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El trabajo experimental desarrollado en el presente estudio fue realizado en los siguientes

laboratorios.
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asesoria de la Dra. A. Berenice Aguilar Guadarrama.

Evaluacion de la actividad citotdxica in vitro de los extractos y metabolitos de Coreopsis

mutica.

Laboratorio 7 de Diagnostico Molecular de la Facultad de Farmacia de la UAEM, bajo la

asesoria de la Dra. Leticia Gonzalez Maya.
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“Don’t try to fix whatever comes in your life. Fix yourself in such a
way that whatever comes, you will be fine”

Sadhguru.

“No intentes arreglar lo que llega a tu vida. Arréglate a ti mismo de
tal manera, que lo que llegue, estara bien”

Sadhguru
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1 ABSTRACT
Type 2 is the most common diabetes in the population. In this type of diabetes, the inhibition

of a-glucosidases is a useful treatment to delay the absorption of glucose after meals. The
aim of this research was to analyze on in vitro assays the anti-diabetic effects and cytotoxicity
from extracts and isolated metabolites obtained from the aerial parts of Coreopsis mutica.
The aerial parts were extracted with n-hexane, acetone, methanol and hydroalcoholic mixture
(85:15). In the hydroalcoholic extract luteolin-7-O-f-glucopyranoside and caffeic acid, were
identified as major compounds; while bornyl coumarate and B-sitosterol glucoside were
isolated in the methanol extract; to other side bornyl caffeate and bornyl coumarate were
obtained in the acetone extract; and finally bornyl ferulate was identified in hexane extract.
The extracts had a significant effect on the inhibition of a-glucosidases greater than 60%,
while from the compounds just luteolin-7-O-4-glucopyranoside and bornyl caffeate shows
the highest inhibition percent in this assay. On the other hand, the cytotoxicity in three non-
cancer cell lines, HEK293, IHH and HDF was determined using the MTT assay where polar
extracts (hydroalcoholic and methanolic) and their metabolites exhibited the least toxic
effects; Nevertheless; extracts of lower polarity (acetone and hexane) and their metabolites
shown to have a significant cytotoxic effect against all cell lines tested in this research. The
ICso from luteolin-7-O-g-glucopyranoside and the bornyl caffeate was determined and

compared with the CCso.

From data obtained in this research we conclude that Coreopsis mutica has an important anti-
hyperglycemic effect. However, additional studies with different models are suggested to

confirm the toxicity.
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2. RESUMEN

La diabetes tipo 2 es la mas comdn en poblaciones que padecen esta enfermedad. En este
tipo de diabetes, la inhibicion de a-glucosidasas es un tratamiento Util para retrasar la
absorcién de glucosa después de la ingesta de alimentos. El objetivo de este trabajo fue
analizar los efectos antidiabéticos y la citotoxicidad de los extractos y metabolitos
identificados en las partes aéreas de Coreopsis mutica en modelos in vitro. Para ello sus
partes aéreas se extrajeron con n-hexano, acetona, metanol y finalmente con una mezcla
hidroalcohdlica al 85%. En el extracto hidroalcoholico se identifico 7-O-f-glucopiranosido
de luteolina y acido cafeico, mientras que en el extracto metanolico fueron obtenidos
cumarato de bornilo y glucosido de g-sitosterol; en el extracto acetdnico cafeato de bornilo
y cumarato de bornilo y finalmente en el extracto hexanico ferulato de bornilo. Los extractos
evaluados a una concentracion de 1000 pg/mL tuvieron un efecto significativo sobre la
inhibicion de a-glucosidasas (mayor de 60%), mientras que los compuestos evaluados a 1000
uM, 7-O-f-glucopirandsido de luteolina y el cafeato de bornilo fueron los que presentaron
mayor porcentaje de inhibicidn. Por otro lado, se determind la citotoxicidad en tres lineas
celulares no cancerigenas; HEK293, IHH y HDF utilizando la técnica de MTT, en donde los
extractos y metabolitos fueron evaluados a diferentes concentraciones, siendo los extractos
de mayor polaridad (hidroalcohdlico y metandlico) y sus metabolitos los que exhibieron
menores efectos toxicos; sin embargo; los extractos de menor polaridad (acetonico y
hexanico) y sus metabolitos mostraron tener un efecto citotoxico significativo frente a todas
las lineas celulares. Se determino la ICso de 7-O-f-glucopirandsido de luteolina y del cafeato

de bornilo y se compar6 con la CCsyo.
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De los datos obtenidos en el presente trabajo de investigacion concluimos que C. mutica tiene
un efecto anti-hiperglucemiante importante. Sin embargo; se sugieren estudios adicionales
para confirmar la toxicidad.

3. INTRODUCCION

La diabetes es una enfermedad de alta incidencia que afecta a la poblacion de México v el
mundo. Investigaciones etnobotanicas realizadas en México, reportan que la poblacion
utiliza de manera empirica entre 150 y 269 especies de plantas para el control de la diabetes
mellitus (Alarcén et al., 1993). De estas, s6lo pocos de los agentes responsables han sido
aislados, sin embargo, en la mayoria de ellas también se pueden encontrar metabolitos que
podrian ser toxicos para la salud. Es por ello por lo que es necesario hacer un estudio
exhaustivo de las plantas que se utilizan en la medicina popular para estos padecimientos.
Las plantas utilizadas en la medicina tradicional como antidiabéticos proveen metabolitos
con propiedades hipoglucemiantes, sin embargo, faltan estudios sobre la eficacia, seguridad
y el mecanismo de accion de estos metabolitos.

Por otra parte, los tratamientos farmacologicos que se utilizan son variados y tienen como
finalidad reducir los niveles de glucosa en sangre e incluir el control de las condiciones
relacionadas con la enfermedad. Algunos de los farmacos de primera eleccién para el
tratamiento de la diabetes tipo 2 son la metformina, glibenclamida, derivados de la
meglitinida, tiazolidindionas e inhibidores de a-glucosidasas, estos Ultimos se usan en
coadministracion con otro farmaco antidiabético. Pese a que el uso de los inhibidores de a-
glucosidasas ha sido controversial, pues se sabe que estos inhibidores no actian de manera

eficiente en monoterapia, y a diferencia de otros farmacos que causan hipoglucemia, este
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riesgo se ve disminuido al usar inhibidores de a-glucosidasas debido a que son inhibidores
competitivos reversibles que retrasan la absorcién de carbohidratos, lo que provoca una
disminucion en la glucosa postprandial. Sin embargo, en el uso de estos inhibidores han sido
reportados efectos adversos que incluyen problemas gastrointestinales como; diarrea,
flatulencias y en casos raros sangrado abdominal. Es por ello que, se buscan nuevas
alternativas para descubrir compuestos que tengan las mismas propiedades como inhibidores
de a-glucosidasas. Muchos de los compuestos que han sido reportados por sus propiedades
antidiabéticas son de origen natural, entre ellos sobresalen los flavonoides, de los cuales se
conocen metabolitos especificos que son potentes inhibidores de estas enzimas y que se
encuentran como componentes mayoritarios en las plantas del genero Coreopsis. Las plantas
de este género son utilizadas principalmente en la medicina tradicional China como
antidiabéticas y existen varios reportes de su contenido metabdlico. A pesar de que estas
plantas han sido ampliamente estudiadas en China, son endémicas de América. En México
se cuenta con pocos reportes sobre seguridad en su uso en la medicina tradicional y aunque

no les han sido reportados efectos toxicos, es muy importante evaluar su toxicidad.
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4. ANTECEDENTES
En la medicina tradicional China, especies pertenecientes al género Coreopsis han sido

utilizadas a manera de infusién como anti-hiperglucémicas, sin embargo, también existen
antecedentes de que son potentes antioxidantes y antibacterianos. En diferentes estudios
fitoquimicos se  han  encontrado  principalmente,  metabolitos de  tipo
flavonoide, fenilpropanoide y poliacetilenos los cuales parecen ser los compuestos
bioactivos, como por ejemplo en Coreopsis tinctoria (Lam etal., 2016). Entre los
compuestos identificados se encuentra el acido clorogeénico, luteolina y quercetina que son
reconocidos por sus propiedades anti-hiperglucemiantes. Por su parte epigenina y
kaempferol también han sido encontrados en sus extractos metandlicos y poseen actividades
hipoglucemiantes (Lan, Lin, y Zheng, 2014).

En otras especies de Coreopsis han sido encontrados compuestos, (como a-pineno,
limoneno, B-cariofileno, canfeno y acetato de bornilo), estos se han encontrado en los aceites
esenciales de C. barteriy C. grandiflora (Menut et al.,, 1996), mientras que en los
extractos acetonicos de C. lanceolata, han sido identificados en su mayoria
compuestos fenolicos (Menut et al., 1996).

El estudio de las especies del género Coreopsis se ha enfocado en sus propiedades
antidiabéticas, principalmente la especie tinctoria, en la que se han encontrado los
metabolitos responsables de dicha actividad e incluso se ha analizado su mecanismo de

accion por medio de la inhibicion de a-glucosidasas (Cai et al., 2016).

4.1 Género Coreopsis
Coreopsis es un género de plantas perteneciente a la familia de las Asterdceas. Comprende

408 especies descritas y solo 97 aceptadas. Sus flores son amarillas radiales y en menor
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proporcion bicolores, siendo su uso ornamental o como alimento de insectos. En general estas
plantas son de 46-120 cm de alto, tienen flores radiales vistosas con brécteas involucradas en

dos series distintas de 8 cada una. (D. J. Crawford y Mort, 2005).

4.2  Coreopsis mutica

Figura 1. Coreopsis mutica Jardin botanico de San Francisco (Stan Shebs, 2009)

Coreopsis mutica es un arbusto de 1-2 m de alto, con flores amarillas vistosas. Crece de
manera silvestre y se extiende desde el centro de México hasta el Salvador y Honduras, donde
se le conoce con los nombres comunes de Nopala y manzanilla silvestre (Crawford, 1981)
(Figura 1). Es una de las especies mas complejas y variables en México, en estudios
herbarios se han reconocidos siete variedades var. leptomera, var. holotricha, var. subvillosa,

var. microcephala, var. multilugata, var. carnosifolia y var. mutica (Crawford, 1970).

4.3  Distribucion
La mayoria de las especies de Coreopsis son nativas del Norte, Centro

y Sudamérica (Coombs, 2015), se extienden principalmente desde México central hacia el
sureste, EIl Salvadory Honduras (Figura 2), sin embargo, algunas especies
como lanceolata y tinctoria se pueden encontrar ampliamente distribuidas en China,
principalmente en las regiones montafiosas donde han sido adaptadas para su reproduccion

(J. Wang et al., 2016).
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Figura 2. Distribucion de variedades de Coreopsis mutica. var microcephala(m),var multilugata
(Z), var carnosifolia (o), var subvillosa (1), var subvillosa-carnosifolia(m),holotricha (X), mutica
(p), var leptomera (V).(Crawford, 1981)

4.4 Usos medicinales
En la medicina tradicional Chinael uso de Coreopsis es como antioxidante y anti-

hiperglucemiante, su uso es en forma de té a partir de las flores para prevenir enfermedades
cardiovasculares y como antidiabético (Zhang et al., 2013); de igual manera, han sido
reconocidas sus propiedades antiinflamatorias y antibacterianas (Gaspar et al., 2012).

El estudio del género Coreopsis se ha enfocado a sus usos en la medicina tradicional, es decir,
en sus propiedades antidiabéticas pues la gran mayoria de las especies dentro de este género

son utilizadas para tratar la hiperglucemia (Cai et al., 2016).

4.5 Mecanismo de digestion de carbohidratos
La glucosa es una fuente vital de energia para las células eucariotas y procariotas. Todas las

células humanas utilizan glucosa para la produccion de energia, el cerebro utiliza el 80% de
la glucosa consumida en condiciones basales. Los carbohidratos que son consumidos en la
dieta son digeridos y absorbidos como carbohidratos mas simples. Durante la digestién los
carbohidratos complejos son hidrolizados a monosacéaridos para que estos puedan ser
absorbidos en el torrente sanguineo, este proceso de digestion ocurre en la boca y en el

intestino (Grand y Levine, 2013)(Van Beers et al., 1995).
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Los carbohidratos son hidrofilicos y requieren de una serie de reacciones para ser digeridos
a monosacaridos. Estos Ultimos son absorbidos por el intestino delgado. Los carbohidratos
se dividen en tres grupos principales, carbohidratos simples (monosacaridos), disacaridos y
carbohidratos complejos (almidon, glicogeno y fibra). Los monosacéridos comunes incluyen
glucosa, fructosa, galactosa, xilosa y ribosa. Los disacaridos son el producto de la
condensacion de dos monosacaridos y requieren hidrolisis para su separacion al tiempo de la
absorcion. Algunos ejemplos incluyen lactosa (glucosa y galactosa), sacarosa (glucosa y
fructosa) y maltosa (glucosa y glucosa). Los carbohidratos complejos incluyen almiddn
(amilosa y amilopectina), fibra, glicogeno (cadenas ramificadas de glucosa) y glucolipidos.

El objetivo de la digestion de carbohidratos es romper todos los disacaridos y carbohidratos
complejos a monosacaridos para su absorcion (Figura 3). La digestion comienza en la boca
con la amilasa salival liberada durante el proceso de masticado. La amilasa es sintetizada en
las células serosas de las glandulas salivales, la amilasa hidroliza el almidén a maltasa y
polisacaridos y es sensible al pH, y por tanto es inhibida en el ambiente acido del estomago.
Solo el 5% del almidon es hidrolizado por la amilasa debido a su limitada exposicion (Barrett,

2014).
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Carbohidratos de la dieta
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Figura 3. Digestion de carbohidratos (Holmes, 1971)

La amilasa pancreatica es liberada de las células acinares hacia el intestino delgado en
conjunto con otras enzimas bajo los estimulos de la secretina y la colecistoquinina. La
amilasa solo puede hidrolizar los enlaces a-1,4 de los carbohidratos complejos y es incapaz
de hidrolizar enlaces terminales o a-1,6. El almidon es digerido en el intestino delgado en
componentes simples derivados de amilopectina (maltosa, maltotriosa y a-dextrinas).

Las enzimas del borde intestinal son sintetizadas en el reticulo endoplasmatico y glicosilados
en el aparato de Golgi en el enterocito. Estas enzimas son dirigidas a la membrana apical
donde son ancladas en la superficie por un segmento transmembranal. Las enzimas ancladas
son activadas después de una incision en el residuo en el extremo N-terminal extracelular.
Los disacaridos estan protegidos de la protedlisis por glucosilacion y son encontrados en

grandes concentraciones en la superficie del enterocito del intestino delgado proximal. Estas
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enzimas incluyen a la maltasa, sacarasa, trehalasa, lactasa e isomaltasa (Grand & Levine,
2013).

4.6  Absorcion de carbohidratos
Una vez que los carbohidratos son digeridos sus productos deben ser absorbidos y

transportados a la circulacion portal. Digestion y absorcidn estan acopladas, con las enzimas
localizadas con los transportes apropiados. La absorcién de glucosa ocurre en el intestino
delgado via SGLT-1 (cotransportador sodio-glucosa). La absorcion de la fructosa es
completada via el transportador GLUT5 por difusion facilitada. La glucosa y galactosa son
transportados activamente desde el lumen intestinal por el transportador sodio-glucosa
(SGLT1) localizado en el borde del cepillo intestinal. El transportador de glucosa es mas
abundante en el duodeno y el yeyuno, y es dirigido por el gradiente de sodio a través de la
membrana celular apical, generado por la bomba de Na*, K* ATPasa localizada en la
membrana basolateral del enterocito. La bomba Na* K" ATPasa disminuye la concentracién
de sodio intracelular por transporte de 3Na* hacia afuera de la célula y 2 K* dentro de la
célula. El transportador SGLT-1 utiliza el gradiente de sodio, (dos iones Na* se unen al
transportador SGLT-1), el cual resulta en un cambio conformacional permitiendo
subsecuentemente la unién de glucosa. Los dos iones Na* y la molécula de glucosa son
entonces transferidos al citoplasma de la membrana, seguido de otros cambios
conformaciones que incluyen la rotacion del receptor. La glucosa es liberada primero,
seguida de los iones sodio. El sodio es transportado por gradiente de concentracién y al
mismo tiempo permite acarrear al transportador de glucosa contra el gradiente de
concentracion. El ion Na* es subsecuentemente expulsado por la bomba de Na* K* ATPasa

para mantener la accion del gradiente la cual puede ocurrir miles de veces por segundo.
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Mucha de la glucosa transportada al interior de la célula pasa fuera de la célula en la
superficie basolateral por difusion facilitada via GLUT-2. lones sodio, los aniones que
acompanfan a la glucosa, mantienen la iso-osmolaridad, s6lo una pequefia porcion de glucosa

es utilizada por la célula (Figura 4) (Bryant et al., 2002; Navale & Paranjape, 2016).

Célula epitelial intestinal Superficie basal

Lumen intestinal l Sangre
‘ Na*expulsado por la
-_' \ ny bomba de sodio
Fructosa K ATP (Na+K+ATPasa)

Sacarasa :I—' Sacarasa- IIIII A
. Lo ’ A
() _.:-——’___).. @ ’ o
<:> ucosd

Glucosa «—

K+

en sangre

| Maltasa- ! g2
Maltosa ~ b—— glycoamilasa '

Maltotriosa (A |
Oligosacaridos

Figura 4 Mecanismo de absorcion intestinal de glucosa (Sanders, 2015)

La distribucion de glucosa es llevada a cabo por una familia de transportadores (GLUTS) los
cuales desplazan la glucosa a través de la superficie celular. Los transportadores GLUT estan
encargados del ingreso de los monosacéridos a todas las células del organismo. Se han

identificado trece de ellos, enumerados desde GLUT1 hasta GLUT13 (Diaz Hernandez et al.,

2002).
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4.7 Biosintesis y liberacion de insulina en células beta-pancreaticas
Los humanos poseen un sélo gen de insulina (INS) ubicado en el cromosoma 11. La

transcripcion de este gen estd controlada por elementos potenciadores “up stream” (corriente
arriba del promotor) que se unen a factores de transcripcion que incluyen IDX1 (PDX1),
MafA y NeuroD1, junto con otros correguladores que se requieren en las células B
pancreaticas para la expresion del gen contribuyendo asi la regularizacién de INS en
respuesta a la sefializacion de glucosa e insulina. Asi como los factores de transcripcion y
correguladores son importantes para el control de la expresion de la insulina, otros
componentes adicionales necesarios son el transportador de glucosa 2 (GLUT2) y la enzima

de procesamiento de insulina PC1/3, los cuales mantienen la identidad de la célula.

Célula B pancreatica

Glucosa Nucleo

Insulina
ph

Glucosa
| Glucoquinasa

Glucosa-6-fosfato

Glucalisis

|

CADENA TRANSPOR
DE ELECTRONES

Figura 5 Biosintesis de insulina en la célula p pancreética.(Demirbilek et al., 2017)

Insulina es traducida inicialmente como pre-proinsulina la cual es procesada a proinsulina en
el reticulo endoplasmico rugoso, donde es plegada y estabilizada a su configuracion 3D.

Después transita hacia el aparato de Golgi, la proinsulina correctamente plegada es ordenada
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en granulos secretores inmaduros, donde es procesado via la prohormona convertasa PC1/3

y PC2, la cual escinde el C-péptido (Hutton, 1994).

Estos granulos inmaduros transitan a través del aparato de Golgi, y su posterior gemacion y

maduracion es controlada por una gran cantidad de proteinas reguladoras, la biosintesis de

insulina toma menos de 2 horas (Kebede et al., 2014).

La mayoria de los granulos de insulina se almacenan dentro del citoplasma de las células p a

cierta distancia de la membrana celular, el resto se mueve a la periferia a lo largo de redes de

microtubulos de manera dependiente de AMPK. Finalmente, los granulos secretores deben

acoplarse a la membrana plasmatica y estar quimicamente preparados en respuesta a una

sefial intracelular de Ca?* (Rorsman & Renstrom, 2003) (Figura 5).

4.8 Sefalizacion de la insulina
La sefializacion de la insulina es iniciada a través de la union y activacion de su receptor de

superficie celular y comienza una cascada de fosforilacion y desfosforilacion, la generacion
de un segundo mensajero, e interacciones proteina-proteina que resultan en eventos
metabolicos diversos en casi todos los tejidos. El receptor de insulina consta en dos
subunidades o que se unen a la insulina y dos subunidades 3 cataliticamente activas que estan
unidas por disulfuro en un complejo o232 heterotetrameérico (Tokarz et al., 2018).

La insulina se une a las subunidades o extracelulares, activando el dominio intracelular de
tirosina quinasa de la subunidad . Una subunidad 3 del receptor fosforila a su compafiero en
residuos de tirosina especificos que pueden tener funciones distintas, como la estimulacion
de la asociacion intermolecular de moléculas de sefializacion como Shc y Grb, IRS1 a IRS4,

isoformas de proteinas adaptadoras de Shc y miembros de la familia SIRP (proteina
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reguladora de sefial), Gab-1, Cbl, CAP y APS82,83; estimulacion de la mitogénesis; e

internalizacion del receptor(Alberto et al., 2008).

Insulina
Exterior de la célula
Receptor
m A YYYY VY Y 240 r"‘i‘»}'l‘vlvi""o"J'i',""‘ AAAAG AARAL 280405044045
BB ‘

PIP2

- Transportador
S @ GLUT4
(L @ ,
Glucégeno
Sintetasa
Activado

A\ 4
Via Ras-MAPK Q/

Figura 6 Via de sefializacién de la insulina (De Meyts, 2000)

1. Lainsulina se une a su receptor, el receptor activado fosforila la proteina IRS-1
la cual conduce al reclutamiento de GRB2, activando la via de RAS.

2. IRS-1 activa Pl 3-quinasa, la cual cataliza la adicion de un grupo fosfato a la
membrana lipidica PIP2 para transformarse en PIP3, PTEN puede convertir PIP3
de vuelta a PIP2.

3. PIP3seunea laproteina quinasa Akt, la cual es activada por otra proteina quinasa.

4. Akt cataliza la fosforilacion de proteinas clave que conducen a un incremento de
la actividad de glucdgeno sintetasa y reclutamiento del transportador de glucosa,

GLUT4, a la membrana.
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4.9 Mecanismos moleculares de resistencia a la insulina

La diabetes mellitus tipo 2 se caracteriza por presentar una resistencia a la insulina, condicion
en la que las células no responden adecuadamente a la insulina. Esta sefializacion deficiente
en insulina es causada por diferentes alteraciones, incluidas mutaciones y/o modificaciones
postraduccionales en el receptor de insulina, IRS o en moléculas efectoras ubicadas “down
stream” (corriente abajo). Las alteraciones mas frecuentes de la resistencia a la insulina
incluyen una disminucidon en el nUmero de receptores y de su actividad catalitica, un aumento
del estado de fosforilacion de Ser/Thr en el receptor de insulina y el IRS, un aumento de la
actividad fosfatasa Tyr, principalmente PTP-1B, que participa en la desfosforilacion del
receptor y del IRS, una disminucion en PI3K y la actividad de Akt quinasas, asi como
defectos en la expresion y funcion de GLUT-4. Estas alteraciones reducen la absorcion de
glucosa en los tejidos musculares y adiposos y promueven alteraciones a nivel metabdlico

(Gutierrez Rodelo et al., 2015) (Figura 7).
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Figura 7 Resistencia a la insulina y disfuncion de células B.(Riddy et al., 2018)

Un factor esencial que contribuye a la resistencia a la insulina es la hiperfosforilacion Ser /
Thr de las proteinas IRS. Esta disminuye su fosforilacion en Tyr y reduce su interaccion con
PI3K, alterando asi la fosforilacion y activacion de la Akt quinasa. Ademas, se ha informado
que la fosforilacion del IRS en los residuos Ser / Thr acelera su degradacion. Diferentes
agentes, como las citocinas proinflamatorias, los &acidos grasos saturados (SFA), los
aminoéacidos, la endotelina 1, la angiotensina Il (Ang I1) y los estados de hiperinsulinemia,
aumentan la actividad de las quinasas, como varias isoformas de PKC, estrés JNK quinasa,
MTOR, proteina quinasa ribosémica S6 de 70 kDa, PKA y MAPK, que fosforilan IRS

(Gutierrez Rodelo et al., 2015).




- - PR W pe
ol g T3 ATy
NlSaac) l"’rm ) gs‘g&a—mmgt‘ﬁ. \
S0=02 8 % £ 9S6=62d
7

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS %‘Mll‘ad

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL de_ F armacia
ESTADO DE MORELOS FACU LTAD D E FAR MAC I A Conocimiento al servicio de la salud

4.10 Diabetes Mellitus

La diabetes mellitus es un grupo de desérdenes metabdlicos que afectan a un gran nimero de
personas en el mundo, es principalmente caracterizada por una hiperglucemia crénica
resultado de un defecto en la accion de la insulina (Patel et al., 2012).

La diabetes tipo 2 es caracterizada por un aumento a la resistencia a la insulina y es causada
por una combinacién de factores genéticos relacionados ademas de factores como la
obesidad, falta de ejercicio, estres entre otros. Los pacientes con diabetes mellitus tipo 2 viven
en un estado de hiperglucemia cronico debido a la progresion de la disfuncion de las células
beta pancreatica y la resistencia a la insulina. Es posiblemente una de las enfermedades con
mayor desarrollo de complicaciones micro y macro vasculares a nivel mundial (Fowler,
2008). Ha sido estimado que cerca de 592 millones de adultos se convertiran en pacientes
diabéticos en el afio 2035 debido al crecimiento poblacional, la urbanizacion, la alta
prevalencia de la obesidad, y los altos estandares de vida que con llevan a una dieta rica en
calorias. A pesar de que hay una gran variedad de farmacos disponibles en el mercado para
tratar esta enfermedad muchos de ellos estan fuera del alcance de la poblacion y muchos
otros tienen efectos adversos significativos (Patel et al., 2012).

La morbilidad asociada con diabetes es secundaria en comparacion con el nimero de
condiciones patologicas que se desarrollan e incluyen dislipidemias, neuropatias, desérdenes

cerebrovasculares, insuficiencia renal y enfermedades coronarias del corazén (Figura 8).
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10 principales causas de muerte en 2016
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Figura 8. 10 principales causas de muerte en 2016 y porcentaje de cambio; 2005-2016, todas las
edades. Estimaciones de Salud Global 2016; Muertes por causa, edad, sexo, por pais y por region,
2000-2016. Ginebra, OMS.

4.11 Mecanismo de accion de farmacos convencionales usados en el tratamiento de
diabetes

La decision sobre cuales medicamentos son las mejores depende de muchos factores
incluyendo niveles de azlcar u otros problemas de salud del paciente.

Los agentes de hipoglucemia oral ejercen sus efectos reductores de glucosa a través de una
variedad de mecanismos (Figura 9). Estos mecanismos de accion incluyen: reduccion de la
produccion de glucosa hepatica (metformina, una biguanida), aumento de la secrecion de
insulina por las células beta pancreaticas, (secretagogos de insulina), mejora de la
sensibilidad a la insulina (metformina), e inhibicion de la digestion y absorcion de glucosa
intestinal (a-glucosidasas inhibidores) (Joseph & Jini, 2011). Sin embargo, el uso de estos
medicamentos esta limitado por el hecho de que tienen efectos secundarios adversos, como

hipoglucemia potencial (p. Ej., sulfonilurea), aumento de peso (meglitinidas, sulfonilurea y
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tiazolidindionas), molestias gastrointestinales (inhibidores de la a-glucosidasa y o
inhibidores de amilasa) y lactoacidosis (TZD y metformina) (Cheng & Fantus, 2005).
Muchos fitoconstituyentes aislados de plantas tales como flavonoides, alcaloides,
terpenoides, antocianinas, glicosidos y derivados fendlicos han demostrado ser inhibidores

de a-glucosidasas (S. Kumar et al., 2011).

Farmacos orales

y

ﬁ
l Produccién de l Absorcién de Se?redlcf’” de ] Recaptacion de glucosa
glucosa glucosa. Insulina
~ Bi nas Inhibidores de Meglitidinas Biguadinas
Tiazolidinedionas a—glucosidasas Sulfonilureas tiazolidinedionas
l | Glucosa torrente sanguineo | I | Secrecion de insulina

Figura 9 Sitio de accion de farmacos orales usados en el tratamiento de diabetes (Govil & Singh,
2018)

4.12 a-glucosidasas

Las a-glucosidasas son enzimas que se encuentran en el borde el cepillo del intestino delgado,
catalizan la exohidrdlisis de enlaces 1,4 a-glucosidicos con liberacion de a-glucosa. Varios
tipos de a-glucosidasas estan distribuidos en microorganismo, plantas, y tejido animal.

Muchas a-glucosidasas son capaces de hidrolizar no sélo a-glucésidos y oligosacaridos sino

también a-glucanos tales como el almidon y el glicdgeno.
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Existen diferentes tipos de enzimas a-glucosidasas, entre las que destacan a-amilasa,

sacarasa-isomaltasa, y maltasa glucoamilasa por su abundancia en el intestino delgado.

(Figura 10).
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Figura 10 Representacion esquematica de la hidrolisis de oligosacaridos a azucares simples por a-
glucosidasas.(Hooton et al., 2015)

4.13 Maltasa glucoamilasa
La maltasa glucoamilasa (MGAM) esta anclada a las células epiteliales del borde en cepillo
del intestino delgado y se compone de un dominio citos6lico, un dominio transmembrana

(TMD), un conector O-glicosilado (O-linker) y dos subunidades cataliticas homdlogas: los

dominios amino y carboxilo terminales (NtMGAM y CtMGAM) (Bras et al., 2018).
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Figura 11 Representacion esquematica lineal de los dominios estructurales NN(MGAM y CtMGAM
(Sim et al., 2008a).

Esta enzima consiste en dos subunidades con diferente especificidad de sustrato. Estudios
han demostrado que su dominio catalitico N-terminal tiene la mejor actividad sobre maltosa
mientras que el dominio C-terminal tiene una especificidad de sustrato sobre oligomeros de
glucosa. En el intestino delgado esta enzima funciona de manera sinérgica con la sacarasa-
isomaltasa y a-amilasa (Quezada-Calvillo et al., 2008) (Figura 11).

Los dominios NtMGAM y CtMGAM llevan a cabo la misma reaccion catalitica, pero
difieren en su especificidad para unirse a longitudes variables de oligosacaridos (Sim et al.,
2008b). El sitio activo de NtMGAM tiene una cavidad de unién a sustrato poco profunda con
solo dos subsitios de aztcar (—1 y +1 subsitios, donde el enlace entre azucares en -1y +1 se
escinde). La presencia de 21 residuos adicionales en el sitio activo de CtIMGAM (cinta azul
en la Figura 11b) permite que se unan sustratos mas largos. Por lo tanto, NtMGAM se une y

escinde preferentemente sustratos mas cortos, mientras que CtMGAM puede escindir
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sustratos mas largos. La alineacion de secuencia con otros miembros de la familia GH31 ha
identificado Asp443 en NtIMGAM y Asp1420 en CtMGAM como nucledfilos cataliticos. El
papel del catalizador acido/base general es desempefiado por Asp542 en NtMAGAM vy
Aspl1526 en CtMGAM. Ambos dominios cataliticos de MGAM tienen la secuencia de firma
WIDMNE (Ernst et al., 2006) que rodea al nucletfilo catalitico (Figuras 11 y 12).
Actualmente, no hay estructuras 3D de MGAM unidas a sustratos, por lo que aqui se
muestran las estructuras de NtMGAM y CtMGAM unidas a acarbosa. Estos analisis explican
por qué todos los farmacos antidiabéticos comercializados actualmente que se dirigen a

MGAM bloquean la unién del sustrato al ocupar el subsitio -1.

4.14 Sacarasa isomaltasa

Es una glicoproteina localizada en el borde del intestino delgado y tiene expresion preferente
en la membrana apical de los enterocitos. Esta enzima es sintetizada y ensamblada en el
reticulo endoplasmatico rugoso y es transportado a las células apicales de la superficie de las
vellosidades intestinales (Gericke et al., 2017). Estas enzimas catalizan los pasos finales de
la digestion de carbohidratos por la ruptura de disacaridos y oligosacaridos para obtener
monosacaridos absorbibles.

Tiene dos subunidades funcionales homdlogas (sacarasa e isomaltasa). Isomaltasa hidroliza
los enlaces 1-6, mientras que sacarasa digiere enlaces cortos 1-4 como sacarosa, la maltosa

y algunos oligémeros de glucosa.
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Figura 12 Representacion esquematica lineal de la organizacion de dominios de Sl y su actividad
hidrolitica (Jones et al., 2011).

La enzima Sl tiene un dominio citosélico, un dominio transmembranal (TMD), un enlazador
O-glicosilado (O-enlazador) y dos subunidades cataliticas homologas, isomaltasa (NtSI) y
sacarasa (CtSl) (Figura 12). Los dos dominios cataliticos comparten 40% de identidad en su
secuencia, y ambos son capaces de escindir oligosacaridos unidos a-(1,4). NtSI tiene
actividad adicional para escindir oligosacaridos unidos a a-(1,6) mientras que el CtSI tiene
actividad adicional de escision de oligosacaridos unidos a-(1,2). Ambas unidades cataliticas

de Sl estan compuestas por cinco dominios estructurales principales (Jones et al., 2011).

4.15 a-amilasa
Hidroliza los enlaces o de polisacaridos tales como almidones y glucogeno, obteniéndose

glucosa y maltosa. Aunque se encuentra en muchos tejidos, la amilasa es mas prominente en
el jugo pancreatico y la saliva, los cuales poseen cada uno su propia isoenzima de o-amilasa

humana.
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Las a-amilasas contienen varios dominios proteicos diferentes, el dominio catalitico posee
una estructura secundaria que consiste en 8 barriles o/f encadenados que contienen un sitio
activo interrumpido por un dominio de unién al calcio, formado por 70 amino&cidos. Tiene
un dominio C-terminal estructura barril , la mayoria de las a-amilasas contienen un dominio

en forma de lamina B que se encuentra ubicado en el extremo C-terminal (Kadziola et al.,

1998).
«
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Hidroliza enlaces o—(1-4) y a—(1-6) terminal Sacarasa isomaltasa (S)

Figura 13 Digestion de almiddn por o amilasa y o glucosidasas (Ren et al., 2011).

Los cuatro dominios cataliticos pertenecen a la familia de glucésido hidrolasa 31 (GH31)
(Jones et al., 2011) y tienen la secuencia de firma catalitica caracteristica WIDMNE (Ernst
et al., 2006). Estos dominios exhiben actividades y especificidades de sustrato superpuestas.
Tanto MGAM como SI tienen actividad contra los oligosacaridos unidos a a-(1,4). EI NtSI

tiene actividad adicional contra oligosacaridos unidos a a- (1,6), mientras que el CtSI tiene
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actividad adicional contra oligosacaridos unidos a-(1,2). La Figura 13 resume las actividades
hidroliticas de estas enzimas. Se ha postulado que la actividad catalitica unida a-(1,4)

redundante se debe a la relacion 19: 1 de enlaces glicosidicos a-(1,4) y a-(1,6) en el almidon.

4.16 Inhibidores de a glucosidasas
Un efectivo control de la hiperglucemia en diabetes tipo 2 incluye la regulacion o inhibicion

de la hidrolisis de carbohidratos por a-glucosidasas.

Los inhibidores de la a-glucosidasa pertenecen a la tercera categoria de agentes
hipoglucemiantes orales. Inhibidores de la a-glucosidasa, como la acarbosa y la voglibosa
obtenidas de fuentes naturales, pueden controlar eficazmente los niveles de glucosa en sangre
después de la ingesta de alimentos, y se han utilizado clinicamente en el tratamiento de la
diabetes mellitus. S6lo unos pocos inhibidores de la a-glucosidasa estan disponibles
comercialmente. Todos ellos contienen restos de azlcar y su sintesis implica tediosos
procedimientos de varios pasos. Por lo tanto, es necesario buscar alternativas que puedan
mostrar inhibicion sobre a-glucosidasa pero sin reacciones secundarias. En los ultimos afios,
los proyectos emprendidos para descubrir potentes inhibidores de la a-glucosidasa sin azlcar
a partir de fuentes naturales han recibido una atencién tremenda debido a los compuestos
altamente abundantes en la naturaleza y sus prometedoras actividades bioldgicas(V. Kumar

etal., 2011).
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Figura 14 Esquema que muestra a) Las etapas finales de la hidro6lisis del almiddn catalizadas por
MGAM; b) Acarbosa se une a a-glucosidasa (MGAM), inhibiendo competitivamente la enzima
(Rosak & Mertes, 2012).

Esta clase de medicamentos (acarbosa, miglitol) inhiben las enzimas a-glucosidasas que
descomponen los carbohidratos en monosacéaridos en el borde intestinal (Figura 14). Al
retrasar la descomposicion de los carbohidratos en el intestino delgado, se reduce la absorcion
de glucosa, lo que resulta en un mejor control de las concentraciones de glucosa en sangre
postprandial. Clinicamente el uso de estos medicamentos esta limitado por la intolerancia a
los efectos gastrointestinales de los carbohidratos no digeridos en el intestino, causando, en

particular, muchos efectos secundarios (Schmeltz & Metzger, 2007).

4.17 Mecanismo de accion de inhibidores de a-glucosidasas

Los inhibidores de a-glucosidasas son medicamentos que inhiben la absorcion de

carbohidratos del intestino y pueden usarse en el tratamiento de pacientes con diabetes tipo
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2 o intolerancia a la glucosa. Existen pocos inhibidores de a-glucosidasas disponibles en el
mercado (acarbosa, miglitol y voglibosa), siendo la acarbosa el de primera eleccion en la
clinica. Mediante la inhibicion competitiva y reversible de las a-glucosidasas intestinales, la
acarbosa retrasa la digestion de carbohidratos y prolonga el tiempo de digestion de estos.
Después de una administracion oral junto con los alimentos los niveles de glucosa
postprandial disminuyen de manera dosis dependiente y la secrecion de insulina inducida por
glucosa disminuye. Debido a la disminucion de la hiperglucemia postprandial y la
hiperinsulinemia por la acarbosa, la absorcion de triglicéridos en el tejido adiposo, la

lipogénesis hepatica y el contenido de triglicéridos se reducen (Bischoff, 1995).

Figura 15 Sitio activo de a-glucosidasa (Jhong et al., 2015).

Estudios de acoplamiento molecular de acarbosa con a-glucosidasas indican que el sitio
catalitico de la enzima se encuentra el residuo de aminoacido (Arg407) (Figura 15), mientras
que la prediccion de la interaccion proteina-ligando (in silico) demuestra que acarbosa se une
al sitio activo de a-glucosidasa mediante dos tipos de interacciones, acarbosa forma
interacciones de tipo puente de hidrégeno con Asp326, Arg197 y Asn258 Figura 16a. En la
Figura 16b se observa que acarbosa forma una interaccién de tipo hidrofébica (Jhong et al.,

2015).
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ASP326
Argd07.4>

Figura 16 Acoplamiento molecular de acarbosa (verde) con el sitio activo de a-glucosidasa; b)
interacciones hidrofébicas entre acarbosa y a-glucosidasa (azul) (Jhong et al., 2015).

4.18 Metabolitos identificados en Coreopsis mutica

A pesar de que la especie C. tinctoria ha sido la especie mas estudiada dentro del género,
existen algunos reportes de la especie C. mutica, en donde a partir de los extractos acetonico
y hexanico se han identificado compuestos de tipo fenilpropanoide entre los que sobresalen
el cumarato, cafeato y ferulato de bornilo (Tabla 1), los cuales han sido evaluados por su
actividad antiinflamatoria en ensayos sobre edema de raton inducido por TPA. Los tres
compuestos presentaron actividad antiinflamatoria de manera dosis-dependiente
(Maldonado, Ramirez, et al., 1998).

Tabla 1 Metabolitos identificados en Coreopsis mutica

Nombre y Estructura Propiedades
HO Antibacterial (Setzerl et al., 1999)
~_O . :
\©\/ﬁ( Antiinflamatorio (Maldonado et al., 1998)
o)

Antripanosomiasico (Ogungbe et al., 2010)
Cumarato de bornilo (3)
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Nombre y Estructura Propiedades

Inductor de la apoptosis (Chuan-bin Yang et

al., 2014)
HO
HOD\/\WO Inhibidor de la elastasa neutrofilica
O (Steinbrecher et al., 2006)

Cafeato de bornilo (4)

Antiinflamatorio (Maldonado, Apan, et al.,

1998)
HO
\OD\/\W o Antiangiogénico (Yang et al., 2013)
0 Inductor de la apoptosis (Qi et al., 1999)

Ferulato de bornilo (5)
Inhibidor de 5-lipoxigenasa (Wu et al., 2002)

4.19 Metabolitos inhibidores de a-glucosidasas

Los flavonoides 6, 7, 8, 9y 10 (Tabla 2) han demostrado tener efectos inhibitorios contra las
enzimas a-glucosidasas, sin embargo, la informacion reportada en la literatura es dispersa y
variable ya que utilizan diferentes concentraciones de enzima de diferentes origenes (o-
glucosidasa intestinal de ratén y/o levadura). Lleva a discrepancias en estos estudios para su

comparacion (Proencga et al., 2017).
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Tabla 2 Metabolitos inhibidores de a-glucosidasas

Metabolito Referencias

(Zeng, Zhang, Liao, et al.,
2016)

OH O

(Kim et al., 2000)

(Nishioka et al., 1998)

(Peng et al., 2016)

(Zeng, Zhang, Lin, et al.
2016)

Apigenina (10)
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4.20 Metabolitos identificados en otras especies de Coreopsis
Algunas de las especies méas estudiadas dentro del género Coreopsis son la C. lanceolata y

C. tinctoria, de las cuales se ha identificado gran variedad de metabolitos de interés bioldgico,
en su mayoria de tipo flavonoide, (11-15) los cuales se observan en la Tabla 3 y han

demostrado tener propiedades inhibitorias frente a a-glucosidasas.

Tabla 3 Metabolitos con propiedades antidiabéticas identificadas dentro del género

Coreopsis
Especie Metabolito Referencia
C. tinctoria OH
OH OH
C. lanceolata Ho‘m ] O
HO o © O O| (Cai et al., 2016)
o]
Coreopsin (11)
OH
O OH
C. tinctoria HO O | (Saltos et al.,
C. petrophiloides HO 2015)

C. maritima

C. grandiflora
C. auriculata
C. lanceolata

C. intermedia

OH O
Okanin (12)
OH

/, \OH
HO™ @
(0]
OH

Luteolina-7-O-g-glucopirandsido (13)

(Uysal et al., 2018)
(Crawford & Smith,
1980)

(Crawford & Smith,
1985)
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Especie Metabolito Referencia
0
HO,,
OHO
C. tinctoria . Kalita et al.,
Ho N0 | 2018)
A 1
OH OH
OH

Acido clorogénico (14)

(Chen et al.,

C. tinctoria 2014)

Acido dicafeolquinico (15)

El uso de las plantas medicinales y sus compuestos quimicos para tratar la diabetes son
una alternativa farmacéutica. Estos previenen enfermedades del corazon vy altos niveles
de presion sanguinea y mejoran el sistema oxidativo, la accion y secrecion de insulina.
Por lo que muchos estudios han demostrado que los flavonoides son conocidos por
exhibir gran potencia antidiabética. Por ello, la busqueda de nuevos farmacos
antidiabéticos de fuentes naturales es aun atractiva, proporciona una gran cantidad de
metabolitos activos, los cuales pueden ser una alternativa segura y efectiva en diabetes
mellitus. Consecuentemente, los metabolitos identificados en las plantas de la medicina
tradicional son una oportunidad para el desarrollo de nuevos farmacos para la terapia de

esta enfermedad.
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4.21 Seguridad del uso de plantas medicinales
A pesar de que el uso de las plantas es milenario en todo el mundo y se conocen sus

propiedades curativas, muchas de ellas son utilizadas en preparaciones fitoterapéuticas sin
ningn control de calidad y seguridad. Esto es riesgoso considerando que la literatura
cientifica ha demostrado que muchas de las plantas contienen varias substancias tdxicas.
Muchos estudios han reportado la presencia de metabolitos secundarios con potencial tdxico,
genotoxico y carcinogénico cuando son usadas de manera cronicay recurrente. Sin embargo,
los estudios toxicologicos han sido desarrollados lentamente, lo que resulta en datos
inconclusos sobre los efectos de las plantas medicinales en la salud humana (Rietjens et al.,

2005).

Las plantas medicinales y sus productos, que incluyen extractos y aceites esenciales, son
utilizadas convencionalmente como aditivos, preservativos y agentes saborizantes en la
industria alimenticia. Por otro lado, también son un recurso en la sintesis de farmacos usados
para la prevencion y tratamientos de ciertas enfermedades, debido a la promocion de proveer
buena salud (Bahadori et al., 2016). Esta progresiva demanda es debido a la cantidad de
actividades bioldgicas que poseen incluyendo antifingica, anticancerigena, antidiabética,
antibacterial, antioxidante que son utilizadas en la industria farmacéutica. Estas aplicaciones
estan basadas en las creencias publicas de que estos productos son eficientes y seguros debido
a su uso en la medicina tradicional a lo largo de los siglos. Sin embargo, la mayoria de los
productos herbarios nunca han sido sujetos a investigaciones toxicologicas, las cuales son

requeridas para un producto farmacéutico (Jothy et al., 2013).
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A pesar de los grandes beneficios que poseen muchas de las plantas medicinales, recientes
estudios han demostrado en ensayos in vivo e in vitro que algunas usadas en la medicina
tradicional o en la comida tienen propiedades genotoxicas, carcinogénicas, citotdxicas y
mutagénicas debido a la existencia de multiples componentes bioldgicos (Alves Dos Santos

et al. 2008).

Se sabe del uso de las plantas del género Coreopsis como antidiabético, sin embargo, hoy en
dia no se cuenta con reportes sobre los compuestos donde reside su actividad antidiabética,
ni sobre su toxicidad y seguridad, por lo que es importante obtener evidencia cientifica de
sus efectos toxicos. El uso de las plantas en la medicina tradicional es una préactica llevada a
cabo por siglos para curar enfermedades, su preparacion y su uso apropiado brinda muchos
beneficios, no obstante, estudios de sus efectos farmacoldgicos y toxicoldgicos en humanos
todavia son escasos para la mayoria de las plantas con posible actividad en el tratamiento de

la diabetes.

4.22 Efecto sinérgico de las plantas medicinales

La accion selectiva de un farmaco en un tejido u 6rgano en particular es importante para la
seguridad en el uso terapéutico, la cual es usualmente lograda en la medicina moderna a
través del descubrimiento de fArmacos que acttan sobre receptores especificos. Sin embargo,
el uso de estos farmacos estd asociados a efectos adversos. La presencia de sinergismo y o
de un efecto neutralizante en las plantas medicinales es un concepto viejo. Reportes
cientificos indican que muchos medicamentos de bases naturales muestran sus efectos
terapéuticos a través del sinergismo, o vias aditivas de muchos de los compuestos que acttan

sobre multiples tejidos. Estos efectos sinérgicos y aditivos pueden ser benéficos por
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eliminacién o reduccion de los efectos adversos asociados con la predominancia de un
compuesto farmacéutico. La potenciacion puede ser definida como una interaccion positiva
que intensifica la potencia del compuesto bioactivo. Los efectos sinérgicos y aditivos son
consecuencia de la potenciacion. Efectos aditivos son observados cuando dos o mas
componentes en una mezcla interactlan para proveer un efecto combinado que es igual a la
suma de los efectos de los compuestos individuales. Potenciaciéon puede existir entre dos

compuestos fitoquimicos en el mismo extracto, dos componentes de dos diferentes extractos.
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5. JUSTIFICACION
Los antecedentes mostrados por especies del género Coreopsis indican que tienen uso en la

medicina tradicional para diferentes padecimientos y se ha comprobado que algunos de los
compuestos identificados en sus extractos polares (metanolico e hidroalcohdlico) presentan
actividades bioldgicas importantes como por ejemplo propiedades anti-hiperglucemiantes.
Mientras que en extractos de menor polaridad (hexanico, aceténico) de Coreopsis mutica se
han identificado metabolitos tipo fenilpropanoide los cuales tambien han sido reportados en

extractos de la misma polaridad en otras especies de Coreopsis.

Algunos flavonoides han demostrado tener efectos inhibitorios sobre las enzimas a-
glucosidasas, y como se menciona en los antecedentes, las especies C. lanceolata y C.
tintoria entre otras han sido evaluadas con esta finalidad (Tabla 3), en este sentido la
informacion reportada en la literatura es dispersa y variable debido a que se utilizan diferentes
concentraciones de enzima de diferentes origenes (a-glucosidasas intestinal de raton y/o
levadura) lo que conlleva a discrepancias en estos estudios para su comparacion. Por estas
razones resulta de interés llevar a cabo el estudio fitoquimico y de bioactividad de la especie
Coreopsis mutica para determinar en cuales extractos y a que compuestos se les pueden

atribuir actividad antidiabética.

Debido a que no existen reportes sobre la toxicidad de Coreopsis mutica a nivel celular

también resulta importante evaluar su citotoxicidad en lineas celulares no cancerigenas.
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6. HIPOTESIS
Los metabolitos obtenidos de los extractos polares de Coreopsis mutica tendran efecto

inhibitorio sobre a-glucosidasas lo que se corroborara en un modelo in vitro. Asi mismo se
demostrara su efecto toxico mediante un ensayo de citotoxicidad en células inmortalizadas

de rifion e higado, ademas de fibroblastos humanos normales.

7. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad inhibitoria sobre las enzimas a-glucosidasas de los extractos y
metabolitos aislados de Coreopsis mutica, asi como determinar su citotoxicidad en lineas

celulares no cancerigenas en modelos in vitro.

8. OBJETIVOS PARTICULARES

Evaluar el efecto anti-hiperglucemiante de los extractos a través de un modelo in vitro de

inhibicion de a-glucosidasas.

Determinar el contenido de metabolitos secundarios en los extractos que presenten la mejor

actividad inhibitoria sobre las enzimas a-glucosidasas de la especie Coreopsis mutica.

Determinar la citotoxicidad de los extractos obtenidos y compuestos aislados en células

inmortalizadas de rifién, higado y fibroblastos dérmicos humanos.

Evaluar el efecto antihiperglucemiante en ratones normoglucémicos mediante curvas de

tolerancia a sacarosa
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9. METODOLOGIA
9.1 Obtencion de los extractos organicos de C. mutica

Las partes aéreas de C. mutica fueron recolectadas el 27 de octubre de 2014 a 4 km al noroeste
de Orizaba camino a Banxu municipio de Ixmiquilpan, Hidalgo. Latitud Norte: 20° 37°48”,
longitud oeste: 99° 13°22”. Numero de recolecta: 1438. NUmero en la coleccion herbario
FEZA-15067. Identificacion y colecta: MC. Ramiro Rios Gémez.

Las partes aéreas se dejaron secar a temperatura ambiente durante 30 dias, obteniendo 1.0662
Kg, se trituraron y se maceraron por 72 horas utilizando como disolventes hexano, acetona,
metanol, y metanol al 85%. Los extractos correspondientes fueron obtenidos por la
evaporacion de los disolventes utilizando un rotaevaporador. Este proceso se realizd por

triplicado para cada disolvente.

9.2 Metodologia general

El aislamiento de los metabolitos secundarios presentes en los extractos de C. mutica se
realizO mediante diferentes técnicas cromatogréaficas, principalmente cromatografia en
columna (CC) y extraccion en fase sélida (EFS) empleando gel de silice 60 (70:230, gruesa)
con un tamafio de particula de 0.063-0.200 mm vy silice flash (200:400) como fase
estacionaria. Como fase movil se utilizd una mezcla de disolventes en orden ascendente de
polaridad. Estos procesos fueron monitoreados mediante cromatografia en capa fina (CCF),
utilizando cromatoplacas base de aluminio kieselgel 60 F264 como fase estacionaria. Las
placas cromatograficas se observaron bajo luz ultravioleta para después ser reveladas con

sulfato cérico amoniacal al 2% en 4cido sulfdrico 2N.

La elucidacion estructural de los metabolitos aislados se realizé mediante técnicas
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espectroscopicas de Resonancia Magnética Nuclear de proton (RMNH) a 400 MHz y de
Carbono trece (RMN*C) a 100 MHz utilizando un equipo Varian Mercury

400MHz (9.4T). Las muestras fueron disueltas en disolventes deuterados; metanol (CD3OD),
cloroformo (CDCls), dimetilsulféxido (DMSO-ds) y utilizando tetrametilsilano (TMS) como
referencia interna.

El anélisis de CG-EM se efectud en un cromatdgrafo de gases Agilent Technology modelo
6890 plus, acoplado a un espectrometro de masas 5973N con una columna HP-5MS 30 m x
0.225 m x 0.25 um y Helio como gas acarreador, con temperatura de columna inicial de 50°C

que se elevo a 285°C con una velocidad de 2°C/min y se mantuvo por 20 min.

9.3 Ensayo de inhibicién sobre a-glucosidasas

Realizado en el laboratorio 211 de Productos Naturales del Centro de Investigaciones

Quimicas, UAEM.

Para este ensayo se utilizaron ratas de la cepa Wistar provenientes del bioterio de la Facultad
de Medicina, UAEM, que fueron sacrificadas por dislocacion cervical (NOM-062-Z0OO0O-
1999) para obtener su intestino. Este se enjuag6 en una solucion de NaCl 0.9%, con una
solucion tampon NasPOs 10 mM a pH 7 y ampicilina (1 mg/mL). La proteina total se
cuantifico por el método de Lowry. Para medir la actividad enzimatica se utiliz6 almidon
como sustrato, preparando una solucién de 12.5 mg/mL en una solucién de fosfatos 0.1 M a
pH 7. Esta reaccién se realizo por cuadruplicado, adicionando 100 uL de sustrato (almidon a
25 mg/mL) mas 60 pL de Buffer de fosfatos pH 7, asi como 25 pL la muestra (1 mg/mL).

La reaccion se inici6 con 50 pL de la enzima y se incuba cada tubo durante 10 minutos, luego
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la reaccion se detiene con 2 pL de acarbosa en un bafio de hielo. La determinacion de glucosa
liberada se cuantificé mediante un kit comercial de glucosa oxidasa (Glucosa GOD-POD,
SpinReact) (relacion 1:100 muestra/reactivo; 250 pL volumen final), en microplacas de 96
pozos, midiendo su absorbancia a 492 nm, restando el valor a 630 nm, en un lector de

microplacas genérico (Ramirez et al., 2012).

9.4 Citotoxicidad

Este ensayo se realizd en el laboratorio 7 de Diagnostico Molecular de la Facultad de

Farmacia, UAEM.

A partir de los extractos y los compuestos purificados de C. mutica se realizaron los ensayos
en lineas celulares no cancerigenas; linea celular de hepatocitos inmortalizados (IHH),

células de rifion humano (HEK293) y fibroblastos dérmico humano (HDF).

Las células IHH fueron generadas a partir de la inmortalizacion de hepatocitos primarios
humanos por la insercion del gen de la proteina nticleo (“core™) del VHC (virus de hepatitis
C). Por lo tanto, es un linaje celular que mantienen caracteristicas metabdlicas de un
hepatocito y puede proliferar de manera continua, cosa que los hepatocitos primarios no
pueden hacer in vitro (Basu et al., 2006). Por su parte, las células HEK293, fueron obtenidas
a partir de células primarias de rifion de embrion, las cuales fueron transformadas con un

fragmento del adenovirus tipo 5.

El empleo de estas células como modelos de evaluacién en este estudio, permitira obtener

informacion citotdxica de los extractos y compuestos aislados, en dos de los linajes celulares
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con actividad metabdlica y detoxificante en el organismo humano. Si bien, aun es requisito
evaluar estas moléculas en modelos in vivo, que permitan tener un mejor entendimiento de
la farmacologia (farmacocinética/farmacodinamia), estos modelos pueden ya ofrecer
informacion valiosa de posibles efectos no deseables por la accion de los compuestos
identificados en un rango de concentraciones. Ademas, el incluir células de fibroblastos
humanos, también nos permite hacer comparaciones entre los efectos observados de los
compuestos en linajes celulares con funciones mas metabolicas y menos metabolicas

(Graham et al., 1977).

Las células se transfieren a una concentracion de 4000 células por pozo para comenzar las
evaluaciones citotoxicas. La concentracion usada para los extractos y los compuestos puros
es de 1000, 100, 10,1, 0.1 pg/mL para la curva dosis/respuesta y son incubados a 37°C a una
atmosfera de CO: al 5% por 48 horas. EI nimero de células viables en proliferacion se
determina usando el reactivo CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay
kit (Promega, Madison, WI, USA), siguiendo las instrucciones del fabricante. La viabilidad
celular se determina utilizando un lector ELISA a una longitud de onda de 450 nm. Cada
experimento se realizo por triplicado. Los datos son analizados en el programa Prisma 5.0 y

se determina el CCso por anélisis de regresion lineal.

9.5 Curvas de tolerancia a sacarosa
Este ensayo se realizo en el centro Nayarita de Innovacion y Transferencia de Tecnologia en

el laboratorio de Calidad de Alimentos y Productos Naturales, UAN.

Se determino el efecto anti-hiperglucémico de los extractos por medio de curvas de tolerancia

a sacarosa en donde se utilizaron ratones macho normoglucémicos de 25-30 g de la cepa
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BALB/c provenientes de la Universidad de Guadalajara (UDG). Los ratones fueron
manejados bajo la Guia de manejo y cuidado de animales de laboratorio (Nih et al., 2011) y
se mantuvieron bajo condiciones controladas 12 h luz/ 12 h oscuridad. Se agruparon en
cantidades de seis ratones por cada grupo de experimentacion, grupo control en el cual se
administro el vehiculo (agua o tween 20 10%) a una dosis de 5 mL, grupo control positivo
con acarbosa a una dosis de 2 mg/Kg, y un grupo de prueba en donde se administraron los
extractos a una dosis de 100 mg/Kg. Antes de iniciar los ensayos los animales estuvieron
bajo ayuno por 16 h con agua a libre acceso. Posteriormente se mide el valor de glucosa a
tiempo 0y se administra el vehiculo, la acarbosay las muestras a los grupos correspondientes.
Pasados 30 minutos se administra la carga de sacarosa a una dosis de 2 g/Kg a todos los

grupos. Los valores de glucosa son monitoreados a 0.5, 1, 1.5, 2 y 3 h post administracion.

Para realizar la medicion de glucosa, las muestras fueron colectadas de la vena caudal de la
colade los ratones, y se utilizd un glucometro y tiras reactivas de la marca Accu-chek (Roche).
Los valores de variacion de glucemia se determinaron utilizando la siguiente formula (Ortiz-

Andrade et al., 2008).

GlucX — GlucO

%Variacion de glucemia = laco X 100

Donde: GlucO son los valores de glucosa inicial

GlucX son los valores de glucosa a diferentes tiempos (0.5, 1, 1.5, 2y 3 h).
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9.6 Analisis estadistico
Los resultados experimentales se expresan como media = SEM. Todas las mediciones fueron

replicadas tres veces. Los datos fueron analizados por un anélisis de varianza (P <0.05). Los

valores de CClsp e I1Cso se calcularon a partir del analisis de regresion lineal.

Porcentaje de inhibicion de a-glucosidasas; cada grupo representa el promedio = EE; n=6 vs
vehiculo. Con un valor de ***P <(.0001 determinado por un anélisis estadistico de la prueba

ANOVA, seguida de una prueba Dunnet.

n-Hexano |

Ferulato de bornilo (5)

o :
c = © | Cumarato de bornilo (3)
:g Acetona | _E s Cafeato de bornilo (4)
o E =
g = x
@ Metanol || .g < | Cumarato de bornilo (3)
E o — | B-Sitosterol-B-D-glucésido (16)
1.0662 Kg ° o E
Partes aéreas | & u =
C. mutica 0 Metanol Acido cafeico (2)
§ 85% = Luteolina-7-0-B-glucopiranésido (1)
2
LLi

| Ensayo a-glucosidasas |

| Ensayo de citotoxicidad |

Curva de tolerancia a sacarosa oral
(CTSO)

Figura 17 Esquema de la metodologia general.
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Tabla 4 Total de fracciones analizadas por RMN H y °C

Columna Extracto Fraccion Clave Metabolito
1 Hidroalcohdlico 15 CMHBu-01 Luteolina-7-O-f-
(Extraccion glucopiranésido
Butanol)
2 Hidroalcoholico 45-52 CMHBu-03 Acido cafeico
(Extraccion
Butanol)
3 Hidroalcohdlico 36 BAG05-004 Acido cafeico

(Extraccién
Diclorometano)
4 Hidroalcohdlico 87-112 BAG05-003 Acido cafeico
(Extraccién
Butanol)
3 Hidroalcohdlico SPS-TI BAG05-002 Acido cafeico
(Extraccién

Diclorometano)

Acetona 140-148 BAG05-005 Cafeato de bornilo
Acetona 56-59 BAG05-006 Cafeato de bornilo
Acetona 51-60 BAG05-007 Cafeato de bornilo
Hexano 03 BAG05-008 Ferulato de bornilo
Acetona 26-46 BAG05-009 Cumarato de bornilo
6 Metanolico 13-15 BAG05-010 Cumarato de bornilo
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10. RESULTADOS

10.1 Biparticién del extracto hidroalcohdlico

Se obtuvieron 92.259 g de extracto hidroalcohdlico de C. mutica a partir del cual se separaron
68.636 g para realizar una biparticion con disolventes de diferentes polaridades

(diclorometano, acetato de etilo y butanol).

Disolvente Cantidad obtenida (g) Rendimiento %

Diclorometano 9.156 13.33
Acetato de etilo 1.083 1.57

Butanol 6.855 9.98
Residuo acuoso 51.542 74.30

Las fracciones obtenidas de las biparticiones fueron analizadas por Resonancia Magnética

Nuclear (RMN) bajo las claves CMBu-OH (butanol) y CMCHClI; (diclorometano).

10.2 Cromatografia de la fraccion butandlica obtenida de la biparticion del extracto
hidroalcoholico de C. mutica
Se separaron 5.49 g de fraccion butanodlica para realizar la cromatografia en columna con

silice gruesa suspendida en acetato de etilo, la cual fue empacada en una columna de 30 mm
de didmetro y 60 cm de largo. La muestra se absorbid en una cantidad similar de silice gruesa
en relacion con la cantidad de la fraccion y se colocé en la columna de la cual se obtuvieron
fracciones de aproximadamente 125 mL mismas que fueron evaporadas para eliminar el

disolvente con ayuda de un rotaevaporador.

Se obtuvieron 86 fracciones que fueron reunidas en grupos de acuerdo con su homogeneidad

observada por CCF. (Tabla 4).
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Tabla 5 Cromatografia de la fraccion butandlica obtenida de la biparticion del
extracto hidroalcoholico de C. mutica.

Fase movil Fracciones Reuniones
100% acetato de etilo 1-14 1,2,3,4,5-9,10-12,13-14

98:2 acetato de etilo: metanol 15-20 15, 16, 17,

95:5 acetato de etilo: metanol 21-29 18-35 (Ver seccion 10.5)
90:10 acetato de etilo: metanol 30-40 36-38, 39-40
80:20 acetato de etilo: metanol 41-48 41-45, 46-48
70:30 acetato de etilo: metanol 49-56 49, 50-59
60:40 acetato de etilo: metanol 57-64 60-62 (60-72)
50:50 acetato de etilo: metanol 65-72 (Ver seccion 10.3)

100 % metanol 73-86 73-80, 81-83, 84-86

Se separaron las fracciones 15y 60-62 de este proceso las cuales contenian un sélido amarillo
para ser analizadas por RMN bajo la clave CMHBuU-01 (fraccion 15) y CMHBuU-02 (fraccion
60-62).

7-O-p-glucopirandsido de luteolina (1)

CMHBuU-01; Solido amarillo.
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RMN H (200 MHz, DMSO-dg) & 12.79 (s, 1H, OH sobre C5), 7.32 (d, J = 2.1 Hz, 1H, H-
2°),7.27 (dd, J = 8.3, 2.2 Hz, 1H, H-6"), 6.86 (d, J = 8.3 Hz, 1H, H-5"), 6.64 (d, J = 2.1 Hz,
1H, H-8), 6.49 (s, 1H, H-3), 6.37 (d, J = 2.1 Hz, 1H, H-6), 4.94 (d, J = 6.4 Hz, 1H, H-1"),
3.73-3.17 (m, 5H, H-2"",37,47 ,576™").

RMN 3C (50 MHz, DMSO-ds) & 182.28 (C, C-4), 164.94 (C, C-7), 163.21 (C, C-2),
161.68 (C-OH, C-5), 157.34 (C, C-9), 149.96 (C, C-4'), 145.90 ( C, C-3°), 121.97 (C, C1"),
119.14 (CH, C-6"), 116.19 (CH, C-5"), 113.62 (CH, C2), 106.01 (C, C-10), 103.50 (CH,
C-3), 100.65 (CH, C-6), 100.05 (CH, C-1""), 95.05 (C, C-8) , 77.30 (C, C-3""), 76.83 (C, C-
57), 73.36 (C, C-2°"), 70.03 (C, C-4""), 61.34 (C-6"").

10.3 Cromatografia de la fraccion 60-72 obtenida de la cromatografia de la fraccion
butandlica
Se separaron 117 mg de la fraccion 60-72 mismos que se utilizaron para realizar una

cromatografia en columna utilizando silice gruesa y una columna de 10 mm de diametro. La
silice fue suspendida en un sistema de elucion 80:20 acetato de etilo: metanol, misma

polaridad con la que se inicid la columna.

Se obtuvieron 62 fracciones las cuales se reunieron por su similitud cromatogréafica en 13

grupos (Tabla 5).

Tabla 6 Fraccionamiento cromatogréafico de la fraccion 60-72 obtenida de la
cromatografia de la fraccién butandlica de C. mutica

Fase Movil Fracciones Reuniones

80:20 acetato de etilo: metanol 1-10 1,2,3-11




(NP

%Jc?““ﬂ BT \
ERRE -
& acultad

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL de_ F armacia
ESTADO DE MORELOS FACU LTAD D E FAR MAC I A Conocimiento al servicio de la salud

I
o

%,
%,
s,

75:25 acetato de etilo: metanol 11-31 12, 13-14, 15, 16,17-

18, 19-20, 21-23, 24-

25, 26-29
73:27 acetato de etilo: metanol 32-39 30-36, 37-40
70:30 acetato de etilo: metanol 40-45 41-43, 44
60:40 acetato de etilo: metanol 46-53 45-52, 53-60,
100% metanol 54-62 61-62

De la fraccion 45-52 se obtuvo un precipitado amarillo que se analizé por RMN bajo la clave
CMHBuU-03.

Acido cafeico (2)
CMHBU-03. Precipitado amarillo.

RMN H (200 MHz, DMSO-ds) & 7.44 (d, J = 15.7 Hz, 1H, H-8), 6.98 (d, J = 2.0 Hz, 1H, H-
6), 6.91 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H-5), 6.74 (d, J = 8.1 Hz, 1H, H-6), 6.24 (d, J = 15.7 Hz, 1H, H-
7).

RMN 3C (50 MHz, DMSO-ds) & 167.10 (CO, C-9), 149.26 (C, C-4), 146.30 (CH,, C-7),
145.64 (C-C-3), 126.13(C, C-1) , 122.20 (CH, C-6), 116.54 (C, C-5), 115.23 (CH,, C-8),
115.14 (CH, C-2).
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10.4 Cromatografia de la fraccion diclorometénica obtenida de la biparticion del
extracto hidroalcohdlico de Coreopsis mutica
Se utilizaron 7.92 g de la fraccion de diclorometano para realizar una cromatografia en

columna con silice gruesa y una columna de 40 mm de didmetro a la cual se le adicionaron
8 pulgadas de silice suspendida 100% diclorometano misma polaridad con la que inicio la
columna obteniéndose, eluatos de 100 mL el disolvente fue eliminado con ayuda de un

rotaevaporador.

Se obtuvieron 185 fracciones las cuales se reunieron en 26 fracciones (Tabla 6).

Tabla 7 Cromatografia de la fraccion diclorometanica de la biparticion del extracto
hidroalcohdlico de C. mutica

Fase mavil Fracciones Reuniones
100% CHCl; 1-25 1, 2-4, 5 (Ver seccion
11.11), 6-15
95:5 CHCl,: CH;OH 26-35 16-35
90:10 CH,Cl,: CH3OH 36-51 36, 37-39, 40-50
85:15 CH,Cl,: CH3;OH 52-65 51-58, 59-69
80:20 CH,Cl,: CH3;OH 66-79 70-80
70:30 CH,Cl,: CH3OH 80-93 81-85, 86-90, 91-95
65:35 CHCl,: CH3;OH 94-109 96-105, 106-110
60:40 CH,Cl,: CH3;OH 110-121 111-113, 114-119
50:50 CH,Cl,: CH3;OH 122-135 120-125, 126-135
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Fase movil Fracciones Reuniones
100% acetona 136-149 137-140, 141-147, 148-

157 (Ver seccion 10.6)
100% CHsOH 150-185 158-165, 166-175, 176-

185

La fraccion 5 se analiz6 mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas

(CM-EQG) bajo la clave C3-Fx5. Los resultados se muestran en la seccion 11.11.

La fraccion 36 se analizé por RMN bajo la clave BAG05-004. Se trata de un polvo amarillo

que fue identificado como &cido cafeico.

10.5 Purificacion de la fraccion 18-35 obtenida de la cromatografia del extracto
butandlico.
Se obtuvieron 1.312 g de la fraccion 18-35, de la cual se tomaron 1.260 g para realizar una

recromatografia en columna con silice gruesa suspendida en un sistema 90:10 diclorometano:
metanol, el cual también fue la fase mavil inicial; la columna utilizada fue de 20 mm de
diametro y se obtuvieron eluatos de 50 mL los cuales se concentraron en un rotaevaporador

y se monitorean por CCF.

Se obtuvieron 133 fracciones que se reunieron en 15 grupos por su similitud cromatografica

(Tabla 7).

Tabla 8 Fraccionamiento cromatografico de la fraccion 16-35 obtenida de la
cromatografia de la fraccién butandlica de C. mutica
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Fase mavil Fracciones Reuniones
90:10 CHCl,: CHsOH 1-24 1-4, 5-6, 7-9, 10-15, 16-19,
20-26
88-12 CHCl,: CH3OH 25-45 27-36, 37-45
85:15 CH2Cl,: CH3sOH 46-58 46-57
80:20 CHCl,: CH3OH 59-73 58-77
78:28 CH2Cl,: CH3OH 74-83
75:25 CH2Cl,: CH3OH 84-89 78-86
70:30 CH2Cl,: CH3OH 90-96
60:40 CH2Cl,: CH3;OH 97-104 87-112
50:50 CH2Cl,: CH3sOH 105-112
100% CH3OH 113-133 113-133

En la fraccion 87-112 se observo un precipitado amarillo que se separd por sedimentacion
del cual se obtuvieron 25 mg que fueron analizados mediante RMN bajo la clave BAGO05-

003 identificandose como acido cafeico.

10.6 Extraccion en Fase Solida
Se obtuvieron 115 mg de la fraccion 148-157 de la cromatografia de la fraccion de

diclorometano. Se separaron 110 mg para realizar una extraccién en fase solida. La muestra
se disolvio en 5 mL de agua y se utiliz6 un cartucho C18 de fase reversa, el cual se saturo

con metanol y posteriormente con agua. Las fracciones tienen un volumen de 10 mL
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recolectadas en tubos. El primer tubo de carga (TL) pertenece al volumen en el que fue

disuelta la muestra. Las fracciones obtenidas fueron monitoreadas por CCF.

Se agrego la muestra disuelta y como fase movil se utilizaron los siguientes sistemas:

Tabla 9 Sistemas utilizados en la extraccion en fase solida de la fraccion 148-157
obtenida de la cromatografia del extracto diclorometénico de C. mutica

Sistema Fraccion Rendimiento
Carga de la muestra T-L 40 mg/ 36.36 %
9:1 agua: metanol T-1 31 mg/ 28.18 %
7:3 agua: metanol T-2 13 mg/ 11.81 %
5:5 agua: metanol T-3 7mg/6.3%
7:3 agua: metanol T-4 2mg/ 1.8 %
100% metanol T-5 3mg/2.72%

Las fracciones TL y T-1 fueron analizadas mediante RMN bajo las claves BAG05-001 (T-
L) y BAG05-002 (T-1). Se identifico &cido cafeico.

10.7 Fraccionamiento del extracto metandlico de Coreopsis mutica
A partir de 50 g de extracto metandlico de C. mutica se realizd una cromatografia en columna

(50 mm de diametro) empacada con silice gruesa suspendida en 100% de diclorometano
como fase movil, aumentando la polaridad gradualmente. Se obtuvieron 130 fracciones que
se reunieron por similitud cromatografica, la fraccion 13-15 se analizé por RMN bajo la clave

BAG05-010 (Tabla 10).

Tabla 10 Fraccionamiento cromatografico del extracto metandlico de C. mutica.
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Fase movil Fracciones Reuniones
100% CHCl. 1-24 1,2, 3, 4,5-7,8-9,10-12, 13-15,
16-18, 19-26
95:5 CH,Cl,: CH;0OH 25-38 27-28, 29-30, 31-32, 33-39
90:10 CH Cl,: CH3;OH 39-54 40-44, 45-48, 49-53
80:20 CH.Cl>: CH3OH 55-67 54-56, 57-63, 64-69
70:30 CH2Cl>: CH3OH 68-80 70-74, 75-80
60:40 CH.Cl>: CH3OH 81-94 81-88, 89-95
50:50 CH.Cl,: CHsOH 95-106 96-99, 97 (Ver seccion 10.8), 100-
110
100% CH3;OH 107-122 11-119
85:15 CHClz: H20 123-129 120-129

Se analiz6 mediante RMN la fraccion 13-15 bajo la clave BAG05-010 el cual se observo

como un precipitado café que se identifico como cumarato de bornilo.

Cumarato de bornilo (3)

RMN H (400 MHz, CDCl3) § 7.59 (d, J = 16.0 Hz, 1H, H-B), 7.40 (d, J = 8.6 Hz, 2H,H-
2'6"), 6.83 (d, J = 8.6 Hz, 2H ,H-3'5"), 6.30 (d, J = 16.0 Hz, 1H, Har), 4.99 (ddd, J = 9.9, 3.5,
2.0 Hz, 1H, H-2), 2.38 (dddd, J = 13.1, 9.8, 7.9, 4.3 Hz, 1H, H-3b), 2.05 — 1.97 (m, 1H, H-
6a), 1.68 (t, J = 4.4 Hz, 1H, H-4), 1.04 (dd, J = 13.8, 3.6 Hz, 1H, H-3a), 0.91 (s, 3H, H-8),
0.87 (s, 3H, H-9), 0.86 (s, 3H, H-10).
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RMN C (100 MHz, CDCls) § 168.44 (CO), 144.56 (CH, C-7), 129.98 (CH, C27),126.83,
115.95 (CH-C-2), 115.65 (CH2-C-8"), 80.24 (CH-C-2), 48.95, 47.84, 44.95 (CH-C-4),
36.84(CHa, C-3), 28.05 (CHa, C-5), 27.23 (CH2,C-6), 19.71 (CH3,C-9), 18.84(CHs,C-8) ,
13.54 (CH3,C-10).

La fraccion 40-44 presentd un precipitado blanco parcialmente soluble en DMSO. Se hizo

una cromatoplaca comparativa donde se identifico como glucosido B-sitosterol.

Glucosido p-sitosterol (16)

10.8 Recromatografia de la fraccion 97 de la cromatografia del extracto metanolico
A partir de la fraccion 97 obtenida de la cromatografia del extracto metandlico se realiz6 una

recromatografia en una columna de 25 mm que se empaco con 45 g de silice suspendida con
80:20 acetato de etilo: metanol. La muestra se absorbié en 470 mg de silice y se inicio la
columna con una polaridad de 80:20 acetato de etilo: metanol obteniéndose fracciones de un
volumen de 50 mL que fueron concentradas en un rotaevaporador. Se obtuvieron 76

fracciones que fueron reunidas por similitud cromatografica en 7 fracciones (Tabla 11).

Tabla 11 Fraccionamiento cromatografico de la fraccion 97 de la cromatografia del
extracto metandlico de C. mutica

Fase movil Fracciones Reuniones
80:20 acetato de etilo: 1-17 1, 2, 3-16 (Ver seccién 10.9)
metanol
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75:25 acetato de etilo: 18-37 17, 18-22, 23, 24-26, 27-36

metanol
70:30 acetato de etilo: 38-47 37-48

metanol
50:50 acetato de etilo: 48-61 49, 50-61

metanol

100% metanol 62-76 62-76

10.9 Recromatografia de la fraccion 3-16 obtenida de la recromatografia de la
fraccion 97 del extracto metanolico.
180 mg de la fraccion 3-16 de la recromatografia de la fraccion 97 del extracto metanolico

fueron utilizados para recromatografia en columna, utilizando una columna de 10 mm que se
empaco con 4 g de silice flash y fue suspendida en 100% acetato de etilo y absorbida en 150

mg de silice flash. Se obtuvieron fracciones de 10 mL (Tabla 12).

Tabla 12 Fraccionamiento cromatografico de la fraccion 3-16 obtenida de la

recromatografia de la fraccion 97 del extracto metanolico de C. mutica

Fase movil Fracciones Reuniones
100% acetato de etilo 1-23 1,2, 3 4,511, 12, 13-
14, 15-25
98:2 acetato de etilo: metanol 24-44 26-33, 34-40
95:5 acetato de etilo: metanol 45-57 41-48, 49-57
100% metanol 58-65 58-65
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Se obtuvieron 65 fracciones que se reunieron en ocho grupos de acuerdo con su similitud

cromatogréfica. Se analizo la fraccion 15-25 por RMN bajo la clave BAG05-012.

10.10 Fraccionamiento del extracto aceténico

Fue realizado en el Laboratorio 211 del Centro de Investigaciones Quimicas por la Q.I.
Zurisaday Villegas Gonzalez. A partir de este extracto se identificaron el cafeato y cumarato

de bornilo como compuestos mayoritarios, los que fueron analizadas por RMN bajo las

claves BAG05-007 y BAG05-009.

El proceso de la obtencion y purificacion de los compuestos a partir del fraccionamiento del

extracto acetonico se describe a continuacion:

Se utilizé una columna de 60 mm de didmetro y 70 cm de largo, empacada con 6’ de gel de
silice y aplicando 45 g del extracto previamente adsorbido en 30 g de gel de silice. La elucion
del proceso se inicié con n-hexano al 100%, incrementando la polaridad del sistema por la
adicion de acetona, hasta finalizar con este dltimo disolvente al 100%. Se obtuvieron 146
fracciones de 350 mL los cuales fueron evaporados con la ayuda de un rotaevaporador Tabla
13. Al realizar el cambio de polaridad de 90:10 a 80:20 hexano:acetona, se observd un

precipitado color blanco a partir de la fraccidn 50 y hasta la fraccion 73.

Tabla 13 Fraccionamiento cromatografico del extracto acetdnico de C. mutica

Fase movil Fracciones Reuniones
100% Hexano 1-12 1-2, 3-4, 5-13
95:5 Hexano: acetona 13-24 14, 15-16, 17-18, 19-22, 23-25
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Fase movil Fracciones Reuniones
90:10 Hexano: acetona 25-47 26-46
80:20 Hexano: acetona 48-67 47-50, 51-73 (Ver seccién 10.11)
70:30 Hexano: acetona 68-78 74-78
60:40 Hexano: acetona 79-96 79-85, 86-91, 92-93
50:50 Hexano: acetona 97-111 94-99, 100-113
40:60 Hexano: acetona 112-126 114-118, 119-120, 121, 122-129
30:70 Hexano: acetona 127-138 130, 131-133, 134-140
100% Acetona 139-146 141-143, 144-146

Se procedio a preparar la fraccion 26-46 para su analisis mediante experimentos de RMN
bajo la clave BAG05-009. Con base en lo observado mediante CCF, se procedio a realizar

recromatografia de la fraccion 51-73.

Cumarato de bornilo (3)

BAG05-009
'H RMN (400 MHz, CDCls) & 7.59 (d, J = 16.0 Hz, 1H, HB), 7.40 (d, J = 8.6 Hz, 2H, H-

2'6'), 6.83 (d, J = 8.6 Hz, 2H, H-3'5"), 6.30 (d, J = 16.0 Hz, 1H, Hay), 4.99 (ddd, J = 9.9, 3.5,
2.0 Hz, 1H, H-2), 2.38 (dddd, J = 13.1, 9.8, 7.9, 4.3 Hz, 1H, H-3b), 2.05 — 1.97 (m, 1H, H-
6a), 1.68 (t, J = 4.4 Hz, 1H, H-4), 1.04 (dd, J = 13.8, 3.6 Hz, 1H, H-3a), 0.91 (s, 3H, H-8),
0.87 (s, 3H, H-9), 0.86 (s, 3H, H-10).
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13C RMN (100 MHz, CDCls) & 168.44 (CO), 144.56 (CH, C-7), 129.98 (CH, C2),126.83,
115.95(CH-C-2), 115.65 (CH2-C-8"), 80.24 (CH-C-2), 48.95, 47.84, 44.95 (CH-C-4),
36.84(CHa, C-3), 28.05 (CH,, C-5), 27.23 (CH2,C-6), 19.71 (CHs,C-9), 18.84(CHs,C-8) |,

13.54 (CHs,C-10).

10.11 Recromatografia de la fraccion 51-73 obtenida de la cromatografia del extracto
acetonico de C. mutica
Mediante el analisis de CCF se determind realizar una CC de las fracciones 51-73 del extracto

acetonico, utilizando 6.942 g de las fracciones, adsorbiéndolos en 6 g de silice flash. Se

monto una columna de 50 mm de diametro por 40 cm de largo, utilizando 6 pulgadas de silice

flash (200:400) como fase estacionaria. La elucion se inicio con CH2Cl; al 100%, realizando

cambios de polaridad de forma ascendente con la adicion de acetona, obteniendo 141

fracciones de 50 mL, y agrupadas de acuerdo con su similitud observada mediante CCF.

Tabla 14 Fraccionamiento cromatografico de la fraccion 51-73 de la cromatografia del
extracto acetonico de C. mutica

Fase movil
100% CH-Cl>

98:2 CH,Cl,: Acetona

95:5 CH,Cl,: Acetona

90:10 CHCl,: Acetona

80:20 CHCl,: Acetona

Fracciones
1-65

66-87

88-99

100-113

114-131

Reuniones
7-12, 13-29, 30-35, 51-60,
36-73 (Ver seccién 10.12)
74-78, 79-89
90-100

101-108, 109, 110-113

114-120, 121, 122-123, 124-130
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100% Acetona 132-141 131-134, 135-137, 138-141.

En las fracciones 51-60 se obtuvo un precipitado color blanco, el cual fue purificado mediante

precipitacion y preparado experimentos de RMN con la clave BAG05-007.

10

Cafeato de bornilo (4)

BAG05-007; Solido blanco.

IH RMN (400 MHz, Acetona-ds) & 7.54 (d, J = 15.9 Hz, 1H, H-7"), 7.16 (d, J = 2.1 Hz, 1H,
H-2'), 7.04 (dd, J = 8.2, 2.1 Hz, 1H, H-6"), 6.86 (d, J = 8.2 Hz, 1H, H'5), 6.31 (d, J = 15.9
Hz, 1H, H-8"), 4.97 (ddd, J = 9.9, 3.6, 2.1 Hz, 1H, H-2), 2.36 (dddd, J = 13.4, 9.9, 4.7, 3.3
Hz, 1H, H-3b), 2.10 — 1.97 (m, 2H, H6), 1.77 (q, J = 4.1 Hz, 1H, H-5b), 1.69 (q, J = 4.2 Hz,
1H, H-4), 1.41 (dd, J = 4.1, 2.4 Hz, 1H, H-6b), 1.32 — 1.18 (m, 1H, H-5a), 1.01 (dd, J = 13.6,
3.7 Hz, 1H, H-3a), 0.93 (s, 3H, H-9), 0.89 (s, 3H, H-8), 0.85 (s, 3H, H-10).

13C RMN (100 MHz, Acetona-ds) 5 167.60 (CO), 148.62 (C, C-4°), 146.24 (C, C-3), 145.26
(CH, C-7"), 127.57 (C- C-1"), 122.38 (CH, C-H-6"), 116.24 (CH, C-8"), 116.01 (CH, C-2"),
115.07 (CH, C-5), 47.7 (C, C-7), 45.69 (CH, C-4), 37.49 (CH, C-3), 28.55 (CH, C-5), 27.77
(CH, C-6), 19.92 (CHs, C-8) , 19.03 (CH3, C-9), 13.78 (CHs, C-10).

10.12 Recromatografia de la fraccién 36-73 de la recromatografia de la fraccion 51-73
del extracto acetonico de C. mutica.
Se reunieron 2.4 g de las fracciones 36-73 de la recromatografia de la fraccion 51-73 del

extracto acetdnico. Se adsorbieron en silice flash y se colocaron en una columna de 5.5 cm
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de didametro previamente empacada con silice flash (200:400). Inicialmente se utiliz6 como
fase movil CH2Clzal 100% y se incrementd la polaridad adicionando acetona, hasta terminar
en un sistema de elucidn 95:5 (CHCl2: acetona). Los eluatos 1 a 48 se colectaron de 50 mL
y a partir del 49 se colectaron de 100 mL. En este proceso cromatografico se obtuvo un total
de 158 fracciones (Tabla 15), las cuales fueron concentrados en un rotaevaporador y

reunidos de acuerdo con su similitud observada en CCF.

Tabla 15 Proceso cromatografico de la fraccion 36-73 obtenida de la recromatografia
de la fraccion 51-73 del extracto acetonico de C. mutica

Fase Movil Fracciones Reuniones
100% CH.Cl; 1-67 1-17, 18, 19-25, 26-33, 34-38, 39-
44, 45-49, 50-54, 55-62, 63-65,
66-69
99:1 CH.Cly: Acetona 68-130 70-71, 72-73, 74-99, 100-101,
102, 103-109, 110-119, 120-131
98:2 CH.Cl: Acetona 131-142 132-139, 140-148
95:5 CH.Cl: Acetona 143-158 149-152, 153-158

A partir de la fraccion 140 hasta 148 se pudo observar un precipitado que se comparé con
cafeato de bornilo mediante CCF, identidad que fue comprobada mediante RMN con la

siguiente clave BAG005-005 (140-148). Precipitado blanco. Cafeato de bornilo

10.13 Fraccionamiento del extracto hexanico de Coreopsis mutica
En ensayos cromatograficos previos a este trabajo se fracciono el extracto hexanico del cual

se obtuvo en forma de cristales blancos el ferulato del bornilo el cual se analizé6 por RMN

bajo la clave BAG05-008.
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Ferulato de bornilo (5)

BAGO05-008, Cristales blancos.

IH RMN (400 MHz, CDCls) & 7.59 (d, J = 15.9 Hz, 1H, Hp), 7.08 (dd, J = 8.2, 1.9 Hz, 2H,
H-6"), 7.04 (d, J = 1.9 Hz, 1H, H-2"), 6.91 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H-5), 6.32 (d, J = 15.9 Hz,
1H, H-), 5.01 (ddd, J = 9.9, 3.5, 2.1 Hz, 1H, H-2), 3.93 (s, 3H, H-7"), 2.41 (dddd, J =
13.5,9.9, 4.6, 3.3 Hz, 1H, H-3a), 2.16 — 1.93 (m, 1H, H-6a), 1.70 (t, J = 4.3 Hz, 1H, H-4),
1.37 —1.21 (m, H, H-6b), 1.05 (dd, J = 13.7, 3.5 Hz, 1H, H-3a), 0.94 (s, 3H, H-9), 0.89 (s,
3H, H-8), 0.88 (s, 3H, H-10).

10.14 Ensayo de inhibicion de enzimas a-glucosidasas de los extractos obtenidos de C.
mutica
Se evaluaron los extractos de C. mutica a una concentracion exploratoria de 1000 pg/mL,

los resultados indican que todos los extractos tienen actividad inhibitoria de a-glucosidasas
estadisticamente significativa frente al vehiculo, siendo los extractos de mayor polaridad
(hidroalcoholico y metandlico) los que presentan mayor porcentaje de inhibicion (70.25% y
69.33%), mientras que los extractos menos polares (acetonico y hexanico) también mostraron
actividad inhibitoria sobre enzimas a-glucosidasas pero en menor porcentaje que los
extractos polares (58.99% y 28.75%) (Gréfica 1), se utiliz6 acarbosa como farmaco de
referencia y dado que el té verde (Camellia sinensis) es bien conocido por su actividad

inhibitoria sobre a-glucosidasas (Y. Wang et al., 2012) se utiliz6 extracto acuoso de té verde
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(té verde puro Twinings®) como control positivo obteniéndose 76.69 % de inhibicion. Por lo
que se asume, que la mayor cantidad de metabolitos con potente actividad inhibitoria se
encuentran en los extractos polares de C. mutica asi es que se prosiguio a la purificacién e
identificacion de los metabolitos contenidos en los extractos mediante técnicas

cromatograficas convencionales.

70 Iririririiiy 7 .

% Inhibicion

>
Log (concentracién) png/mL

- Vehiculo E. Hidroalcohodlico [l E. Aceténico
7] Acarbosa E. Metandlico EH E. Hexanico

E Camellia sinensis

Grafica 1 Actividad inhibitoria de los extractos hidroalcohélico, hexanico, acetonico y metandlico
de C. mutica sobre la actividad de a-glucosidasas. [1000 pg/mL] cada grupo representa el promedio
+ EE; n=8 vs vehiculo. Acarbosa y extracto acuoso de Camellia sinensis fueron usados como
control positivo. Con un valor de ***P < 0.0001 determinado por un analisis estadistico de la
prueba ANOVA, seguida de una prueba Dunnet.

11. DISCUSION
11.1 Caracterizacion espectroscopica por *H y 3C de 7-O-g-D-glucopiranésido de
luteolina

En la fraccion CMHBU-01, se identificaron dos compuestos por medio de RMN de *H y 3C
(7-O-p-D-glucopiranésido de luteolina) y &cido cafeico en las fracciones que fueron

etiquetadas bajo las claves BAG005-003, BAG05-004 y BAG05-005.




| -
UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS %ultad

de Farmacia

Conocimiento al servicio de la salud

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
FACULTAD DE FARMACIA

ESTADO DE MORELOS

H3
6.49
)
-
o
Hé
6.37
Hd)
K ]
%)
H1™ H2-6"
4.94 3.88-3.56
d
)
"" <
Pt T3 d é_

s

s

— - —r T — —— T T ——

35 12.80 12.757.35 7.30 7.25 7.20 6.90 6.85 6.80 6.75 (6.70 6.65 6.60 6.55 6.50 6.45 6.40 5.35 6,30 S.UD 4.95 4.9 39 38 3.7 36 35 34 3.
ppm

Espectro 1 RMN *H de Luteolina-7-O-4-glucopirandsido. 200 MHz, DMSO-d6
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Figura 18 Espectro de los acoplamientos meta y orto de 7-O-f-glucopirandsido de luteolina.
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La sefial que se encuentra a un desplazamiento de 7.32 ppm integra para un hidrégeno y
presenta una multiplicidad doble con una constante de acoplamiento de 2.2 Hz, por lo que se
asigna al hidrégeno de la posicion 27, el cual se acopla en posicion meta con el hidrégeno 6
que se designa por la sefial desplazada a 7.27 ppm que integra para un hidrégeno, y presenta
multiplicidad doble de doble por lo que tiene una constante de acoplamiento adicional de 8.3
Hz, esto indica que H6’ se acopla en posicion orto con la sefial en 6.83 ppm que integra para
un hidrogeno y que presenta multiplicidad de doble con una constante de 8.3 Hz, por lo que

se asigna al hidrogeno 5.
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Figura 19 Espectro del acoplamiento orto en el anillo A de 7-O--glucopiranosido de luteolina.

Por otro lado, como un singulete se observa una sefial a 12.79 ppm que corresponde a el
hidrogeno del hidroxilo en posicion 5 el cual se encuentra a campo muy bajo por el enlace

de puente de hidrogeno que forma con el oxigeno en posicién 4 los puentes de hidrogeno
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alargan el enlace O-H reduciendo la densidad de electrones de valencia alrededor del proton
el cual se ve mas desprotegido y desplazado a campo bajo, a 6.64 ppm se observa una sefial
que integra para un hidrogeno con multiplicidad doble y constante de acoplamiento de 2.1
Hz, la cual comparte con la sefial a 6.37 ppm, que integra para un hidrégeno y presenta
multiplicidad doble y una constante de acoplamiento de 2.1 Hz, por lo que se asigna al protén
6, el cual se encuentra en posicién orto con el hidrogeno 8. La sefial a 6.49 ppm que aparece

como una sefial simple, integra para un hidrogeno y se asigno al hidrégeno 3.

H1” H2"",H3",H4
(d) " H5"",H6"’
4.94 (m)

Hy - 3.88-3.63
| «+

RO OH ‘
OH
Hy J=6.35Hz

5.00 4.95 4.90 4.85 4.80 3.95 3.90 3.85 3.80 3.75 3.70 3.65 3.60 3.55 3.50 3.45
f1 (ppm)

Figura 20 Espectro del acoplamiento del proton anomérico 7-O-$-glucopiranosido de luteolina.

La sefial que se encuentra en 4.94 ppm que integra para un hidrégeno y que tiene una
multiplicidad doble con una constante de acoplamiento de 6.35 Hz es atribuible al proton
anomérico 1°” de la glucosa, el espectro muestra una serie de sefiales entre 3.88 ppm y 3.63

ppm, atribuibles al resto del azucar.
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Figura 21 7-O-p-D-glucopirandsido de Luteolina (1)

Tabla 16 Comparacion de los desplazamientos de RMN H y *C de 7-O--D-
glucopirandsido de luteolina. (B. Wang & Hu, 2013).

(200 y 50 MHz, DMSO-ds). | (400 y 100 MHz DMSO-d6)
Posicion H 'H Reportado Tipo de
oC Experimental oC oC (J: Hz) carbono
oC (J: Hz)

C-4 182.29 181.9 C
C-7 164.95 164.3 C
C-2 163.22 164.2 C
C5 161.68 12.79 (s) 159.8 12.98 (s) C-OH
C-9 157.25 157.3 C
c-4 149.91 149.9 C
C-3 145.90 145.6 C
C-U 121.97 121.0 C
C-6 119.14 7.35 (dd, 8.3; 2.2) 119.3 7.46 (dd, 8.0;2.1) CH
C-5 116.20 6.93 (d, 8.3) 115.8 6.88 (d, 8.0) CH
C2 | 11362 7.40 (d, 2.2) 113.7 7.41(d 2.1) CH
C-10 105.56 105.2 C
C3 | 103.04 6.57 (S) 103.4 6.74 (s) CH
C-6 99.58 6.45 (d, 2.1) 99.5 6.43 (d, 1.9) CH
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C8 | 9505 6.72 (d, 2.1) 945 6.79 (d, 1.9) CH
C-1” | 100.20 5.02 (d, 6.3) 100.1 5.08 (d, 7.5) CH
C-3” 76.83 77.5
C-5” 76.36 76.4
c-2” 72.91 73.1
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Espectro 2 RMN C de Luteolina-7-O-g-glucopiranésido. 50 MHz CDCls, DMSO-d6

En el espectro de 3C (Espectro 2) se observan 21 sefiales correspondientes al total de los
carbonos de la molécula, 15 de ellos corresponden al flavonoide y seis a la glucosa
fragmentos inferidos por el analisis de RMN *H. Asi, la sefial desplazada a campo mas bajo
en 182.2 ppm corresponde a un carbono de tipo carbonilo que es asignado al carbono 4, se
encuentran sefiales de carbonos olefinicos a 163.2 y 103.5 ppm que se asignan a los carbonos

2y 3, respectivamente. Tres sefiales de carbonos unidos a grupo hidroxilo en 161.8, 149.9 y
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145.9 ppm se asignaron a los carbonos 5, 4’y 3" respectivamente. Los desplazamientos en
100.2 ppm (carbono anomérico), 76.8, 73.36, 72.92, 69.57 y 60.87 ppm corresponden a los
carbonos del fragmento de glucosa y son asignados por comparacion con los ya reportados.
Adicionalmente los datos espectroscopicos, de la luteolina glicosilada obtenida en este
trabajo, fueron comparados con los reportados en la literatura para aquellos que se encuentran
glicosilados en diferentes posiciones (I, 11, 111, 1V, V). Dado que los compuestos 11 y 111
estan sustituidos en posicion 6 y 8 respectivamente, las sefiales dobles en posicion orto entre
6.3-6.8 ppm no se observan y sus carbonos anomeéricos se encuentran a campo mas alto. Por
otro lado, el compuesto 1V se encuentra glicosilado en posicion 5, por lo que, si bien el resto
de las sefiales es muy similar a las del compuesto aislado, este no cuenta con la sefial de *H
a campo muy bajo que corresponde a la generada por el puente de hidrogeno en posicion 5
que si se observa en el espectro del compuesto obtenido, por ultimo el compuesto V con el
glucdsido en posicion 4en el anillo B del flavonoide, la sefial del hidrogeno 5 (7.32 ppm)
se encuentra a campo mas bajo que la del compuesto de referencia (6.88 ppm) por la
presencia del glicosido.

Los experimentos de RMN en 2D confirmarian la asignacion de las sefiales del glucésido,
asi mismo los analisis de FAB/MS o ESI/MS, estos no fueron realizados ya que, las sefiales
obtenidas fueron comparadas con las ya reportadas y se determiné que el compuesto obtenido
esta glicosilado en posicion 7, ademas de que el 7-O--glucopirandsido de luteolina ha sido

identificado en la mayoria de las especies de Coreopsis (Crawford & Smith, 1980).
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Figura 22 Estructura del flavonoide luteolina glucosilado en diferentes posiciones. A) Luteolina B)

Glucésido
R1 R2 R3 R4 R5
I, la OH H O-f-glucosa H OH
1 OH H OH C-p-glucosa OH
1 OH C-p-glucosa OH H OH
v O-f-glucosa H OH H OH
vV OH H OH H O-p-glucosa

I. Luteolina-7-O-f-glucopiranésido (Reportado)
la. Luteolina-7-O-$-glucopiranésido (Experimental)

Il. Luteolina-8-C-B-glucopirandsido

I11. Luteolina-6-C-B-glucopirandsido
V. Luteolina-5-O-g-glucopiranésido
V. Luteolina-4"-O-f-glucopiranosido

Tabla 17 Datos de *H y 3C de los compuestos 1-V

| la 1 11 v V
(B. Wang & (Rayyan (Rayyanetal., (Linetal., (Krenn
Hu, 2013) (experimenta') et al., 2005) 2005) 2001) et al., 2003)
DMSO-d6 DMSO-d6 CD30D DMSO-d6 DMSO-d6 CD30D
# 6H é6C 6H 6C 6H 6C 6H 6C 6H 6C 6H 6C
ppmJ ppm  ppm)J ppm  ppm ppm ppm ppm = ppm ppm ppm ppm
(Hz) (Hz) J J J J
(Hz) (Hz) (Hz) (Hz)
2 12.98; 164.2 12.79; 163.2 166.7 163.7 162.5 166.2
S S
3 6(.6)6 103.4 6.4(8;)(5) 103.0 6.62; 103.6 6.66; 102.8 6.52; 105.7 6.62; 105.2
(s) (s) () () ()
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| la 1 ] v V
(B. Wang & (Rayyan (Rayyanetal., (Linetal., (Krenn
Hu, 2013) (experimentaj) et al., 2005) 2005) 2001) et al., 2003)
DMSO-d6 DMSO-d6 CDs0D DMSO-d6  DMSO-d6 CD30D
4 181.9 182.2 184.1 181.9 176.8 183.7
5 159.8 161.6 162.6 160.7 158.6 163.2
6  6.43; 995 6.35;d 995 6.36; 99.3 108.9 6.69; 104.2 6.22; 100.3
d (2.1) (s) d d
(1.9) (2.1) (2.1)
7 164.4 164.5 164.5 163.3 161.3 165.4
8 6.79; 945 6.62;d 95.0 105.7 6.47; 935 6.78; 98.1 6.43; 0952
d (2.1) (s) d d
1.9) (2.1) 2.1)
9 157.3 157.2 158.1 156.2 158.3 159.4
10 105.2 105.5 105.1 103.4 108.5 105.4
1 121.0 121.9 124.0 121.4 121.5 127.2
2" 7.41; 1137 7.32;d 1132 7.64; 1149 7.39; 113.38 7.34- 113.2 7.45; 1149
d (2.2) (s) d 7.37; d
(2.1) (2.2) (m) (2.4)
3 145.6 145.9 147.0 145.8 145.6 148.6
4 149.9 149.9 150.9 148.7 149.2 149.9
5  6.88; 1158 6.84;d 116.2 6.99; 116.7 6.88; 116.1 6.87; 116.0 7.32; 117.9
d (8.3) d d d d
(8.0) (8.2) (8.4) (8.9) (8.4)
6"  7.41; 1193 7.27;dd 1191 7.60; 1209 7.50; 119.0 7.34- 1185 7.46; 119.8
dd (8.2, d (s) 7.37; dd
(8.0, 2.2) (8.2) (m) (8.4,
2.1) 2.0)
1 508 100.1 4.93;d 1002 5.07; 76.2 457; 731 470; 104.4 4.95; 103.2
(d, (7.4) d d d d
7.5) 9.7) 9.7) (7.2) (7.5)
27 349; 731 3.63- 729 4.20; 728 4.03; 70.2 73.6 355, 748
t(9) 3.75 t t t
(m) (9.5) (9.4)
37 356; 775 3.63- 76.8 3.62; 803 3.19; 79.0 756 3.50; 775
t (9) 3.75 m m m
47 3.42; 69.7 3.63- 69.5 3.78; 723 3.11; 707 69.7 3.40; 713
t(9) 3.75 t t m
(m) (9.2) (9.2)
57 3.60; 764 3.63- 76.3 3.56; 829 3.15 816 775 3.50; 785
m 3.75 m m m
(m)
6" 368, 606 3.78;d 60.8 406 622 368 615 60.49 3.72; 62.4
d(12. (12.0) m dd dd
0) (1.8,
12.0)
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11.2 Caracterizacion espectroscopica por *H y 3C de &cido cafeico

Figura 23 Acido cafeico (2)

Tabla 18 Comparacion de los desplazamientos en RMN *H y *C de Acido cafeico (2)
Acetona 400 MHz (Jeong et al., 2011)

Posicion H 'H Reportado | Tipo de
oC Experimental | 6C o6C (J: Hz) carbono
oC (J: Hz)

1 126.1 128.3 C
2 115.1 7.04 (d; 2.1) 115.7 7.07 (d; 2) CH

3 145.6 147.2 C

4 149.2 149.8 C
5 116.5 6.77 (d; 8.2) 1170 | 6.81(d;8.2) CH
6 122.2 6.94 (d;8.2) 1234 | 6.95(d;8.2) CH
H-B 146.3 757 (d;15.7) | 147.6 | 7.55(d;15.9) CH2
H-a 115.2 6.29 (d;15.7) | 116.0 | 6.24 (d;15.9) CH2
9 167.1 171.6 CO
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A (d) B (d)
7.57 6.29
1
g = & = &
- - — ~ =
7.70 7.65 7.60 7.55 7.50 7.10 7.05 7.00 6.95 6.90 6.85 6.80 6.75 6.70 6.65 6.35 6.30 6.25 6.20

f1 (ppm)

Espectro 3 RMN *H de Acido Cafeico. 200 MHz, DMSO-d6

En el espectro (Espectro 3) se observan cinco sefiales con multiplicidad doble y una sefial
simple, la sefial desplazada a campo bajo se encuentra a 7.57 ppm tiene multiplicidad doble
e integra para un hidrégeno y tiene una constante de acoplamiento de 15.7 Hz pertenece al
proton vinilico B que tiene un acoplamiento tipo trans con el proton a, el cual se asigna por
la sefial que aparece a un desplazamiento a 6.29 ppm, que también presenta multiplicidad
doble e integra para un hidrogeno y presenta constante de acoplamiento de 15.7 Hz,

concluyendo que se trata de un sistema carbonilico o,- insaturado.

Adicionalmente, en 6.94 ppm aparece una sefial que corresponde al hidrégeno 6 con

multiplicidad doble de doble que integra para un hidrégeno, con una constante de
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acoplamiento de 8.2 Hz que se acopla con un segundo hidrdgeno (H-5) en posicion orto, la
segunda constante de acoplamiento es de 2.1 Hz que corresponde a un acoplamiento tipo
meta con el hidrégeno 2. En 6.77 ppm se encuentra una sefial con multiplicidad doble que
integra para un hidrégeno y que comparte una constante de 8.2 Hz en posicién orto con la
sefial del hidrégeno 6, por lo que se asume que se trata del hidrégeno 5, respectivamente, del
anillo aromético. Finalmente, a 7.04 ppm se observa una sefial doble que integra para un
hidrogeno con una constante de acoplamiento de 2.1 Hz que se asigna al proton 2, que se esta
acoplando en posicion meta con el hidrogeno 6 en la molécula del acido cafeico.

J=15.84 Hz @
HB oH

Ha
J=15.70 Hz

B (d)
6.29

7270 7.5 7.60 7.55 7.50 710 705 700 695 690 685 6.80 6.75 670 6.65 6.35 6.30 6.25 6.20
1 (ppm)

Figura 24 Espectro de los acoplamientos vinilico y orto de acido cafeico.
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Espectro 4 RMN **C de Acido Cafeico. 50 MHz, DMSO-d6

En el espectro 4 se observan 9 sefiales que corresponden a los carbonos de la estructura del
acido cafeico, en campo alto se observa una sefial caracteristica de carbono base de oxigeno
a 167.10 ppm que corresponde al carbonilo del &cido carboxilico, a 194.26 y 145.64 ppm se
encuentran las sefiales de carbonos unidos a grupos hidroxilos C-7 y C-8, los carbonos
vinilicos se encuentran desplazados a 146.30 y 115.23 ppm, el resto de las sefiales

corresponde a los carbonos del anillo aromatico.
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11.3 Caracterizacion espectroscopica por RMN *H y $3C de cafeato de bornilo

w
093
0.89

10

H2 H3a H6a H5 Hé6a 3H (8,9,10)

2.
1 (ppm)

Espectro 5 RMN *H de cafeato de bornilo. 400 MHz, Acetona

Se identificaron sefiales con desplazamientos entre 6 y 7 ppm (Espectro 5), lo que sugiere la
presencia de un sistema aromatico, y a partir del analisis de los datos se identifico un sistema
ABX. Se observa una sefial en 7.54 ppm (HB multiplicidad doble, integracion para 1
hidrogeno) que comparte una constante de acoplamiento de 15.9 Hz con una sefial doble en
6.31 ppm (Ha). La diferencia en el desplazamiento quimico de estas sefiales indica que uno
de los hidrogenos se encuentra fuertemente desprotegido, lo que conduce a suponer que se
trata de hidrogenos vinilicos de un sistema o-f insaturado, una sefal doble de doble en 7.04
ppm, gque integra para un hidroégeno con dos constantes de acoplamiento de 2.1y 8.2 Hz, esta
Gltima acoplada en orto con una sefial doble en 6.89 ppm que integra para un hidrégeno y

que corresponde al hidrogeno 6°.
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15.9 Hz
Ho R
6.31 :2_<
(o] Hp
(d)
758 216 yos  es 631 R TSoeem

HB

Ha

HO

\
> * 4 * B 1 5 T 4 HO H
3 s 3 &
T T T : r r v T - T r T T r r T r r T T T Ha’
7.65 7.60 7.55 7.50 7.45 7.25 7.20 7.15 7.10 7.05 7.00 6.95 6.90 6.85 6.80 6.75  6.45 6.40 6.35 6.30 6.25 6.86 ppm
f1 (ppm)
8.2 Hz

Figura 25 Espectro de los acoplamientos vinilico y orto de cafeato de bornilo.

A campo alto se observa una sefial a 4.97 ppm (H2) con multiplicidad doble de doble de
doble que integra para un hidrégeno, la cual tiene tres constantes de acoplamiento; 9.9 Hz
con una sefial doble de doble de doble de doble a 2.36 ppm (H3a), la segunda constante de
3.5 Hz que comparte con una sefial doble de doble a 1.01 ppm (H3b) y la tercera constante

de 2.0 Hz que se acopla por efecto W con una sefial multiple a 1.35 ppm (H6b).

H3oC CHag

9.9 Hz

Hga R H3a
H2 (dddd) H3b

05 | 5.03 501 489 497 405 4903 4012 250 248 246 2.44 242 240 238 236 2.34 232 230 2.28 2.26 22412 1.10 1.08 1.06 1.04 1.02 1.00 098 |
f1 (ppm) f1 (ppm) "

Figura 26 Acoplamiento de los protones en el anillo biciclo de cafeato de bornilo
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Para la sefial doble de doble de doble de doble en 2.36 ppm (H3a) la constante de
acoplamiento de 13.3 Hz se acopla con el doble de doble del hidrégeno 3b (1.01 ppm),
mientras que la constante de 4.7 Hz la comparte con una sefial triple (H4) desplazado en 1.69
ppm, y por altimo, la constante de 3.2 Hz se acopla con una sefial multiple desplazada a 1.77
ppm que corresponde al hidrégeno 5a.

Estos datos fueron comparados con los ya descritos en la bibliografia y se determino que el

compuesto aislado es el cafeato de bornilo.

4.7 Hz

13.7Hz

o Ha Héa R
A (t) H6b H5b H3b
H3a g H5a | g9 (m) (dd) 3.2 Hz
2 m . 1.01
n @ 1.35
° -’

Figura 27 Acoplamiento de los protones en el anillo biciclo.
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Espectro 6 RMN *C de cafeato de bornilo. 100 MHz, Acetona.

En el espectro de 3C (Espectro 6) se observan 19 sefiales de la molécula, 10 de las cuales
corresponden al anillo biciclo. En 167.60 ppm se observa la sefial caracteristica del carbonilo
de ester, asi como las sefiales de los carbonos vinilicos C-7'y C-8" a 145.26 y 116.24 ppm.
Las sefiales entre 79.76 y 13.78 ppm que corresponden a los carbonos del biciclo. Estos datos

también fueron comparados con los reportados en la literatura (Tabla 19).

10

Figura 28 Cafeato de bornilo (4)

Tabla 19 Comparacion de los desplazamientos en RMN *H y C de Cafeato de
bornilo (4) Acetona 400 MHz (Maldonado, Apan, & Pérez-Castorena, 1998)
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(400 y 100 MHz, Acetona). (400 y 200 MHz Acetona)
Posicion H 'H Reportado Tipo de
d Experimental oC oC (J: Hz) carbono
oH (J: Hz)
H-2 79.4 | 5.00 (ddd 10, 3.5, 2.2) 78.9 4.97 (ddd 9.9, 3.5, CH
2.0)
H-3a 36.7 | 2.44 (dddd; 13.8, 10.0, 36.6 | 2.36 (dddd; 13.3, 9.9, CH
4.5, 3.5) 4.6, 3.2)
H-3b 1.07 (dd; 13.8, 3.5) - 1.01 (dd; 13.6, 3.7) -
H-4 44.8 1.70 (t; 4.4) 44.8 1.69 (t;4.1) CH
H-5a | 27.9 1.78 (m) 27.9 1.77 (m) CH2
H-5b - 1.25 (m) - 1.28 (m) -
H-6a 27.1 2.03 (m) 26.9 2.06 (m) CH2
H-6b - 1.35 (m) - 1.41 (m) CH
H-7 47.7 - 47.6 - C
H-8 19.6 0.90 (s) 19.1 0.89 (s) CH3
H-9 18.7 0.94 (s) 18.2 0.93 (s) CH3
H-10 13.4 0.88 (s) 12.9 0.85 (s) CH3
H-11 - - - - -
Ha 115.6 6.31 (d, 15.9) 115.4 6.31 (d; 15.9) CH
HB 144.5 7.59 (d, 15.9) 144.4 7.54 (d, 15.9) CH
H-1 126.5 - 126.7 = C
H-2 1153 7.15 (d; 2.0) 115.1 7.16 (d; 2.0) CH
H-3 145.1 - 145.4 = C
H-4 147.5 - 147.8 = C
H-5 114.4 6.89 (d; 8.2) 114.2 6.86 (d; 8.19) CH
H-6 121.4 7.04 (dd; 8.2, 1.5) 1215 7.04 (dd; 8.21, 2.21) CH
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(400 y 100 MHz, Acetona). (400 y 200 MHz Acetona)
Posicion H 'H Reportado Tipo de
d Experimental oC oC (J: Hz) carbono
oH (J: Hz)
167.6 166.8 CO

11.4 Caracterizacion espectroscopica por *H y 3C de cumarato de bornilo

10

3H(8,9,10)

HB H2'H6"  HZ'H5 H H2 H3a H6a  H4HSb H6bHS5a H3b U
2

-—6.26

7.24 CDCI3

s
@ B
w ~
~op
N

2.4
A

7.7 7.6 7.5 7.4 7.3 7.2 6.9 6.8 6.4 6.3 6.2 5.2 5.1 5.0 4.9 2.5 2.4 2.3 2.2 2.1 2.0 1.9 1.8 1.7 1.6 1.5 1.4 1.3 1.2 1.1 1.0 0.9 0.8
f1 (ppm)

Espectro 7 RMN *H de cumarato de bornilo. 400 MHz, CDCls.

En el espectro de RMN de 'H (Espectro 7), para este compuesto se observaron sefiales
similares a las obtenidas en el espectro del cafeato de bornilo. Como se observa en la figura
4, el cumarato de bornilo no tiene sustituyente en el carbono 3", lo que le confiere simetria a
sumolécula la cual se observa en la sefial desplazada a 7.40 ppm (H2", H6") con multiplicidad
doble y que integra para dos hidrégenos, misma que muestra una constante de acoplamiento

de 7.63 Hz que se acopla en posicién orto con hidrégeno cuya sefial doble resuena en 6.86
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ppm (H3", H5). Dado, que ambas sefiales integran para dos hidrégenos se considera que
existe un eje de simetria en el anillo aromatico, lo que permite identificar al compuesto como

el cumarato de bornilo.

115.950,
11565~

16844 O
—158.350)

..._J..._J. *...J,._,L WJL N W

T T T T T
170 160 145 130 115

T T T v
B8O 45 30 20 15
f1 (ppm)

Espectro 8 RMN *C de cumarato de bornilo. 100 MHz, CDCls

En el espectro de *C (Espectro 8) se observan las 17 sefiales del compuesto, 10 de las cuales
corresponden al anillo biciclo. En 168.44 ppm se observa la sefial caracteristica del carbonilo,
y las sefiales de los carbonos vinilicos C-7" y C-8" a 144.56 y 115.95 ppm. De manera similar,
las sefiales entre 80.24 y 13.54 ppm corresponden a los carbonos del biciclo. Estos datos

también fueron comparados con los reportados en la bibliografia.
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Figura 29 Cumarato de bornilo (3)
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Tabla 20 Comparacion de los desplazamientos en RMN *H y 3C de Cumarato de
bornilo (3), CDCl; 200 MHz (Maldonado, Apan, & Perez-Castorena, 1998).

(200 y 50 MHz, CDCI3). (400 y 100 MHz CDCI3)
Posicion !H Experimental 'H Reportado Tipo de
d oH (J: Hz) oC o6C (J: Hz) carbono
- 168.3 - 165.3 (6{0)
H-B | 144.4 7.65 (d; 15.9) 141.4 7.60 (d; 15.9) CH
H-2'6 130.0 7.45 (d; 8.6) 126.7 7.40 (d; 7.63) CH
H-3'5 115.8 6.89 (d; 8,6) 112.5 6.86 (d; 7.39) CH
H-a | 115.9 6.35 (d; 15.9) 112.8 6.31 (d; 15.9) CH
H-2 80.3 | 5.0(ddd;9.9,3.4,2.0) | 77.1 | 49(ddd; 10,35, 1.76) | CH
H-3b - 2.45 (m) - 2.40 (m) -
H-6a | 27.2 2.10 (m) 24.1 2.01 (m) CH2
H-5b - 1.80 (m) - 1.75 (m) -
H-4 44.9 1.70 (t, 4.5) 41.8 1.69 (t, 4.5) CH
H-6b - 1,40 (m) - 1.34 (m) -
H-5a | 28.0 1.30 (m) 26.6 1.25 (m) CH2
H-3a 36.8 1.00 (dd; 13.8, 3.4) 33.7 1.04 (dd; 13.7, 2.9) CH2
H8 | 188 0.93 () 15.7 0.91 () CH3
H9 | 19.7 0.89 () 16.6 0.87 () CH3
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H10 | 135 0.87 () 10.4 0.86 () CH3

11.5 Caracterizacion espectroscopica por *H y 3C de ferulato de bornilo

4
5
8
6
10
3H(8,9,10)
3H-3°
HB H3a Héa H5aH4 Heb H5b H3b
[u]
3la
o M|lM
LT ,}(_L

7‘.6 7‘.4 ?I.Z 7‘.0 6‘.8 6‘.4 6‘.2 5.0 é‘.[() )3‘.8 2‘.4 2‘.2 2‘.0 1‘.8 1‘.6 1‘.4 1‘.2 1‘.0 0‘.
ppm
Espectro 9 RMN *H de ferulato de bornilo. 400 MHz, CDCls.
En el espectro de RMN *H (Espectro 9) se observan sefiales similares a las identificadas en
el cafeato de bornilo y el cumarato de bornilo por lo que se asumid que el compuesto también
era un derivado de bornilo. La sefial caracteristica es un singulete intenso desplazado en 3.93

ppm que integra para 3 hidrégenos, y que corresponde al CH3 del metoxilo (H7), grupo

funcional localizado en el carbono 3" del ferulato de bornilo.
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Tabla 21 Comparacion de los desplazamientos en RMN *H de ferulato de bornilo (5),

CDClI; 200 MHz (Maldonado, Apan, & Pérez-Castorena, 1998).

(200 MHz CDCI3). (200 MHz CDCI3)
Posicion H 'H Reportado
Experimental oH (J: H2)
OH (J: H2)
H-B 7.59 (d; 15.9) 7.59 (d; 15.9)
H-5 6.91 (d,8.2) 6.91 (d; 8.0)
H-6 7.08 (dd; 8.2, 2.2) 7.08 (dd8.1, 1.9)
H-2 7.05 (d; 1.5) 7.04 (d; 1.8)
H-a 6.31 (d; 15.9) 6.32 (d; 15.9)
H-2 5.0 (ddd; 10, 3.3, 1.8) 5.0 (ddd; 9.9, 3.5, 2.0)
H-3b 1.05 (dd, 13.3, 3.3) 1.06 (dd; 13.7, 3.5)
H-6a 2.06 (m) 2.03 (m)
H-5b 1.29 (m) 1.29 (m)
H-4 1.71 (t, 4.5) 1.72 (t, 4.3)
H-6b 1,31 (m) 1.30 (m)
H-5a 1.78(m) 1.78 (m)
H-3a 2.41 (dddd; 13.8,10.0, 2.41 (dddd; 13.5, 9.9, 4.5,
4.0, 3.5) 3.0)
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H-7 3.93 () 3.93 ()
H-8 0.90 (s) 0.93 (s)
H-9 0.94 (s) 0.89 (s)
H-10 0.88 (s) 0.88 (s)

11.6 Ensayo de inhibicion de a-glucosidasas de los compuestos aislados de C. mutica

Una vez que los metabolitos mayoritarios de cada extracto fueron purificados e identificados,
se determino su actividad anti-hiperglucemiante en un modelo in vitro sobre a-glucosidasas
a una concentracion exploratoria de 1000 uM, utilizdndose acarbosa y quercetina a la misma
concentracion. La quercetina fue utilizada como control positivo ya que al evaluar
compuestos de origen natural es méas certero comparar el efecto con otro compuesto del
mismo origen y porque es bien conocida su actividad como inhibidor competitivo de a-

glucosidasas (Proenca et al., 2017).

El 7-O-p-glucopirandsido de luteolina tuvo el mayor porcentaje de inhibicion (68.48%)
seguido del cafeato de bornilo (67.31%), cumarato y ferulato de bornilo también inhibieron
significativamente a a-glucosidasas, pero en menor porcentaje 19.35% y 21.98%

respectivamente. Grafica 2.
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Il venhiculo [ Luteolina-7-0-p-glu Cumarato de Bornilo
Acarbosa

E Quercetina Ferulato de Bornilo m Cafeato de Bornilo

Gréfica 2 Actividad inhibitoria de los metabolitos aislados de C. mutica sobre la actividad de a-
glucosidasas. [1000 uM] cada grupo representa el promedio + EE; n=8 vs vehiculo. Acarbosa y
guercetina son usados como control positivo. Con un valor de ***P < (0.0001 **P<0.001
determinado por un analisis estadistico de la prueba ANOVA, seguida de una prueba Dunnet.

Se realizaron graficas comparativas de los extractos con sus respectivos compuestos aislados
para determinar si el efecto se debe a la presencia de estos metabolitos. Para el extracto
hidroalcohdlico se observa que a una concentraciéon de 1000 ug/mL (extracto) y 1000 uM
(compuesto) tienen un porcentaje de inhibicién de 70.25 y 68.48 % Gréfica 3, observandose
que el compuesto tiene un efecto mas potente, lo que indica que en efecto el glucosido de
luteolina podria ser el principal responsable del efecto anti- hiperglucemiante del extracto,
debido a que posee grupos hidroxilo en el anillo C, lo que aumenta su actividad pues favorece
la formacidn de puentes de hidrogeno con los residuos del sitio activo de la enzima (Proenca
etal., 2017). Los compuestos con una estructura O-glucoésido tienen un rol importante en la
inhibicion de a-glucosidasas ya que su estructura al ser similar a la del sustrato, lo que permite

que el glicésido se una al sitio activo con mayor afinidad (Elya et al., 2012). Aun cuando
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acido cafeico fue aislado del extracto hidroalcoholico este no fue evaluado sobre a-
glucosidasas debido a que es bien sabido que los derivados de acido cindmico tienen un

potente efecto supresor sobre la actividad de a-glucosidasas (Adisakwattana et al., 2009).

1009

90 A
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701
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% Inhibicién
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20 A
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e —
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Bl venhiculo E3J E. Hidroalcohélico [1000ug/mL]
Acarbosa [1000 pg/mlL] [ Luteolina-7-0-8-glu [448.4 pg/mL]

Quercetina [302.2 ng/mL]

Grafica 3 Actividad inhibitoria del extracto hidroalcohélico [1000 pg/mL] de C. mutica y
luteolina-7-O-S-glucopiranésido [1000 puM] sobre la actividad de a-glucosidasas. Acarbosa y
guercetina son usados como control positivo. Cada grupo representa el promedio + EE; n=6 vs
vehiculo. Con un valor de ***P < 0.0001 determinado por un analisis estadistico de la prueba
ANOVA, seguida de una prueba Dunnet.

En el extracto acetdnico, los metabolitos cafeato de bornilo y cumarato de bornilo son los
compuestos mayoritarios. A pesar de que el cafeato de bornilo presentd un efecto inhibitorio
significativo (67.31%) esté no habia sido reportado con anterioridad, por tener actividad
antihiperglucemiante, dado que el cafeato de bornilo tiene sustituyentes hidroxilo en posicién

3 y 4 estos promueven la interaccion con a-glucosidasas aumentando su capacidad
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inhibitoria, por otro lado, el cumarato de bornilo posee solo un grupo hidroxilo en posicion

4 atribuyéndole menor efecto inhibitorio (Chochkova et al., 2017).

100 A
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70 1 *kk
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Bl venhiculo [ cumarato de Bornilo [300.4 ug/mL]
EJ . Acetonico [1000 pg/mL] Cafeato de Bornilo [316.4 pg/mL]
Acarbosa [1000 png/mL] Quercetina [8302.ug/mL]

Grafica 4 Actividad inhibitoria del extracto acetonico [1000 pg/mL] de C. mutica, Cumarato de
bornilo y Cafeato de bornilo [1000 uM] sobre la actividad de a-glucosidasas. Acarbosa y quercetina
son usados como control positivo. Cada grupo representa el promedio + EE; n=6 vs vehiculo. Con
un valor de ** P< 0.001 ***P < 0.0001 determinado por un analisis estadistico de la prueba
ANOVA, seguida de una prueba Dunnet

11.7 Ensayo de citotoxicidad

Se evalud el efecto sobre la viabilidad celular de los cuatro extractos de C. mutica y los
principales metabolitos contenidos sobre las lineas celulares IHH, HEK293 y HDF a
diferentes concentraciones, para determinar el valor de CCso (50% de inhibicion del
crecimiento) mediante el ensayo MTT, para asi evaluar el efecto citotoxico. El analisis se
realizo a diferentes concentraciones 0.125, 1.25, 12.5, 125y 250 pug/mL para los extractos y
0.1, 1, 10, 100 y 1000 pg/mL para los compuestos. Se utilizo como control positivo Taxol a

una concentracién de 0.25 uM, el cual es un farmaco quimioterapéutico contra el cancer

ampliamente utilizado que exhibe actividad clinica en una variedad de tumores malignos
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humanos y DMSO como control negativo, este es ampliamente utilizado como solvente en
toxicologia y farmacologia, para la criopreservacion de células y como potenciador de la
penetracion durante los tratamientos topoldgicos. El uso de DMSO generalmente se acepta

como no toxico por debajo del 10% (v / v)(Verheijen et al., 2019).

Los resultados obtenidos fueron analizados estadisticamente mediante regresiones no
lineales graficandose curvas dosis-respuesta (Gréaficas 5-15), y se calculd los valores de CCsyo,

los cuales se resumen en la Tabla 21y 22.

Tabla 22 Actividad citotdxica de los extractos de C. mutica contra las lineas celulares
IHH, HEK293 y HDF. **

Extracto IHH CCso HEK293 CCsp HDF CCso
Hidroalcoholico  117.3£16.6 ug/mL  254.7+ 4.55 pg/mL >1000 ug/mL
Metandlico > 1000 pg/mL 738.5 + 15.80 pug/mL >1000 ug/mL
Acetonico 13.38 £2.31 ug/mL 12.37 £ 455 pg/mL.~ 449.5 +4.55 pg/mL
Hexanico 4799+ 11.4 pg/mL 25.19 + 3.57 ug/mL. 154.2 £3.57 pg/mL

Tabla 23 Actividad citotdxica de los compuestos aislados de C. mutica contra las lineas
celulares IHH, HEK293 y HDF**

Compuesto IHH CCso HEK293 CCsp HDF CCso
Luteolina-7-O-f- 2049 £54 pg/mL  357.6+ 8.3 ug/mL >1000 pg/mL
glucopiranosido (456.9 £ 12.0 uM) (797.5 £ 18.5 uM)

Cumarato de 175.8 + 16.2 pg/mL  107.6+ 15.2 yg/mL  71.6 + 8.6 pg/mL
bornilo (585.2 + 53.9 uM) (358.1+ 50.5 uM)  (238.3 + 28.6 uM)

Cafeato de bornilo 89.8 £ 2.2 ug/mL 87.6 £ 5.4 ng/mL >1000 pg/mL
(283.8 £ 6.9 uM) (276.8+ 17.0 uM)
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Ferulato de bornilo 21.8 + 2.0 pg/mL 36.53 3.4 pg/mL  35.28 £ 3.9 pg/mL
(65.9 + 6.0 uM) (110.5+10.2 uM)  (106.5 +11.8 uM)

*Taxol fue usado como control positivo [0.25 uM].
**DMSO fue utilizado como control negativo.

11.8 Viabilidad celular
11.8.1 IHH

Ensayos de viabilidad de los extractos menos polares de C. mutica muestran un efecto toxico
significativo sobre las células IHH de origen hepatico, en un rango de concentracion 12.5 a
250 pg/mL con respecto al control negativo (DMSO) (Grafica 5). En ella, para el extracto
hidroalcohdlico se observa un efecto significativo a partir de 125 pug/mL. Por otra parte, el
extracto metanolico no presenta actividad citotdxica significativa como el resto de los
extractos a concentraciones mas elevadas. La citotoxicidad mas elevada corresponde al
extracto acetonico con una inhibicion del 86.65% a una concentracion de 250 ug/mL y una
CCs0de 13.38 + 2.31 ug/mL, seguida del extracto hexanico con una inhibicion de 67.91% a
una concentracion de 250 pg/mL y una CCsode47.99 + 11.4 pg/mL, mientras que a la misma
concentracion el extracto hidroalcoholico y metanolico tienen un porcentaje de inhibicién del

50.35% y 43.55%, respectivamente.
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Grafica 5 Inhibicidn del crecimiento celular en la linea IHH tras 48 h de tratamiento con extractos
de C. mutica por ensayo de MTT. [0.125, 1.25, 12.5, 125, 250 pug/mL]. Taxol fue usado como
control positivo [0.25 pM]. DMSO fue usado como control negativo. Cada barra representa la
media £ SD.

De la misma manera, se evaluaron los metabolitos mayoritarios de cada extracto para
determinar si eran los responsables del efecto citotdxico, los resultados (Gréafica 6) muestran
que los compuestos luetolina-7-O-f-glucopiranosido y el cafeato de bornilo tienen un efecto
citotoxico significativo a partir de una concentracion de 10 pg/mL, mientras que para el
cumarato de bornilo y el ferulato de bornilo un efecto citotdxico significativo se encuentra
en un rango de 100 y 1000 pg/mL. El cumarato de bornilo y el cafeato de bornilo presentan
un mayor porcentaje de inhibicion del 97.54 y 104.68% a una concentracion de 1000 pg/mL
con una CCsp175.8 £ 16.2 pg/mL (574 uM) y 89.8 + 2.25 mg/mL (284.0 uM). A la misma
concentracion la luteolina-7-O-f-glucopiranosido inhibe 69.54% y una CCso 204.9 £+ 5.4

pg/mL (456.9 uM), siendo el ferulato de bornilo el que presenta un menor efecto citotéxico,
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de 52.57% a la maxima concentracion evaluada con una CCso 843.3+ 17.9 pg/mL (2552.2

HM).
1001
[
°
2 50
= I
ey 1
— ¥ % g
S
O‘ l T 1 1
0 1 2 3
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Cafeato de Bornilo > Cumarato de Bornilo
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Gréfica 6 Inhibicion del crecimiento celular en la linea IHH tras 48 h de tratamiento con los
compuestos contenidos en los extractos de C. mutica por ensayo de MTT. Taxol fue usado como
control positivo [0.25 pM]. DMSO usado como control negativo. Cada barra representa la media +
SD.

Se graficaron los datos obtenidos para comparar el efecto de aquellos extractos con efecto
toxico significativo y determinar si su efecto es dependiente de los metabolitos

mayoritarios.

Se compararon los datos obtenidos para el extracto hidroalcohdlico y su componente
mayoritario luteolina-7-O-g-glucopirandsido (Gréafica 7). Para observar un efecto
antagoénico o de sinergismo se graficd el % de inhibicién del extracto acetdnico con el de

cumarato de bornilo y cafeato de bornilo. La tendencia de la grafica indica un posible
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efecto sinérgico de ambos compuestos, mismo que se puede notar en el comportamiento del

extracto acetonico quien presenta mayor efecto téxico. (Gréfica 8)
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Gréfica 7 Inhibicion del crecimiento celular en la linea IHH tras 48 h de tratamiento de los
extractos y su metabolito mayoritario de C. mutica por ensayo de MTT. Taxol fue usado como
control positivo [0.25 pM]. DMSO usado como control negativo. Cada barra representa la media +
SD.

Se ha reportado que la luteolina y 7-O-f-glucopiranosido de luteolina pueden inducir un
efecto hepatoprotector en roedores con toxicidad inducida por tetracloruro de carbono (CCla)
(Yan et al., 2019) debido a su accién antioxidante, los efectos protectores se evidenciaron
por un blogueo del aumento inducido por CCI4 en las actividades transaminasa glutdmico
piruvica (GPT) y transaminasa glutdmico oxalacética (GOT) en suero, la formacion de
malondialdehido (MDA) y 8-hidroxideoxiguanosina (8-OHdG) y el agotamiento de GSH en

los tejidos vivos de las ratas (Qiu-sheng et al., 2004). Sin embargo, en la evaluacion de
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efecto dependiente de la concentracion.
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Gréfica 8 Inhibicion del crecimiento celular en la linea IHH tras 48 h de tratamiento con
los compuestos contenidos en el extracto acetonico de C. mutica por ensayo de MTT. Taxol es
usado como control positivo [0.25 pM]. DMSO usado como control negativo. Cada barra
representa la media + SD.

Los compuestos fenilpropanoides cafeato, cumarato y ferulato de bornilo poseen un grupo
carbonilo a-f3 insaturado los cuales son conocidos como aceptores de Michael ya que agregan
nucleofilos en posicion B del sistema insaturado. Los nucledfilos heteroatomicos de la
naturaleza contienen atomos de azufre, oxigeno y nitrégeno donde especialmente el grupo
sulfhidrilo de cisteinas en las proteinas juega un papel importante en los procesos de
activacion basados en la adicion de Michael a través de compuestos de carbonilo a, B-

insaturados. La toxicidad celular ocurre cuando la formacién de aductos interrumpe la
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estructura y / o funcién de la proteina, lo que ocasionalmente causa dafio a los organulos
submembrana, vias metabodlicas o procesos citolégicos(Amslinger, 2010). Por lo que la
citotoxicidad de estos compuestos depende de los grupos funcionales en el anillo, pues se
sabe que la cantidad de grupos hidroxilo puede aumentar la toxicidad como se observa en el
cafeato de bornilo con respecto al cumarato de bornilo el cual solo tiene un sustituyente

hidroxilo.

11.8.2 HEK 293
Se determino el efecto citotdxico de los extractos y metabolitos obtenidos de C. mutica sobre

la linea HEK293 (Gréfica 9). Se observa el efecto toxico de los extractos acetonico y
hexanico a partir de 1.25 pg/mL teniendo una inhibicién maxima del 87.73% y 97.77 % a
250 pg/mL, mientras que para los extractos polares el efecto significativo empieza a partir
de 12.25 pg/mL mostrando una inhibicion del 55.61% y 41.16% a la m&xima concentracion
ensayada. El valor de CCso para el extracto acetonico es de 12.37 pg/mL siendo el que
presenta mayor efecto toxico sobre las células HEK?293. Los extractos polares
hidroalcohdlico y metandlico son los que muestran menor efecto citotéxico CCso 254.7

pug/mLy 738.5 pg/mL.
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Gréfica 9. Inhibicion del crecimiento celular en la linea HEK293 tras 48 h de tratamiento de los
extractos de C. mutica por ensayo de MTT. Taxol es usado como control positivo [0.25 pM].
DMSO usado como control negativo. Cada barra representa la media + SD.

En la grafica 10 se observa el efecto toxico sobre las células HEK293 de los metabolitos
contenidos en los extractos de C. mutica a concentraciones desde 1 ug/Ml. En ella se observa
que los compuestos de tipo fenilpropanoide mostraron un efecto citotdxico significativo a
partir de 10 pg/mL mientras que el flavonoide glicosilado luteolina-7-O-4-glucopiranosido
tiene un efecto citotoxico a partir de 100 pg/mL, obteniéndose 66.73% de inhibicion a la
concentracion de 1000 ug/mL, mientras que para los compuestos fueron: cumarato de bornilo
88.77%, cafeato de bornilo 88.16% y ferulato de bornilo 98.46%, siendo este tltimo el que

presento mayor efecto tdxico sobre las células de origen renales.
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Gréfica 10. Inhibicion del crecimiento celular en la linea HEK293 tras 48 h de tratamiento de los
metabolitos aislados de C. mutica por ensayo de MTT. Taxol es usado como control positivo [0.25
pM]. DMSO usado como control negativo. Cada barra representa la media £ SD.
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Gréfica 11 Inhibicion del crecimiento celular en la linea HEK293 tras 48 h de tratamiento de los
extractos y metabolitos obtenidos de C. mutica por ensayo de MTT. Taxol es usado como control
positivo [0.25 pM]. DMSO usado como control negativo. Cada barra representa la media + SD.
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Se realizaron gréaficas comparativas de los datos de metabolitos vs de los extractos de donde
fueron aislados (Gréfica 11). En esta gréfica se observa que el efecto toxico del extracto
hidroalcohdlico puede atribuirse principalmente a luteolina-7-O-4-glucopirandésido, ya que
ambos tienen el mismo comportamiento a diferentes concentraciones. Mientras que para el

extracto acetonico el cual fue el mas citotoxico se compar6 con los compuestos cafeato y

cumarato de bornilo. Grafica 12.
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- Cumarato de Bornilo [CC;, 107.6 mg/m L]

Gréfica 12. Inhibicién del crecimiento celular en la linea HEK293 tras 48 h de tratamiento de los
extractos y metabolitos obtenidos de C. mutica por ensayo de MTT. Taxol es usado como control
positivo [0.25 pM]. DMSO usado como control negativo. Cada barra representa la media = SD.

Para los compuestos contenidos en el extracto acetonico, se puede notar un posible efecto
sinérgico, ya que su efecto individual es menor que el efecto del extracto, sin embargo, al ser

los compuestos mayoritarios, la suma de los efectos individuales podria ser el responsable de

la toxicidad del extracto acetdnico. (Gréfica 13)
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Gréfica 13 Inhibicion del crecimiento celular en la linea HEK293 tras 48 h de tratamiento de los
extractos y metabolitos obtenidos de C. mutica por ensayo de MTT. Taxol fue usado como control
positivo [0.25 pM]. DMSO usado como control negativo. Cada barra representa la media + SD.

De la misma manera se comparo el extracto hexanico y el ferulato de bornilo en donde se
corrobord que el efecto citotoxico, el cual es dependiente de la dosis se puede asociar

principalmente, a la abundancia de este metabolito (Grafica 14)

11.8.3 HDF (Origen fibroblastos dérmicos humanos)
Las células HDF (fibroblastos dérmicos humanos) son las responsables de producir la matrix

extracelular formando el tejido conectivo de la piel.

A diferencia de las células renales y hepaticas, los extractos evaluados en esta linea mostraron
menor efecto citotdxico, ya que los fibroblastos no tienen una capacidad metabdlica elevada.
Solo el extracto hexanico mostro un efecto tdxico significativo a una concentracion de 250
pg/mL con un efecto del 88.8% de inhibicion y con un CCspde 154.2 + 3.57 ug/mL, el resto

de los extractos no tuvieron efecto toxico significativo a la concentracion mas elevada.
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Gréfica 14 Inhibicion del crecimiento celular en la linea HDF tras 48 h de tratamiento de los
extractos de C. mutica por ensayo de MTT. Taxol usado como control positivo [0.25 pM]. DMSO
usado como control negativo. Cada barra representa la media + SD.

En la Grafica 15 se observa el efecto toxico de los compuestos aislados a diferentes
concentraciones. Como en la gréfica anterior el efecto fue menor que en el resto de las lineas
celulares, cumarato de bornilo mostro un efecto toxico mayor y una CCsg 71.64 pg/mL + 15.2
pg/mL (238.4 = 50.59 uM), ferulato de bornilo también tuvo un efecto significativo CCsg
35.28 + 3.4 pg/mL (106.77 + 10.29 puM). Cafeato de bornilo y luteolina-7-O-p-

glucopirandsido no tuvieron un efecto significativo.
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Grafica 15 Inhibicién del crecimiento celular en la linea HDF tras 48 h de tratamiento de los

metabolitos aislados de C. mutica por ensayo de MTT. Taxol fue usado como control positivo [0.25
pM]. DMSO usado como control negativo. Cada barra representa la media £ SD.

11.9 Curvas de tolerancia a sacarosa

Por altimo se determind el efecto anti-hiperglucémico de los extractos hidroalcoholico,
metanolico y acetonico de C. mutica, el extracto hexanico no se consideré para la evaluacion
in vivo ya que en la evaluacion in vitro mostré poca actividad inhibitoria sobre a-
glucosidasas, ademas de los resultados obtenidos del ensayo de citotoxicidad, por lo que sélo
se evaluaron 3 extractos a una dosis de 100 mg/kg; se utilizd sacarosa como sustrato a una
dosis de 2 g/kg; acarbosa a 2 mg/kg; y el vehiculo a 5 mL/kg. Se calculo el area bajo la curva

(ABC) utilizando el método de los trapezoides.

El extracto hidroalcohdlico sélo presentd un efecto significativo con respecto al control
después de 1 hora de la administracion, de la misma manera los datos de ABC indican que si

hay una disminucién de los niveles de glucosa en el grupo tratado con el extracto
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hidroalcohdlico pero no es significativo con respecto al vehiculo, sin embargo, debido a la
presencia de los compuestos acido cafeico y luteolina-7-O--glucopirandsido se proyectaba
que el efecto anti-hiperglucémico fuera mayor debido a que ambos compuestos de destacan
por ser potentes inhibidores de a-glucosidasas (Oboh et al., 2015) (Grafica 16). No obstante,
los reportes que respaldan el efecto anti- hiperglucémico de luteolina-7-O-g-glucopiranésido
indican que por via oral este es metabolizado a luteolina y que a pesar de que su
biodisponibilidad aumenta siendo administrado en forma de glicosido la luteolina, ha
demostrado su efecto anti-hiperglucemiante tras 4 semanas de tratamiento, de tal manera que
es necesario alcanzar altas concentraciones de metabolito para tener un efecto significativo

(Zang et al., 2016).

El &cido cafeico también ha demostrado tener efecto como inhibidor de a-glucosidasas in
vitro, pero este no es tan eficaz cuando es administrado via oral, ya que posee una muy baja

permeabilidad (S.-J. Wang et al., 2014).

200+

*
= 250+
8 1504
= 2004
g -e- E. Hidroalcohdlico
- 100 -= Acarbosa 1504
5 - Vehiculo § =
o
2 100
@
> 504
= 504
0 r r r 0 T T
0 1 2 3 & & 3
Tiempo (Horas) © © «
go ) ()
LS g B\
2
&°
]
Q,.

Gréfica 16 Curva de tolerancia a sacarosa oral (CTSO); &rea bajo la curva (ABC). Evaluacion del
extracto hidroalcohdlico [100 mg/kg] de C. mutica. Cada grupo representa el promedio + EE; n=6.

***p<0.001 vs vehiculo.
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Gréfica 17 Curva de tolerancia a sacarosa oral (CTSO); area bajo la curva (ABC). Evaluacion del
extracto metandlico [100 mg/kg] de C. mutica. Cada grupo representa el promedio + EE; n=6.
***n<0.001 vs vehiculo.

El extracto metandlico presento una actividad significativa frente al vehiculo como anti-
hiperglucemiante a partir de la primera hora, sin embargo, no disminuyo el pico
hiperglucémico post-administracion de sacarosa como lo hace la acarbosa, por lo que sus
metabolitos no podrian ser directamente inhibidores de a-glucosidasas, entre ellos el
glucésido de B-sitosterol del cual se sabe que puede aumentar los niveles de insulina en la
circulacion debido a su aglicona (Ivorra et al., 1990). Ya que el glucésido de B-sitosterol es
metabolizado principalmente a B-sitosterol (aglicona), se ha demostrado que como aglicona
es mas efectivo que en su forma glicosilada cuando es administrado via oral dado que se
metabolizan a colesterol y acido quenodesoxicdlico (Salen et al., 1970) los cuales se sabe
que no poseen actividad anti-hiperglucemiante a diferencia de la aglicona B-sitosterol del
cual se conoce ampliamente su actividad antidiabética mediante diferentes mecanismos de
accion (S. Kumar et al., 2013) entre ellas como inhibidor de a-glucosidasas(Sheng et al.,

2014).
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Por otro lado, no se tienen reportes de la actividad inhibitoria sobre a-glucosidasas del
cumarato de bornilo. En nuestro trabajo (Grafica 4) se corroboré que sélo inhibe un 17.5%.
Si bien en la Grafica 3 se observa que el extracto metandlico si tuvo un efecto inhibitorio
significativo, éste puede deberse al glucésido de B-sitosterol y a la mezcla de otros

metabolitos.
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Grafica 18 Curva de tolerancia a sacarosa; area bajo la curva (ABC). Evaluacion del extracto
acetonico [100 mg/kg] de C. mutica. Cada grupo representa el promedio £ EE; n=6. ***p<0.001 vs
vehiculo.

El extracto acetonico presento mejor actividad anti-hiperglucémica (Grafica 18), inhibiendo
el aumento del pico hiperglucémico. De la misma manera, que la acarbosa, en el grafico ABC
se observa que el efecto del extracto aceténico es incluso mayor. A pesar de que
aparentemente el cafeato de bornilo y el cumarato de bornilo tienen un efecto antagénico
entre ellos en el ensayo in vitro, en este ensayo se observa un mayor porcentaje de variacion
de glucosa. Esto se puede deber al metabolismo de fase 1 (hidrolisis, oxidacién, reduccion)
en el intestino, que da como principal metabolito el acido cafeico a partir de cafeato de
bornilo. Se ha demostrado que el acido cafeico como producto del metabolismo tiene mejor
biodisponibilidad que el acido cafeico administrado directamente ya que este tiene una baja

absorcion, de esta manera su efecto anti-hiperglucemiante es mas eficaz cuando es
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administrado oralmente como cafeato de bornilo y en menor proporcion como cumarato de

bornilo (Shi et al., 2019).

Si bien la mayoria de los compuestos aislados tienen actividad inhibitoria sobre a-
glucosidasas en ensayos in vitro estos no toman en cuenta el metabolismo intestinal del cual
va a depender su biodisponibilidad y biotransformacion esto se observé en el ensayo de
CTSO en donde el extracto hidroalcohdlico y el extracto metandlico tuvieron menor
actividad anti-hiperglucemiante que en los ensayos in vitro donde fueron muy eficaces,
mientras que el extracto acetonico tuvo mejor actividad in vivo posiblemente debido al
metabolismo intestinal.

11.10 Determinacion de 1Cso de los compuestos sobre a-glucosidasas

Se evaluaron los compuestos 7-O-p-glucopirandsido de luteolina y cafeato de bornilo a
diferentes concentraciones ya que fueron los mas activos sobre a-glucosidasas y se
compararon con los valores de CCsoy de esta forma se determino si los valores de 1Cs estan

por debajo del CCso.
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Grafica 19 Inhibicion de a-glucosidasas y estimacion de ICso de los compuestos mas activos de
C. mutica.

Se determinaron los valores de ICso de los compuestos 7-O-f-glucopiranosido de luteolina
429.6 uM y cafeato de bornilo 460.7 uM, en ambos casos se observa que el porcentaje de
inhibicion aumenta significativamente a partir de una concentracién de 300 uM. El valor
CCso del cafeato de bornilo es de 284.0 uM siendo menor que su ICso por lo que a pesar de
que tiene un efecto inhibitorio interesante también muestra un efecto citotdxico potente, por
otro lado el valor de CCso de 7-O-f-glucopirandsido de luteolina sobre células renales y
fibroblastos es mucho maés alto que su ICso lo que indica que es seguro ya que afecta la
viabilidad celular a concentraciones mas elevadas, mientras que el valor de CCsg (456.9 uM)
en hepatocitos es similar a su 1Cso lo que podria provocar que la ventana terapéutica sea muy

estrecha.

11.11 Cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas (CG-EM)

Dado que se obtuvo bajo rendimiento de la fraccion 5 obtenida de la cromatografia del
extracto de diclorometano (columna 3) obtenido de la biparticion del extracto
hidroalcohdlico, se analiz6 por CG-EM bajo la clave C-3FX5 de la cual se identificaron 13
compuestos en su mayoria esteres de acidos graso. Los mas abundantes son el éster metilico
de acido hexadecanoico (35.85%), el éster metilico de &cido 9,12,15-octadecatrienoico
(26.18%) y el éster metilico de acido eicosanoico (11.51%). La identificacion de estos
compuestos sustenta el efecto anti-hiperglucemiante del extracto hidroalcohélico ya que es
bien conocida la actividad antidiabética que pueden tener estos esteres de acidos grasos en

conjunto y en forma de acidos libres (Artanti- et al. 2012) Tabla 24. Para confirmar la
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identidad de los metabolitos, el indice de retencion calculado de cada compuesto fue
comparado con el ya reportado en la base de datos NIST con la que cuenta el cromatdgrafo

de gases.

Para el calculo de indice de retencidn lineal se utilizé la ecuacion

LRI R - Rz | 100
= Z| X
Rriz-1)y — Ryz

Donde i es el tiempo de retencion (RT por sus siglas en inglés) del compuesto de interes, z

es el RT del alcano que eluye antes y Z+1 es el RT del alcano que eluye después.

Tabla 24 Metabolitos identificados por CG-EM de la fraccion C-3FX5

Compuesto Abundancia % IR IR
Calculado reportado
NIST"
Ester metilico de &cido pentadecanoico 0.78 1800 1811
o]
\OJ\/\/\/\/\/\/\/
(17)
Perhidrofarnesil acetona 1.01 2010 2097
T
(18)
Ester metilico de acido hexadecanoico 35.85 1914 1912
/0Wr”\V/\v/\\/N\/A\//\V/\v/
0]
(19)
Ester metilico de &cido heptadecanoico 1.53 2340 2010
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Compuesto Abundancia % IR IR
Calculado reportado
NIST"
/OTWW
o]
(20)
Ester metilico de cido 9,12,15- 26.181 2105 2078
octadecatrienoico
/OWV
(@)
(21)
Ester metilico de acido octadecanoico 9,27 2100 2109
/OTW
o}
(22)
3,7,11,15-Tetrametil-2-hexadecen-1-ol 0.72 2105 2119
)\/\)\/\)\/\)\AOH
(23)
Ester metilico de acido nonadecanoico 0.45 2127 1529
/OW
0
(24)
Ester metilico de acido eicosanoico 11.51 2250 2295
/OT(\/\/\/\/W\/W
o)
(25)
Ester metilico de acido heneicosanoico 1.33 2370 2410
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6.23

/OT(\/\/\/\/\/W\/W

(@)

Ester metilico de acido tricosanoico

(27)

0.67

/OT(\/W\/\/\/\/W\/\

o

Ester metilico de acido tetracosanoico

(28)

1.02

/07(\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/

(o)

(29)

NIST (National Institute of Standards and Technology)

IR

Calculado

2480

2565

2940

N
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IR
reportado
NIST"

2513

2615

3024
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Espectro de masas. Ester metilico de &cido tricosanoico (28)
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12. CONCLUSION
Se demostroé la actividad inhibitoria a-glucosidasas de los extractos y los compuestos aislados

de las partes aéreas de Coreopsis mutica y se determind el valor de I1Cso de los compuestos
mas activos. Se evalu6 la toxicidad de extractos y compuestos en células inmortalizadas de
rifidn, higado y fibroblastos dérmicos humanos. El extracto hidroalcohdlico, metandlico y
acetonico disminuyen significativamente las concentraciones de glucosa en sangre en ratones

normoglucémicos en ensayos de CTSO.

12.1 Conclusiones parciales

e EI extracto hidroalcoholico, metandlico y acetdénico mostraron actividad anti-
hiperglucemiante significativa en un modelo in vivo a una dosis de 100 mg/kg. Estos
mismos extractos presentaron actividad inhibitoria sobre a-glucosidasas.

e Mediante RMN, se aislaron e identificaron seis compuestos que corresponden a los
metabolitos mayoritarios de cada extracto siendo 7-O-f-glucopirandsido de luteolina
y el cafeato de bornilo los que tuvieron mayor porcentaje de inhibicién sobre a-
glucosidasas.

e Los extractos acetonico y hexanico mostraron mayor efecto citotoxico sobre células
de origen hepatico y renal (IHH y HEK 293), respectivamente, el cual se ve
potenciado por la presencia de cafeato y cumarato de bornilo. El 7-O-p-
glucopirandsido de luteolina demostré tener el mayor efecto sobre a-glucosidasas, asi
como una toxicidad baja por lo que podria ser un buen candidato como agente anti-

hiperglucemiante.
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13. PERSPECTIVAS
e Determinar la toxicidad de los extractos en un modelo in vivo (Toxicidad Oral

Aguda).

e Realizar estudios de citotoxicidad en lineas celulares cancerigenas de aquellos
compuestos aislados de C. mutica.

e Proponer un modelo ex vivo de intestino invertido para determinar la absorcion y
metabolismo intestinal de los compuestos aislados.

e Considerar otra posible diana terapéutica involucrada en diabetes en la que el

compuesto mas activo (luteolina 7-O-4- glucopiranosido) pueda ser mas eficaz.
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