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RESUMEN

Adriana Romo Pérez Fecha de Graduacion: Abril 2013
Universidad Autbnoma de Nuevo Ledn

Facultad de Ciencias Quimicas

Aislamiento y caracterizacion estructural de nuevos Inhibidores de a-

glucosidasa a partir de las raices de Smilax sp.

Numero de péaginas: 91 Candidato para el grado de Maestria en

Ciencias con orientacion en Farmacia.

Area de Estudio: Quimica y Farmacologia de productos naturales

Propédsito y Método del Estudio: La diabetes mellitus es una enfermedad
metabdlica cronica caracterizada por la incapacidad del organismo para
biotransformar la glucosa sanguinea. Actualmente es la segunda causa de
muerte a nivel nacional. El objetivo de la terapia antidiabética es normalizar los
niveles de glucosa en sangre, por lo cual se prescriben los inhibidores de a-
glucosidasa, enzimas encargadas de la hidrdlisis de oligosacaridos ingeridos en
di- y monosacaridos que posteriormente son absorbidos en el intestino. Los
inhibidores de a-glucosidasa prescritos hoy en dia son compuestos naturales o
sus derivados, lo cual da evidencia de lo promisorio que ha resultado la
prospeccion quimico-biolégica de productos naturales. En el presente proyecto
de investigacion se propuso la busqueda de nuevos inhibidores de a-
glucosidasa a partir de tres especies de plantas seleccionadas mediante criterio
etnomédico y quimiotaxondmico. Asi, se realizé un estudio biodirigido para
encontrar la especie vegetal con mayor actividad inhibitoria de a-glucosidasa,
para posteriormente someterla a un estudio fitoquimico que permitiera el

aislamiento y la caracterizacion estructural de productos naturales, mediante



diversas técnicas cromatograficas y espectroscopicas, a partir de las fracciones

con mayor actividad inhibitoria de a-glucosidasa

Contribuciones y Conclusiones: Se determind la actividad enzimatica de los
extractos organicos demostrando que Smilax sp. resulté diez veces mas
potente (Clsp = 0.49+0.02 pg/mL) que el control positivo quercetina (Clsg =
5.28+0.57 pg/mL), razén por la cual se realiz6 el fraccionamiento del extracto
crudo. Se ponderd la actividad inhibitoria enzimatica de las 18 fracciones
obtenidas (A-S), observandose que las fracciones K-R resultaron muy activas
(Rango de Clsp = 0.097-0.92 pg/mL). A partir de algunas fracciones activas se
aislaron tres esteroles y un flavonoide, los cuales fueron caracterizados como 5-
hidroxi-3,7,4’-trimetoxiflavona, B-sitosterol, B-sitosteril-3-O-B3-D-glucopiranésido
y palmitato de B-sitosterilo, mediante el andlisis de sus datos espectroscopicos.
De los compuestos evaluados, el B-sitosteril-3-O-B-D-glucopiranésido present6

mayor magnitud inhibitoria de la a-glucosidasa.
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CAPITULO 1

DIABETES

1.1 Introduccidén

Desde la antigiedad, los productos naturales, en especial las plantas, han sido
una fuente importante de medicamentos. Estas han sido la base de los
sistemas de medicina tradicional en todo el mundo y siguen proporcionando a la
humanidad nuevos remedios para el tratamiento de diversas enfermedades,

tales como la diabetes y el cancer [1-2].

La investigacion quimica y farmacoldgica de las plantas medicinales ha provisto
de nuevos compuestos para el tratamiento de la diabetes, entre los que se

destacan la metformina, el miglitol y la exenatida [2-3].

La diabetes es un desorden enddcrino que conlleva a complicaciones de salud
graves como la insuficiencia renal, la catarata diabética, la ceguera, las
enfermedades cardiovasculares (ateroesclerosis), las cuales pueden culminar
en una muerte prematura [1]. A nivel nacional, la diabetes constituye la segunda
causa de muerte y su frecuencia actual esta evidenciada por mas de 347

millones de personas diabéticas en el mundo [4].

A pesar de la diversidad de estrategias disponibles para el tratamiento de la
diabetes, no se ha logrado la normalizacion eficiente de la glucosa de los

pacientes diabéticos y por tanto, no se ha logrado evitar la progresion

1



(complicaciones) de la enfermedad, por lo cual, algunas de las investigaciones
mas recientes estan orientadas al descubrimiento de nuevos farmacos que
disminuyan los niveles de glucosa en sangre. Asi, la estrategia para reducir los
niveles anormales de glucemia consiste en la inhibicion de las enzimas

responsables de la digestion de carbohidratos a nivel del intestino delgado [5].

1.2 Generalidades

La diabetes mellitus es una enfermedad metabdlica cronica caracterizada por
hiperglucemia (aumento de glucosa sanguinea) que surge como consecuencia
de una absoluta o relativa deficiencia de secrecidon de insulina, resistencia a la

accion de la insulina, o ambas [6-7].

Existen tres tipos de diabetes: diabetes mellitus tipo 1 (DMT1, también llamada
insulinodependiente), diabetes mellitus tipo 2 (DMT2, también llamada no
insulinodependiente) y diabetes gestacional. La diabetes mellitus tipo 1 se
considera una enfermedad autoinmune debido a que el sistema inmunitario
ataca las células-B del pancreas y las destruye [4,7]. La diabetes mellitus tipo 2
es una enfermedad multifactorial caracterizada por una alteracibn en la
secrecion de insulina y resistencia a la insulina [8]. La diabetes mellitus
gestacional se desarrolla durante el embarazo y desaparece cuando el
embarazo es terminado [9]. De los tres tipos de diabetes, la DMT2 es la de
mayor importancia por su incidencia e implicaciones a nivel socioeconémico y

de salud.

1.3 Sintomatologia

La diabetes es caracterizada por tres conocidos sintomas: polidipsia (sed
excesiva), polifagia (hambre excesiva) y poliuria (miccion excesiva), ademas de
pérdida de peso, somnolencia, fatiga, trastornos de vision, infecciones en la

piel, parestesia en manos o pies [9].



1.4 Etiologia

1.4.1 Diabetes mellitus tipo 1(DMT1)

La DMT1 se describe como una enfermedad autoinmune en la que se
incorpora una proteina extrafia en las células-B de los islotes pancreaticos,
quiza a través de una infeccion viral. En respuesta, los linfocitos del paciente
atacan a la proteina extrafia y, de manera colateral, destruyen la célula-B. Esto

lleva a un estado de deficiencia absoluta de insulina [10].

1.4.2 Diabetes mellitus tipo 2 (DMT2)

Diversas investigaciones han evidenciado la posible etiologia de la DMT2.
La mayoria de las ideas predominantes se pueden clasificar en alguna de las
siguientes categorias: predisposicion genética, desequilibrio endocrino, dieta
hipercalorica, sedentarismo, obesidad, hipertension, inflamacién cronica y

estrés oxidativo (Figura 1) [8, 9].

Figura 1. Factores relacionados con la ocurrencia de DMT2



Existen evidencias de que la respuesta inmune innata anormal e inflamacién
cronica estan relacionadas con el desarrollo de la DMT2. La inflamacion
desempeiia un papel en la prevencion del dafio tisular, el restablecimiento de la
homeostasis del tejido y la destruccion de agentes infecciosos. Sin embargo,
ésta es originada como respuesta a la activacion del sistema inmune innato al
detectar de manera no especifica agentes externos, tales como patdégenos,
sustancias quimicas (glucosa) o lesion fisica. Durante este proceso, varias
citoquinas pro-inflamatorias, tales como el factor de necrosis tumoral (TNF)-a,
interleucinas IL-1B e IL-6, son liberadas por los macrofagos. Estas citoquinas
pueden incrementar la resistencia a la insulina directamente en los adipocitos,
musculo esquelético y células hepaticas, asi como un dafio en la células-f3 del
pancreas, lo que conduce a una disrupcién sistémica de sensibilidad a la

insulina y a la alteracion en la homeostasis de la glucosa [8,10].

Las citoquinas estan asociadas con la generacion de radicales libres que
contienen carbono, oxigeno y nitrégeno [10]. Estos radicales libres son especies
moleculares muy reactivas, que ocasionan estrés oxidativo, ya sea por el
incremento de los mismos o por la disminucion de la concentracion de
antioxidantes enddgenos, lo que en consecuencia puede ocasionar un dafio
tisular [11].

La obesidad y el sindrome metabdlico son condiciones asociadas al estrés
oxidativo e inflamacion que pueden favorecer la progresion de la resistencia a la
insulina en DMT2 [8].

1.5 Epidemiologia

Actualmente, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) reporta mas de 347
millones de personas con diabetes en el mundo y prevé que las muertes por
diabetes se duplicaran entre 2015 y 2030 [4]. De acuerdo a los datos de la
Secretaria de Salud, la diabetes ocup0 la segunda posicion de las principales
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causas de muerte en México en 2008 (Figura 2) [12]. En el 2010, el niumero de
defunciones se incrementd de 77,699 a 82,964, de las cuales, el 43.2% se
atribuyeron a complicaciones renales o cardiacas [12-13]. La diabetes es una
enfermedad cronico-degenerativa, con prondéstico poco favorable entre la
poblacion mexicana, pues en ella influyen factores asociados a los malos
hébitos alimenticios, sedentarismo y sobrepeso [4, 14]. De los tres tipos de
diabetes, la DMT2 es responsable del 90-95 % de todos los casos de diabetes
[1, 15].

Principales causas de mortalidad en

México (2008)
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Figura 2. Principales causas de mortalidad en México

1.6 Diabetes Mellitus Tipo 2

La DMT2 es una condicidn heterogénea resultante de la disfuncién de la célula
B-pancreatica y/o de la resistencia a la insulina, debido a la interaccién de
factores genéticos y ambientales (edad, dieta hipercalorica, sedentarismo,
obesidad, historia familiar) [6, 15-16]. La hiperglucemia se considera el primer
factor de riesgo en el desarrollo de la diabetes y sus complicaciones. Una
exposicién por afios a altos niveles de glucosa en sangre causa efectos toxicos

en la estructura y funcion de los organos, incluyendo el islote pancreatico [10].



Debido a que la hiperglucemia en la diabetes se hace croénica, la glucosa que
normalmente sirve como sustrato, sefial y combustible, se convierte en toxina. A
medida que persiste la hiperglucemia, la célula-B del pancreas sufre deterioro,
cada vez segrega menos insulina lo que conlleva a la pérdida de su funcién
[11]. Otras de las complicaciones que se presentan durante la hiperglucemia es
la resistencia a la insulina que se define como un estado en el que la capacidad
de las células diana para responder a niveles normales de insulina se reduce
[15]. Por tanto, defectos en la accion y secrecion de la insulina traen como
consecuencia un déficit de insulina en el masculo esquelético, higado y tejido
adiposo [5, 8], lo cual conduce a una disminucién en la eficacia para llevar a

cabo sus funciones metabdlicas [10].

1.6.1 Fisiopatologia

La manifestacion de la DMT2 suele ser un proceso continuo de resistencia
a la insulina que culmina en el fracaso de la secrecion de insulina aumentada
para compensar la resistencia a la insulina. Inicialmente, en la DMT2, la insulina
que estimula el transporte de la glucosa en el musculo esquelético se ve
afectada y como compensacion, las células del pancreas presentan una
secrecion aumentada de insulina, ocasionando hiperinsulinemia. La resistencia
a la insulina periférica, en combinacion con un deterioro en la fase temprana de

la secrecion de insulina, da como resultado la hiperglucemia [15,6].

En fase terminal de la DMT2, los cambios en la sefializaciéon de la insulina,
como la incapacidad de la insulina para inhibir la gluconeogénesis hepatica, se
acompafan de un deterioro de la funcion de la célula pancreatica. En esencia,
la progresion a la DMT2 esta totalmente declarada cuando la hipersecrecion de

insulina de una célula-B no compensa la resistencia a la insulina [6].

Las complicaciones de la DMT2 incluyen enfermedades microvasculares

(retinopatia, nefropatia y neuropatia) y complicaciones macrovasculares (infarto
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al miocardio, enfermedad vascular periférica, enfermedad cerebrovascular)
(Figura 3). Las complicaciones macrovasculares son consideradas la primera

causa de mortalidad en los pacientes diabéticos [6, 8].

Retinopatia

Microvasculares Nefropatia

Neuropatia

Complicaciones

Aterosclerosis

Isquemia en

Macrovasculares :
extremidades

Enfermedad
cardiovascular

Figura 3.Complicaciones de la DMT2.

1.7 Tratamiento

1.7.1 Tratamiento no farmacolégico

La primera linea de tratamiento para la DMT2 son los cambios en la dieta
y el ejercicio. Las dietas hipocalodricas inducen la pérdida de peso, la
disminucién e incluso, la normalizacién de la glucosa en plasma. EI mecanismo
de la pérdida de peso, mejora la homeostasis de la glucosa seguido de una
mejoria de la funcién hepética y la resistencia periférica a la insulina. La pérdida

de peso y el ejercicio aumentan la sensibilidad a la insulina, la utilizacion de



glucosa y mejora los perfiles de lipidos y lipoproteinas. Sin embargo, el

cumplimiento de muchos pacientes es un problema significativo [6].

1.7.2 Tratamiento farmacologico

La terapia farmacologica se inicia cuando el tratamiento no farmacoldgico
no permitié controlar adecuadamente los niveles de azucar en la sangre. A la
fecha, la meta de toda estrategia para el tratamiento de la DMT2 es disminuir
las concentraciones de glucosa en sangre, a niveles que representen el rango
normal [16], por lo que se recurre a medicamentos antidiabéticos como la propia
insulina, las sulfonilureas [17] y meglitinidas [18] (promotores de la secrecion de
insulina), biguanidas (hipoglucemiantes) [17], tiazolidinodionas o glitazonas
(disminuyen la resistencia a las funciones de la insulina) [19], inhibidores de la
a-glucosidasa (alteran la velocidad de hidrdlisis y absorcion de oligosacaridos)
[9], miméticos de incretina GLP-1 (mimetizan al péptido 1 tipo glucagon),
inhibidores de la dipeptidilpeptidasa IV (aumentan la concentraciéon de GLP-1)
(Tabla 1) [20].

La combinacion de la terapia para el tratamiento de la DMT2 se ha vuelto muy
frecuente [9,17].



Tabla 1. Principales farmacos utilizados en el tratamiento de la diabetes.

Sulfonilureas

Estimula la secrecién

de insulina por la
célula B pancreatica,
a través de su unién a
un canal de potasio-

dependiente de ATP.

Hipoglucemia, alergia
en piel, dolor de
cabeza, aumento de
peso, fatiga, nduseas,
vomitos y dafio
hepatico [9].

Glipizida

Biguanidas

Actlian a dos niveles:
1) en el masculo,
aumentando la
entrada de glucosa a
las células y, 2) en el
higado, disminuyendo
la liberacion de
glucosa.

Mayor frecuencia:
diarrea, dolor
abdominal, nauseas y
vomitos; con menor
frecuencia:
alteraciones del gusto
o mal absorcién de la
vitamina B12 [9].

NH NH
N NJ\NHZ
| H

Metformina

Glitazonas

Actuan a nivel
muscular y hepatico
disminuyendo la
resistencia a la
insulina y, en menor
medida, disminuye la
produccion  hepatica
de glucosa.

Aumento de
hepatotoxicidad,
edemas, incremento
de la incidencia de
insuficiencia cardiaca,
aumento de fracturas
[17, 19].

peso,

Pioglitazona

Inhibidores de
a-glucosidasa

Actlan inhibiendo las

enzimas que
hidrolizan los
oligosacaridos a di- y
monosacaridos, lo
cual limita su
absorcion.

Los efectos
secundarios se
producen a nivel

gastrointestinal: dolor
abdominal,
meteorismo y diarrea

[9].

OH

Acarbosa




Estimulan la
secrecién pancreatica
al cerrar canales de K
dependientes de ATP
en la célula B del
pancreas  actuando
sobre una proteina
distinta a la diana de
las Sulfonilureas.

Meglitinidas

Actdan sobre
receptores metabotro-
picos acoplados a
proteinas G.

Miméticos de

incretina

Aumentan la
concentracion de la

Inhibidores de incretina GLP-1 al

dipeptidil- inhibir la  DPP-1V,

peptidasa-IV  encargada de la

(DPP-IV) descomposicion de la
GLP-1.

1.7.3 Productos
tratamiento de diabetes

naturales antidiabéticos:

Trastornos
alteraciones
gastrointestinales,

rinitis, bronquitis,
dolor de espalda,
aumento de peso [18].

visuales,

C%MC&A

Repaglinida

H-His-Gly-Glu-
Gly-Thr-Phe-Thr-
Ser-Asp-Leu-Ser-
Lys-GIn-Met-Glu-

Hipoglucemia,
alteraciones
gastrointestinales

[20]. Glu-Glu-Ala-Val-
Arg-Leu-Phe-lle-
Glu-Trp-Leu-Lys-
Asn-Gly-Gly-Pro-
Ser-Ser-Gly-Ala-
Pro-Pro-Pro-Ser-
NH2
Exenatida
Congestion nasal, cF
secrecion nasal, . le\:F
dolor de garganta, A NS
dolor de cabeza, Fm
nausea, vomito, -

pérdida de apetito,
diarrea. Puede causar
pancreatitis [20].

Sitagliptina

una alternativa para el

Las plantas medicinales juegan un papel importante en el manejo de la

diabetes mellitus, especialmente en paises en desarrollo donde los recursos

son escasos [2]. Las plantas medicinales usadas para tratar condiciones de
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hiperglucemia son de considerable interés para la comunidad etnoboténica ya
gue se ha evidenciado que las plantas han mostrado diversos grados de

actividad hipoglucemiante y anti-hiperglucémica [2].

Las familias de plantas que han exhibido igual o mayor actividad
hipoglucemiante que los farmacos comerciales comprenden la familia
Lamiaceae, Leguminoseae, Liliaceae, Cucurbitaceae, Asteraceae, Moraceae,
Rosaceae, Euphorbiaceae y Araliaceae [2]. Se ha reportado que ciertas
especies de plantas de dichas familias fueron evaluadas en pruebas clinicas
con pacientes diabéticos tipo 1 y 2 demostrando su eficacia en reducir los
niveles de glucosa en sangre. Asi, el control de la glucosa sanguinea en
pacientes con DMT2 se logré con la administracion de extractos de: Momordica
charantia, Gymnema sylvestre, Vaccinium myrtillus, Allium sativum, Aloe vera,
Asteracanthus longifolia, Bauhinia forticate, Atriplex halium, Polygala senega,
Panax quinquefolius, Myrcia uniflora, Ocimum sanctum, Opuntia streptacantha,
Trigonella foenum, Hordeum wvulgare, Ginkgo biloba, Withania somnifera,
etcétera [1-2, 21-22].

Algunos compuestos obtenidos de productos naturales que han mostrado
actividad antidiabética importante son: radicamina A (1), schulzeina A (2), el
acido deshidrotetrametenolico (3), la B-homofuconojirimicina (4), el acido
corosdlico ( Glucosol®) (5), acido 4-(a-rahmnopiranosil)-elagico, mirciacitrina

IV, acarbosa, etcétera [21] (Figura 4).
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Figura 4. Agentes hipoglucemiantes.

1.7.4 Inhibidores de a-glucosidasa

La hiperglicemia postprandial es conocida como el primer desorden
metabdlico observado en la DMT2 y un factor importante que contribuye al
desarrollo de complicaciones asociadas a enfermedades micro- vy
macrovasculares. Una alternativa para reducir la captacion de carbohidratos a

través del intestino es mediante el uso de inhibidores de a-glucosidasa [23-24].

Los inhibidores de a-glucosidasas son una clase de farmacos no sistémicos que
no se dirigen a un determinado efecto fisiopatolégico de la DMT2. Estos
farmacos inhiben de manera competitiva y reversible a las a-glucosidasas [24],
enzimas que se encuentran en los bordes de las microvellosidades de los
enterocitos del intestino delgado y que catalizan el paso final en el proceso de
digestién de carbohidratos [25]. Las a-glucosidasas se encargan de hidrolizar
los oligosacéaridos de la dieta en disacaridos y monosacaridos, los que
posteriormente son absorbidos en el intestino hacia el torrente sanguineo. Al
inhibir estas enzimas, se retarda pero no se impide la absorcion de los
carbohidratos ingeridos, se reducen los niveles de insulina y de glucosa
postprandial, y por lo tanto, se controlan y/o retardan las complicaciones

debidas a la hiperglucemia [25-26].
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Las moléculas inhibidoras de a-glucosidasa disponibles en las terapias

antidiabéticas han sido obtenidas a partir de productos naturales o mediante

derivatizacion quimica de los productos naturales con mayor potencial

farmacoldégico (Tabla 2) [14].

Tabla 2. Inhibidores de a-glucosidasa en investigacion y/o en el mercado.

Nojirimicina

H
HO N_ OH
HO™ "OH

OH

B- Fue el primer sacéarido
mimético natural
aislado de una cepa
de Streptomyces en
1966 [14]. Potente
inhibidor del virus del
SIDA.

a- y
glucosidasas

Desoxinojirimicina

ZT

HO

"OH
OH

HO™

a- glucosidasa Se obtiene a partir de
Nojirimicina 'y de
Bacillus o}
Streptomyces.  Sirve
de molde para la
sintesis de analogos
mas potentes

(miglitol) [14].

Miglitol HO

HO,, H
0., N/\/O

HO

Qumm
T

Es un derivado de la
Desoxinojirimicina,
desarrollado con el fin
de potenciar su efecto
in vivo [14].

a- amilasa

Castanospermina

mQ
T
T

HO
OH

g’

HO

Aislada de la
leguminosa Australe
castanospermum en
1981. Ademas, es un
potente inhibidor del
virus del dengue
[14,27].

a- y B
glucosidasas.
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Valienamina a- glucosidasa Producida por
Pseudomonas
denitrificans [14].
Potente inhibidor
enzimatico.

Voglibosa a-glucosidasa  Disponible so6lo en
Japén, China y Korea.
Derivado del producto
natural  Valiolamina
obtenido del
microorganismo
Streptomyces
hygroscopicus [5].

Acarbosa Véase Tabla 1 a-glucosidasa  Aislada de
Actinoplanes
utahensis por
investigadores de
Bayer [14].

Actualmente es el
mas estudiado vy
utilizado en el
tratamiento de DMT2

[5].

Gloster y Gideon mencionan que para obtener potentes y especificos
inhibidores de glucosidasas, se deben de disefiar moléculas que imitan el
estado de transicion que se forma durante la hidrdlisis de los oligosacéaridos por

las glucosidasas [14].

1.7.4.1 Mecanismo de hidrélisis de las glucosidasas

Tradicionalmente, las glucosidasas clasicas contienen dos residuos carboxilatos
proporcionados por el acido aspartico, los cuales son responsables de la
hidrélisis [28].

Inversién de la estereoquimica es un mecanismo de un solo paso, el cual

permite que el sustrato y una molécula de agua se unan de manera simultanea.
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Uno de los residuos cataliticos (carboxilato) actia generalmente como acido y
el otro generalmente como una base. La protonacion del oxigeno glicosidico por
el carboxilato acido y la salida del grupo saliente estd acompafada de manera
concomitante con el ataque nucleofilico por una molécula de agua que ha sido

desprotonada por el ion carboxilato que actiia como base (Figura 5) [14, 28].

Acido
0 ;O 1))%0
H
O ( o)
mio—R - \\:ﬁ + R-OH
. _H
'(lj’ OH
<'H
‘O: iO HOj iO
Base

Figura 5. Mecanismo con inversion de la estereoquimica

Retencion de la estereoquimica es un mecanismo de doble desplazamiento
que consiste en dos pasos de inversion: uno de los residuos cataliticos actla
como acido/base y el otro actia como nucledfilo. Durante el primer paso de la
reaccion (glicosilacion), el residuo acido/base protona el oxigeno glicosidico
para ayudar a salir al grupo saliente después de que el nucledfilo ataque el
carbono anomeérico formandose un intermediario covalente glucésido-enzima.
En el segundo paso (desglicosilacion), el residuo acido/base desprotona a la
molécula de agua después de que efectla un ataque nucleofilico al carbono

anomérico y desplaza el glucésido (Figura 6) [14, 28].
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Figura 6. Mecanismo con retencion de la estereoquimica

Sin duda, la elucidacion del mecanismo de acciéon de las a-glucosidasas
permite disefiar nuevos inhibidores que eventualmente serdn prescritos en
pacientes diabéticos. No obstante la importancia de la Quimica Medicinal en el
disefio de farmacos para el tratamiento de la DMT2, la Farmacognosia también
ha provisto de productos naturales bioactivos que han sido patentados como
farmacos o que han servido como moldes para la sintesis o el disefio de

farmacos analogos.

1.8 Problematica actual

La diabetes mellitus es un grave problema de salud asociado con altos indices
de morbilidad y mortalidad. Se estima que para el 2030 se duplicara la cantidad
de personas con esta enfermedad [4]. La diabetes es la principal causa de
ceguera, amputacion de miembros y fallo renal, debido a las complicaciones
micro y macrovasculares que se presentan en |os pacientes con esta

enfermedad.

A medida que la prevalencia de este trastorno metabdlico aumenta rapidamente

y que el tratamiento actual no logra estabilizar la enfermedad en la mayoria de
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los pacientes, la prevencién debe ser considerada como un obijetivo clave en el

futuro cercano [6,11].

El Instituto Nacional de Salud Publica reporté que en el 2010 se destinaron
778,427,475 dolares para atender los costos directos e indirectos de pacientes
diabéticos en diversas instituciones de salud en México (SS, IMSS, ISSSTE,
Seguros privados de Salud) [29]. Los recursos destinados a la diabetes en
México dan evidencia del impacto econdmico que ésta enfermedad tendra para
nuestro pais en el corto y largo plazo si no se toman las medidas pertinentes
gque permitan reducir dichos costos.

Los farmacos que actualmente se utilizan para el tratamiento de la diabetes no
son tan eficaces ademas de que presentan muchos efectos adversos como
hipoglucemia, hepatotoxicidad, acidosis lactica, que traen como consecuencia
dafios en drganos y tejidos que primeramente no fueron afectados por la
enfermedad conduciendo a una progresion acelerada de la enfermedad, y por

ende, a una muerte prematura [30].
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CAPITULO 2

JUSTIFICACION, OBJETO DE ESTUDIO, HIPOTESIS y OBJETIVOS

2.1 Justificacion del proyecto

Los altos indices de mortalidad por diabetes, los altos costos requeridos para el
tratamiento de un paciente diabético y los efectos secundarios que causan los
medicamentos prescritos hoy en dia (véanse Figura 1y 3 y Tabla 1) [17], son
factores suficientes a considerar para proponer proyectos de investigacion
dirigidos a la busqueda de nuevos agentes quimioterapéuticos que impidan la
progresion de la enfermedad, o bien, que la retarden. Asi, algunas propuestas
cientificas pueden fundamentarse en el potencial que han mostrado las plantas
medicinales como una fuente importante de nuevos agentes antidiabéticos
(véase Figura 4) [30], en el conocimiento etnomédico y las relaciones

quimiotaxondémicas de las plantas.

Partiendo de la premisa de que la inhibicién de a-glucosidasa es una estrategia
relevante que puede prevenir niveles altos de glucosa en sangre y en
consecuencia puede prevenir complicaciones micro- y macrovasculares, el
presente proyecto de investigacibn se plantea la prospeccion quimica y
farmacoldgica de algunas plantas usadas en la medicina tradicional mexicana
para el tratamiento de la diabetes, con la finalidad de encontrar nuevos

inhibidores de a-glucosidasa que impidan la progresion de la enfermedad.

2.2 Objeto de estudio

La seleccion de las especies de plantas superiores presentes en este proyecto
de investigacién, fue realizada previamente en base al criterio ethomédico (uso

popular para tratar la diabetes) y en base al criterio quimiotaxonémico, es decir,
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con especies de plantas reportadas en la literatura por contener productos
naturales de estructura similar a los inhibidores de a-glucosidasa listados en la
Tabla 2.

2.2.1 Ibervillea sonorae

Ibervillea es un sindbnimo adoptado posteriormente al de Maximowiczia
sonorae. Ibervillea sonorae es una planta trepadora bisexual conocida como
wereke. La hembra tiene forma de camote blanco-cenizo con cinco hojitas, flor
color beige y fruto parecido a una sandia pequefia y pinta. EI macho se
presenta como un camote ovalado blanco-cenizo con barbitas enredadas. Se
localiza en Sonora y Sinaloa (México). Tanto la raiz como las ramas se usan
para curar la diabetes, las reumas, las llagas, las ulceras y las fistulas; de tal
forma que, se le pueden atribuir propiedades antiséptica, cicatrizante,

antirreumatica e hipoglucémica [31-32].

2.2.2 Smilax sp.

Es una planta trepadora que brota de un rizoma lefioso hemisférico de
cinco metros 0 mas de largo. Los tallos poseen espinas, hojas cordiformes y de
puntas angostas, flores pequefas unisexuales, frutos negros y globosos. Esta
especie es originaria de México y distribuida en los estados de Guerrero,
Veracruz, Oaxaca, Colima y Tabasco. Habita en climas céalidos y semicalidos
hasta 700 msnm. Se encuentra asociada a bosques tropicales subcaducifolios.
Conocida vulgarmente como Cocolmeca e identificada con varios nombres
cientificos: Smilax cordifolia, Smilax acutifolia, Smilax invenusta y Smilax
schiedeana, por lo cual se ha establecido que el producto comercial
denominado Cocolmeca es una mezcla de dos o mas especies de Smilax. Se
ha reportado que la raiz de la Cocolmeca es usada en la medicina tradicional
para el tratamiento de la obesidad, celulitis, diabetes ligera, Ulceras, parasitosis
y sifilis [33-34].
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2.2.3 Senecio angulifolius

Es una hierba que puede medir de 0.4 a 1.20 metros de altura y que se
conoce comunmente como guardalobo en Durango y otros estados de la
Republica Mexicana. Crece a orillas de caminos a 1000 msnm. Posee
cabezuelas de 7 cm de diametro rodeadas de pétalos amarillos, hojas
alternadas y ovaladas. Crece como una maleza en algunas regiones de
Durango y Querétaro. Es notoria y vigorosa durante el verano y se seca en el
mes de noviembre. Las cabezuelas de la planta son usadas para cicatrizar
heridas, para tratar varices y para prevenir o curar el pie diabético [35]. Se ha
reportado en la literatura que las especies del género Senecio contienen
alcaloides pirrolizidinicos, los cuales exhiben similitudes estructurales a los
inhibidores de a-glucosidasa prescritos hoy en dia (véase Tabla 2) [36], por
consiguiente, S. angulifolius fue seleccionada por la aproximacion

quimiotaxondémica que guarda esta especie con otras del mismo género.

Para seleccionar el objeto de estudio de este proyecto de investigacion, las 3
especies de plantas fueron sometidas a un criterio adicional, el criterio
farmacol6gico mediante la ponderaciéon de la actividad inhibitoria de a-
glucosidasa de las 3 especies con el fin de conocer que especie posee este
efecto. Los resultados de esta evaluacion se muestran en la Tabla 4 (véase
seccion de resultados), en la cual se observa que los extractos organicos que
corresponden a la especie Smilax exhiben una potente actividad 10 veces

mayor con respecto a la actividad mostrada por el control positivo (Quercetina).

De acuerdo a lo anterior, se eligio Smilax sp. como el objeto de estudio de este

proyecto.
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2.3 HIPOTESIS

Las raices de Smilax sp. contienen nuevos productos naturales con
propiedades inhibitorias de a-glucosidasa en igual o mayor magnitud que la

Quercetina.

2.4 OBJETIVOS

2.4.1 Objetivo general

Realizar la deteccion de la actividad inhibitoria de a-glucosidasa del extracto
organico de Smilax sp.; asi como, el aislamiento biodirigido, la caracterizacion
estructural y las evaluaciones biolégicas de los metabolitos secundarios
obtenidos del extracto organico.

2.4.2 Objetivos especificos

1.- Compilar informacién bibliografica.

2.- Realizar la extraccion organica a macroescala de Smilax sp.

4.- Realizar el fraccionamiento biodirigido del extracto organico de Smilax sp.

5.-Elucidar y caracterizar la estructura molecular de los metabolitos secundarios

aislados de las fracciones mas activas.
6.- Evaluar la actividad inhibidora de la a-glucosidasa de los compuestos puros.

7.-Analizar los resultados farmacolégicos para identificar prototipos

moleculares.
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CAPITULO 3

ANTECEDENTES

3.1 Generalidades

Desde tiempos antiguos, las plantas se han utilizado para tratar muchas
enfermedades y esta evidenciada por documentos sobre el uso de plantas

medicinales provenientes de China que se remontan a 2,800 a. de C. [40].

Se reporta que en el mundo se utilizan aproximadamente 80,000 especies de
plantas [40] y en México se usan 2,000 especies, de las cuales, el 78% son
utilizadas para el tratamiento de infecciones de tipo digestivo, respiratorio y

cutaneo [41].

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) estima que 4 mil millones de
personas, el 80% de la poblacion mundial, utilizan las plantas medicinales

durante algun aspecto de atencién primaria de salud [40].

Los productos naturales han proporcionado destacada contribucion a la terapia
moderna como por ejemplo, los anticancerigenos vincristina, vinblastina,
polidofilotoxina [40]; los antimicrobianos doripenem, tigeciclina [3]; los
antidiabéticos exenatida y metformina [2]; por lo que la naturaleza sigue
ofreciendo moléculas que sirven como base para la obtencion de nuevos

agentes farmacolégicos [2].
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Considerando que el objeto de estudio de este proyecto es la especie Smilax
sp., se realizd6 una compilacion bibliografica sobre el tipo de metabolitos
secundarios mas representativos que estuvieran presentes en las especies del
género Smilax, asi como las actividades farmacolégicas mas sobresalientes de

las mismas.

3.2 Perfil fitoquimico del género Smilax

El género Smilax pertenece a la familia Smilacaceae y ésta es una familia de
arbustos trepadores que comprende aproximadamente 260 especies que se
encuentran distribuidas en mayor proporcién en Asia 'y América (Figura 7) [42,
43].

Figura 7. Distribucion de especies del género Smilax en el mundo [44].

Las raices de numerosas especies de Smilax son comunmente conocidas como

sarsaparilla [42].

En diversos estudios realizados a este género, se han reportado saponinas o
sapogeninas esteroidales de tipo furostano y espirostano: diosgenina (6),
esmilagenina, sarsasapogenina (7), parillina (8); estilbenos: trans-resveratrol
(9), 3B-(3’,5’-dihidroxifenil)-2a-(4”-hidroxifenil)-dihidrobenzofuran-5-
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carbaldehido(10); flavan-3-oles glucosidados: (2S,3S)-5-0O-B-D-
glucopiranosiloxi-6-metil-3’-metoxi-3,7,4’-trihidroxiflavona(11), (2S,3S)-5-O-3-D-
glucopiranosiloxi-6-metil-4’-metoxi-3,7,3’-trihidroxiflavona(12); flavonoides:
astilbin (13); antocianinas: cianidina 3-O-B-rutinésido (14), pelargonidina 3-O-
rutinésido (15); catequinas: catequin-(5,6-5)-4-B-(3,4-dihidroxifenil)-dihidro-
2(3H)-piranona, catequina (16); fitoesteroles: [-sitosterol(17); triterpenos;
fenilpropanoides glucosidados: smilasida D (18), E (19), F (20); alcaloides,
carbohidratos, gomas, mucilagos, mezcla de aceites, compuestos polifenélicos
y taninos (Figura 8) [ 42,45-49].
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Figura 8. Algunos metabolitos aislados de especies del género Smilax.

3.3 Importancia Farmacoldgica del género Smilax

El género Smilax es conocido por contener abundantes saponinas esteroidales,
las cuales exhiben actividad citotdxica, hemolitica, antinflamatoria, antifingica y
antibacteriana [42, 45-46)].

Las especies S. glauca, S. rotundifolia L., S. china, se emplean tradicionalmente
para el tratamiento de reumatismo, sifilis, artritis reumatoide, lepra y psoriasis
[42]. S. aspera se ha usado para el tratamiento de los sintomas de la
menopausia en mujeres, para el tratamiento de la diabetes y como antioxidante
[45]. Los rizomas de S. domingensis (Figura 9) se utilizan en la medicina
tradicional de Guatemala como anti-inflamatorio, antiséptico, ténico, diurético,
antipruritico y antifingico. Adicionalmente, se han realizado estudios para
determinar la actividad antimicrobiana y antitumoral de esta especie y reportan

que esos efectos son debido a la presencia de la parillina (8) [48].
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Las saponinas esteroidales y agliconas, obtenidas de algunas especies como S.
medica (Figura 9), S. oficcinalis y S. ripax, han demostrado poseer actividad
citotdéxica. Especies como S. glabra y S. aspera (Figura 9) poseen actividad
contra la sifilis. También se ha demostrado la actividad antileprotica de S.
ornata y una baja actividad antifingica de saponinas aisladas de S. medica
(Clsp = 12.5-50 ug/mL) frente a tres especies de Candida en comparacion con
el ketoconazol (Clso = 0.78-1.56 ug/mL) [43].

Por otro lado, se realiz6 un estudio del extracto etanodlico de S. china, la cual
presentd actividad citotoxica frente a las lineas celulares KB-Hela (carcinoma
cérvico humano) y DLD-1(tumor de colon humano) y que posteriormente fue
fraccionado, lo que llevé al aislamiento de fenilpropanoides como smilasidos D
(18), E (19) y F(20), los cuales presentaron actividad citotoxica contra la linea
celular DLD-1 (DLsp = 2.7-5 pg/mL) [50].

Algunos grupos de investigadores se han dedicado al estudio de S. zeylanica
(Figura 9) [49, 51], especie que es muy utilizada en la medicina Ayurvédica
para el tratamiento de diversos padecimientos como enfermedades de la piel,
demencia, diarrea, sifilis, gonorrea, artritis e impotencia. Se han realizado
estudios con diferentes partes de la planta para determinar diversas
actividades farmacologicas destacando el estudio realizado por Hooda y cols.
[49], en el cual se evalud la actividad antidiabética in vivo, a partir del extracto
metandlico de las hojas de esta especie, demostrandose una disminucién de la
hiperglucemia en ratas diabéticas equiparable al estandar glibenclamida. Los
autores sugirieron que el mecanismo de accion del extracto metandlico puede

ser debido al aumento de la secrecion de insulina de las células- del pancreas.
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Li y cols., realizaron un estudio para determinar la actividad nefroprotectora del
flavonoide astilbin (13), obtenido del rizoma de S. glabra. Los resultados
sugirieron que el efecto nefroprotector de astilbin podria estar relacionado con
la inhibicion de la expresion de TGF-B1 (factor de crecimiento transformante 1)
y CTGF (factor de crecimiento de tejido conectivo), especialmente CTGF. La
inhibicién de la expresion de CTGF puede ser un objetivo potencial de astilbin

en terapia de la nefropatia diabética [52].

o

Smilax zeylanica Smilax aspera Smilax domingensis

Figura 9. Algunas especies del género Smilax
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CAPITULO 4

MATERIALES Y METODOS

La parte experimental de este proyecto de investigacion se realizé en dos

lugares:

e La parte fitoquimica del proyecto se realiz6 en el Laboratorio de Quimica
de Productos Naturales que se encuentra en la Division de Estudios de
Posgrado de la Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad Autbnoma

de Nuevo Leodn.

¢ El ensayo enzimatico se realiz6 en el Laboratorio de Ensayos Biologicos
localizado en el Instituto de Quimica de la Universidad Nacional

Auténoma de México.

4.1 Materiales y equipo

Para la realizacion de cromatografias en columna se utilizaron como fase
estacionaria: gel de silice (SiO,) marca EMD chemicals Inc. con un grosor de
0.040-0.063 mm (230-400 mesh) en la mayoria de las ocasiones; gel de silice
de fase reversa C18 marca Sigma Aldrich; celulosa microcristalina NP. Los
disolventes utilizados fueron hexano (Hex), éter dietilico, éter de petréleo,
acetato de etilo (AcOEt), diclorometano (DCM), cloroformo (CHCI3) butanol
(BuOH), metanol (MeOH), acetonitrilo (ACN), acetona, acido aceético (AcOH),
agua (H.0).

Para la realizacibn de cromatografia en capa fina preparativa se utilizaron

cromatofolios marca Fluka analytical DC-Alufolien-Kiesegel de un grosor de 0.2
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mm con indicador fluorescente UVas4nm. Como reveladores se usaron una
lampara de UV marca Spectroline (A 254 y 365 nm), solucion de sulfato cérico
amoniacal en acido sulfarico 2N, solucion de acido p-toluensulfénico, solucion
de cloruro férrico, solucion de vainillina, solucion de p-anisaldehido, solucion de

acido fosfomolibdico.

Durante todo el proyecto se utilizé el evaporador rotativo marca Yamato modelo
BM500. La determinacion de punto de fusibn de compuestos se determind en

un aparato Fischer-Johns.

4.2 Material vegetal

Para la seleccion del objeto de estudio se utilizaron las siguientes especies de
plantas: Ibervillea sonorae (raiz) 1, Smilax sp. (raiz) 2 y Senecio angulifolius

(cabezuelas) 3 (Figura 10).

El material vegetal cocolmeca (Smilax sp.) y wereke (lbervillea sonorae) fueron
provistos por la Dra. Carmelita Garcia Padron quien es propietaria de la
microempresa Natura Select en Morelia Michoacan (Domicilio: Carpinteros de
Paracho 416-A, Colonia Vasco de Quiroga. Morelia, Michoacéan. C.P. 58230).

La colecta del material vegetal guardalobo (Senecio angulifolius) fue realizada a
un costado de la carretera panamericana numero 45, en el tramo que va de la
Ciudad de Durango a Parral. Las plantas se encontraban a las faldas del Cerro

de Mercado en un terreno pedregoso y con bastante maleza (zacate).
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(1) (2) ®3)

Figura 10. Especies utilizadas para la seleccion del objeto de estudio [37-39].

4.3 Obtencion de los extractos organicos a micro escala

La obtencién de los extractos organicos se realiz6 por maceracion estética y se
realizaron a las 3 especies de plantas.

Treinta gramos de material vegetal pulverizada fueron macerados en 150 mL de
DCM:MeOH en una proporcion (1:1) por 24 horas. Posteriormente, el macerado
se filtré al vacio y se concentré en un rotaevaporador hasta sequedad. Este
procedimiento se realiz6 3 veces con el mismo material vegetal. Después de
haber realizado las 3 maceraciones, se recuperé el material vegetal, se filtr6 y
se dejo reposar por 48 horas en etanol (EtOH). Se procedi6 a filtrar a vacio y se

concentrg a sequedad en un rotaevaporador.
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4.4, Estudio fitoquimico

)

7

4.4.1 Obtencion del extracto organico a macroescala

Aislar,
purificar y
Realizar la ngt?\%egdla caracterizar
extraccion inhibitoria de la estructura
organica a Fracciona- o- molecular de
macroescala miento del glucosidasa los productos
con el extracto de las naturales
sistema organico de fracciones contenidos
CH,CI,:MeO Smilax sp. obtenidas en en las
H (1:1) de el paso fracciones
Smilax sp. ant%ri or mas activas
: del paso
L L | anterior.

Después de haber analizado los resultados de la inhibicion enzimatica

(véase tabla 4), se tomd la decision de realizar el estudio fitoquimico a
macroescala para Smilax sp. Las raices de Smilax sp. previamente
pulverizadas fueron sometidas a una maceracion de 48 horas y 2 maceraciones

consecutivas de 24 horas.
4.4.2 Maceracion del material vegetal

Se colocé 1.4 Kg de material vegetal repartidos en 4 matraces
Erlenmeyer de 2 L, se dej6é reposar el material vegetal en 4 L de DCM:MeOH
repartidos en los 4 matraces por 48 horas. Pasado ese tiempo se procedi6 a
filtrar a vacio y a concentrar el decantado en un rotaevaporador hasta
sequedad. Posteriormente, se recuperé el material vegetal utilizado
anteriormente y se dejo reposar en DCM:MeOH por 24 horas. Se procedio a
filtrar, colectar el decantado y concentrar en evaporador rotativo hasta

sequedad. El procedimiento anterior se repitid una vez mas.
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4.4.3 Fraccionamiento del extracto organico

El fraccionamiento del extracto organico de Smilax sp. (46g) se realizo
por cromatografia en columna de vidrio (80 cm de largo x 12 cm de didmetro).
Se utiliz6 como fase estacionaria gel de silice (malla 230-400) y fase mouvil
Hex:AcOEt en gradiente, AcCOEt:MeOH en gradiente, EtOH 100%, EtOH:H,O
(90:10) y MeOH:AcOH (90:10).

4.5 Ensayo enzimético

4.5.1 Ensayo de Inhibicion de a-glucosidasa

Es una técnica basada en el rompimiento del enlace a-1,6-glicosidico en

el sustrato p-nitrofenil-a-D-glucopiranosido (Figura 10), el cual es detectado por

su absorbancia a 405 nm en placas de 96 pozos [53].

Figura 11. Hidrdlisis de p-nitrofenil-a-D-glucopiranésido con a-glucosidasa.

4.5.2 Metodologia

Se prepara una mezcla de reaccién con 25 uL de a-glucosidasa (0.2
U/mL) de la compaiiia Aldrich, 25 uL de una solucién 23.2 mM de p-nitrofenil-a-
D-glucopirandsido, 25 pL de varias concentraciones de las muestras a evaluar y
175 uL de un regulador de fosfatos 67 mM (pH = 6.8). El volumen final de la
reaccion es de 250 uL. La mezcla de reaccién se incuba a 37 °C por 15 minutos

y luego se adicionan 50 uL de una solucion 1 M de carbonato de sodio para
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detener la reaccion. El control negativo se prepara adicionando el regulador de
fosfatos en lugar de la muestra a evaluar. El control positivo se realiza con la
quercetina. El blanco se prepara adicionando el regulador de fosfatos en lugar
de la a-glucosidasa. El porcentaje de inhibiciobn se calcula mediante la

siguiente ecuacion (donde DO = Dispersion oOptica):

% de Inhibicién=[(DOcontrol negativo- DOblanco)-(DOmuestra- DOcontrol positivo)] ¥ 100
(DO control negativo- DO blanco)

4.5.3 Andlisis estadistico

Los valores de Clsg de las muestras fueron calculados por un analisis de
regresion no lineal expresados como el promedio de tres a cuatro experimentos
independientes + error estandar de la media. Los datos se sometieron a un
andlisis de varianza (ANOVA) seguida de una prueba de Dunnett para aislar
grupos con diferencia significativa. Los valores de p <0.05 (*) se consideraron

como diferencia significativa con respecto al control.

4.6 Estudio biodirigido

Recoleccion de S Preparacion del Fraccionamiento
las raices de ecado y extracto del extracto
: lienda Lo o
Smilax sp. mo organico. organico .
a e ) r 2 S
e Evaluacién de Aislamiento y Evaluacion de
poulinoiie la actividad purificacion de la actividad
obtenidos por inhibitoria de a- los compuestos inhibitoria de a-
técnicas glucosidasa de delas glucosidasa de
espectroscopicas los compuestos fracciones mas las fracciones
puros. activas. obtenidas.
\ — —ee ) S—

33



4.7 Aislamiento de compuestos.

El fraccionamiento del extracto organico se realiz6 mediante diversas técnicas
cromatograficas: cromatografia en columna, cromatografia en capa fina,
cromatografia en papel, cromatografia de placa preparativa. [54]. Para el
extracto crudo se empled la cromatografia en columna a gravedad o vacio y
para el fraccionamiento del extracto se utilizO cromatografia en columna y

cromatografia de capa delgada.

Reaccion de Acetilacion

Muestra K ) ) Pasar la
Agregar
(7.89) 4 " Agregar 25 mezclaa un
Anhidrido acético mL de HCl al embudo de
+ (5mL) y dejaren 10 it -
Piridina g horas por 1 hora. agregar 50
(20mL) y ) mL de AcOEt.
( N
Concentrar con un Agregar a la fase Retirar Fase
evaporador rotativo la organica 50 mL de acuosay
fase organica para su HCI 10% y agitar recuperar
posterior lentamente, retirar la Fase
fraccionamiento. fase acuosa (2x) organica.
\ J
@) O
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Reaccidn de metilacion

4 N
Muestra Agregar ( 6 mg) Agregar 0.5 Vertir a un
G8 (85mg) de NaH y dejar mL de CH;l embudo de
la reaccion en y dejar en separacion
+ e 2 o,
agitacion a agitacion 0.7 mLde
THF (3 mL) 0°C. por 12 h. H,O.
\\ J
- N - \ —
Concentrar con Agregar,a'la ([ Retirar ) Pasar la
fase organica
un evaporador Fase mezcla al
. 0.5mLdeH,0y
rotativo la fase agitar acuosa y embudo de
organica para su g recuperar separacion
. lentamente,
posterior . Fase y mezclar
. . retirar la fase .
fraccionamiento \_organica. J lentamente
\ y \acuosa (2x) J ,
1) NaH
R-OH » R-OCH:3
2) CHsl

4.8 ldentificacion de compuestos

La elucidacion estructural de los compuestos purificados se realiz6 mediante
métodos espectroscopicos (Resonancia Magnética Nuclear). Los espectros de
Resonancia Magnética Nuclear de *H y *3C se obtuvieron en espectrémetros
analiticos Varian Unity a 75, 100, 300 y 400 MHz empleando como disolvente
CDCl; (cloroformo deuterado), CsDsN (piridina deuterada) y como estandar

interno tetrametilsilano (TMS).
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CAPITULO 5
RESULTADOS y DISCUSION
5.1 Rastreo primario de la actividad inhibitoria de a-glucosidasa.
Se realiz6 un rastreo primario de actividad inhibitoria enzimatica de los extractos
obtenidos de las 3 especies. Se etiquetaron los extractos organicos de acuerdo

ala Tabla 3.

Tabla 3. Cédigos utilizados para la identificacion de los extractos organicos.

Extractos organicos

DCM:MeOH EtOH
Especie Caodigo Especie Caodigo
Ibervillea sonorae Ms Ibervillea sonorae MsEN
Smilax sp Ss Smilax sp SsEN
Senecio angulifolius Sa Senecio angulifolius SaEN

Se realizé un rastreo primario de la actividad inhibitoria de a-glucosidasa de los

6 extractos a 4 concentraciones (1, 10, 100, 1000 ppm, Figuras 12-15).

402
Sa Ms Ss

SaEN MsEN SsEN
Concentracion

1 ppm

'
1

% Inhiblclon aglucosidasa

|

Figura 12. Rastreo primario de la actividad inhibitoria de a-glucosidasa a 1 ppm.
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Figura 13. Rastreo primario de la actividad inhibitoria de a-glucosidasa a 10
ppm.
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Figura 14. Rastreo primario de la actividad inhibitoria de a-glucosidasa a 100
ppm.
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Figura 15. Rastreo primario de la actividad inhibitoria de a-glucosidasa a 1000
ppm.
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De acuerdo a lo observado en las gréficas anteriores, los extractos Sa, Ms y
MsEn no presentan una actividad inhibitoria de a-glucosidasa relevante. Con
respecto al extracto SaEN se observa un porcentaje de inhibicion de a-
glucosidasa del 60% a una concentracion de 100 ppm, mientras que para el
extracto Ss se observa un 62% de inhibicién a 1 ppm y un 99-100% a 10 ppm.
Por otra parte, el extracto SSEN exhibié un intervalo de inhibicién de 95 a 100%

a las 4 concentraciones.

Los resultados obtenidos en el rastreo primario de actividad inhibitoria a cuatro
concentraciones, ayudaron a determinar el rango de concentraciones a utilizar

para calcular la concentracion inhibitoria media (Clso) de los extractos organicos

obtenidos de Smilax sp. que mostraron una potente actividad (Tabla 4).

Tabla 4. Concentracion Inhibitoria Media de extractos organicos y quercetina.

Muestra Concentracion A 405 nm Inhibiciéon | Clsg
(mg/mil) (%)

10 1.866+0.186 | -9.40+2.25

31.62 1.509+0.122 |10.63+3.77

100 0.886+0.144* | 48.42+5.35* | 100.65+24.86

316.2 0.397+0.103* | 78.15+4.08* | ug/mL

1000 0.097+0.055* | 94.29+2.72*

0.18 1.268+0.082 | -5.52+8.25

0.32 1.019+0.115 |15.66+8.73

0.56 0.657+0.079* | 44.65+8.71* KUREE N ENTTs/l1 18
1 0.194+0.039* | 83.76+3.41*

1.78 0.048+0.005* | 95.96+0.53*

0.18 1.173+0.017 | 7.33+1.78

0.32 0.911+0.035*|28.11+2.35*

0.56 0.539+0.047* | 57.39+£3.77* JUELEEKIZATel[] %
1 0.162+0.033*87.17+2.75*

1.78 0.038+0.002* | 96.98+0.19*
1 1.883+0.080 | 6.71+0.40

1.78 1.774+0.087 |12.14+1.29

3.16 1.530+0.125* | 24.24+4.94* | 5.28+0.57 pg/mL
5.62 0.944+0.195* | 53.39+8.74*

10 0.344+0.069* | 82.89+3.44*

Los valores representan el promedio de tres a cuatro experimentos independientes + error estandar de la media. Los
datos se sometieron a un analisis de varianza (ANOVA) seguida de una prueba de Dunnett para aislar grupos con
diferencia significativa. Los valores de p < 0.05 (*) se consideraron como diferencia significativa con respecto al control.
A a 405nm promedio del control = 1.241.
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La Tabla 4 muestra que el extracto Sa (Senecio angulifolius) posee una Clsg de
100.65£24.86 pg/ml, que en comparacion con el control positivo quercetina
(5.28+0.57 ug/ml), presenta una moderada actividad inhibitoria (20 veces
menos potente). Por otra parte, los extractos SSEn y Ss (Smilax sp.) muestran
Clsp de 0.55+0.11 y 0.49+0.02 pg/mL respectivamente, por lo que en
comparaciéon con el control positivo quercetina (5.28+0.57 ug/mL) se observa
gue los extractos son 10 veces mas potentes que el control positivo. Por lo
anterior, se decidié trabajar con los extractos organicos de Smilax sp. para la

continuacion de este proyecto.

5.2 Estudio fitoquimico de Smilax sp.

Se realizé el estudio fitoquimico a macroescala para Smilax sp. Las raices de
Smilax sp. (1.4 Kg) previamente pulverizadas fueron sometidas a una
maceracion de 48 horas y 2 maceraciones consecutivas de 24 horas para la
obtencion del extracto organico (46 ). Posteriormente, se realiz6 el
fraccionamiento del extracto obteniéndose un total de 687 fracciones de 1 L
cada una, las cuales fueron reunidas de acuerdo a la similitud cromatografica
que se observé durante su monitoreo por cromatografia de capa fina (CCF) con
indicador UV en cromatofolios y reveladas con sulfato cérico amoniacal,
obteniéndose un total de 18 fracciones etiquetadas por las letras del abecedario

de la A-R (Tabla 5).
Raices de Smilax sp.

Obtencién del extracto
organico a macroescala con
maceracion en DCM:MeOH.

Extracto organico de Smilax sp.
Fraccionamiento del extracto

organico a macroescala por
cromatografia en columna.

| | |
A B CD EF G HI J KL1LM
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Tabla 5. Fracciones obtenidas del extracto Smilax sp.

Fraccion Peso (9) Fraccion Peso (9) Fraccion Peso ()
A 0.046 G 1.75 M 5.23
B 0.189 H 2.72 N 4.22
C 0.880 I 2.38 @] 4.29
D 1.11 J 4.824 P 1.89
E 0.146 K 4.78 Q 3.8
F 0.655 L 5.49 R 1.588

5.3 Determinacion de la actividad inhibitoria de a-glucosidasa de las
fracciones obtenidas del extracto crudo de Smilax sp.

Se realizd un rastreo primario de la actividad inhibitoria enzimatica de las

fracciones obtenidas para seleccionar las fracciones mas activas y para conocer

el intervalo de concentraciones a utilizar con el fin de poder determinar su Clsp.

Tabla 6. Porcentajes de inhibicion de a-glucosidasa a tres concentraciones.

Fraccion

Concentracion (ppm) DO4osnm | % Inhibicion de o- glucosidasa
1 1.742 9.57
10 1.376 28.55
100 0.087 95.48

1 1.552 19.45
10 0.912 52.67
100 0.023 98.82
1 1.407 26.96
10 0.908 52.86
100 0.079 95.90
1 1.367 29.05
10 1.124 41.65
100 0.097 94.96
1 1.829 5.05
10 1.083 43.78
100 0.106 94.50
1 1.404 23.72
10 0.258 85.98
100 0.186 89.87
1 1.430 22.29
10 0.064 96.50
100 0.202 89.00
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1 1.698 7.75
10 0.208 88.68
100 0.052 97.17

1 0.874 9.56
10 0.058 28.552
100 0.109 95.484

1 0.147 88.42
10 0.042 96.73
100 0.056 95.63

1 0.094 92.59
10 0.034 97.33
100 0.060 95.26

1 0.032 97.46
10 0.031 97.54
100 0.044 94.54

1 0.038 97.04
10 0.047 96.31
100 0.125 90.18

1 0.038 96.51
10 0.041 96.23
100 0.274 74.79

1 0.037 96.57
10 0.048 95.59
100 0.135 87.56

1 0.044 97.61
10 0.040 97.845
100 0.134 92.738

1 0.044 97.61
10 0.040 97.827
100 0.134 92.702

Los resultados obtenidos en el rastreo actividad inhibitoria enzimatica de las
fracciones obtenidas (Tabla 6), mostraron que la fraccién O posee una potente
actividad a 1 y 10 ppm pero al incrementar la concentracién a 100 ppm se
observo que la actividad inhibitoria disminuia un 18%. Lo anterior puede ser
atribuido a un antagonismo presente entre las moléculas contenidas en esta
fraccion O.

Por otro lado, a partir de la fraccion K se observé una potente actividad
inhibitoria de a-glucosidasa a una concentracion de 1 ppm, por lo que se

determinaron las Clso de dichas fracciones (Tabla 7).
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Tabla 7. Concentracion Inhibitoria Media de las fracciones mas potentes.

Muestra Concentracion (ppm) [A 405 nm Inhibicion (%) Clso
K Control 1.25+0.04 -
0.32 0.99+0.07 20.70+5.82 0.92+0.23 ppm
0.56 0.76+0.09* 38.43+8.66*
1 0.49+0.11* 60.22+10.22*
1.78 0.23+0.07* 81.06+6.65*
3.16 0.09+0.02* 92.01+1.79*
L Control 1.25+0.04 -
0.1 1.14+0.10 1.79+6.86 0.38+0.03 ppm
0.18 0.93+0.08* 20.30£7.08*
0.32 0.68+0.06* 42.36+3.08*
0.56 0.39+0.06* 69.19+5.27*
1 0.19+0.03* 87.39+4.09*
M Control 1.25+0.04 -
0.1 0.95+0.06* 23.69+4.36* 0.20%0.03 ppm
0.18 0.71+0.08* 43.37+6.14*
0.32 0.37+0.08* 69.92+6.25*
0.56 0.12+0.03* 90.31+£2.97*
1 0.04+0.01* 96.62+0.99*
N Control 1.23+0.05 -
0.1 0.83+0.05* 32.90+3.28* 0.15+0.006 ppm
0.18 0.50+0.03* 59.61+0.75*
0.32 0.19+0.03* 84.41+2.29*
0.56 0.05+0.007* 95.30+0.34*
1 0.03+0.003* 97.32+0.19*
O Control 1.70£0.19 -
0.1 1.26+0.19* 30.28+6.94* 0.15+0.004 ppm
0.18 0.73+0.12* 59.22+6.20*
0.32 0.26+0.07* 85.50+3.85*
0.56 0.06+0.01* 96.35+0.78*
1 0.02+0.006* 98.63+0.32*
P Control 1.98+0.14 -
0.1 1.23+0.17* 38.10+5.92* 0.13+0.02 ppm
0.18 0.69+0.19* 65.70+7.85*
0.32 0.32+0.09* 84.35+3.32*
0.56 0.09+0.02* 95.39+0.95*
1 0.04+0.02* 97.95+£1.01*
Q Control 1.70+0.23 -
0.03 1.42+0.24 17.89+5.26 0.097+0.01 ppm
0.06 1.27+0.23* 26.91+7.2*
0.1 0.74+0.27* 54.76+15.63*
0.18 0.34+0.10* 79.21+6.2*
0.32 0.08+0.02* 95.50+1.07*
R Control 2.08+0.08 -
0.1 1.53+0.04* 26.22+4.30* 0.169+0.009 ppm
0.18 1.03+0.03* 50.50+1.98*
0.32 0.33+0.004* 83.79+0.86*
0.56 0.05+0.01* 97.22+0.76*
1 0.02+0.01* 98.80+0.64*
Quercetina Control -
1.78 19.56+4.11 3.3620.39 ppm
3.16 48.45+7.07*
5.62 80.28+5.77*
10 94.01+4.43*

Los valores representan el promedio de tres a cuatro experimentos independientes + error estandar de la media (x= ES).
Los datos se sometieron a un andlisis de varianza (ANOVA) seguida de una prueba de Dunnett para aislar grupos con
diferencia significativa. Los valores de p < 0.05 (*) y p < 0.01 (**) se consideraron como diferencia significativa con

respecto al control.
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Los resultados obtenidos de la evaluacion inhibitoria a-glucosidasa de las
fracciones principales muestran valores de Clso de 0.097ppm-0.92 ppm, siendo

mas potentes que el control positivo (quercetina).

Considerando que el presente estudio era biodirigido, se eligié la fraccion Q,
para la etapa de aislamiento y purificacion de los constituyentes responsables

de la actividad observada.

5.4 Aislamiento y caracterizacion estructural de compuestos.
5.4.1 Fraccién Q

La muestra Q (3.8 g) fue fraccionada mediante cromatografia en columna
(30 x 4 cm) utilizando gel de silice (malla 230-400) como fase estacionaria y
mezclas de Hex:AcOEt y AcOEt:MeOH en gradiente de polaridad como fase
movil. El fraccionamiento condujo a la obtencion de 372 fracciones que fueron
reunidas en 12 subfracciones (Qi-Qxii) de acuerdo a su similitud cromatografica
(Figura 16).

Q

(3.8 g)

Qi Qui X B
Bl 0 Qiv Qxii

Figura 16.- Esquema de fraccionamiento de Q. Los cuadros de color naranja
corresponden a las subfracciones que se trabajaron en este proyecto.
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Las subfracciones Qi, Qv-Qix y Qxi, obtenidas de la fraccion Q, fueron
sometidas a varias técnicas analiticas para la separacion de sus constituyentes.
Las técnicas analiticas comprendieron la cromatografia en capa fina preparativa
y cromatografias en columna equipadas con gel de silice como fase
estacionaria; en tanto que, la fase mévil consistié6 en mezclas de gradiente de
polaridad o isocraticas de Hex:DCM, DCM:MeOH, CHCI;:MeOH, AcOEt,
AcOEt:MeOH y BUOH:AcOH:H,0. A pesar de la aplicacion meticulosa de éstas
técnicas analiticas, solo fue posible obtener mezclas de 2 0 mas compuestos
que fueron evaluadas en el ensayo de inhibicion enzimaticas, pero no fueron

caracterizados estructuralmente.

5.4.2 Fraccion P

La muestra P (1.89 g) fue fraccionada mediante cromatografia en columna (30 x
4 cm) utilizando como fase estacionaria gel de silice (malla 230-400) y como
fase movil Hex:DCM y DCM:MeOH en gradiente de polaridad. Se obtuvieron 4
subfracciones (Pi-Pi). En la subfraccion Piii precipitaron 8 mg de un sélido
blanco amorfo (ARmM12) que después de haber sido analizado por Resonancia
Magnética Nuclear (RMN) fue identificado como [B-sitosteril-3-O-3-D-
glucopiranésido (Figura 17).

Rf: AcOEt:MeOH

HOH
HO 2 1ho
HO (e}
3 |l| OH|
H H

B-sitosteril-3-O-B-D-glucopiranésido
(ARm12)
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Datos espectroscopicos de B-sitosteril-3-O--D-glucopirandsido

RMN'H (300 MHz, CsDsN): 8ppm) : 5.38 (1H, d, J = 2.1, 3.0 Hz, H-6), 4.03 (1H,
m, H-3), 2.79 (1H, dd, J = 1.5, 2.7 Hz, H-4a), 2.52 (1H, ddd, J = 0.9, 4.2, 12.3
Hz, H-4p), 2.16 (1H, dd J = 5.4, 6.6Hz, H-2a), 2.03-1.12 (30H, m), 1.01 (3H ,d, J
= 7.8 Hz, H-21), 0.98 (3H, s, H-19), 0.94 (3H,d, J = 7.5 Hz, H-29), 0.92 (3H, d, J
= 6.3, H-27) 0.88 (3H, d, J = 6.3 Hz, H-26), 0.68 (3H, s, H-18). Parte del
glucésido: 5.09 (1H, d, J = 7.8 Hz, H-1"), 4.59 (1H, dd, J = 2.1, 12.0 Hz, H-6'a),
4.47 (1H, dd, J = 5.1, 11.1 Hz, H-6'b), 4.33 (2H, d, J = 8.4 Hz H-3", H-4), 4.10
(1H, t, J = 5.7 Hz, H-2), 4.03 (1H, m, H-5").

RMN®C (75 MHz, CsDsN) Sypm: 141.36 (C5), 122.39 (C6), 78.98 (C3), 57.30
(C14), 56.71 (C17), 50.81 (C9), 46.50 (C24), 42.95 (C13), 40.42 (C12), 39.81
(C4), 37.96 (C1), 37.40 (C20), 36.87 (C10), 34.68 (C22), 32.65 (C7), 32.53 (C8),
30.73 (C2), 29.93 (C25), 29.02 (C16), 26.85 (C23), 24.99 (C15), 23.86 (C28),
21.76 (C11), 20.46 (C27), 19.90 (C19), 19.68 (C26), 19.49 (C21), 12.64 (C29),
12.46 (C18). Parte del glucdsido: 103.05 (C1’), 79.10 (C3’), 78.55 (C5’), 75.82
(C2)), 72.15 (C4’), 63.31 (CB).

5.4.2.1 Elucidacion estructural del B-sitosteril-3-O-B-D-glucopiranésido

El compuesto ARm12 fue aislado como un sélido blanco que fundi6é a 295-296
°C. El espectro de RMN-'H (300 MHz, CsDsN) (Figura 17) del compuesto
ARmM12 muestra un perfil de sefiales que son caracteristicas de estructuras
relacionadas al colesterol. En la region de campo alto (6 2.5-0.5 ppm) del
espectro de *H (Figura 17) y el experimento DEPT-135 (Figura 19) se observa
un patrén complejo de sefales, de las que destacan las sefales de mayor
intensidad atribuibles a seis grupos metilos (6 1.01, H3-21; 0.98, H3-19; 0.94, Hs-
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29; 0.92, Hj3-27; 0.88, H3-26; 0.68, H3-18). Los grupos metilos fueron
confirmados mediante el espectro de **C (Fig. 18), los cuales mostraron las seis
sefales simples resonantes en 6 20.46 (C27), 19.90 (19), 19.68 (C26), 19.49
(C21), 12.64 (C29) y 12.45 ppm (C18). Los carbonos restantes en los
experimentos de *C (Figura 19) se pueden atribuir a doce grupos metilenos,
del cual uno esta unido a un hidroxilo (6 63.30, C6’) y a catorce grupos metinos,
de los cuales uno es un metino vinilico 8 121.73 (C6), tres son metinos unido a
hidroxilo 6 79.09 (C3’), 75.82 (C2’), 72.15 (C4’), y dos estan unidos a un
oxigeno de éter 6 78.98 (C3) y 78.54 (C5’). Esto es congruente con lo
observable en el espectro de *H (Fig. 17) donde se aprecia una sefial doble de
doble en & 5.38 que corresponde al hidrogeno vinilico H-6. En la regién de los
azucares (5.2-4.0 ppm) se observan 4 sefiales doble de dobles que
corresponden a los protones H-6’a, H-6’b, H-3' y H-4’; un triplete que
corresponde al proton H-2' y una sefial multiple en 6 4.03 atribuible a H-5’ y al
hidrégeno geminal a grupo éter (H-3). La sefial mas caracteristica del sacarido
se aprecia como un doblete (J = 7.8 Hz) resonante en 3 5.01 ppm, la cual
corresponde al hidrogeno anomérico H-1', mismo que fue confirmado en el
espectro de RMN-"*C con la sefial que resuena en & 103.04 ppm, atribuible al
carbono acetalico C1° (Fig. 18). La comparacion de estos datos
espectroscopicos con los reportados en la literatura [55] permitié establecer la
identidad del compuesto ARm12 como [-sitosteril-3-O-B-D-glucopiranésido
(Tabla 8).
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Figura 17. Espectro de RMN-'H (300 MHZ, CsDsN) de B-sitosteril-3-O-B-D-glucopirandésido.
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Tabla 8. Datos espectroscépicos de B-sitosteril-3-O-B-D-glucopirandsido

B-sitosteril-3-0-B-D-glucopiranésido
RMN *3C (75 MHz, CsDsN)

RMN *H (300 MHz, CsDsN)

H-6 5.38(d, J=2.1Hz) | 5.35(t,J=2.5Hz) C-5 141.36 140.95
H-3 4.03 (m) 3.96 (m) C-6 121.73 121.90
H-1’ 5.09 (d, J=7.8Hz) | 5.04(d, J=7.7 Hz) c-3 78.98 78.38
H-2’ 410 (t, J=5.7Hz) | 4.04(dd,J=7.69, C-5 78.54 78.13
7.50 Hz)
H-3’ 4.33(d, J=8.4Hz) | 4.27(d, J=7.5Hz) c-3’ 79.09 78.54
H-4’ 4.33(d, J=8.4Hz) | 4.27(d, J=7.5 Hz) c-& 72.15 71.67
H-5' 4.03 (m) 3.98 (m) c-1 103.05 102.57
H-6'a | 4.59(dd,J=2.1, 4.55 (dd, J = 2.5, C-6’ 63.31 62.82
12 Hz) 11.7 Hz)
H-6'b | 4.47 (dd,J=5.1, 4.40 (dd, J=5.2, c-18 12.46 11.95
11.1 Hz) 11.7 Hz)
Hy-21 | 1.01(d, J=7.8Hz) | 1.01(d, J=6.5 Hz) c-21 19.49 18.99
H-19 0.98 (s) 0.94 (s) c-19 19.90 19.39
Hy-29 | 0.94(d, J=7.5Hz) | 0.88(d, J=7.5Hz) c-29 12.64 12.13
Hy-27 | 0.92(d, J=6.3Hz) | 0.86(d, J=7.0 Hz) c-27 20.46 19.94
Hy-26 | 0.88(d, J=6.3Hz) | 0.84(d, J=7.0 Hz) C-26 16.68 19.20
Hy-18 0.68 (s) 0.66 (s) c-18 12.45 11.95

Los esteroles vegetales son miembros de la familia de los triterpenos, su

estructura es similar a la del colesterol. Dentro del grupo de los esteroles

vegetales existen dos categorias o subgrupos: los esteroles, con un doble

enlace en posicidén 5 y los estanoles que no cuentan con dicho doble enlace.

Los esteroles se pueden encontrar en la naturaleza en forma de ésteres de
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acidos grasos, ésteres de acidos fendlicos, glucdsidos de esterilo y glicosidos
de esterilo acilados [57]. El B-sitosteril-3-O-D-glucopirandsido es un glucdésido

de esterilo.

Los glucésidos esteroidales se encuentran con bastante frecuencia en las
especies vegetales. Estos se diferencian de los esteroles libres en que
presentan un punto de fusiébn mas alto y baja solubilidad en disolventes no
polares o poco polares como el éter etilico, y de las saponinas debido a que son

insolubles en agua y no son toxicos para los animales [56].

Se ha comprobado que el B-sitosteril-3-O-D-glucopirandsido posee actividad
analgésica, antiinflamatoria [58], antipirética, antineoplasica, quimiopreventivo,
inmuno-moduladora [59], anti-gastroulcerativa [60], anti-plaquetaria [61],
antihelmintica [62]. Actualmente, este compuesto ha sido patentado para el
tratamiento de infeccion del virus de inmunodeficiencia humana (VIH) [55].

5.4.3 Fracciéon K

Debido a la complejidad observada en las muestras anteriores para el
aislamiento y purificacion de sus constituyentes, se decidi6 someter la fraccion
K a una reaccion de acetilacion tal y como fue descrito en el capitulo 4 (véase
subtema 4.7), con la finalidad de mejorar la separaciéon de compuestos para su

posterior purificacion.

El crudo de la reaccion de la fraccion K (5.20 g) fue fraccionado mediante
cromatografia en columna (30 x 4 cm) utilizando como fase estacionaria gel de

silice (malla 230-400) y como fase movil los sistemas de elucion Hex:AcOEt y
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AcOEt:MeOH en gradiente de polaridad. Lo anterior condujo a la obtencion de
12 subfracciones (K1-K12) (Figura 22).

I I3 K &

Figura 20.-Esquema de fraccionamiento de K. Los cuadros de color naranja
corresponden a las subfracciones que se trabajaron en este proyecto

Se realizé el fraccionamiento de K7 (60 mg) mediante una cromatografia en
columna (30 x 1 cm) utilizando como fase estacionaria gel de silice (malla 230-
400) y como fase moévil Hex:AcOEt en gradiente de polaridad obteniéndose
cinco subfracciones. A partir de la subfraccion K7.1 se obtuvo un compuesto
resinoso etiquetado como AR22 (1.3 mg).

Por otro lado, la subfraccion K8 (190 mg) fue procesada mediante
cromatografia en columna (30 x 1 cm) utilizando como fase estacionaria gel de
silice y como fase mévil Hex:AcOEt en gradiente de polaridad. De las 12
subfracciones obtenidas (K8.1-K8.12), la subfraccion K8.2  condujo al
aislamiento de un compuesto resinoso (3.7 mg) etiquetado como AR24. La
comparacion por CCF de AR22 y AR24 exhibié una mancha con el mismo
factor de retencion, por lo cual se reunieron y se analizaron por RMN. De
acuerdo a los datos espectroscéopicos observados para AR22-AR24, se puede
deducir la presencia de una mezcla isomérica de 1,2,3,4,6-penta-O-acetil-a-y (-

D-glucopiranosa.
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Hex:AcOEt (4:6)

a-D-glucosa peracetilada B-D-glucosa peracetilada
PM: C16H22011 PM: C15H22011

Datos espectroscopicos del 1,2,3,4,6-penta-O-acetil-B-D-glucopiranosa.

RMN-'H (300 MHz, CDCl3):8ppm: 5.73 (1H, d, J = 8.1 Hz, H-1), 5.24 (1H, d, J=
9.6 Hz, H-3), 5.15 (1H, d, J = 9.9 Hz, H-2), 5.13 (1H, d, J = 9.3 Hz, H-4), 4.27
(1H, dd J = 5.7, 9.3 Hz, H-6b), 4.11 (1H, dd, J= 2.4, 12.6 H-6a), 3.86 (1H, m, H-
5), 2.12 (3H, s, H-1), 2.09 (3H, s, H-2’), 2.04 (3H, s, H-3'), 2.04 (3H, s, H-4),
2.02 (3H, s, H-6").

RMN-C (75 MHz, CDCls) 8ypm: 170.6 (C3’, 6’), 170.11 (C2',4’), 169.39 (C1’),
91.66 (C1), 72.76 (C3), 72.68 (C5), 70.17 (C2), 67.67 (C4), 61.4 (C6), 20.58
(CH3C0O0-1,2,3,4,6).

5.4.3.1  Elucidacion estructural del 1,2,3,4,6-penta-O-acetil-B-D-

glucopiranosa.

El espectro de RMN-'H (300 MHz, CDCls) (Fig. 22) del compuesto resinoso
AR22-AR24 muestra dos patrones de sefales atribuibles a la mezcla isomérica
de 1,2,3,4,6-penta-O-acetil-a- y B-D-glucopiranosa, lo cual fue confirmado con

los datos espectroscopicos reportados en la literatura para estos compuestos.
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El patron de sefiales de mayor intensidad corresponde al isémero B. El espectro
de 'H muestra las sefiales caracteristicas de los protones anoméricos de la
mezcla isomérica de la glucopiranosa peracetilada, las cuales resuenan como
dobletes en 6 5.73 (J = 8.1 Hz) y 6.33 (J = 3.9 Hz) correspondientes a proton
Hla y H1pB, respectivamente (Figura 22).

En la region a campo bajo (6 5.26-5.12) se observan sefiales dobles que
resuenan en & 5.24 (J = 9.6 Hz), 515 (J = 99 Hz) y 5.13 (J = 9.3 Hz)
correspondientes a los protones H-3, H-2 y H-4, respectivamente (Figura 21).
Ademas se observa una sefal doble de doble de doble que corresponde al
protdon H-5 que resuena en 6 3.86 (J = 2.4, 4.5 Hz). Los protones previamente
descritos exhiben desplazamientos quimicos caracteristicos de protones
geminales a grupos ésteres, lo cual es congruente con las sefiales observadas
en el espectro de **C (75 MHz, CDCls) (Figura 23) para carbonilos de grupos
ésteres (6 169.39 -170.64 ppm, C1’, C2’, C3’, C4’ y C5’). Los grupos ésteres
van de acuerdo a lo esperable ya que la molécula proviene de una reacciéon de
acetilacién. Los cinco grupos acetilo fueron confirmados en el espectro de *H
donde se observan cinco singuletes en la regién de 6 2.02 a 2.18 ppm. La
comparacion de estos datos espectroscopicos con los reportados en la literatura
permitieron establecer la identidad del compuesto AR22-AR24 como 1,2,3,4,6-
penta-O-acetil-B-D-glucopiranosa (Figura 22) [63]. En lo que respecta al
isbmero a, sus sefales de RMN no fueron asignadas debido a que algunas

sefales presentaron baja intensidad o solapamiento con otras sefiales.

La glucosa es tal vez la segunda sustancia fundamental en el mantenimiento de
la vida humana después del agua. Ademas de su papel como combustible en
las células, su participacién en las multiples funciones bioquimicas determina el

perfil metabdlico humano en los estados normales y patolégicos. El 1,2,3,4,6-
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penta-O-acetil-a- y B-D-glucopiranosa se ha usado reciente como una sefial
trazadora de RMN para delinear vias metabdlicas en tejidos y fluidos humanos
[64].
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Figura 21. Ampliacién del espectro de RMN-'H del compuesto 1,2,3,4,6-penta-

O-acetil-B-D-glucopiranosa
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Figura 22. Espectro de RMN-'H (300 MHz, CDCls) de 1,2,3,4,6-penta-O-acetil-B-D-glucopiranosa.
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Aunado a la investigacion de las fracciones mas potentes, se procesaron
algunas fracciones que exhibieron moderada actividad inhibitoria de a-

glucosidasa (fraccion B, C y G) logrando purificar dos esteroles y un flavonoide.

5.4.4 Fraccion G

A partir de 1.75 g de muestra se realizd el fraccionamiento mediante una
cromatografia en columna de vidrio (30x4cm) utilizando como fase estacionaria
gel de silice (malla 230-400) y como fase movil los sistemas de elucion
Hex:AcOEt, AcOEt:MeOH (9:1) y MeOH 100% en gradiente de polaridad. Lo
anterior condujo a la obtencion de 11 subfracciones G1-G11 (Figura 27).

Figura 24.-Esquema de fraccionamiento de G. Los cuadros de color naranja
corresponden a las subfracciones que se trabajaron en este proyecto.

Las subfracciones G4, G5, G6, G9 y G10 obtenidas de la fraccibn G fueron
sometidas a varias técnicas analiticas para la separacion de sus constituyentes.
Las técnicas analiticas comprendieron la cromatografia en capa fina preparativa
cromatografia en columna empacadas con diversas fases estacionarias entre
las que destacan la celulosa microcristalina NP, la carboximetilcelulosa y el
Dowex 50 2 X 200; en tanto que, la fase movil consisti6 en mezclas de
gradiente de polaridad de éter de petréleo:acetona, CHCl;.MeOH, DCM:MeOH,
Hex:éter dietilico, éter dietilico:ACN, Hex:ACN y Hex:Acetona. A pesar de la

58



aplicacion meticulosa de éstas técnicas analiticas, solo fue posible obtener
mezclas de 2 o0 mas compuestos que no fueron caracterizados

estructuralmente.

Durante el fraccionamiento se obtuvieron unos solidos blancos (AR5) que al ser
disueltos en MeOH viraron de color naranja a rojo. Al realizar una CCF de los
sélidos disueltos, se observan varias manchas que sugieren la presencia de
mas de dos compuestos. La observacion anterior quedd evidenciada por el
espectro de RMN-'H (Figura 28), que fue adquirido de forma simultanea. Las
sefiales del espectro de RMN-'H confirma la presencia de mas de dos
compuestos, destacandose las sefiales atribuibles a un fenilpropanoide

glucosidado (estructuras de smilasidos 18-20).
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Figura 25. Espectro de RMN-'H (400 MHz, CD3;COCD3) de los sélidos ARS5.

Considerando la complejidad presentada en la resolucion de las mezclas de
compuestos de las subfracciones de G, se decidié6 someter la subfracciéon G8 a
una reaccion de metilacién (véase capitulo 4). El crudo de la reaccion de
metilacion de G8 (85 mg) fue sometido a purificacion mediante CC empacada
con gel de silice y eluida con Hex:DCM en gradiente de polaridad. Lo anterior
condujo a la obtencién de siete subfracciones (G8.1-G8.7). A partir de la

subfraccion G8.6 (15 mg) fue posible purificar 7 mg de un sélido amarillo
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(ARmM11) recristalizado de CHCI; en forma de agujas amarillas e identificado
como 5-hidroxi-3,7,4’-trimetoxiflavona (Figura 26) [65].

Hex:AcOEt (6:4)
!*f;.-.‘

rmw»a:umxv"ﬂ- SR

o 5-hidroxi-3,7,4 -trimetoxiflavona (ARm11)
PM: C18H 1606

Datos espectroscopicos de 5-hidroxi-3,7,4’-trimetoxiflavona.

RMN-'H (300 MHz, CDCl3): Sppm: 12.65 (1H, s, OH-5), 8.069 (2H, dd, J = 2.1,
9.0 Hz, H-2’ y H-6’), 7.014 (2H, dd, J = 2.4, 9.0 Hz, H-3’ y H-5'), 6.43 (1H, d, J
=2.4 Hz, H-8), 6.34 (1H, d, J = 2.4 Hz, H-6), 3.89 (3H, s, OCH3-7), 3.86 (3H, s,
OCH3-3), 3.85 (3H, s, OCH3-4).

RMN-3C (75 MHz, CDCls) 8ppm: 178.71 (C4), 165.33 (C7), 161.95 (C4’), 161.61
(C5), 156.69 (C9), 155.89 (C2), 138.79 (C3), 130.11 (C2°, C6), 122.73 (C1),
114.17 (C3, C5), 105.99 (C10), 97.77 (C6), 92.09 (C8), 60.09 (OMe-3), 55.75
(OMe-7), 55.39 (OMe-4").

5.4.4.1Elucidacién estructural del 5-hidroxi-3,7,4’-trimetoxiflavona

A patrtir de la fraccion G se purificaron cristales amarillos (ARm11) en forma de
agujas que fundieron a 143-144 °C. El espectro de RMN-"H (300 MHz, CDCl5)
(Fig. 26) de ARm11 exhibio tres sefales simples entre 6 3.8-4.0 ppm que
integran para tres hidrogenos cada una y que fueron atribuidas a la presencia
de 3 grupos metoxilos (CH30-C3, CH30-C7, CH30-C4’). Los grupos metoxilo
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fueron confirmados en el espectro de **C (Fig. 27) y DEPT-135 (Fig. 28)
mediante las tres sefiales en 6 60.10 (CH30-C3), 55.75 (CH30-C7) y 55.39 ppm
(CH30-C4’). En la region de protones aromaticos (fig. 26) se observan dos
seflales dobles en & 6.43 (H-6) y 6.34 ppm (H-8) con constantes de
acoplamiento (J = 2.4 Hz) caracteristicas de dos protones en posicion meta.
También se observan dos dobletes de dobletes que integran para dos
hidrégenos cada una y que resuena en 6 8.06 (J = 2.4, 9.1 Hz, H-2’ y H-6') y
7.01 ppm (H-3' y H-5°), las cuales corresponden a un sistema de protones
AA’BB’. Adicionalmente, el espectro de RMN-'H muestra la presencia de un
singulete en & 12.65 ppm atribuible al proton HO-C5 quelatado con el oxigeno
del carbonilo C4, quedando éste ultimo evidenciado por la sefial resonante en
d¢c 178.72 ppm. La presencia de protones aroméaticos, aunado a las 18 sefiales
resonantes en el espectro de **C (fig. 27), permitieron establecer la existencia
de un flavonoide, que por comparacién con los reportes en la literatura fue

identificado como 5-hidroxi-3,7,4’-trimetoxiflavona [65] (Fig. 26).

Tabla 9. Datos espectroscopicos de 5-hidroxi-3,7 4 -trimetoxiflavona

5-hidroxi-3,7,4’-trimetoxiflavona
RMN *H (300 MHz, CDCls5) RMN *3C (75 MHz, CDCl5)

5-OH | 12.65 (s) 12.70 (s) C-4 178.71 179.0
H-6 6.34(d,J=2.4Hz) | 6.34(d,J=2Hz) c-7 165.33 165.6
H-8 6.43(d, J=2.4Hz) | 6.43(d, J=2Hz) |C-2-C6'|  130.11 130.4

H2’-H6' | 8.06(d, J=9.0Hz) | 8.06(d J=8.1Hz) |C-3-C-5| 114.17 114.3

H3’-H5" | 7.01(d, J=9.0Hz) | 7.01(d,/=9.0Hz) | CH;0-3 60.09 60.3
CH;O- | 3.89,3.86,3.85 3.86-3.87 (3s) CH;0- | 55.7,55.4 56.0, 55.9
347 | (3s) 4,7
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Los flavonoides son un grupo de sustancias que se encuentran en las plantas
cuyas estructuras derivan del nucleo aromatico flavano o 2-fenilbenzopirano.
También son compuestos de la serie C6-C3-C6, por lo que su esqueleto de
carbonos consiste en dos grupos C6 que son anillos de benceno sustituidos por
una cadena alifatica de 3 carbonos [56]. EI compuesto 5-hidroxi-3,7,4’-
trimetoxiflavona es un flavonoide tipo flavanol, el cual ha sido reportado en la
literatura por sus propiedades antioxidante [66], antimicrobiana [67] y baja

actividad anti-alergénica [68].

62



Varian Unity Inova 300 Miiz
: 203

2 281113 =z g 38533 F3-] g g5
- antl EE BgEE Z53iE EH 8 =32

~X—
~X— ‘
{ 3883,

T——

6.344

TTe—— 53

8094
8084
BOT?
8061
8054
B.044
1029
1022
7.008
8599
6989

7039

hhL

Il\IIIIIIIIIII
1 6.400 6.350

| ppm (f1)
T } B AR
8.(R0BM.AE050 7 mmm.go - ’ :
L

3. 90BCESETESE50

ppm (f1) m (f1
ppm (f1) L ppm (f1)
A A

L L L [E—

g z 25 g

LI Y [N O O [N N N O Y N L I O Y I O O T O O S [ N O O Y I L B B

12.0 11.0 10.0 9.0 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0

ppm (f1)
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5.45 Fracciéon B

A partir de la fraccion principal B (189 mg) se realiz6 una cromatografia en
columna con fase movil Hex:AcOEt en gradiente y con gel de silice (malla 230-
400) como fase estacionaria. Se obtuvieron seis subfracciones (B1-B6) y a
partir de la subfraccion B3 (22.2 mg) se aislaron 2.5 mg de un compuesto (AR2)
de apariencia cerosa y color blanco, el cual fue identificado como palmitato de

B-sitosterilo (Figura 34).

Hex:AcOEt
(95:05)

o)
Palmitato de B-sitosterilo (AR2)

PM: C45H8002

Datos espectroscopicos de Palmitato de B-sitosterilo.

RMN-"H (400MHz, CDCls): 8ppm : 5.37 (1H, d, J = 4.4Hz, H-6), 4.62 (1H, m, H-3),
2.292-1.119 (25H, m), 2.24 (2H, t, H2’) 2.01 (2H, d, J = 6Hz, H-4), 1.88 (2H, d,
J = 9.6Hz, H-7), 1.28 (26H, s.a.-(CH2)3, H-3-H15"), 1.02 (3H, s, H-19), 0.93
(15H,m, Hs- 26, H3-27, Hs-H21, H3-29, H3-H16"), 0.68 (3H,s,H-18).

RMN-C (100MHz, CDCls) 8ppm: 139.73 (C5), 122.59 (C6), 73.69 (C3), 56.69
(C14), 56.04 (C17), 50.03 (C9), 45.84 (C24), 42.32 (C13), 39.73 (C12), 38.17
(C4), 37.01 (C1), 36.61 (C10), 36.16 (C20), 33.94 (C22), 31.94 (C7), 31.92 (C8),
29.12 (C25), 28.26 (C16), 27.82 (20), 26.07 (C23), 24.30 (C15), 23.07 (C28),
21.04 (C11), 19.83 (C26), 19.33 (C19), 19.04 (C27), 18.78 (C21), 11.99 (C18),
11.86 (C29). Parte de la cadena alifatica: 173.2 (C1’), 34.74 (C2’), 31.87 (C14’),
29.71-29.27 (C4’-C13’), 25.08 (C3’), 22.71 (C15’), 14.13 (C16’).
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5.4.5.1 Elucidacion estructural del Palmitato de B-sitosterilo

A partir de la fraccion B se obtuvo un compuesto ceroso color blanco. El
espectro de RMN-'H (400 MHz, CDCls) (Figura 29) de este compuesto muestra
un perfil de sefiales que son caracteristicas de estructuras relacionadas al
colesterol. En la regién de campo alto (8 2.5-0.5 ppm) del espectro de *H
(Figura 29) se observa un patron complejo de sefales, de las que destacan las
sefales de mayor intensidad atribuibles a seis grupos metilos (& 1.01, Hs-19;
0.92, Hs-21; 0.84, H3-29; 0.83, Hs-27; 0.81, Hsz-26; 0.68, H3-18) y la sefial
singulete ancha que corresponde a los grupos metilenos de la parte de cadena
alifatica resonante en & 1.28 ppm (H-3’-H15’). Los grupos metilos fueron
confirmados mediante el espectro de **C (Figura 30), el cual mostré sefiales
resonantes en ¢ 19.83 (C27), 19.41 (C19), 19.03 (C26), 18.78 (C21), 11.99
(C29) y 11.87 ppm (C18). Los carbonos restantes en los experimentos de *C
se pueden atribuir a 11 grupos metilenos y a nueve grupos metinos, de los
cuales dos carbonos fueron facilmente atribuibles a metino unido a grupo éster
(6 73.69) y metino vinilico (6 122.59). Estos grupos funcionales son congruentes
con lo observable en el espectro de *H (Figura 29) donde se aprecia una sefial
doble de dobles en & 5.37 correspondiente al hidrogeno vinilico H-6 y una sefal
multiple en & 4.62 atribuible al hidrégeno H-3 geminal a grupo éster. La
comparacién de estos datos espectroscopicos con los reportados en la literatura
[68], permitié establecer la identidad del compuesto AR2 como palmitato de B-
sitosterilo (Tabla 10).
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Tabla 10. Datos espectroscdpicos del Palmitato de B-sitosterilo

Palmitato de B-sitosterilo
RMN *H (400 MHz, CDCls)

RMN *3C (100 MHz, CDCl;)

H-6 5.37(d, /=44 5.38(d,/=4.8 C-6 122.59 122.6
Hz) Hz)
H-3 4.62 (m) 4.62 (m) C-3 73.69 73.7
H,( H3’-H15’) | 1.27 (s.a) 1.28 (s) C-4’-C13’ 29.2-29.7 29.2-29.7
H-19 1.02(s) 1.04 (s) C-27 19.83 19.0
Hs- 26, Hs-27, | 0.80-0.93 (m) 0.80-0.93 (m) C-19, C26,| 19.41, 19.03, 19.3,19.8,
H3-H29, Hs- C21,C18 | 18.78,11.87 18.8,11.88
21, H3-H16’
H-18 0.68 (s) 0.69 (s) C29 11.99 12.0

El palmitato de B-sitosterilo es un esterol esterificado con el &cido palmitico. Los

esteroles esterificados poseen actividad antioxidante y antiinflamatoria [57]. Se

ha reportado actividad anti-aterogénica [61]. Ju y cols. mencionan que la adicién

de esteroles en forma esterificada en suplementos alimenticios, disminuyen el

colesterol sérico, especialmente colesterol LDL (lipoproteina de baja densidad)

[59].
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Figura 29. Espectro de RMN-'H (400 MHz, CDCls) del palmitato de B-sitosterilo.
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5.4.6 Fraccién C

A partir de la fraccion principal C (880 mg) se realiz6 una cromatografia en
columna (30 x 1 cm) previamente empacada con gel de silice y eluida con
Hex:AcOEt (98:2) en gradiente de polaridad. Lo anterior condujo a la obtencion
de siete subfracciones (C1-C7), de las cuales C6 presentd un precipitado

blanco (7 mg) que fue identificado como B-sitosterol (AR4) (Figura 37).

Hex:AcOEt (9:1)

B-sitosterol (AR4)

PM: CyH500

Datos espectroscopicos de B-sitosterol.

RMN-'H (400MHz, CDCl3): 8ppm : 5.36 (1H, d, J = 4.8 Hz, H-6), 3.53 (1H, m, H-
3), 2.292-1.119 (28H-m), 1.99 (2H, d, J = 5.6 Hz, H-4), 1.84 (2H, d, J = 10.4 Hz,
H-7), 1.014 (3H, s, H-19), 0.92 (3 H, d, J = 6.8 Hz, H-29), 0.85 (3H,t, H-21) 0.84
(3H, d, J = 7.6, H-27) 0.82 (3H, d, J = 8.4 Hz, H-26), 0.68 (3H,s,H-18).

RMN-C (100MHz, CDCl3) 8ppm: 141.0 (C5), 121.74 (C6), 71.83 (C3), 56.77
(C14), 56.05 (C17), 50.13 (C9), 45.84 (C24), 42.33 (C13), 42,30 (C4), 39.78
(C12), 37.26 (C1), 36.51 (C10), 36.16 (C20), 33.95 (C22), 31.91 (C2), 31.66
(C7), 29.72 (C8), 29.15 (C25), 28.26 (C16), 26.07 (C23), 24.31 (C15), 23.07
(C28), 21.09 (C11), 19.83 (C27), 19.41 (C19), 19.04 (C26), 18.79 (C21),11.99
(C18), 11.87 (C29).
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5.4.6.1 Elucidacién estructural de 3-sitosterol

A partir de la fraccion C precipitd un solido amorfo blanco (AR4) que fue
cristalizado de CHCIl; en agujas transparentes que fundieron a 98°C. El
espectro de  RMN *H (400 MHz, CDCls) (Figura 31) de AR4 muestra un perfil
de sefiales que son caracteristicas de estructuras relacionadas al colesterol. En
la regién de campo alto (8§ 2.5-0.5 ppm) del espectro de 'H (Figura 31) se
observa un patrén complejo de sefales, de las que destacan las sefales de
mayor intensidad atribuibles a seis grupos metilos (6 1.01, H3-19; 0.92, H3-29;
0.84, H3-21; 0.83, H3-27; 0.81, H3-26; 0.68, H3-18). Los grupos metilos fueron
confirmados mediante el espectro de **C (Figura 32), los cuales mostraron seis
sefales simples resonantes en $ 19.83 (C27), 19.41 (19), 19.03 (C26), 18.78
(C21), 11.99 (C18) y 11.87 ppm (C29). Los carbonos restantes observados en
el espectro de *C (Figura 32) se pueden atribuir a 11 grupos metilenos y a
nueve grupos metinos, de los cuales dos carbonos fueron facilmente atribuibles
a metino unido a grupo hidroxilo (3 71.83) y metino vinilico (6 121.73). Estos
grupos funcionales son congruentes con lo observable en el espectro de 'H
(Figura 31) donde se aprecia una sefial doble de dobles en & 5.36
correspondiente al hidrogeno vinilico H-6 y una sefial multiple en & 3.52
atribuible al hidrégeno H-3 geminal a grupo hidroxilo. La comparacion de estos
datos espectroscépicos con los reportados en la literatura [68], permitio

establecer la identidad del compuesto AR4 como B-sitosterol (Tabla 11).

El B-sitosterol es el principal fitoesterol que se encuentra en la mayoria de las
plantas superiores [57]. Se le atribuye actividad antiinflamatoria [58,70],
antipirética [71], analgésica [58], quimiopreventiva [72], antihelmintica,
antimutagénica [58,70], antiulcerativa [60], antidiabética, antioxidante [72],
angiogénica [73]. Se encuentra comercialmente disponible como un producto
herbal llamado beta-s. Es usado para disminuir la absorcion de colesterol en el
sistema digestivo y la cantidad de colesterol producido por el higado. Rosenblat

y cols. sugieren utilizar el B-sitosterol como terapia adicional a una disminucion
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de uso de Estatinas [74]. Estudios recientes han mostrado que el B-sitosterol es

un agente quimiopreventivo en cancer de colon, prostata y mama [72].

Tabla 11. Comparacién de los datos espectroscopicos del B-sitosterol

RMN *H (400 MHz, CDCls)

B-sitosterol

RMN “3C (100 MHz, CDCls)

H-6 5.36(d, /=4.8 5.35(d, J= C-6 122.59 122.6

Hz) 5.2 Hz)
H-3 3.53 (m) 3.56 (m) C3 73.69 73.7
H-19 1.01 (3H, s) 1.00 (s) c-27 19.83 19.0
H-21, H-26, 0.82-0.85 ( m) 0.81.0.84 (m) |C-19, C-26, |19.41, 19.03, [19.3, 19.8,
H-27 C-21,C-18 [18.78,11.87 |18.8,11.88
H-18 0.68 (3H, s) 0.67 (3H, s,) €29 11.99 12.0
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Figura 31. Espectro de RMN-'H (400 MHz, CDCls) del B-sitosterol.
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Figura 32. Espectro de RMN-**C (100 MHz, CDCls) del B-sitosterol.
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5.5 Determinacién de la actividad inhibitoria de a-glucosidasa de las
subfracciones obtenidas.

Se determind la actividad inhibitoria enzimatica de las subfracciones obtenidas

de las fracciones Q, P, Ky G.

5.5.1 Determinacion de la actividad inhibitoria de a-glucosidasa de la

fraccion Q

Se determind la actividad inhibitoria de a-glucosidasa de las subfracciones de
la muestra Q a 10 ppm observandose que disminuye la actividad inhibitoria en
al menos un 50% de inhibiciébn en comparacion con la fraccion Q intacta (Figura
33), lo cual pudiera ser debido al sinergismo que existen entre las moléculas

contenidas en la muestra principal.
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% Inhibicion de a-glucosidas

20
-10 4

-20 4
1ppm 10 ppm 100 ppm Qll Qv Qv Qvi Qvil Qviil QIX

FRACCION Q FRACCION Q

Figura 33. Determinacion de la actividad inhibitoria enzimatica de la fraccién Q:
a) determinacion de la actividad a tres concentraciones (1,10 y 100 ppm), b)
determinacion de actividad de las subfracciones a 10 ppm.

5.5.2 Determinacion de la actividad inhibitoria de a-glucosidasa de la

fraccion P

Se determind la actividad inhibitoria de a-glucosidasa de las subfracciones de

la muestra P a 10 ppm observandose que en la subfraccion P1-2 y P4
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disminuye la actividad inhibitoria enzimatica en un 30% y 70 %; mientras que en
la subfraccion P3 se observa una actividad inhibitoria enzimatica de 97% que es
comparable con la actividad mostrada en la fraccion P intacta a 10 ppm (Figura
34). De acuerdo a lo anterior se sugiere que los compuestos que estan
contenidos en la subfraccion P3 son los responsables de la actividad inhibitoria

enzimatica presente en la fraccién P principal.

100

b)

% Inhibicion de a-glucosidas:
% Inhibicién de a-glucosidasa

Lppm 10 ppm 100 ppm P1-P2 P3 P4
FRACCION P FRACCION P

Figura 34. Determinacion de la actividad inhibitoria enzimatica de la fraccién P:
a) determinacién de la actividad a tres concentraciones (1,10 y 100 ppm), b)
determinacién de actividad de las subfracciones a 10 ppm.

5.5.3 Determinacion de la actividad inhibitoria de a-glucosidasa de la

fraccion K

Se determind la actividad inhibitoria de a-glucosidasa de las subfracciones Ki
(fraccion K intacta) y Krx (fraccion K acetilada) a tres concentraciones (1,10 y
100 ppm). Se observé que la subfraccion Ki es 19 veces mas potente que la
subfraccion Krx en una concentracion de 10 ppm (Figura 35). De acuerdo a lo
anterior, se infiere que debido a la acetilacion de los constituyentes de la
muestra Krx, se disminuye la actividad inhibitoria enzimatica de manera

considerable.
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Figura 35. Determinacion de la actividad inhibitoria enziméatica de: a) la fraccion
K intacta (K) a 3 concentraciones (1,10 y 100 ppm) y, b) determinacion de
actividad de la fraccion K acetilada (Krx) a 3 concentraciones.

5.5.4 Determinacion de la actividad inhibitoria de a-glucosidasa de
la fraccion G

Se determind la actividad inhibitoria de a-glucosidasa de las subfracciones de
la muestra G a 10 ppm donde se observa que en la subfracciones G1 y G2 hay
un porcentaje de inhibicion enzimatica aproximadamente del 50% mientras que
en las fracciones siguientes se observa una actividad superior al 90% tal y
como se observa en la fraccibn G principal a una concentraciéon a 10 ppm
(Figura 36). De acuerdo a lo anterior se sugiere que los compuestos que estan
contenidos en la subfraccién G3 son los responsables de la actividad inhibitoria

enzimatica presente en la fraccién G principal.
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Figura 36. Determinacion de la actividad inhibitoria enzimatica de la fraccion G:
a) determinacion de la actividad a tres concentraciones (1,10 y 100 ppm), b)
determinacion de actividad de las subfracciones a 10 ppm.

78




5.6 Determinacidén de la actividad inhibitoria de a-glucosidasa de los
compuestos puros

Se determind la actividad inhibitoria de a-glucosidasa de los compuestos

obtenidos en este proyecto a tres concentraciones (1, 10 y 100 pM).
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De acuerdo a los resultados obtenidos, se observa que el compuesto mas
activo de los tres esteroles obtenidos durante este proyecto es el (3-sitosteril-3-
O-B-D-glucopiranésido. Si hacemos una comparacion de las tres estructuras, se
puede inferir que la sustitucion del grupo hidroxilo de la posicion 3 del esterol,
influye de manera considerable en la actividad de cada compuesto. El palmitato
de B-sitosterilo es dos veces mas potente que el B-sitosterol y esto pudiera ser
debido a que el fragmento de acido palmitico presente en el palmitato de B-
sitosterilo le confiere mayor interaccion con los residuos de aminoacidos del
sitio activo de la enzima. Por otro lado, incremento de la actividad inhibitoria
enzimatica del B-sitosteril-3-O-3-D-glucopiranésido pudiera ser debido a la
presencia del fragmento de glucopiranosa, ya que mimetiza la estructura de la
glucosa presente en el p-nitrofenil-B-D-glucopirandsido, usado como sustrato de
la a-glucosidasa en la presente investigacion. Probablemente, la similitud
estructural del p-sitosteril-3-O-B-D-glucopirandsido con el p-nitrofenil-B-D-
glucopiranésido le confiere mayor afinidad por el sitio activo de la enzima en
comparacion con el palmitato de B-sitosterilo (cinco veces menos afin) y el B-
sitosterol (15 veces menos afin), los cuales carecen del fragmento de
glucopiranosa.
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5-hidroxi-3,7,4'-trimetoxiflavona

Al comparar la actividad inhibitoria de este flavonoide con el de la quercetina
(9.36 uM = 24%), se puede observar que la 5-hidroxi-3,7,4’-trimetoxiflavona es

poco activo. La comparacion estructural de ambos flavonoides permite inferir
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que la quercetina (3,5,7,3',4’-pentahidroxiflavona) posee grupos hidroxilo en
aguellas posiciones donde la 5-hidroxi-3,7,4’-trimetoxiflavona posee grupos
metoxilo, lo cual ocasiona una disminucion de la actividad inhibitoria enzimatica
del flavonoide obtenido en la presente investigacion. Entonces, la ausencia de
grupos hidroxilos en las posiciones 3, 7 y 4 de la 5-hidroxi-3,7,4'-

trimetoxiflavona desfavorece las interacciones con el sitio activo de la enzima.

5-hidroxi-3,7,4’-trimetoxiflavona Quercetina

Con respecto al 1,2,3,4,6-penta-O-acetil-B-D-glucopiranosa, se observa que
presenta una actividad inhibitoria de 32.47% a 100 uM por lo que no presenta

una actividad inhibitoria enzimatica relevante.
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CAPITULO 6

CONCLUSIONES

Se obtuvo evidencia cientifica de que la especie Smilax sp. posee potente
actividad inhibitoria de a-glucosidasa (Clsp = 0.49+0.02 ppm), lo cual permite
inferir que este pudiera ser uno de los mecanismos de accion mediante el cual
se manifiestan las propiedades antidiabéticas atribuidas a esta planta. Para

confirmar la inferencia anterior es necesario realizar otros experimentos.

Nueve de las fracciones obtenidas (K-R) mostraron una potente actividad
inhibitoria de a-glucosidasa en un rango de Clso de 0.097 a 0.92 ppm, razén por
la cual algunas fracciones fueron sometidas a diferentes protocolos de

purificacion de sus constituyentes.

A partir de la fraccibn P, muy activa en el ensayo enzimatico, se aislo el
esteroide identificado como B-sitosteril-3-O-3-D-glucopirandsido, el cual
presento significativa actividad inhibitoria de a-glucosidasa a 10 uM (79.56% de

inhibicion).

Por otra parte, a partir de dos fracciones con baja actividad anti-enzimatica (B y
C) se aislaron dos esteroles identificados como [-sitosterol y palmitato de (-

sitosterilo mediante el analisis de sus propiedades espectroscopicas.
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A partir de la fraccidbn G, moderadamente activa contra la enzima, se aislé un
derivado semisintético caracterizado como 5-hidroxi-3,7,4’-trimetoxiflavona, el

cual fue poco activo contra la a-glucosidasa.

Se compar6 la actividad inhibitoria de a-glucosidasa del B-sitosteril-3-O-3-D-
glucopiranésido (10 uM = 79.56%) con el control positivo quercetina (9.34 uyM =
24% y 16.61 uyM = 53%), de lo cual se deduce que el B-sitosteril-3-O-3-D-
glucopirandésido es mas activo que la quercetina, por lo que el B-sitosteril-3-O--
D-glucopiranoésido puede ser utilizado como prototipo molecular para la sintesis

de inhibidores de a-glucosidasa mas potentes y eficaces.
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CAPITULO 7

PERSPECTIVAS

Debido a la complejidad observada en la separacién y purificacion de los
constituyentes del extracto organico de Smilax sp. por métodos analiticos
convencionales, es necesario implementar técnicas analiticas mas eficientes
como el Cromatégrafo de Liquidos de Alta Eficiencia (CLAE) equipado con

columnas de fase reversa.

Realizar el estudio quimico-biodirigido de las fracciones K-R sin derivatizar y
mediante CLAE.

Determinar el perfil quimico de Smilax sp. (Cocolmeca) para posteriormente
realizar un estudio de los perfiles quimicos de las dos especies de Smilax que

componen el producto natural llamado Cocolmeca.

Seleccionar otros blancos moleculares relacionados con la diabetes a fin de
determinar si el extracto organico y los compuestos de Smilax sp. presentan un

mecanismo de accion diferente al de inhibicion de a-glucosidasas.

Realizar modificaciones estructurales tomando como prototipo molecular al -
sitosteril-3-O-B-D-glucopiranésido para mejorar la actividad inhibitoria de a-
glucosidasa y realizar estudios de relacion estructura-actividad para conocer las

interacciones de la enzima con los compuestos derivatizados.
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