ejercicio aeróbico y 

la estrategia analítica para la obtención de las muestras, el posterior 

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

 

4.2.2.11    Análisis y procesamiento de datos 

4.2.2.11.1 Análisis visual  

Con las muestras obtenidas (n=2 por grupo), en una primera fase de 

nuestro estudio, optamos por realizar un análisis visual de los 

cromatogramas correspondientes a cada condición estudiada, mediante el 

programa Compass DataAnalyst. Utilizando esta estrategia, los 

cromatogramas que estaban bajo la misma condición se sobrepusieron y, 

mediante una inspección visual meticulosa, se identificaron picos 

cromatográficos que podrían 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 fragmentación. Con la información obtenida se 

recurrió 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) y 

mediante la comparación de la masa precisa y la información de 

fragmentos obtenida del UHPLC-QTOF/MS se realizó la identificación 

(Laursen et al., 2017). 

4.2.2.11.2 Generación de “Bucket Tablet” 

A pesar del bajo número de muestras obtenidas, se utilizó una estrategia 

analítica metabolómica, que consistió generar “Bucket Tablet” en el 

programa MetaboScape 3.0, con el algoritmo T-REX 3D, de acuerdo con 

los parámetros que se muestran en la Tabla 4.4. Con el algoritmo T-REX 

3D se realiza una alineación automática del tiempo de retención sin la 

necesidad de ajustar parámetros y la extracción completa de regiones, se 

extrae toda la información relevante que permite una identificación 

confiable de metabolitos. Al mismo tiempo, esta tecnología contribuye a 

reducir la tasa de falsos negativos en el análisis estadístico, mejorando 

así la precisión de los resultados. Así el software transformó los datos 
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brutos en una matriz con los “señales” (m/z; (tR); intensidad de pico 

normalizada) en un archivo: .csv. El flujo de trabajo incluyó la 

recalibración de masa, alineación de tR, extracción de “señales” (pares 

m/z; tR), administración de aductos y pérdida neutra, importación de 

espectros MS/MS y generación de la bucket table.
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Tabla 4.4 Parámetros para generación 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 # señales for extraction 3 3 3 3 3 3 

Presence of señales 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 Ion [M+H]+ [M-H]- [M+H]+ [M-H]- [M+H]+ [M-H]- 

Seed Ion 

[M+H]+; 

[2M+H]+; 

[M+HCOOH]+ 

[M+Na]+ 

[2M-H]-; 

[M+HCOO-H]-

+ 

[M+H]+; 

[2M+H]+; 

[M+HCOOH]+ 

[M+Na]+ 

[2M-H]-; 

[M+HCOO-H]-

+ 

[M+H]+; 

[2M+H]+; 

[M+HCOOH]+ 

[M+Na]+ 

[2M-H]-; 

[M+HCOO-H]-

+ 

Common Ions [M-H2O+H]+ [M-H2O-H]+ [M-H2O+H]+ [M-H2O-H]+ [M-H2O+H]+ [M-H2O-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 



153 

 

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 13.5 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/). El primer paso es 

realizar el filtrado de los datos, en este caso considerando RSD > 20%, 

en comparación 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 útiles para modelar los datos, este paso se 

recomienda para análisis con un gran número de variables, como es el 

caso de nuestro estudio. Luego se realizó un análisis de componentes 

principales (PCA), donde mediante el gráfico de “Score Plot “se 

visualizaron la dispersión de las muestras QCs e identificaron posibles 

outlier. Como se mencionó anteriormente, como el número de muestras 

no fue suficiente para realizar análisis metabolómicos, todos los datos 

obtenidos fueron comparados con los cromatogramas para obtener 

información visual de las señales seleccionadas.  

4.2.2.11.4 Filtrado y selección de señales 

En el programa MetaboAnalyst 5.0 se realizó un filtrado de la data 

eliminando los controles de calidad (QC) y los valores atípicos (outliers). 

Luego, la nueva Bucket Tablet se procesó nuevamente y se aplicó 
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nuevamente una normalización de las variables mediante el escalonado 

según el método de Pareto (Consiste en centrar los datos a la media y 

luego dividirlos por la raíz cuadrada de la desviación estándar de cada 

variable). Está técnica reduce la importancia relativa de los valores 

grandes y, al mismo tiempo mantiene parcialmente la estructura de los 

datos 125  

Posteriormente se realizó un análisis 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 señales significativas.  

4.2.2.11.5 Flujo de trabajo de anotación de metabolitos 

La elección de los metabolitos se realizó con ayuda del software 

DataAnalysis, a cada “señal” encontrado se seleccionó la fórmula 

molecular con el menor error de masa (ppm) y msigma (mσ). Msigma es 

una medida de la concordancia entre el patrón isotópico teórico y el 

patrón isotópico medido del pico de masa de interés. Combina la 

desviación estándar de las masas y las intensidades de todos los picos 

isotópicos. Los espectros se enviaron a bases de datos como MetFrag, 
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HMDB y METLIN mediante la comparación de la masa precisa y la 

información de fragmentos obtenida del UHPLC-QTOF/MS 126. 

Finalmente, se llevó a cabo la confirmación de la identidad del 

metabolito más relevante encontrado mediante comparación con estándar 

(tiempo de retención (tR) y/o espectro de fragmentación. La anotación de 

metabolitos se basó en la guía de anotación, cuantificación y mejores 

prácticas de informe propuesta por 127 

 

4.2.3    Resultados 

 

4.2.3.1    Efecto del extracto de calafate sobre viabilidad de células 

PC-12 

Con el propósito de investigar el impacto del extracto etanólico de 

calafate en un modelo celular. Células PC12, se expusieron a diferentes 

concentraciones del extracto de calafate o a una solución azucarada de 

glucosa y fructosa, para descartar que el efecto provocado sea por el 

contenido de azúcares presentes en el extracto etanólico.  
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En la Figura 4.3 A: Efecto del extracto del fruto de calafate (EC) sobre 

viabilidad de células PC12; B: Efecto de una solución de azúcares 

(Glucosa + Fructosa) sobre viabilidad de células PC12. FCCP: control de 

muerte celula n=3, análisis ANOVA, post hoc Tukey.Figura 4.3 a) se 

observa que una dilución 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 solución acuosa 

azucarada en las mismas proporciones que en el extracto de calafate, 

evaluando si el efecto de la viabilidad se debía a un cambio en la 

osmolaridad de la solución o a la cantidad de azúcares presentes en el 

extracto. Los resultados indican que las diluciones de la solución acuosa 

y las concentraciones de azúcares presentes en concentraciones similares 

a las presentes en el extracto no tuvieron ningún 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 solución de azúcares 

(Glucosa + Fructosa) sobre viabilidad de células PC12. FCCP: control de 

muerte celula n=3, análisis 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 línea celular PC12, se evaluó en un cultivo primario de neuronas 

hipocampales el efecto del extracto de calafate y una solución azucarada 

en las concentraciones indicadas en la Figura 4.4 Se midió la actividad 

espontánea de calcio durante 200 segundos y cada pico generado se 
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contabilizó. Las neuronas hipocampales expuestas al péptido Aβ1-40 

mostraron un aumento en la actividad espontánea de calcio lo cual había 

sido observado en el estudio de Sáez-Orellana et al. (2016) 128, sin 

embargo, el extracto de calafate asociado a la misma concentración de la 

solución azucarada (0.87 mg/L) tuvo un efecto inhibitorio en la actividad 

espontánea de calcio. Diluciones mayores del extracto de calafate no 

tuvieron un efecto significativo en la actividad espontánea de calcio. 
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Figura 4.4 Actividad espontánea de calcio en neuronas del hipocampo en 

presencia de extracto de calafate, una mezcla de glucosa y fructosa 

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

4.2.3.3.1 Evolución en el peso de los animales consumiendo extracto 

de calafate y realizando ejercicio aeróbico regular 

La implementación de una intervención nutricional y deportiva demostró 

tener un impacto en la evolución del peso de los animales bajo estudio. 

Figura 4.5 Luego de la intervención de 10 semanas de ejercicio físico 

regular y 12 semanas de alimentación con el extracto de calafate los 

animales tuvieron algunos cambio en el peso. El análisis se realizó 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 

aeróbico regular (-/+) y (+/+) tuvieron una baja de peso considerable con 

relación al peso inicial. Interesantemente el grupo (+/+) tuvo un cambio 

significativo en el peso, bajando a un 90.71% con respecto al peso 

inicial. El grupo que solo realizó 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 mostró diferencias 

significativas en relación con su peso inicial, aunque la dispersión de los 
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datos es muy amplia, lo que genera datos no concluyentes. El grupo de 

animales que solo consumió el extracto de calafate y no llevó a cabo 

ejercicio físico (+/-) no tuvo diferencias significativas con respecto al 

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

comparación múltiple entre el promedio de cada valor dentro de la 

columna, Post-Hoc, test de comparación multiple de Bonferroni's 

multiple (p=0.0201)) 
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4.2.3.4    Análisis visual  

4.2.3.4.1 Análisis de muestras de plasma 

4.2.3.4.1.1 Análisis metodología semipolar 

El objetivo de este estudio es identificar las diferencias en los 

metabolitos plasmáticos causadas por una intervención nutricional y un 

programa de ejercicios aeróbicos regulares en un modelo de ratones 

envejecidos, los cuales presentan un aumento del estrés oxidativo. Para 

lograr esto, se emplearon dos estrategias: la revisión visual de los 

cromatogramas y el análisis a través de una estrategia metabolómica.  

Como ejemplo, en la Figura 4.6 se observan los cromatogramas del pico 

base (BPC, por sus siglas en inglés) de todas las muestras de plasma, 

procesadas por la metodología para analitos semipolares, mediante 

ionización positiva. La observación detallada reveló una adecuada 

alineación al comparar los picos en común, particularmente en las 

primeras señales cercana a los 2 minutos (la alineación de los 

cromatogramas fue realizada por el programa Compass DataAnalysis).  

Mediante la observación visual se determinó 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 condiciòn) 

 

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 

área donde se selecciónó el peak diferenciador. Posteriormente, 

utilizando la información otorgada por el software Compass 

DataAnalysis, se constató que el pico correspondiente a 9.5 minutos 

presentaba una diferenciación notoria entre el grupo control (-/-) y los 

demás grupos que habían sido intervenidos.  
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Mediante el empleo del programa DataAnalysis®, se obtuvo la 

información relevante del ión pseudomolecular, [M+H]+, su error, 

fórmula molecular y los iones fragmentos. Posteriormente, a partir de la 

información obtenida, se buscó en las bibliotecas disponibles y 

buscamos la identidad como se muestra en Figura 4.7, en la que se 

determinó que dicho pico correspondía al ácido 3-Oxodexicólico o ácido 

12-α-3-oxo-5β-colon-24-oico.  

 

 

Figura 4.7 Mecanismo de búsqueda de metabolitos diferenciadores. En la 

figura a) se muestra un ejemplo de la búsqueda visual en el 

cromatograma del pico base (BPC) donde se identificaron picos 
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diferenciadores, luego en b) se realizó el análisis MS a tiempo 9.5 y el 

MSMS del ión 391.2861 m/z. En c) los datos obtenidos a través del 

programa DataAnalysis, en d) la identificación realizada con ayuda de 

las bibliotecas disponibles. 

Siguiendo con el análisis visual, en la Figura 4.8 se muestran los BPC 

para la metodología semipolar basada en Laursen y colaboradores, 2017 

126. Según los parámetros de la Tabla 4.2, esta metodología nos permitió 

identificar algunos metabolitos semipolares-polares, donde fue 

identificado nuevamente el ácido taurocólico y otros metabolitos de los 

ácidos biliares 
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Figura 4.8 Cromatogramas BPC para la metodología semipolar en 

muestras de plasma.  Se observa el cromatograma del pico base y se 

realiza un zoom para identificar los picos diferenciadores. 

Además del ácido 3-Oxodexicólico otros metabolitos fueron encontrados 

a través de este mecanismo con esta metodología como se indica en la 

Tabla 4.5. 
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Tabla 4.5 Identificación de metabolitos a través de metodología semi-

polar. 

tr  FM [M+H]+ 

error 

[ppm] 

mσ 

Iones 

fragmentos 

Identificación 

9.5  

C24H39O

4 

391.284286 -4.6 10.3 

107.0855; 

159.1168; 95.0855; 

261.1849 

Ácido-3-oxodeoxicólico 

9.5  

C49H80N

5O6 

834.610312 0.3 5.4 355.2631; 373.273 

PC(22:5(4Z,7Z,10Z,13Z,19Z)-

O(16,17)/P-18:0) is an oxidized 

phosphatidylcholine 

9.7  

C30H41N

6O3 

533.323466 -5 19.2 

126.0219; 

227.1423 

no identificado 

 

4.2.3.4.1.2 Análisis metodología apolar 

La Figura 4.9 muestra los cromatogramas de las muestras procesadas 

mediante la metodología apolar en modo negativo y positivo, utilizando 

la metodología descrita por Patterson 2015,129 El mecanismo de 

identificación por análisis visual de todas las muestras de plasma nos 

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

ácido taurocólico.  

 

 

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 Análisis metodología polar 

La Figura 4.11 muestra los BPC para las muestras de plasma procesadas 

por la metodología en fase normal utilizando una columna HILIC BEH 

Amide®. Esta columna posee una fase estacionaria con grupos amida 

que proporciona interacciones hidrofílicas con los metabolitos de las 

muestras y que nos permitió separar los metabolitos más polares 

presentes en la muestra, tanto en modo negativo y positivo, la inspección 

visual sólo nos permitió identificar un pico diferenciador 

correspondiente al ácido taurocólico, el cual había sido identificado 

previamente  a través de las otras metodologías estudiadas. 
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Figura 4.10 Estructura del Ácido taurocólico (Imagen tomada de 

Pubchem), se observa la cadena lateral altamente hidrofílica por la y el 

anillo esteroide de comportamiento hidrofóbico.  
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Figura 4.11 Cromatogramas BPC para la metodología 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 

inspección 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 ácidos biliares, el ácido taurocólico y el 

ácido 3-oxodeoxycolico. Además, se identificó un metabolito oxidado de 

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

Método tr FM [M+H]+/[M-H]- Iones fragmentos 
error 

[ppm] 
mσ Identificación 

Apolar Negativo 6.3 C26H44NO7S 514.284 
106.9818; 124.0084; 512.2695; 

513.2720 
0.77 - ácido taurocólico 

Apolar Negativo 6.3 C17H38N5O6 408.2828 - -1.2 -2.9 no identificado  

Semipolar Positivo 

9.5 C24H39O4 391.2843 
107.0855; 159.1168; 95.0855; 

261.1849 
-4.6 10.3 ácido 3-oxodeoxicólico 

9.5 C48H85NO8P 834.6103 355.2631; 373.273 0.3 5.4 
PC(22:5(4Z,7Z,10Z,13Z,19Z)-O(16,17)/P-

18:0 

9.7 C30H41N6O3 533.3235 126.0219; 227.1423 -5 19.2 no identificado  

Semipolar Negativo 9.1 C13H24N6O3 242.1762   2.8 7.1 no identificado  

Polar positivo 5.6 C269H42N1O7 516.2956 104.1067; 124.9979; 337.2475. -1.4 14.2 ácido taurocólico 

Polar negativo 5.6 C26H44NO7S 514.2843 248.9744 - - ácido taurocólico 
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4.2.3.4.2 Análisis de muestras de cerebro e hipocampo 

Desafortunadamente, el análisis 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 

metodología apolar. a) modo positivo, b) modo negativo. 
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4.2.3.5    Análisis a través de estrategia metabolómica 

La estrategia metabolómica se llevó 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= 4 y n=5 para cada grupo respectivamente. 

Posterior a la conformación de los nuevos grupos de estudio, mediante el 

programa MetaboScape de Bruker se generaron las BT para cada 

metodología de estudio en modo positivo y negativo, y se realizó un 

análisis de tipo metabolómico para encontrar las señales de interés. 

4.2.3.5.1 Evaluación del efecto del consumo de calafate mediante 

análisis PCAs 

En la Figura 4.13 se observa el gráfico de 'Score Plot' derivado del 

análisis PCA realizado en las muestras de plasma correspondientes a los 

grupos que consumieron calafate, el grupo que no consumió calafate y 
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los Controles de Calidad (QCs), todos procesados mediante la 

metodología polar. Este gráfico representa la distribución 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 brindó una representación visual de variación y 

agrupación de los distintos grupos de muestras en función del consumo o 

no de calafate, así como los controles de calidad, como se observa 

claramente en la Figura 4.13, los QCs se agruparon en el centro del 

gráfico, indicando una baja variabilidad técnica en el estudio y la 

estabilidad de las muestras analizadas durante el proceso 130.  
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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 gráfico, las muestras control (verde) y 

las muestras que consumieron calafate (rojo) 

Con relación a las muestras, del gráfico de Score plot se desprenda una 

clara tendencia a la separación entre el grupo control y el grupo que 

consumió calafate regularmente. Como se observa claramente en el 

gráfico, el grupo que consumió calafate se encuentra perfectamente 

agrupado, y el grupo de muestras sin calafate presentan una gran 
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dispersión en el gráfico, existiendo una muestra que tiende a agruparse 

con el grupo que consumió calafate, lo que representa claramente un 

outlier. 

Posterior a la primera visualización de la data, se eliminó del set de 

muestras los QCs y outlier, porque no nos estarían aportando 

información relevante para encontrar las posibles señales relevantes. Se 

realizó nuevamente el análisis no supervisado mediante PCAs (Figura 

4.14) para evaluar la separación espontánea de los grupos. 
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Figura 4.14 PCAs intervención nutricional para muestras de plasma: Se 

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

apolar) en modo ESI+ y ESI-: Los parámetros para le PCA se describen 
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en metodología. Solo el gráfico c) muestra el PC1 vs PC4 que 

representaba la mejor separación entre los grupos de muestra. 

4.2.3.5.2 Evaluación del efecto del ejercicio aeróbico regular 

mediante análisis exploratorio PCAs 

Para evaluar el efecto del ejercicio sobre los metabolitos plasmáticos de 

los animales de estudios, se reorganizaron los grupos entre los animales 

que realizaron ejercicio aeróbico regular (n=5) versus los animales 

sedentarios (n=4), y al igual que el análisis sobre el efecto del consumo 

de calafate, se realizó un análisis no supervisado, mediante PCA en la 

plataforma Metaboanalyst (metaboanalyst.ca).  

La Figura 4.15 muestra los gráficos Score PlotsEstos, luego de eliminar 

del set de datos los QCs y los outlier. Los resultados a través de las tres 

metodologías sugieren que el grupo que realizó ejercicio aeróbico 

regular (rojo: con ejercicio) formó un grupo altamente compacto. El 

grupo sin ejercicio (verde, n=4), tiene una distribución más amplia en el 

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

muestras los score Plot para cada metodología: a) y b) metodología 
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polar; c) y d) metodología semipolar; d) y e) metodología apolar, todas 

en modo ESI+ y ESI-. Se muestra la mejor separación entre los grupos 

con los PCAs correspondientes.  

 En este trabajo no se incluyen los gráficos de “Loading Plots” (que 

indican que variables tienen un peso mayor la separación grupos) 

generado en el análisis PCA, ya que la identificación de variables 

importantes para la separación de los grupos se llevó a cabo a través de 

Volcano Plots.  

4.2.3.5.3 Búsqueda de metabolitos diferenciadores mediante Volcano 

Plots  

La búsqueda de señal o metabolitos diferenciadores se realizó a través 

del análisis estadístico VolcanoPlot en MetaboAnalyst (Figura 4.16) .El 

análisis mediante VolcanoPlot combina los resultados del análisis de 

Fold Change y el test-t. En este trabajo se utilizó un Fold change de 1.5, 

por lo cual los cambios en las señales deben ser mayores o iguales a 1.5 

veces en magnitud entre los dos grupos de estudio. Para la relevancia 

estadística de los resultados utiliza un test-t con un p=0.05 FDR (para 

realizar el descarte de falsos positivos). Específicamente en el gráfico 
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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). 

 

Figura 4.16 Volcano Plot y señales identificadas mediante el análisis de 

las BT de la intervención nutricional mediante metodología polar. 
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En el gráfico Box plot observado en la Figura 4.16 b), se observan las 

señales diferenciadoras entre el grupo Con Calafate (CC) vs el grupo Sin 

Calafate (SC), que se encuentran disminuídas (verde) o aumentadas 

(rojo) en el grupo Con Calafate. 

El análisis mediante Volcano Plot de la metodología polar comparando el 

grupo que consumió calafate (CC) frente al grupo que no consumió 

calafate (SC), nos entregó 12 señales pertenecientes a metabolitos 

diferenciadores. De estas señalres, 10 metabolitos se encuentran 

disminuidas en el grupo que consumió el extracto de calafate (CC), 

mientras que solo dos mostraron un aumento.  

El mismo enfoque para la identificación de metabolitos diferenciadores 

se llevó a cabo mediante Volcano Plots en ambos modos, positivo y 

negativo, tanto para distinguir las señales entre los grupos que 

consumieron calafate y los que no, como para distinguir las señales entre 

los grupos que realizaron ejercicio aeróbico regular y el grupo 

sedentario. 

En la Tabla 4.7 se muestra un recopilado de todas las señales 

identificados para cada condición. Hay señales que se repiten en más de 

un método, como es el caso de las señales 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 

señal m/z 515.29068 con el mismo tR (5.58 min) encontrados en método 

polar positivo, control vs ejercicio. Esta señal corresponde al ión 

pseudomolecular [M+H]+ 514.2836 m/z, el cual como vimos 

previamente, corresponde al ácido taurocólico. Luego de poder 

identificar el ácido taurocólico a través del análisis visual de los 

cromatogramas, fue esperable obtener resultados similares con una 

estrategia metabolómica. Sin duda, la estrategia metabolómica ha 

demostrado su capacidad para descubrir variables diferenciadoras que no 

son fácilmente detectables a simple vista, lo que aumenta su eficacia en 

este tipo de investigación y en la nuestra particularmente.  

Otro de las señales 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 análisis control vs 

dieta, y control vs ejercicio. Para el método polar positivo, el análisis 

mediante volcano plot encontró el señal 532.31449 m/z, con un tR de 

5.88 minutos en control vs dieta, y control vs ejercicio. Asimismo, se 

encontró la señal 537.27122 m/z y un tiempo de retención de 5.89 

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

En resumen, el análisis mediante Volcano Plot, para la obtención de 

metabolitos diferenciadores, nos entregó en la metodología polar un total 
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de 30 señales únicas y 6 señales que se repiten en diferentes condiciones. 

Por otro lado, el método semipolar identificó 6 señales únicas, mientras 

que el método apolar solo proporcionó 3 señales diferenciadoras. 
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Tabla 4.7 Recopilado de señales obtenidos mediante Análisis Metabolómico. 

Condición Metodología Polaridad 
[M+H]+/      

[M-H]- 
Metabolito tR (min) Fórmula 

Fragmentos 

m/z 
Compuesto 

Dieta Polar Pos 409.29122 408.28482 2.11 C24H41O5 - ácido haemulcólico  

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 533.32089 532.31449 5.88 C30H41N6O3 
126.0219; 

227.1423 
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,10Z,13Z,19Z) -O(16,17)/P-

18:0) 

Dieta Polar Pos 538.27762 537.27122 5.89 - - no identificado 

Dieta Polar Pos 592.20804 591.20164 5.57 - - no identificado 

Dieta Polar Pos 516.29636 515.28996 5.58 C26H46N1O7S 

104.1067; 

124.9979; 

337.2475 

ácido taurocólico 

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 C24H39O5 - ácido haemulcólico  

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 

Ejercicio Polar Pos 516.29708 515.29068 5.58 C26H46N1O7S 

104.1067; 

124.9979; 

337.2475 

ácido taurocólico 

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 2.41 - - 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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Capítulo 5    Discusión  

Para el objetivo 1 la discusión se dio dentro de los artículos publicados, 

por lo cual no volveremos realizar dicha discusión. En este capítulo se 

discutirán los resultados obtenidos para los objetivos 2 y 3. 

5.1    Efecto del extracto de calafate en modelos celulares 

El efecto del extracto etanólico observado en la viabilidad de las células 

PC12 (Figura 4.3), a una dilución 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 

biológico del extracto etanólico de calafate e identificar las biomoléculas 

que ejercen un rol bioactivo.  

Las neuronas hipocampales expuestas al péptido Aβ1-40 mostraron un 

aumento en la actividad espontánea de calcio, lo cual había sido 

observado en el estudio de Sáez-Orellana et al. (2016) 131, sugiriendo que 

el efecto agudo del péptido Aβ1-40  provoca una desregulación que 

conduce a un incremento en los niveles de calcio citosólico durante un 

periodo agudo, ya que la incubación del péptido Aβ durante 24 o 48 h 
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tiene un efecto contrario Aβ1-40 131. La inhibición del extracto de 

calafate (0.87 mg/mL) sobre la actividad espontánea de calcio sugieren 

que los compuestos bioactivos presentes en el extracto de calafate 

podrían estar involucrados en la inducción de la muerte celular a través 

de mecanismos aún desconocido. Diluciones mayores del extracto de 

calafate no tuvieron un efecto significativo en la actividad espontánea de 

calcio en las neuronas hipocampales. Por lo tanto, sería interesante 

realizar mediciones de concentraciones intermedias para evaluar si el 

efecto está relacionado con los compuestos bioactivos presentes en el 

extracto de calafate o también seleccionar algunos compuestos presentes 

en el extracto, para evaluar su efecto específico 

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 disminución 

fue mayor con respecto al grupo (-/+). Aunque los resultados no son 

concluyentes, el consumo de calafate pudo haber potenciado la 

disminución de peso generada en el grupo (+/+), principalmente por la 
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presencia de ácidos hidroxicinámicos, los cuales resultados previos de 

esta tesis, han mostrado su efecto sobre la inhibición de enzimas 

digestivas (artículo enviado). A pesar de que los antocianos son los 

principales compuestos polifenólicos presentes en el fruto, la baja 

absorción, rápida metabolización y eliminación en modelos animales 75 

apuntan a que los ácidos hidroxicinámicos podrían ser los compuestos 

polifenólicos que generarían 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 físico regular tiene un efecto 

sobre el peso de los animales en estudio, lo cual podría estar asociado a 

en modificaciones en su metabolismo, debidos principalmente al mayor 

gasto energético generado con el ejercicio aeróbico regular que 

promueven la activación de la glicolisis aeróbica.  

El grupo control (-/-) no mostró diferencias significativas en relación a 

su peso inicial, aunque la dispersión de los datos es muy amplia, lo que 

genera datos no concluyentes. El grupo de animales que solo consumió 

el extracto de calafate y no llevó a cabo ejercicio físico (+/-) 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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azúcares en el extracto de calafate y la ausencia de ejercicio físico 

regular en este grupo de ratones.  

En resumen, se observaron cambios en el peso de los animales en 

función del tipo de intervención llevada a cabo, como se muestra en la 

Figura 4.5. Estos resultados plantean preguntas sobre las posibles 

alteraciones metabólicas relacionadas con las variaciones en el peso 

corporal, y cómo podremos observarlas a través de la metabolómica. 

Además, es plausible que los polifenoles presentes en el extracto de 

calafate no sólo mitiguen los efectos de los azúcares contenidos en el 

mismo extracto, previniendo el aumento de peso en los animales, sino 

que también podrían contribuir a numerosos procesos fisiológicos, 

generando efectos beneficiosos para el organismo 132,133. 

5.3    Análisis visual de metabolitos  

De forma interesante, con el análisis visual de los cromatogramas del 

plasma resultaron entregaron metabolitos de interés biológico, por 

ejemplo, en la metodóloga semipolar se identificó el ácido 3-

oxodeoxicólico, el cual es un metabolito secundario de los ácidos 

biliares, específicamente derivado del ácido deoxicólico. El ácido 

deoxicólico es conocido por ser un inductor de estrés múltiple, activando 
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por ejemplo al factor NF-κβ, que es responsable de regular la 

transcripción 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 

nasofaríngeas (HHPC, por sus siglas en ingles), activando a NF-κB 

mediante la exposición a ácidos biliares a un pH de 4 y reportando una 

fuerte inhibición de los genes con función oncogénica cuando se utilizó 

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

La presencia del ácido 3-oxodeoxicólico como metabolito del ácido 

deoxicólico respalda la efectividad de nuestro grupo control, debido a la 

detección de este metabolitos asociado al estrés oxidativo. Además, 

sugiere que tanto una dieta rica en compuestos fenólicos o ejercicio 

regular es una alternativa para disminuir naturalmente estos metabolitos 

que pueden desencadenar una respuesta inflamatoria indeseada en el 

organismo.  

El análisis visual de los cromatogramas apolares, encontramos el ácido 

taurocólico, el cual es un ácido biliar conjugado (CBA por sus siglas en 

inglés). Los ácidos biliares conjugados poseen una mayor solubilidad 
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que los ácidos biliares primarios o secundario, en el organismo 

desarrollan diversas funciones como la emulsificación de las grasas, a 

través de la formación de las micelas, absorción de vitaminas 

liposolubles como la vitamina D, E o K, transporte de grasas a través de 

la circulación enterohepática y eliminación de productos de desecho 

como la bilirrubina. Una revisión de Ridlon y colaboradores el año 2016 

asocia el ácido taurocólico con disbiosis de la microbiota intestinal y un 

aumento en el cáncer colonrectal 134,135  

En el análisis visual de los cromatogramas polares se logró identificar 

nuevamente al ácido taurocólico. Esto puede deberse a que el ácido 

taurocólico es un ácido biliar conjugado con una estructura que combina 

una cadena lateral hidrofílica y una porción hidrofóbica debido a su 

anillo esteroide (Figura 4.10), exhibe diferentes afinidades hacia las 

metodologías polares, semipolares y apolares utilizadas en esta tesis. 

Además, su comportamiento distintivo en los tres métodos 

cromatográficos utilizados evidencia su prometedora capacidad para ser 

utilizados como potencial biomarcador de un estado metabolómico 

altamente oxidativo.  

La Tabla 4.6 resume los metabolitos encontrados mediante inspección 

visual, entre ellos la PC(22:5(4Z,7Z,10Z,13Z,19Z)-O(16,17)/P-18:0), un 
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metabolito oxidado de la fostatidilcolina. Tabla 4.6 Metabolitos 

plasmáticos identificados mediante inspección visual.La fosfatidilcolina 

es el fosfolípido más abundante en las células eucariotas. Se ha 

observado que un aumento en la síntesis de fosfatidilcolina y una 

sobreexpresión de los genes asociados a su biosíntesis están relacionados 

con la proliferación de células cancerosas, mientras que la inhibición de 

la síntesis conduce a la apoptosis de estas células136,137 

El análisis 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 µL de metanol), y la 

naturaleza altamente lipídica de la muestra obtenida sean insuficientes 

para lograr una mejor calidad analítica. Por ejemplo, se ha observado que 

fosfolípidos cargados, sufren supresión iónica por triacilgiceroles (TAG) 

138. Guan y colaboradores, utilizaron fraccionamiento previo al análisis 

por LC-ESI, mediante columnas de intercambio iónico para eliminar 

lípidos apolares que tienden a generar supresión iónica detectaron por 

primera vez N-acilfosfatidilserina y ácido dolicoico 138.  

Con estos antecedentes, es altamente sugerible para próximos estudios 

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

búsqueda de metabolitos.  

Estos resultados sugieren que los metabolitos de los ácidos biliares 

juegan un importante rol en los ratones control, en comparación a los 

ratones con una dieta rica en polifenoles o que realizaban ejercicio 

aeróbico regular.  

El análisis de los cromatogramas mediante inspección visual fue una 

forma sencilla de abordar la búsqueda de metabolitos diferenciadores, 

pero es un análisis preliminar y no puede ser concluyente. 

5.4    Análisis a través de la estrategia metabolómica  

Los PCAs de los grupos de muestras que consumían o no calafate, 

mostraron que hubo dos muestras que se encontraban separadas del 

grupo que consumía el extracto, estas muestras corresponden a los 

controles negativos o (-/-), los cuales no consumieron calafate ni 

realizaron ejercicio aeróbico regular. Si observamos más en detalle, la 

tercera y/o cuarta muestra del grupo que no consumía calafate (pero si 

realizó ejercicio aeróbico regular) tendían a agruparse con el grupo que 

si consumió calafate. Esto resultó interesante, ya que podemos sugerir, 

que puede existir una correlación en la regulación metabólica que podría 
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darse tanto por el consumo de polifenoles en la dieta o el ejercicio 

aeróbico regular. 

La análisis PCA de los grupos con ejercicio vs sin ejercicio a través de 

las tres metodologías sugieren que el grupo que realizó ejercicio 

aeróbico regular (rojo: con ejercicio) es capaz generar un grupo 

altamente compacto, indicando las similitudes metabólicas entre ellos. El 

grupo sin ejercicio (verde, n=4), tiene una distribución más amplia, lo 

que puede deberse a que dos de sus muestras son animales que 

consumieron calafate y que eso les da una diversidad metabólica más 

amplia y que tienden a juntar los grupos.  

El análisis no supervisado a través de PCAs observado a través de los 

Score Plot, fue valioso para observar la distribución de las muestras y su 

agrupación espontánea, resaltantando la necesidad de un número mayor 

de muestras por grupo.  

Además, la redistribución de los grupos originales nos permitió obtener 

resultados sorprendentes en cuanto a la separación espontánea de los 

grupos de estudio y el efecto que tanto el extracto de calafate rico en 

polifenoles, o el ejercicio aeróbico regular tenían sobre el modelo de 

estudio 
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Es importante destacar que a través del análisis por Volcano Plots, la 

metodología polar mostró una mayor capacidad para identificar señales 

diferenciadoras, lo que podría estar relacionado con la naturaleza 

predominantemente polar de los metabolitos presentes en las muestras de 

plasma en estudio. Si bien la cantidad de señales diferenciadores entre 

los grupos de estudio es baja, es notoriamente mayor a las señales 

diferenciadoras encontrada mediante inspección visual.  

Sorprendentemente, analitos que habíamos identificado visualmente 

como el ácido 3-oxodeoxicólico, no se identificaron a través de la 

metodología propuesta. Aunque al revisar los Loading Plots del análisis 

PCAs realizado a la metodología semipolar del grupo con ejercicios 

aeróbico regular versus el grupo sin ejercicios, la señal si se encontraban 

dentro de las variables con mayor peso para la separación 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 habían realizado 

ejercicio, pero si tuvieron una intervención nutricional, provocó que se 

perdieran señales importantes que podrías ser relevantes. Estos 

antecedentes refuerzan la necesidad de tener un número mayor de 

muestras para obtener resultados contundentes.  
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Mediante la estrategia metabolómica, fue posible identificar el ácido 

taurcólico, el ácido haemulcólico, el cual no había sido posible 

identificar visualmente, y la PC(22:5(4Z,7Z,10Z,13Z,19Z)-O(16,17)/P-

18:0). 

Interesantemente, todos los metabolitos diferenciadores se encuentran 

relacionados a una disfunción oxidativa, principalmente asociadas ácidos 

biliares, los que se encontraron aumentados en los grupos control (Sin 

Calafate y Sin Ejercicio). Los ácidos biliares además de emulsificar las 

grasas, desempeñan 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 ácidos biliares y un 

cambio en la microbiota intestinal 139.  

Aproximadamente el 97% de los ácidos biliares primarios, como el ácido 

cólico y el ácido quenodesoxicólico, son reabsorbidos a través de la 

circulación enterohepática 140. El 3% restante de los ácidos biliares 

escapa a la reabsorción en el íleon y continúa hacia el colon. En el colon, 

estos ácidos biliares son sometidos a la acción de la microbiota 

bacteriana, que puede transformarlos mediante reacciones de 

deshidroxilación y desconjugación. Como resultado, se generan ácidos 

biliares secundarios, como el ácido desoxicólico y el ácido litocólico, 
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que tienen propiedades biológicas distintas a las de los ácidos biliares 

primarios 141,142 

La notoria diferencia en los ácidos biliares presentes entre los grupos de 

estudios sugiere que los polifenoles en la dieta y el ejercicio físico 

pueden combatir el estrés oxidativo a través de diversos mecanismos, y 

que un cambio en la composición de la microbiota intestinal podría ser 

esperado 143.  

Si bien este estudio es un análisis preliminar, dado las limitaciones 

experimentales detalladas, y no nos permiten obtener resultados 

concluyentes, si evidencia que la estrategia metabolómica permitió 

sistematizar la información, aportar con más información que un análisis 

dirigido, y detectar mayores diferencias en el metaboloma de muestras 

obtenidas con las diferentes intervenciones, permitiendo generar nuevas 

hipótesis de trabajo. En nuestro estudio, a pesar del bajo número de 

replicas biológicas, nos permite postular una nueva hipótesis parcial 

podría ser: 

En un modelo animal de estrés oxidativo, tanto el ejercicio aeróbico 

regular como una dieta rica en polifenoles lograron modular el 

metabolismo, que resultó en la disminución de metabolitos relacionados 
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con el estrés oxidativo y la regulación de vías de señalización implicadas 

en enfermedades crónicas asociadas a una disfunción oxidativa.  

Existe un gran número de señales que aún no han sido identificadas y 

que están siendo estudiadas para su identificación.  
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Capítulo 6    Conclusiones 

La caracterización química mediante HPLC-QTOF-MS/MS de 4 tipos 

distintos de hojas de Berberis autóctonos de Chile incluyendo una 

especie introducida, Berberis vulgaris, permite establecer que todas 

presentan un perfil de compuestos químicos complejo, pero altamente 

conservado respecto a los metabolitos secundarios identificados, siendo 

los ácidos hidroxicinámicos los metabolitos más abundantes en todas las 

especies estudiadas. 

Los extractos metanólicos 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 fenólicos 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 

metanólico, presentando solo ciertas diferencias menores producto de la 

distinta polaridad y energía usada para la extracción. La infusión 
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presentó alta capacidad antioxidante lo cual se puede relacionar con el 

alto contenido de compuestos fenólicos, además de presentar 

micronutrientes metálicos lo cual también contribuye a su potencial 

antioxidante.  

En forma contundente se establece que la infusión 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, además previene la 

formación de ROS inducida por el H2O2 en células HUVEC, llegando a 

niveles de protección similares a la vitamina C. 

La infusión presenta actividad hipoglucémica e hipolipidémica, 

característica demostrada mediante ensayos in vitro con enzimas 

digestivas, pudiendo ser un producto funcional que contribuya al 

tratamiento de Diabetes Mellitus. Por otra parte, la infusión presenta un 

efecto reductor de la agregación del péptido Aβ in vitro, lo que podría 

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 



207 

 

neuronales y como alimento preventivo o protector en enfermedades 

asociadas a un estrés oxidativo.  

Respecto al fruto del calafate, su extracto etanólico mostró 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 espontánea de calcio a concentraciones 0.87 

mg/L, lo cual no puede ser asociado a los azucares contenidos, sino más 

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 intervención 

nutricional con calafate y/o ejercicio aeróbico regular. 

La incorporación de extracto de fruto de calafate a la dieta del modelo de 

estudio no provocó cambios significativos en el peso de los animales. A 

diferencia de los animales que realizaron ejercicio aeróbico regular, en el 

que se observó una disminución promedio de su peso inicial, asociado a 

un aumento del gasto energético.  

Tanto la intervención nutricional con calafate como el ejercicio generó 

un cambio en el metaboloma de los animales sometidos al protocolo de 

intervención. A pesar de que físicamente no tuvieron cambios similares 
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en el peso, el análisis metabolómico tanto del grupo que consumió 

calafate y del grupo que realizó ejercicio aeróbico regular,  reporta  una 

disminución de metabolitos asociados al estrés oxidativo, principalmente 

asociados a ácidos biliares, como el ácido taurocólico, el ácido 

haemulcólico y el ácido 3-oxodeoxicólico, reportado como un metabolito 

del ácido deoxicólico, todos asociados a procesos inflamatorios con 

desbalance oxidativo.  

Por otro lado, las muestras de cerebro e hipocampo requieren de una 

extracción previa para eliminar lípidos neutros que interfieren en el 

análisis de los lípidos cargados a través de las metodologías ensayadas, 

por lo tanto, es este estudio no aportaron mayor información, siendo 

necesario su reprocesamiento analítico.  

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 limitación en la cantidad de muestras estudiadas, siendo 

necesario validar de manera más sólida los resultados logrados, 
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requiriendo la inclusión de un mayor número de muestras en futuros 

estudios, se puede establecer que se cumple la hipótesis ya que el 

ejercicio y el consumo de extracto de calafate modificaron marcadores 

metabólicos asociados al estrés oxidativo y por tanto tienen un efecto 

positivo sobre enfermedades asociadas.  
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