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La ciencia no transmite la verdad absoluta. La ciencia es un
mecanismo. Es una manera de mejorar su conocimiento de
la naturaleza. Es un sistema para probar sus pensamientos
contra el universo y ver si coinciden. Y esto funciona, no
sblo para los aspectos ordinarios de la ciencia, sino para
toda la vida.

Isaac Asimov, 1988.
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RESUMEN

Q.C.B. Gualberto Mora Castillo Fecha de graduacién: Septiembre, 2017

Universidad Auténoma de Nuevo Leén

Facultad de Medicina

Titulo del OBTENCION DE COMPUESTOS CON ACTIVIDAD INHIBITORIA
Estudio: DE a-GLUCOSIDASA A PARTIR DE Schinus molle
Numero de paginas: 94 Candidato para el grado de Maestria en Ciencias

con Orientaciéon en Quimica Biomédica
Area de Estudio: Ciencias de la Salud

Propésito y Método del Estudio: Actualmente la T2DM es un problema de Salud
Publica importante en México y en el mundo. Los inhibidores de a-glucosidasa han
demostrado ser efectivos en la reduccion de la hiperglucemia posprandial. Debido
a los antecedentes con los que contaba Schinus molle como inhibidor de a-
glucosidasa, se decidié caracterizar al compuesto responsable de dicha actividad.
Este trabajo consisti6 en la separacién biodirigida de los compuestos presentes en
la hoja de esta planta utilizando el ensayo de inhibicion de a-glucosidasa, para

luego evaluar la actividad antihiperglucemiante en un modelo in vivo.

Contribuciones y Conclusiones: Se obtuvo y caracteriz6 una fraccién con
actividad inhibitoria de a-glucosidasa a partir de Schinus molle. Dicha fraccion
presentd actividad antihiperglucemiante en un modelo murino. Asi mismo se
identificé por medio de UHPLC-MS al compuesto miquelianina como principal

responsable de la actividad inhibitoria de a-glucosidasa de dicha fraccion.

FIRMA DEL ASESOR ﬂqw%dglf =2

Xl



CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1. Diabetes mellitus

La diabetes es una enfermedad crénica que aparece cuando el pancreas no
produce insulina suficiente o cuando el organismo no utiliza eficazmente la insulina
que produce. El efecto de la diabetes no controlada es la hiperglucemia (aumento
del azucar en la sangre), que con el tiempo dana gravemente muchos érganos y

sistemas, especialmente los nervios y los vasos sanguineos. '

1.2. La diabetes en México y en el mundo.

La Organizacion Mundial de la Salud y la Federacién Internacional de la
Diabetes reportan que hasta el 2015 entre 415 y 422 millones de personas
presentaron diabetes, 44.3 millones habitan en América del Norte y el Caribe
(Figura 1), y de estos, 11.5 millones eran de México; éste es ademas, el sexto pais
con mayor numero de adultos que presentan esta enfermedad (Figura 2). Se
estima que para el ano 2040 el numero de personas que presenten esta
enfermedad sera de 642 millones en todo el mundo. Asimismo, el nimero de

muertes en el mundo por diabetes fue 5 millones en 2015 (Figura 1)." 2
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Figura 1. Numero estimado de personas con diabetes en el mundo y por regién en

2015 y 2040.2

1 China 108.6 million

2 India 69.2 million
3 | United States of America 29.3 million

4 Brazil 14.3 million
5 | Rmssian Federation 12.1 million

& | Mexico 11.5 million
7 [ Imdonesia 10.0 million

8 | Egypt 7.8 million

9 [Japan 7.2 million
10 | Bangladesh 7.1 million
1] 20 40 &0 ao 100 120

Figura 2. Los diez paises/territorios con mayor nimero de adultos con diabetes.?



La diabetes mellitus se puede clasificar en dos grupos principales:
o Tipo 1

Se caracteriza por la produccion deficiente de insulina y requiere la

administracion diaria de esta hormona.’
o Tipo 2

También llamada no insulinodependiente o de inicio en la edad adulta, se debe

a la utilizacién ineficaz de la insulina.’

En México, segun el boletin epidemioldgico de la DGE por parte de Secretaria
de Salud, en 2016, se reportaron 2843 casos de diabetes tipo 1, y a la semana 32
del afno 2017, se habian reportado 1865 casos de esta enfermedad. Por otra parte,
en 2016 se reportaron 365857 casos de diabetes tipo 2, y a la semana 32 del afo
2017 se habian reportado 257177 casos; esta enfermedad ocupoé el lugar numero
12 como una de las veinte principales causas de enfermedad Nacional en México

en 20153 %°

Existe un tercer tipo de diabetes, conocido como gestacional que se caracteriza
por hiperglucemia; esta afeccién aparece durante el embarazo y la hiperglucemia
alcanza valores que, pese a ser superiores a los normales, son inferiores a los
establecidos para diagnosticar una diabetes. Segun la DGE de la Secretaria de
Salud de México, en 2016 se presentaron 11 876 casos de este tipo de diabetes, y

a la semana 32 del afio 2017 se habian reportado 8 429 casos. ®*°



Con base a los datos estadisticos nacionales, el presente trabajo se enfoca en

la diabetes mellitus de tipo 2 debido a su alta prevalencia en el pais.

1.3. Consecuencias de la diabetes mellitus

Un pobre control de la glucemia y de la presion arterial, conducen a
complicaciones vasculares. Estos trastornos estan relacionados con la diabetes y
contribuyen a la morbilidad y mortalidad de los pacientes diabéticos. Estas
complicaciones se pueden presentar a nivel macrovascular, microvascular, o

ambos.

Las complicaciones macrovasculares, que afectan a los vasos grandes del
sistema circulatorio, pueden conducir a una incidencia de 2 a 4 veces mas grande
de infarto (cerebrovascular), cardiopatia coronaria (CDH por sus siglas en inglés),
enfermedad vascular periférica que puede llevar a ulceracién, gangrena, Yy

amputacién de extremidades inferiores.

Las complicaciones microvasculares involucran el dafno a los vasos sanguineos
pequenos y contribuyen a la neuropatia diabética (dafio a los nervios), nefropatia y
retinopatia. La Figura 3 muestra un resumen de las complicaciones secundarias a

diabetes mellitus y una incidencia relativa de las mismas.®



CAPILARES ARTERIAS

Retinopatia Enfermedad coronaria y
La causa mas comun de cerebrovascular
ceguera en personas Los pacientes diabéticos
adultas tienen 2-4 veces mas
riesgo de desarrollar
Nefropatia enfermedad cardiaca y
16% de los pacientes accidente cerebrovascular;
necesitaran terapia de 75% tiene hipertension.

remplazo renal

Neuropatia
15% de las personas con
diabetes desarrollan
ulceras en el pie, y del 5 al
15% de ellos necesitan
amputaciones.

Figura 3. Complicaciones macrovasculares y microvasculares secundarias a

Diabetes mellitus®

1.4. Sistemas de regulaciéon enzimatica para carbohidratos ingeridos en la

dieta, y absorcion celular de la glucosa en sangre

Los principales sitios de digestién de los carbohidratos son la boca y la luz
intestinal. Los polisacaridos de la dieta (glucogeno, amilosa, amilopectina)
comienzan a ser digeridos en la boca por la a-amilasa salival, una enzima de tipo
endoglucosidasa que hidroliza al azar enlaces a(1—4) glucosidicos, generando
una mezcla de oligosacaridos ramificados (esto porque las ramificaciones
involucran enlaces a(1—6) que no pueden ser hidrolizados por la a-amilasa

salival) y no ramificados cortos. Esta enzima es inactivada en el estémago por su



pH acido; el intestino delgado continta la digestién de los carbohidratos por parte
de la a-amilasa pancreatica. Los procesos digestivos finales se llevan a cabo en el
revestimiento mucoso del yeyuno posterior por la accién de varias disacaridasas
unidas en el lado luminal de las membranas de las células de dicho revestimiento
(isomaltasa, maltasa, sacarasa, lactasa y trealasa), para que después, los
monosacaridos resultantes (glucosa, fructosa, galactosa) sean absorbidos por las
células de la mucosa intestinal (especificamente del duodeno y la parte alta del

yeyuno), y luego ser transportados hacia la circulacién portal (Figura 4).”

Dextrinas
de almidén
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Maltotriosa
Maltosa
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BOCA a-amilasa
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INTESTINO | /B
DELGADO £y

Clrcuiacidn

rtal Enzimas unidas
) a la membrana de
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f
\
‘ (isomaltasa
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lactasa
: sacarasa

57 trealasa) |
{

Figura 4. Digestién de carbohidratos’

La glucemia constituye una sefal para desencadenar la secrecion de insulina.
La insulina es una hormona peptidica de 5.8 KDa, secretada por las células 8 en
los islotes pancreaticos de Langerhans en respuesta a niveles elevados de
nutrientes en la sangre; en este caso, a la glucosa, ya que su funcién principal es
mantener la concentracion de ésta en un rango normal, promoviendo su captacién,

6



y almacenamiento, e inhibiendo la glucogendlisis y la gluconeogénesis. La insulina
se une a la subunidad a del receptor especifico de alta afinidad de la membrana
celular de la mayoria de los tejidos, lo que lo activa, promoviendo el reclutamiento
de transportadores de glucosa (GLUT-4) desde el depésito intracelular hasta la
membrana celular, los cuales se encargaran asi de la captacién de glucosa hacia

dentro de la célula (Figura 5).”8

Los transportadores de glucosa | Transportador Cuando los niveles de |
aumentan la captacion de glucosa | de glucosa insulina disminuyen, los 9
mediada por la insulina en la célula. | transportadores de 3

R R : glucosa se desplazan
Insulina B8 ——__ $®

5 . desde la membrana
il

celular hasta el depésito |
de almacenamiento :
intracelular, donde

pueden se

Membrana celular r reciclados. §

El receptor activado promueve el
reclutamiento de transportadores de
glucosa desde el depdsito intracelular
hasta la membrana celular.

L sic funden para
formar un organulo
denominado endosoma.

La insulina se une a su
receptor en la membrana
celular.

Figura 5. Mecanismo de accion de la insulina en la captacion de glucosa en la

célula’

La T2DM se caracteriza por la sintesis insuficiente de insulina y su secrecion,
secundaria a resistencia a la insulina. Es normalmente diagnosticada después de
la cuarta década de vida. Se divide en dos subgrupos, diabetes con obesidad, y

sin obesidad. Las personas con T2DM con obesidad usualmente desarrollan



resistencia a la insulina endégena debida a alteraciones en receptores celulares, y
esto es asociado a la distribucion de grasa abdominal. En las personas con T2DM
no obesas hay una resistencia a la insulina, aunado a una deficiencia en la

produccién y liberacién de esta hormona.®

1.5. Tratamiento de T2DM

La T2DM es tratada con un control de la glucemia a niveles moderados, con
ciertos farmacos y con modificaciones en el estilo de vida del paciente con terapia
nutricional y con actividad fisica asi como un control de la tension arterial. Como
esta enfermedad se caracteriza generalmente por resistencia a insulina, se debe
recurrir a agentes que actuen sobre otro blanco terapéutico. Con base a la ruta de
los carbohidratos presentada en la seccion 1.4, en la tabla 1 se describen los
principales farmacos antidiabéticos que actualmente se encuentran en el

mercado.®



Tabla 1. Medicamentos utilizados en el tratamiento de D

M 9,10, 11

Categoria | Sub- Tipos y/o | Mecanismo Efectos
categoria ejemplos de accion adversos
Oral Promotores Sulfonilureas (De | Se unen a su | EI efecto mas
de secrecion | primera ge- | receptor en|comun es la
de insulina neracion: tolbu- | las células B | hipoglucemia,
tamida, del pancreas, | especialmente en
clorpropamida y | que lo cual | adultos ma-
acetohexamida; y | estimula la | yores. ElI au-

de segunda | secrecion de | mento de peso
generacién: gli- | insulina. también  puede
mepirida, gliben- presentarse.
clamida/ gliburi-
da, gliclazida y
glipizida.
Meglitinidas Tienen el | Ganancia de
(repaglinida y | mismo efecto | peso, hipoglu-
nateglinida). que las Sulfo- | cemia, y que
nilureas pero | debe ser toma-do
se unen a un | forzosamente
sitio diferente | con los alimen-
en el mismo | tos.
receptor.
Sensibilizado- | Biguanidas Aumenta la | Disfuncién renal
res de | (Metformina y | sensibilidad a | debido a que
insulina fenformina) insulina sobre | puede incre-
el higado y te- | mentar el riesgo
jidos periféri- | de acidosis lac-
COS. tica.
Tiazolidine- Actian sobre | Ganancia de
dionas (Pioglita- | tejido peso, edema, un

zona Yy rosiglita-
zona)

adiposo,

musculo e
higado incre-
mentando el

uso de
glucosa y
disminuyen-

do la produc-
cibn de la
misma, au-
mentando la

sensi-bilidad

posible aumento
de los niveles de
ALT, anemia
debida a hemo-
dilucién y riesgo
de fractura en
sitios  atipicos.
Recientemente

se reportd riesgo
de cancer de
vejiga luego de
un ano de trata-




a la insulina. miento con pio-
glitazona.
Inhibidores de | Acarbosa y | Bloquean a a- | Flatulencias,
a-glucosidasa | miglitol glucosidasa, | debido a que los
previniendo carbohidratos no
que los mono- | digeridos alcan-
sacaridos zan la parte infe-
sean absor- | rior del intestino,
bidos al to- | donde los gases
rrente sangui- | son  producidos
neo. por flora bac-
teriana. También
provoca diarrea e
inflamacion
intestinal.
Inhibidores de | Vildagliptina, Al inhibir la | Predisposi-cion a
dipeptil saxagliptina y | actividad de | nasofaringitis o
peptidasa IV | sitagliptina. DPP-IV, GLP- | infeccion del trac-
1 no es inacti- | to respiratorio su-
vada. GLP-1 | perior, dolores de
se encarga de | cabeza, infeccién
inducir la se- | del tracto uri-
crecién de in- | nario, y mareos.
sulina e inhi-
bir la de glu-
cagon.
Inyectable | Analogos de | Exenatida, Actuan como | Nausea y vomito,
GLP-1 liraglutida. GLP-1 esca- |y en algunos
pando de la | casos pancrea-
degradacion | titis.
por DPP-1V
Analogo de | Pramlintida Retrasa el | Nausea e
amilina vaciamiento hipoglucemia.
gastrico, su-
prime la se-
crecion de
glucagbn vy
disminuye el
apetito.
Promueve Convencional Promueve la | Hipoglucemia,
sintesis de | (Insulina regular, | absorcién de | ganancia de
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GLUT-4 o NPH) glucosa peso, edema,
Analogos desde el | hipotensién  or-
- De accién | torrente tostatica, lipohi-
rapida sanguineo al | pertrofia, y aler-
(lispro, as- | unirse a su | gia a la insulina.
part, gluli- | receptor
sina) especifico
- De accién
prolonga-
da (Glar-
gina, dete-
mir)

Los inhibidores de a-glucosidasa han sido ampliamente investigados debido a

gque han demostrado ser efectivos en

la supresion de la hiperglucemia

postprandial, ya que pueden retrasar la liberacion de glucosa de carbohidratos

complejos de la dieta, lo que retarda su absorcion. Consecuentemente, los

inhibidores de a-glucosidasa son Uutiles previniendo la progresion de la T2DM vy

para el tratamiento de condiciones prediabéticas.

11

12,13, 14




1.6. Medicina herbal

La medicina tradicional, es la suma total de los conocimientos, capacidades y
practicas basados en las teorias, creencias y experiencias propias de diferentes
culturas, bien sean explicables o no, utilizadas para mantener la salud y prevenir,
diagnosticar, mejorar o tratar enfermedades fisicas y mentales. Es reconocida
como un recurso fundamental para la salud de millones de seres humanos. La

riqueza y diversidad de la flora es una fuente tnica de medicinas potenciales.' '

La medicina herbal se define como la “practica que utiliza a uno o varios
productos derivados de una planta, con fines curativos”, sus productos han sido
extensamente utilizados alrededor del mundo por ser considerados de bajo riesgo
comparados algunos de los muchos farmacos de origen sintético, por lo que ha
surgido como alternativa a los efectos adversos de dichas sustancias. Segun un
analisis realizado por Patridge, E. y colaboradores en 2015, se estim6 que de los
productos naturales y sus derivados aprobados por la FDA como nuevas

entidades moleculares, el 25% provienen directa o indirectamente de plantas'” '®

19, 20, 21

La medicina tradicional ha sido utilizada por miles de afos para tratar y
controlar la diabetes y sus complicaciones con una relativamente baja incidencia
de efectos adversos en muchas culturas étnicas como en China, Corea, India y
México. Dicho sea de paso, hay una gran cantidad de informacién que incluye
quimica medicinal, etnofarmacologia, y ensayos clinicos que explican y apoyan el

uso clinico de las plantas en el tratamiento de esta enfermedad. Un segmento

12



significativo de la poblacion cree que el tratamiento con plantas es mas seguro y

menos costoso que el tratamiento alopata. La tabla 2 muestra algunas plantas

utilizadas en el tratamiento de diabetes y algunos de sus efectos farmacolégicos. %2

Tabla 2. Algunas plantas utilizadas en el tratamiento de diabetes, efecto

farmacolégico relacionado con dicha enfermedad y moléculas aisladas.?

Nombre cientifico

Efecto farmacolégico

Moléculas aisladas

Panax ginseng™

Incrementa la secrecion de
insulina, inhibié la produccion
hepatica de glucosa.

Ginsenosido Rh2,
panaxan B y el
ginsenosido Rg1

Momordica charantia®® >
26

Suprime a la glucosa-6-
fosfato y a la fructosa-1,6-
bisfosfatasa incrementando el
contenido de glucogeno en el

higado y estimulando Ila
secrecion de insulina.
Suprime hiperglucemia
postprandial, e inhibian la

actividad de a-glucosidasa.

Glucosidos triterpeno
tipo cucurbitano.

Morus alba”" % =°

Las hojas suprimenla
hiperglucemia postprandial e

1-deoxynojirimicina

inhiben la actividad de a-
glucosidasa.

Ganoderma lucidum® Efectos inhibitorios sobre la | SKG-3
actividad de a-glucosidasa.

Trigonella foenum- | Suprimen hiperglucemia | Gll

graecum®’ postprandial e inhiben la

actividad de a-glucosidasa y
a-amilasa.

Curcuma oblonga™ *°

Inhiben la actividad de a-
amilasa, y a-glucosidasa.

Bisdemetoxicurcumina

Camellia sinensis™ *°

Inhiben la actividad de a-
glucosidasa. Se incremento la
produccion de GLUT-4 con un
extracto acuoso en
adipocitos.

EGCG y ECG

13




En México se han inventariado mas de 4 500 plantas medicinales y un
porcentaje considerable de la poblacién las ha utilizado para el alivio de sus
enfermedades. De éstas, existen al menos 383 especies de plantas utilizadas para
el tratamiento de T2DM, pero sélo una pequefa cantidad ha sido investigada para

probar su eficacia pre clinica o clinica.'?

Para el 2013 sblo 38 especies habian sido analizadas por su actividad
inhibitoria de la a-glucosidasa, aislandose nuevos inhibidores de seis de ellas, vy
de las cuales solo tres crecen en el pais. En la tabla 3 se presentan estas plantas

y los compuestos aislados de estas que presentaron inhibicion de ox-glucosidasa.12

Tabla 3. Algunos compuestos aislados de plantas endémicas de México con

accion inhibitoria de a- glucosidasa'?

Nombre cientifico Compuesto aislado
Ligusticum porteri | (Z)-3-butilideneftalido
Brickellia 6-hidroxiacetil-5-hidroxi-2,2-dimetil-2H-cromeno
cavanillesii Caleina C

Isorhamnetina

Quercetina
Hintonia latiflora 7-metoxi-5,3’,4’-trihidroxi-4-fenilcumarina

14



1.7. Schinus molle

Schinus molle, conocido en México como “pird” o “pirul” es un arbol de la
familia Anacardiaceae que es nativo en las regiones subtropicales de Sudamérica,
aunque actualmente se encuentra en otras regiones. Varias partes del Pirul han
sido utilizadas en el tratamiento de diversos malestares como amenorrea,
bronquitis, gingivitis, tuberculosis, Ulceras, uretritis, enfermedades venéreas, entre
otras. Los frutos y hojas (Figura 6) de esta planta contienen compuestos bioactivos
con propiedades farmacolégicas. Se han identificado muchos de estos
compuestos, 46 de ellos en el aceite esencial obtenido por destilacién a vapor de
su fruto que incluye:9 monoterpenos, un compuesto aromatico, un éster alifatico, 2
ésteres monoterpenos, 16 sesquiterpenos y otros 17 sesquiterpenoides. En la

Figura 7 se muestran algunos de los compuestos identificados de Schinus molle.®®

37, 38

S g e

7l :}f{\‘

AN

Figura 6. a) Ejemplar de Schinus molle, b) Racimos de frutos colgantes y hojas de

Schinus molle®®
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a-felandreno B-felandreno a-terpineol (+)-o-pineno  (-)-a-pineno
H3C; ;CH3
CHs;

B-pineno P-cimeno y-cadineno

Figura 7. Algunos compuestos identificados de Schinus molle®

La mayor parte de los estudios de la planta han sido sobre los aceites
esenciales los cuales han exhibido actividad biologica como antimicrobiana,

antioxidante, e insecticida.®® °

Algunos estudios sobre extractos obtenidos de la planta mostraron actividad
biologica; el extracto metandlico demostré actividad antioxidante y anticancer, el
etandlico actividad antidepresiva, el hexanico actividad inhibitoria de acetilcolina, y
el extracto con diclorometano accién inhibitoria de la enzima convertidora de

angiotensina (ECA).‘”’ 42,43, 44, 45

En 2007, Huerta y colaboradores estudiaron la actividad inhibitoria sobre a-
amilasa y las disacaridasas intestinales de rata (maltasa y sacarasa) de extractos

acuosos Yy sus residuos de diversas plantas, entre ellas Schinus molle; el residuo

16



digerido de esta planta mostrd un porcentaje de inhibicion de a-amilasa del 65% y
el extracto acuoso mostré un porcentaje de inhibicién de la sacarasa de un 17%.
Asi mismo en 2008, Galvez y colaboradores investigaron diversas plantas
utilizadas comunmente en la medicina tradicional como potenciales inhibidores de
enzimas relevantes en el control de hiperglucemia; el extracto acuoso de Schinus

molle mostré moderada actividad inhibitoria de a-glucosidasa.*® *’

En la revision bibliografica que se ha llevado a cabo, no se ha encontrado
ningun reporte sobre compuestos identificados de Schinus molle relacionados con
su actividad inhibitoria de a-glucosidasa in vitro; ni se han reportado estudios in

vivo de su potencial farmacol6gico en el tratamiento de la Diabetes mellitus Tipo 2.

17



1.8. Antecedentes

En el Departamento de Quimica Analitica de la Facultad de Medicina de la
U.A.N.L se demostré que las subfracciones de la particidn liquido-liquido de
acetato de etilo y butanol del extracto metandlico de las hojas de Schinus molle
mostraron muy buena actividad inhibitoria de a-glucosidasa in vitro. En una
colaboracién con el Laboratorio de Electrofisiologia y Bioevaluacion Farmacoldgica
de la Facultad de Medicina de la U.A.E.M. se realizaron estudios in vivo de las
mismas fracciones en un modelo murino normoglucémico por administracién via
intraperitoneal; la fraccion de acetato de etilo mostré6 mejor actividad de reduccion

de la glucemia, lo cual sugirié el potencial farmacolégico de este extracto. *°

18



1.9. Justificacion

La diabetes mellitus de tipo 2 es una enfermedad de alta prevalencia en México
y en el mundo, con una incidencia en aumento, y con consecuencias graves para
quien la padece. La disminucion de la glucemia postprandial ha sido un blanco
terapéutico recurrente para esta enfermedad y los farmacos utilizados, a pesar de
ser efectivos, generan una serie de efectos adversos al paciente. Debido a esto es
necesario encontrar nuevos farmacos que se utilicen sobre este blanco para el
tratamiento de la T2DM. El uso de plantas medicinales ha surgido como una
alternativa a los efectos adversos de distintos medicamentos, entre ellos los
utilizados para tratar la diabetes mellitus. A pesar de que se tienen estudios de la
actividad de Schinus molle como fuente potencial de compuestos con actividad
antidiabética, los estudios no son concluyentes y es necesario conocer el o los

compuestos responsables de la misma.
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1.10. Objetivo General

Obtener y caracterizar el o los compuestos con actividad inhibitoria de a-

glucosidasa a partir de Schinus molle.

1.11. Objetivos Especificos
1. Establecer un método para la obtencién del compuesto o mezcla de
compuestos de Schinus molle con actividad inhibitoria de a-glucosidasa.
2. Evaluar la actividad biolégica del compuesto o mezcla de compuestos
obtenidos mediante:
a. Ensayo de inhibicién de a-glucosidasa in vitro.
b. Ensayo de citotoxicidad en linea celular Vero.
c. Actividad antihiperglucemiante in vivo.
3. Caracterizar el compuesto 0 mezcla de compuestos obtenidos mediante

técnicas espectroscopicas y/o espectrométricas.
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CAPITULO 2

MATERIAL Y METODOS

2.1. Material, equipos y reactivos

2.1.1. Material

Agitadores de vidrio

Columna Hypersil GOLD

Cajas de cultivo celular

Capilares

Cartucho de SPE C18 Extra Clean High Capacity 100mg/75mL Alltech
Columna HPLC fase inversa de C18 Hypersil GOLD 15.0x4.6cm 5um Thermo
Scientific

Cromatofolios de silica gel 60F254 20x20 Merck

Embudo Hirsch Pyrex

Espatulas para polvos

Frascos de vidrio ambar de boca ancha con tapa de plastico

Gradillas

Licuadora de 10 velocidades Man

Matraces bola con boca esmerilada 24/40 de 100, 250 y 500mL Pyrex
Matraces Erlenmeyer de 250, 500 y 1000 mL Pyrex

Matraces Kitazato de 500 y 1000 mL Pyrex
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Papel filtro

Pipetas automaticas Finnpipette F2 de 2-20, 20-200, y 100-1000 uL, Thermo
Scientific

Pipetas pasteur

Placas de 96 pozos, Falcon

Placas de porcelana de 12 pozos
Probetas 10, 50, 100, 250 y 500 mL
Puntillas de 100-1000, 20-200 y 1-20
Tubos conicos de 15y 50mL Corning
Tubos de ensayo 13x100 Pyrex
Tubos claros de 1.5mL Eppendorf
Vasos de precipitado 50, 150, 250 mL

Viales de vidrio 5mL

2.1.2. Equipo

Autoclave

Balanza analitica, Modelo Pioneer, Ohaus

Baro de ultrasonido, Branson 2510

Bomba de vacio, Modelo DOA-P704-AA con presion maxima de 6psi, GAST
Campana de extraccion

Campana de flujo laminar

Cromatografo contracorriente, Dynamic Extractions

Detector Agilent Technologies 1260 infinity
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Detector: Thermo Scientific LCQ Fleet lon Trap LC/MSn

Enfriador y recirculador

Espectrémetro de RMN, modelo Avance Il HD de 400 MHz, equipado con
gradiente de campo, sonda de 5mm de deteccion directa, Bruker

Evaporador analitico Zantek, modelo Zipvap, Glas-Col

Glucometro Accu-Chek® Performa

Horno de calentamiento

HPLC Waters 600 con automuestreador Waters 717 Plus y detector de arreglo
de diodos Waters 2996

Incubadora CO, MIDI40 Thermo Scientific

Invertoscopio Southern Precision Unstrument

Lampara Ultravioleta

Lector de placas, Modelo Multiskan FC, Thermo Scientific

pH metro 60, Beckman

Placa de calentamiento y agitaciéon, Modelo Ceramag Midi, IKA

Rotavapor, modelo Unimax 1010, Heidolph

Shaker

Tiras reactivas Accu-Chek® Performa

UHPLC Dionex Ultimate 3000, Standard Systems, Thermo Scientific

Vortex VWR Scientific Products
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2.1.3. Reactivos
Acarbosa 295%, Sigma-Aldrich
Acetato de etilo ACS, Fermont
Acetona 94.874%, CTR
Acido aceético glacial ACS, Fermont
Acido férmico 88%, Fermont
Agua bidestilada, Laboratorios Monterrey, S.A. de C.V.
Agua destilada, Laboratorios Monterrey, S.A. de C.V.
Albumina Sérica Bovina, Fraccion V, 96-99%, Sigma-Aldrich
Bromuro de tiazol azul tetrazolium MTT,97.5%, Sigma-Aldrich
Carbonato de sodio 299%, Sigma-Aldrich
Dimetil sulféxido
Etanol ACS, CTR
Fosfato dibasico de potasio 99%, Sigma-Aldrich
Fosfato monobasico de potasio. 99.2% Fisher Scientific
Hexano ACS, CTR
LiChroprep RP-18 (40-63 um)
Medio Dubelcco’s Modified Eagle Medium DMEM Advanced
Metanol (HPLC)
Metanol ACS, Fermont
Metanol-d4 100%
Nitrogeno gas de alta pureza grado 5.0, Praxair

p-Nitrofenil-a-D-glucopiranosido, Sigma-Aldrich
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- Sephadex LH-20, Sigma-Aldrich
- Silica gel

- a-glucosidasa, 12.4 U/mg. Sigma-Aldrich

2.1.4. Material bioldgico
- Linea celular Vero (de células epiteliales de rindn de mono verde africano)

- Ratas Wistar macho normoglucémicas

2.2. Colecta de material herbal

La colectade Schinus molle se llevé a cabo el mes de julio de 2016 en el municipio
de Arteaga, del estado de Coahuila de Zaragoza. Se obtuvo Unicamente la parte aérea

de la planta.

El material colectado se puso a secara temperatura ambiente hasta que su peso fue
constante, posteriormente se envié un espécimen al Herbario Institucional de la
Facultad de Ciencias Biol6gicas de la U.A.N.L. para su autentificacion, quedando
registrado con el nimero 024166; se molieron, pesaron y almacenaron sélo las hojas

del espécimen autentificado.

2.3. Obtencion de extractos primarios

Se obtuvieron extractos metandlicos de las hojas molidas de Schinus molle. Para ello
se pesaron 100g de material y se extrajo con 500 mL de MeOH, agitando durante 3
horas, se dejé reposando por 15 minutos y se filtr6. Este proceso se realizé por
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triplicado. El liquido filtrado fue sometido a destilacion a presion reducida a una
temperatura controlada de 37°C hasta obtener un extracto seco, el cual fue almacenado

a 4°C.

2.4. Ensayo de inhibicion de a-glucosidasa

Se realiz6 el métodoespectrofotométrico a microescaladescrito por Granados-

Guzman en su tesis de doctorado de 2017descrito a continuacion:

Se pesdé 1 mg de la muestra y se disolvié en 500 uL de amortiguador de fosfatos
(100 mM, pH 6.8). Se mezclaron 33 pL de la solucién anterior (20.6 a 660 ug/mL) y 17
uL de p-NPG (83.6 pg/mL) y se incub6 por 5 min a 37°C. Posteriormente se agregaron
17 pL de enzima a-glucosidasa 0.55 U/mL y se incub6 por 17.5 minutos a 37°C.
Finalmente se agregaron 133 pL de Carbonato de Sodio 100 mM. Se midi6 la
absorbancia en un lector de placas a 405 nm. En cada experimento se incluyé un
control del 100% de actividad enzimatica, en el que se colocaron 33 ul de amortiguador
de fosfatos 100 mM pH 6.8, en lugar de muestra o estandar. Asi mismo se incluy6 un
blanco de muestra o estandar, que no contenia enzima, si no 17 uL de amortiguador. El
valor de absorbancia del blanco de muestra o estdndar se rest6 a los valores de
absorbancia de su muestra o estandar. El porcentaje de inhibicibn enzimatica se

calculécon base a la siguiente férmula:

Abs muestra — Abs blanco
Abs control del 100%

% de inhibicidn enzimatica=100- [( ) x100]
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Mediante este método se mide la capacidad de la enzima a-glucosidasa para
hidrolizar enlaces a(1—4) glucosidicos, en este caso del sustrato p-Nitrofenil-a-D-

glucopiranosido, y cuya reaccién enzimatica se presenta a continuacién (Figura 8):

HO
OH

0, a-glucosidasa 5 OH
OH Ho /@,
7 HO
HO O@NOQ % OuN

OH OH

Figura 8. Reaccion de hidrdlisis de p-NPG

El p-nitrofenol es el compuesto cuya absorbancia es medida a 405nm. Una menor
absorbancia significa un menor porcentaje de la actividad enzimatica, y por tanto, una

inhibicion de la actividad.

2.5. Determinacion de citotoxicidad in vitro

La evaluacion de la citotoxicidad se determind por el método de reduccion de
método MTT en la linea celular Vero. Para el ensayo se adicionaron en placas de 96
pozos, 5000 células/pozo. Transcurridas 24 h se agregaron 100 mL del compuesto a
probar disuelto en medio de cultivo a concentraciones de 500, 125, 62.5, 31.25y 15.62
pug/ml. Se incubaron las células por 48 h y posteriormente se realizaron dos lavados con
PBS. Seguido de los lavados se agregaron200 pL de MTT 0.5 mg/mL disuelto en medio

de cultivo y se incubaron durante 3 hrs a 37°C y 5% de CO.,. Una vez transcurrido el
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tiempo, se decantd el sobrenadante y se afiadieron 200 yL de DMSO, se agité y se
midi6 la absorbanciaespectrofotométricamente a 540 nm en un lector de placas. Como
control positivo se empled doxorrubicina a 5, 0.5 0.05 y 0.005 ug/mL y como control

negativo medio de cultivo.

Este método se basa en la reducciéon de MTT a cristales de formazéan por las
deshidrogenasas y agentes reductores presentes en células metabdlicamente activas

por la reaccion presentada en la Figura 9.

Reductasa «%N
/ N
ﬂ mitocondrial o
T A\ ++ NADH \>@ + NAD

Formazan

Figura 9. Reaccioén de reduccién de MTT a formazan

Los cristales se acumulan en las células y luego de ser solubilizados, se miden
espectrofotométricamente. La “cantidad” de cristales de formazan formados, o un

aumento en la absorbancia es proporcional al nimero de células vivas.
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2.6. Modelo in vivo de actividad antihiperglucemiante

Se realizaron estudios in vivocon ratas Wistar macho normoglucémicas por

administracién via oral.

A un grupo de ratas sanas (n= 5) en ayuno de 12 horas, se les midi6 la glucemia
basal por el método de glucosa-oxidasa utilizando un glucémetro Accu-Chek®
Performa, extrayendo sangre de la punta de la cola. Posteriormente se les administré

via oral las sustancias de acuerdo a la tabla 4:

Tabla 4. Administracion de sustancias por grupo de ratones.

Control de vehiculo o blanco Agua
Control de hiperglucemia Almidon de maiz en agua
Control positivo Almidén de maiz en agua, e inhibidor

(Acarbosa) (Dosis de 0.5 mg/kg)

Muestra Almidén de maiz en agua, e inhibidor

(extracto) (Dosis de 0.5 y 5.0 mg/kg)

Luego de la administracién de las sustancias antes mencionadas, se les midi6 la
glucemia en los minutos 15, 30, 45, 60 y 120; con los datos obtenidos se graficaron los

niveles de glucemia (normalizada) en funcion del tiempo.
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2.7. Obtencion del compuesto o mezcla de compuestos de manera biodirigida

2.7.1. Eliminacién de clorofilas

Se eliminaron las clorofilas mediante la técnica de extraccidén en fase sélida a vacio,
a temperatura ambiente, con un cartucho de octadecilsilano (C18).Para ello se pasaron
por el cartucho 10mL del extracto primario y se realizé la elucion con 80 mL de mezclas
de metanol-agua en tres concentraciones: 50, 70, y 100% v/v. Cada una de las tres
fracciones se sometié a destilacion a presion reducida y se almacené el extracto seco

de cada una a 4°C.

A las tres fracciones obtenidas se les determind la actividad inhibitoria de a-

glucosidasa in vitro (segun lo descrito en la seccion 2.4).

2.7.2. Fraccionamiento para la obtencion de los compuestos activos

2.7.2.1. Cromatografia por permeacion en gel

El fraccionamiento se llevd a cabo mediante cromatografia por permeaciéon en gel,
utilizando gel dextrano de la marca Sephadex® LH-20de Sigma-Aldrich (limite de
exclusion de 4 000 - 5 000) en metanol alcanzando un volumen medio aproximado de
3.9-4.1 mL/g de polvo seco, segun las especificaciones del fabricante. Las condiciones

de la técnica se muestran en la tabla 5.
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Tabla 5. Condiciones de cromatografia por permeacion en gel para el fraccionamiento

de Schinus molle.

Fase estacionaria Gel dextrano

Fase movil Metanol

Dimensiones de columna (Largo x Ancho) | 28x1.2 cm

Concentracion de muestra (mg/mL) 714

Volumen de muestra (mL) 0.28

A cada una de las fracciones obtenidas se le evaludé su actividad inhibitoria de a-

glucosidasa in vitro.

2.7.2.2. Cromatografia de fase inversa

Se realizd un fraccionamiento de FS4 en las condiciones presentadas en la tabla 6 y

el sistema de elucion indicado en la tabla 7.

31



Tabla 6. Condiciones de cromatografia de fase inversa para el fraccionamiento de

Schinus molle.

Fase estacionaria Octadecilsilano

Fase movil Metanol:Agua

Dimensiones de columna (Largo x Ancho) | 24x1.0 cm

Concentracion de muestra (mg/mL) 40
Volumen de muestra (mL) 0.5
Flujo (mL/min) 1.0

Tabla 7. Sistema de elucién de la cromatografia de fase inversa.

Tiempo (min) % A %B
Agua MeOH

0 70 30

45 60 40

90 50 50

135 0 100
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2.8. Cromatografia en capa fina (CCF)

Se utilizaron cromatofolios base aluminio de silica gel 60F 24 los que se cortaron del
ancho necesario por 10 cm de altura. Las placas se observaron bajo luz ultravioleta a

254 nm.
2.8.1. Sistema de elucién

El sistema de elucion estaba formado por una mezcla de acetato de etilo (AcoEt):

Acido Férmico: Acido acético: Agua en una proporcién de 25:1:1:2.

2.9. Analisis por HPLC-DAD

Como segunda técnica de seguimiento del proceso de purificacion se utilizé la
técnica de cromatografia de liquidos de alta resolucién con detector de arreglo de
diodos (HPLC-DAD), una columna Hypersil Gold 150x4.6 mm de fase inversa
octadecilsilano (C18), con un tamafio de particula de 5 ym de la marca Thermo
Scientific. Se inyectaron10 pL de muestra disuelta en MeOH. El sistema de elucion se
muestra en la tabla 6. La fase mévil se formé por mezcla de acido férmico al 0.1% en
agua, y MeOH; se desgasificd y filtrdé con una membrana de tamafno de poro de 0.45
um, el caudal de la fase fue de 0.4 mL/min. Antes de la primera inyeccion la columna se
acondicion6 por una hora con la fase mévil en las condiciones iniciales, los ultimos diez
minutos del sistema de elucion fueron para volver a equilibrar la columna antes de la

siguiente inyeccion.
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Tabla 8. Sistema de elucién del HPLC-DAD.

Tiempo (min) %A %B
0.1% Acido Férmico MeOH
0 70 30
20 40 60
25 30 70
30 30 70
40 70 30
45 70 30

34




2.10. Caracterizacion por UHPLC-MS
2.10.1. Andlisis por infusion directa en ESI-MS
Se realizé el andlisis por infusién directa en el detector LCQ Fleet lon Trap LC/MS"

de la marca ThermoSientific, en las condiciones presentadas en la Tabla 7.

Tabla 9. Condiciones de andlisis por infusién directa en ESI-MS.

Modo Negativo
Velocidad de flujo (uL/min) 10
T° de capilar (°C) 280
Concentracion de muestra (mg/mL) 5

Se identificaron los iones moleculares obtenidos con base a su patrén de
fragmentacion, y a una busqueda exhaustiva con ayuda de la base de datos
“‘KNApSAcK” del Instituto de Ciencia y Tecnologia de Nara (NAIST por sus siglas en

inglés), y posteriormente con otras diversas bases de datos.

2.10.2. Andlisis por UHPLC-MS

Se realizd el analisis en un UHPLC modelo Dionex Ultimate 3000 (Standard
Systems) de la marca ThermoScientific, con columna Hypersil GOLD 50 x 2.1 mm 1.9
um de octadecilsilano (C18) y un detector LCQ Fleet lon Trap LC/MS" de la marca

ThermoScientific, y con el sistema de elucibn mencionado en la Tabla 6 y las
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condiciones presentadas en la tabla 8. Los espectros de masas se adquirieron en modo

negativo.

Tabla 10. Condiciones de analisis en UHPLC-MS.

Condiciones cromatograficas Volumen de inyeccion 1.0 L
Temperatura de la columna (°C) 30
Concentracion de muestra (mg/mL) 1
Condiciones de espectrometria de Fuente ESE
masas
T° de capilar (°C) 275
Energia de colisién (V) 35
Voltaje del capilar (V) 49
Modo de escaneo ITMS - C
ESIZ ms
[50.00-
2000.00]
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CAPITULO 3

RESULTADOS

3.1. Colecta de material herbal

La planta colectada fue procesada como se indicd en la seccion 2.2, obteniéndose

1300 g de hoja seca molida.

3.2. Obtencidn de extracto primario

Por medio del procedimiento descrito en la seccién 2.3, se obtuvieron 217.7 g de

extracto crudo, calculandose un porcentaje de recuperacion de 16.8%.

3.3. Ensayo de inhibicién de a-glucosidasa

Se determiné la actividad inhibitoria de la enzima a-glucosidasa del extracto crudo.
Como control positivo se utilizdé acarbosa, y el ensayo se realiz6 como se detalla en la

seccion 2.4. Los resultados del ensayo se muestran en la tabla 8.
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Tabla 11. Ensayo de inhibicion de a-glucosidasa sobre el extracto crudo de S. molle.

Muestra Clso (pg/mL)

Extracto crudo de Schinus molle 171 £5.70

Acarbosa 189 + 4.06

3.4. Obtencion del compuesto o mezcla de compuestos de manera biodirigida

3.4.1. Eliminacién de clorofilas

Luego de determinar la actividad inhibitoria de a-glucosidasa, el extracto crudo fue
sometido a eliminacién de clorofilas. Se obtuvieron las fracciones 50% MeOH, 70%
MeOH y MeOH. Los porcentajes de recuperacion fueron de 34.1%, 16.0% y 49.9%
respectivamente. En las figuras 10, 11 y 12 se presentan los cromatogramas de las

fracciones obtenidos bajo las condiciones presentadas en la seccion 2.9.
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Figura 11. Cromatograma de la Fraccion 70% MeOH
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Figura 12. Cromatograma de la Fraccion MeOH

Se evalud su actividad inhibitoria de a-glucosidasa a cada una de las fracciones

obtenidas. Los resultados se muestran en la tabla 9.

Tabla 12. Ensayo de inhibicion de a-glucosidasa de las fracciones obtenidas de la

eliminacion de clorofilas.

Fraccion Clso (ug/mL)
Fraccion 50% MeOH 183 +4.14
Fraccion 70% MeOH > 260

Fraccion MeOH > 260

Acarbosa 189 + 4.06
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3.4.2. Cromatografia por permeacion en gel

La fraccion seleccionada, 50% MeOH, se sometié a un subfraccionamiento por
cromatografia por permeacion en gel como se describe en la secciébn 2.7.2. Se
obtuvieron cuatro subfracciones llamadas FS1, FS2, FS3 y FS4 de acuerdo al orden en
que fueron eluidas de la columna. Los porcentajes de recuperacion fueron 40.5%,
34.1%, 22.2% y 2.37% respectivamente. El cromatograma obtenido por cromatografia
en capa fina en las condiciones indicadas en la seccidén 2.8 se muestra en la figura 13.
En las figuras 14, 15 y 16 se muestran los cromatogramas obtenidos por HPLC-DAD

bajo las condiciones presentadas en la seccién 2.9.

Figura 13. Cromatograma por CCF de las subfracciones obtenidas por cromatografia

por permeacion en gel de la fraccién 50% MeOH.
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A las cuatro subfracciones se les determiné su actividad inhibitoria de a-glucosidasa.

Los resultados se muestran en la tabla 10.

Tabla 13. Ensayo de inhibicién de las subfracciones obtenidas por cromatografia por

permeacion en gel.

Fraccion ICsp (Mg/mL)
FS1 > 260
FS2 > 260
FS3 164 £2.13
FS4 42.2 +5.18

Acarbosa 189 + 4.06

Se calculd un porcentaje de recuperacion total de FS4 del 0.11%;es decir, por cada

gramo de hoja seca molida, se obtienen 0.11 g de FS4.
3.4.3. Cromatografia de fase inversa

Debido a la actividad inhibitoria de a-glucosidasa que presenté FS4, se someti6 a un
subfraccionamiento por cromatografia de fase inversa como se indica en la seccion
2.7.2.2. Se logré aislar un compuesto, con un porcentaje de recuperacion de 18.75%. El
cromatograma obtenido por cromatografia en capa fina en las condiciones indicadas en
la seccion 2.8 se muestra en la figura 13. En la figura 19 se muestra el cromatograma

obtenido por HPLC-DAD bajo las condiciones presentadas en la seccion 2.9.
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Figura 18. Cromatograma por CCF de las subfracciones obtenidas por cromatografia de

fase inversa de FS4.
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Figura 19. Cromatograma de compuesto aislado de FS4.
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A este compuesto aislado se le determiné la actividad inhibitoria de a-glucosidasa.

Los resultados se muestran en la tabla 14.

Tabla 14. Ensayo de inhibicién de las subfracciones obtenidas por cromatografia por

permeacion en gel.

Fraccién Clso (ug/mL)

Compuesto aislado | <20.0

Acarbosa 189 + 4.06

3.5. Evaluacion de Citotoxicidad

Ya que la FS4 fue la fraccién con mayor actividad inhibitoria de a-glucosidasa con un
mejor porcentaje de recuperacion, se le evalué su citotoxicidad de acuerdo al método

presentado en la seccion 2.5. Los resultados se muestran en la tabla 11.

Tabla 15. Ensayo citotoxicidad de FS4.

Fraccién Clso (pg/mL)

FS4 > 500

Doxorrubicina 3.56% 0.40
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3.6. Evaluacion de la actividad antihiperglucemiante in vivo

Luego de evaluar su citotoxicidad, se probé la actividad antihiperglucemiantede FS4
en un modelo murino del modo que se describe en la seccion 2.6. Se probaron dosis de
0.5y 5.0 mg de FS4 por kilogramo de rata. Los resultados se muestran en la Figura 18.

En la Figura 19 se representan los datos del minuto 15.
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Figura 20. Evaluacion de la actividad antihiperglucemiante in vivo de FS4. Cinética

completa.
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Figura 21. Evaluacion de la actividad antihiperglucemiante in vivo de FS4. Minuto 15.

*p>0.05 Respecto a Control Negativo (T de Student).

3.7. Caracterizacion por UHPLC-MS

3.7.1. Andlisis por infusién directa en ESI-MS

Se realizé una identificacién de los iones moleculares mas importantes con base a
su abundancia relativa obtenidos de la manera descrita en la seccion 2.10.1 para la
FS4. En la Figura 20 se presenta el espectro de masas obtenido. En la tabla 11 se
presenta la identificacién de tres de los iones con mayor abundancia relativa en el

escaneo completo de FS4.
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Figura 22. Espectro de masas de FS4.
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Tabla 16. Identificacién de compuestos de FS4 por ESI-MS.

T
900 1 000

[M-H]

M2

M3

Compuesto

Fuente

Antecedente

477

301

179; 151, 257;
193; 121

Miquelianina (Quercetin 3-
O-beta-D-glucuronido)

Marzouk, M. (2006)*

Schinus molle

493

317

179;151;192;
107; 255

Myricetin 3-O-glucuronido

Abu-Reidah, I.
(2014)>°

Rhus coriaria L.

447

301

179; 151; 283;
257;273; 193

Quercitrina (Quercetin 3-O-
L-ramnosido)

Gehrke, |, (2013) *'

Schinus lentiscifolius
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La sefal de m/z de 447 fue identificada como Quercitrina, por lo que se analizd un
estandar de este compuesto por HPLC-DAD bajo las condiciones presentadas en la
seccién 2.9.Se compararon los tiempos de retencién de las sefiales mas intensas en el
cromatograma de FS4 (Figura 17). En la Figura 21 se presenta el cromatograma del

estandar de quercitrina.

Auto-Scaled Chromatogram
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Figura 23. Cromatograma de estandar de quercitrina.

3.7.2. Analisis por UHPLC-MS
Se establecio la correlacidn entre las sefales identificadas en el andlisis por infusion
directa en ESI-MS, y las observadas en el cromatograma de acuerdo a lo descrito en la
seccion 2.9.2. En la figura 24 se presenta el cromatograma obtenido. En las figuras 25,

26 y 27 se presentan los espectros de masas obtenidos en el modo negativo de los
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minutos 2.91, 4.70 y 7.16. En la tabla 16 se presenta la correlacion entre los tiempos de
retencién y los iones identificados en los espectros de masas de cada tiempo, asi como

la identificacion de ellos de acuerdo a lo presentado en la tabla 15.

RT: 0.00 - 12.00 SM: 9G

140000 NL:
E 1.40E5
130000 UV_VIS 3
120000 uv3
E V1FS4nega
1100004 tivo_17062
90000
80000
b) =
¢ 70000
60000
50000
40000
30000 \
20000
10000 s ‘ ( .
L e L e e e e e e e e e B |
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Time (min)

Figura 24. Cromatograma de FS4 obtenido por UHPLC.
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Figura 25. Espectro de masas correspondiente al tr de 2.91 minutos del cromatograma

de FS4.
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Figura 26. Espectro de masas correspondiente al tg de 4.70 minutos del cromatograma

de FS4.
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V1FS4negativo_170627190034 #79 RT:7.16 AV:1 SB:2 11.86,11.86 NL: 6.05E3
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Figura 27. Espectro de masas correspondiente al tr de 7.16 minutos del cromatograma

de FS4.
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Tabla 17. Identificacién de compuestos de FS4 por UHPLC-MS.

tr [M-H] | Compuesto identificado

2.91 493 Miricetin-3-O-glucuronido

4.70 477 Miquelianina (Quercetin 3-
O-beta-D-glucuronido)

7.16 447 Quercitrina (Quercetin 3-O-
L-ramnosido)

En las figuras 28, 29 y 30 se presentan las estructuras de los compuestos

identificados por UHPLC-MS, de acuerdo a las tablas 15y 16.
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Figura 28. Estructura de Miricetin-3-O-glucuronido.
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Figura 29. Estructura de Miquelianina.
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Figura 30. Estructura de Quercitrina.

Se realiz6 también el analisis del compuesto aislado de FS4 mencionado en la
seccion 3.4.3 por UHPLC-MS de la manera mostrada en la seccion 2.9.2. En la figura
31 se presenta el cromatograma obtenido, y en la figura 32 el espectro de masas

correspondiente al tgr de 4.88 minutos.
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Figura 31. Cromatograma de compuesto aislado de FS4 obtenido por UHPLC.

V3Comp-aislado-negativo #52 RT: 4.88 AV: 1 SB:2 11.87,11.87 NL: 1.28E4
F: ITMS - ¢ ESI Z ms [50.00-2000.00]
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Figura 32. Espectro de masas correspondiente al tg de 4.88 minutos del cromatograma

del compuesto aislado de FS4.
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De acuerdo a los datos presentados se identificé al compuesto aislado como
miquelianina, cuya estructura es mostrada en la figura 29.
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CAPITULO 4

DISCUSION

La diabetes mellitus de tipo 2 es un problema de salud publica importante en México
y en el mundo. Los inhibidores de a-glucosidasa han demostrado ser efectivos en el
tratamiento de la T2DM y de condiciones prediabéticas con efectos adversos menos
severos en comparacidén a los otros farmacos antidiabéticos, sin embargo el uso de
farmacos en este blanco esta limitado a acarbosa, voglibosa y miglitol, por lo que es
importante la busqueda y desarrollo de nuevos farmacos que actien sobre este blanco

con la menor incidencia de efectos adversos posible.

Los productos naturales y sus derivados obtenidos de plantas representan un
porcentaje considerable de los farmacos aprobados como nuevas entidades
moleculares por la FDA. En México existe una gran variedad de plantas medicinales, y
a una gran parte de ellas se les atribuyen propiedades antidiabéticas, por lo que la
busqueda de nuevas moléculas que inhiban a la enzima a-glucosidasa a partir de

dichas plantas resulta importante.

Se selecciono trabajar con Schinus molle debido a que crece abundantemente en el
noreste de México, y a que existen reportes de la actividad inhibitoria de a-glucosidasa
de extractos obtenidos de esta planta. Asi mismo en un estudio previo realizado en el

Departamento de Quimica Analitica de la Facultad de Medicina de la U.AN.L. se
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demostrd la actividad de dos extractos obtenidos de la hoja, de un espécimen colectado
en diciembre de 2013 en el municipio de Arteaga, Coahuila por lo que resulté de suma

importancia caracterizar a el o los compuestos responsables de dicha actividad.

La colecta fue realizada en julio de 2016. Para verificar que efectivamente el extracto
obtenido de la colecta de esa temporada era activo, se realizé el ensayo de inhibicién
de a-glucosidasa. Luego de comprobar que el extracto metandlico crudo obtenido de la
hoja seca presentaba actividad como se puede observar en la Tabla 11, se procesé
toda la hoja seca y molida, y se prosiguio a la eliminacion de clorofilas. Se obtuvieron
tres fracciones, de las cuales la obtenida con MeOH al 50% fue la que mostr6 mejor

actividad inhibitoria de a-glucosidasa mostro.

Se consideraron distintas técnicas de separacidn cromatografica para el
subfraccionamiento de la Fr. 50% MeOH, muchas de las cuales utilizaban silica gel
como fase estacionaria. Debido a que se sospechaba que los metabolitos activos eran
de naturaleza polar se descarté el uso de silica gel para evitar pérdidas mayores, y por
protocolos internos del laboratorio, el uso de una fase estacionaria de octadecilsilano
fue descartado hasta una etapa posterior de limpieza de la muestra. Se optd entonces
por utilizar una fase estacionaria inerte, el gel dextrano Sephadex LH-20 en MeOH. Se
obtuvieron cuatro subfracciones, dos de las cuales mostraron actividad inhibitoria de a-
glucosidasa mejor que la de acarbosa, siendo la denominada FS4 la mejor de las dos.
En un fraccionamiento de flavonolglicésidos a partir de Schinus molle realizado por
Marzouk y colaboradores en 2006, se utilizé6 Sephadex LH-20 como fase estacionaria,

pero utilizando una variedad mayor de solventes como fases méviles como n-butanol,
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isopropanol, etanol y hexano en distintas proporciones, se logré obtener al menos ocho

compuestos puros.

En el analisis por HPLC-DAD de las fracciones activas, FS3 y FS4, se pudo observar
que habia dos sefiales de tiempos de retencion similares en ambos cromatogramas. En
el cromatograma de FS3 la senal de tg de 19.067 min se presentaba en menor
proporcién con respecto a la sefal del tg de 22.29 min; en el cromatograma de FS4
sucedia lo contrario, la sefal de tg de 18.927 min se presentaba en mayor proporcidén
respecto a la de tg de 22.317 min. Esto puede significar que el compuesto presente de
la sefal del minuto 18.927 fuese el responsable de la actividad inhibitoria de a-

glucosidasa de FS4. Incluso de la que se llegd a presentar en FS3.

Ya que FS4 presentd una actividad casi 4 veces mejor que acarbosa, se considerd
probar su actividad antihiperglucemiante en el modelo in vivo propuesto. Para justificar
Su uso en animales se realiz6 el ensayo de citotoxicidad sobre células Verobasados en
lo propuesto por Mossman. El ensayo de citotoxicidad mostré que la fraccién FS4no es

citotéxica (CCs0>500 pg/mL) justificandose asi su uso en el modelo animal.

Para el modelo animal se propusieron dos dosis, una igual a la del control positivo
(acarbosa a 0.5 mg/kg) y una mayor (5 mg/kg) ya que al tratarse deun compuesto puro,
se debia ampliar la ventana para comprobar que existiera actividad
antihiperglucemiante de FS4. En la curva glucemia versus tiempo (Figura 20) se pudo
observar que FS4 a una dosis de 0.5 mg/kg reducia la hiperglucemia en el minuto 15.
Esto se puede ver con mayor claridad calculando el porcentaje de aumento de glucemia

al minuto 15, por comparacion de los resultados obtenidos entre el control negativo y
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FS4 a 0.5 mg/kg de acuerdo a la prueba T de Student se pudo comprobar que hay
diferencia significativa entre ellos. Sin embargo, no se pudo observar una reduccién de
glucemia por medio de FS4 a dosis de 5.0 mg/kg; de acuerdo a la bibliografia® cuando
un farmaco no es administrado de manera aislada, se pueden presentar fenémenos de
inhibicién o induccion enzimatica; este ultimo se refiere al aumento del metabolismo de
un farmaco gracias a la induccion de un segundo componente en la formulacién lo que
lleva a una reduccion de la actividad farmacolégica en ciertos casos. Esto podria
explicar la disminucién de la actividad a una dosis mayor de FS4, pero debido a que no
se conoce con exactitud la composicidén de esta fraccidon, los mecanismos que pudiesen

estar involucrados en la disminucién de su actividad no son claros.

Respecto de la composicion quimica de esta fraccion, primero se hizo un analisis por
espectrometria de masas con infusidbn directa, se identificaron tres moléculas
principales: miquelianina, quercitrina y miricetin-3-O-glucuronido. Estas moléculas
fueron reportadas en plantas con relaciéon filogenética con Schinus molle, ya sea en
familia, género o especie. La Unica reportada en Schinus molle es miquelianina en 2006
por Marzouk y colaboradores. Ademas, el tg de un estdndar de quercitrina fue de

22.763 min coincidente con el pico de tg 22.317 min en el cromatograma de FS4.

Para asegurar la identificacion realizada en la infusidn directa en MS, posteriormente
se realizé el analisis utilizando UHPLC-MS. En el minuto 2.17 se ubicaron al menos 2
iones moleculares, uno correspondia a miricetin-3-O-glucuronido, a4.70 min se observd
solo una senal que se atribuyé a miquelianina, y en 7.16 min aparecian también dos

sefales, una de las cuales correspondia a quercitrina.
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La obtencion de FS4 significo una limpieza de la muestra por lo que se procedi6 a
realizar una separacion cromatografica utilizando octadecilsilano como fase
estacionaria. Con esta técnica se logré aislar un componente que aparecia puro tanto
en CCF como en HPLC, donde se observaba una senal en un tg de 21.538 min. El
compuesto aislado de FS4 presenté una Clsp<20 ug/mL sobre a-glucosidasa, dado que
la curva usada no cubria rangos menores de concentracién no se pudo establecer con

exactitud la Clso.

De acuerdo al andlisis realizado por UHPLC-MS, este compuesto fue identificado

como miquelianina.

En un estudio realizado en 2017 por Kashchenko® y colaboradores, se probé la
actividad inhibitoria de a-glucosidasa de un extracto etandlico de Comarum palustre.
Este extracto contenia como uno de los compuestos mayoritarios a la miquelianina. Con
los resultados obtenidos en este trabajo podemos pensar que es ese compuesto el que

da la mayor actividad inhibitoria de a-glucosidasa aFS4.

Es importante mencionar que la identificacion del compuesto aislado por UHPLC-MS
como miquelianina no es definitiva. Con esta técnica se pudo determinar que el
compuesto tenia base de quercetina, y que probablemente estaba unido a un acido
urénico (glucurénico o galacturdnico), pero la posicidn de quercitina a la que estaba
unido no se podria determinar por espectrometria de masas; para esto es necesario
realizar un andlisis por Resonancia Magnética Nuclear tanto de 'H y "*C en una y dos

dimensiones. También es necesario determinar si el acido urdénico unido es acido
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glucurénico, o acido galacturénico, que difieren sélo en la orientacién del C-4, por

ejemplo con Cristalografia de Rayos X.

Debido a los bajos porcentajes de recuperacién del compuesto aislado identificado
como miquelianina, no se prob6é su citotoxicidad in vitro ni su actividad

antihiperglucemiante en el modelo in vivo.
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CAPITULO 5

CONCLUSIONES

Se obtuvo una fraccion del extracto metandlico de hoja de Schinus molle con

actividad inhibitoria de a-glucosidasa in vitro mejor que la del control positivo.

De esta fraccion se aisl6 e identificd el componente mayoritario como miquelianina

que resulté con una elevada actividad inhibitoria de a-glucosidasa in vitro.

La FS4 present6 actividad en un modelo in vivo de reduccidén de la hiperglucemia

postprandial en ratas macho normoglucémicas.
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CAPITULO 6

PERSPECTIVAS

Aislar los otros compuestos presentes en mayor proporciéon en FS4 y evaluarlos por

su actividad inhibitoria de a-glucosidasa.

Asegurar la identidad de los compuestos presentes en mayor proporcién en FS4 por

medio de '"H-RMN y "*C-RMN.

Evaluar a FS4 en el modelo in vivo a dosis mas bajas que 0.5 mg/kg, asi como en el
rango 0.5-5 mg/kg, para determinar la dosis de mayor efectividad en la reduccion de la

hiperglucemia postprandial.

Evaluar el compuesto aislado en el modelo in vivo de reduccion de hiperglucemia

postprandial.
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