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GLOSARIO

Amilina: Hormona peptidica secretada por las células B-pancreéticas, también llamada
polipéptido amiloide de los islotes.

Antera: Parte superior del estambre de la flor que contiene el polen.

Astringente: Sustancia que con su aplicacion topica retrae los tejidos y puede producir una
accion cicatrizante, antiinflamatoria y antihemorragica.

Axilar: Situado en el tallo junto al punto de insercidn de una hoja, bractea o rama.
Céliz: Cubierta exterior de la flor, formado por hojas reformadas Ilamadas sépalos.

Caloria: Unidad de energia térmica equivalente a la cantidad de calor necesaria para elevar
1 °C la temperatura de 1 gramo de agua.

Carminativo: Que favorece la expulsién de los gases del tubo digestivo.
Colestasis: Disminucion o ausencia del flujo normal de la bilis.
Comorbilidad: Dos o mas trastornos o enfermedades que ocurren en la misma persona.

Condensacidn: Reaccidn organica en la que dos moléculas se combinan para dar un Gnico
producto acompariado de la formacion de una molécula de agua

Emulsificacion: Descomposicién de gotas de grasa grandes en particulas mas pequefias. En
el sistema digestivo humano se realiza en el intestino delgado mediante los acidos biliares.

Endocarpio: Capa mas interna de la parte del fruto que rodea a las semillas.
Enterocito: Célula epitelial del intestino.

Erisipela: Enfermedad infecciosa que afecta la piel y el tejido subcutaneo, y se caracteriza
por la aparicion de placas rojas y brillantes y la presencia de fiebre.

Esterificacion: Proceso por el cual se sintetiza un éster derivado de la reaccion quimica entre
un éacido carboxilico y un alcohol.

Fitomedicamento: Medicamento elaborado de partes estandarizadas de plantas, que tiene
una presentacion farmacéutica y que posee una accion terapéutica, preventiva, curativa o
atenuante de una enfermedad, de una forma eficaz y segura.

Glabrescente: Casi desprovisto de pelos o que con el tiempo se vuelve glabro.

VI



Grelina: Hormona secretada por las células del estomago que desencadena la sensacion de
hambre.

Hemoptisis: Expectoracion de sangre proveniente de los pulmones o los bronquios causada
por alguna lesidon de las vias respiratorias.

Hidrdlisis: Reaccion de descomposicion doble con agua como uno de los reactivos.
Leptina: Hormona producida por los adipocitos, el hipotalamo y los ovarios.

Leucorrea: Secrecion genital blanguecina producida por la inflamacion de la membrana
mucosa del Utero y la vagina.

Liofilizacion: Método que consiste en deshidratar mediante una rapida congelacion y
posterior eliminacion del hielo usando la sublimacién del agua a una muy baja presion.

Léculo: Cavidad del fruto en la que estan dispuestos los primordios seminales o las semillas

Malabsorcion: Dificultad o pérdida de la capacidad del intestino delgado para la absorcion
normal de uno o més nutrientes durante la digestion.

Metaanalisis: Conjunto de herramientas estadisticas Gtiles para sintetizar los datos de una
coleccion de estudios.

Metileno: Grupo funcional con la forma -CHa.
Metilo: Grupo funcional con la forma -CHa.
Metino: Grupo funcional con la forma -CH.

Micela: Particula compuesta de moléculas usualmente anfipaticas unidas por enlaces
secundarios.

Oblongo: Alargado, mas largo que ancho.

Orquitis: Inflamacién de testiculo.

Posprandial: Estado fisiologico inducido por la ingesta de alimentos.
Quilomicrén: Lipoproteinas sintetizadas en el epitelio del intestino
Subsésil: Con la parte laminar de la hoja que se une al tallo casi inapreciable.

Vermifugo: Que mata o expulsa las lombrices intestinales.



RESUMEN

La obesidad y la diabetes mellitus tipo 2 son padecimientos con un elevado impacto social y
econdmico, cuyos tratamientos farmacologicos actuales han sido insuficientes para lograr su
adecuado control. Existe evidencia de que los inhibidores de enzimas digestivas son de los
farmacos anti-obesidad y anti-diabéticos méas eficaces y seguros, aunque sus efectos
secundarios son poco tolerados por los pacientes, por lo que el desarrollo de nuevos
inhibidores resulta necesario. En un estudio preliminar, Ludwigia octovalvis demostrd
importantes efectos inhibidores de lipasa pancreatica y a-glucosidasas, por lo que los
objetivos del presente trabajo fueron aislar, identificar y cuantificar los compuestos con
mayor actividad inhibitoria de estas enzimas, presentes en esta especie, asi como calcular su
concentracion inhibitoria media (Clso) y determinar su tipo de inhibicidon enzimatica.

A partir de un extracto hidroalcohdlico de hojas de L. octovalvis (LoHA) se realiz6 un
fraccionamiento biodirigido mediante cromatografia en columna empleando la evaluacion in
vitro de la actividad inhibitoria como método de seguimiento. Un extracto hidroalcohdlico
de Camelia sinensis (CsHA), y los farmacos acarbosa y orlistat se emplearon como controles.
Los compuestos con mayor actividad inhibitoria fueron elucidados mediante Resonancia
Magnética Nuclear (RMN) y cuantificados en el extracto mediante cromatografia liquida de
alta resolucion (HPLC).

A partir de LoHA se obtuvo una fraccién orgéanica (LoAE), de la cual se aislaron tres
compuestos activos. Se identifico a la isoorientina como el compuesto que mostré mayor
actividad inhibitoria de lipasa pancreatica (Cls0=434 pg/mL, 55.1 %, inhibicion
acompetitiva), seguida de LOHA (Cls0=480 pg/mL, 23.6 %), CsHA (Cls0=587 pg/mL, 34.8
%) y LOAE (Cls0=718 pg/mL, 31.2 %). En relacion con la actividad inhibitoria de o-
glucosidasas, el galato de etilo fue el compuesto que mostré mayor inhibicion enzimatica
(Cls0=165 pg/mL, 98.4 %, inhibicion competitiva), seguido de LoAE (Cls0=250 pg/mL, 82.8
%), CsHA (Cls0=260 pg/mL, 80.8 %), el &cido galico (Clsp=400 pg/mL, 98.9 %, inhibicion
competitiva) y LOHA (Clso=700 pg/mL, 58.9 %). Los porcentajes de cada compuesto fueron
0.7 %y 4.6 % de galato de etilo, 1.9 % y 2.5 % de &cido galico, 0.2 % y 0.1 % de isoorientina
en LoHA y LoAE.



Estos resultados evidencian que la inhibicion de a-glucosidasas y lipasa pancreatica de L.
octovalvis se debe, al menos en parte, a los compuestos identificados. Ademas, en estudios
anteriores se ha reportado que esta especie presenta actividad hipoglucemiante y
antihiperglucémica in vivo, por lo que los datos obtenidos en este trabajo podrian ser tiles
para el desarrollo de un fitomedicamento auxiliar en el tratamiento de la obesidad y la
diabetes mellitus tipo 2.

Palabras clave: Ludwigia octovalvis, inhibicion enzimatica, lipasa, a-glucosidasas.
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INTRODUCCION
1. Metabolismo de carbohidratos y lipidos

Un ser humano promedio requiere alrededor de 1920 a 2900 kcal provenientes de la dieta
cada dia, dependiendo de su actividad fisica. Este requerimiento se satisface a partir de
carbohidratos (del 40 al 60%), lipidos (del 30 al 40%) y proteinas (del 10 al 15 %) (1).

Los carbohidratos son las formas bioldgicas primarias de consumo y almacenamiento de
energia, ademas de ser importantes precursores e intermediarios del metabolismo animal. De
acuerdo a la cantidad de moléculas que intervienen en su formacion los carbohidratos se
clasifican en: 1) monosacaridos o carbohidratos, se decir, moléculas que no se pueden
hidrolizar hacia carbohidratos méas simples, como la glucosa y la frucosa 2) disacéridos,
productos de la condensacion de dos unidades de monosacérido, por ejemplo la maltosa,
sacarosa Yy lactosa; 3) oligosacaridos, productos de la condensacion de 3 a 10 unidades de
monosacaridos, de los cuales casi ninguno es digerido por los enzimas humanos; y 4)
polisacéridos, productos de la condensacion de mas de 10 unidades de monosacaridos, por
ejemplo los almidones y las dextrinas. Ademas de los almidones y las dextrinas, los alimentos
contienen polisacaridos no amilaceos, como la celulosa y la inulina; estos carbohidratos no
son digeribles por los enzimas del ser humano y conforman el principal componente de la
fibra en la dieta (1-3).

Los lipidos son un grupo de compuestos quimicamente diverso que, atendiendo a que posean
0 no acidos grasos (AGS), se clasifican en dos grupos principales: 1) lipidos saponificables
(simples y complejos) y 2) lipidos no saponificables (terpenoides, esteroides vy
prostaglandinas). Los lipidos saponificables simples son aquellos que solo contienen
carbono, hidrégeno y oxigeno, como los acilglicéridos y las ceras. Mientras que los lipidos
saponificables complejos contienen otros elementos u otras biomoléculas, como es el caso
de los fosfolipidos, las lipoproteinas y los glucolipidos (2). Aunque una gran variedad de

lipidos son consumidos en la dieta, la mayor cantidad de ellos son triacilgliceroles (TG).

En promedio, la dieta occidental contiene de 100 a 150 g de TG, de 1 a 2 g de colesterol (y
esteres de colesterol) y de 10 a 20 g de fosfolipidos al dia (1).



Las proteinas son grandes biopolimeros de aminoacidos unidos por enlaces peptidicos. Estas
macromoléculas constituyen la fraccién més grande (despues del agua) de las células y
desempefian una gran cantidad de funciones (2). Su consumo en la dieta es indispensable,
pero no por su aporte energético, sino porque provee al organismo de los aminoacidos

escenciales, Utiles para la formacion de nuevas proteinas (4).
1.1. Digestion y absorcion de los carbohidratos

Exceptuando los monosacaridos y los carbohidratos no amilaceos, los carbohidratos deben
ser hidrolizados por enzimas del tracto gastrointestinal para poder ser absorbidos. Las
primeras enzimas que participan en esta degradacion son las a-amilasas salivales, que acttan
en la cavidad oral, y las a-amilasas pancreéticas, que acttan en el intestino; ambas enzimas
hidrolizan los enlaces glucosidicos a-[1,4], respetando los enlaces glucosidicos a-[1,6].
Producto de la accion de estas enzimas, se originan los oligosacaridos maltosa, maltotriosa y
dextrina (5).

Los oligosacaridos generados por las amilasas y los disacéridos ingeridos de la dieta, son
hidrolizados por la accion de un conjunto de enzimas como la lactasa, la dextranasa y las a-

glucosidasas.

Las a-glucosidasas son un grupo de enzimas pertenecientes a las glucosido-hidrolasas, que
actian sobre los residuos terminales no reductores 1-4 de los a-glucésidos para liberar
moléculas de glucosa; a este grupo pertenecen varias enzimas, entre ellas la dextrinasa, la

glucoamilasa, la sacarasa, la trehalasa, la maltasa y la sacarasa-isomaltasa (6).

Finalizado el proceso de digestion, los principales monosacéaridos que se absorberan a través
de la membrana de los enterocitos son glucosa, fructosa y galactosa. Esta absorcién se realiza
a través de distintos mecanismos de transporte, que dependen de la estructura quimica del
glucido. La absorcion de glucosa y galactosa se lleva a cabo mediante la accion de un co-
transportador dependiente de sodio (SGLT-1) por el que ambas moléculas compiten;

mientras que la absorcion de fructosa se da por difusion facilitada.



Posteriormente, la glucosa, la fructosa y la galactosa pasan de los enterocitos a la sangre y de
ahi a otros tejidos (como musculo o tejido adiposo) mediante los mecanismos previamente
descritos. Finalmente la captacion de glucosa por las células se realiza por medio de

transportadores de glucosa o GLUTSs (7).
1.2. Destino metabolico de los carbohidratos

Los niveles de glucosa sanguinea (glucemia), se deben mantener en equilibrio para permitir
el metabolismo de aquellos tejidos que utilizan la glucosa como sustrato primario, esto se
logra mediante la regulacion de la captacion periférica de glucosa y su produccion endogena.
Esta regulacion, se encuentra bajo control hormonal, siendo la insulina y el glucagon las

principales hormonas responsables.

La hiperglucemia posprandial causa un incremento inmediato en la secrecion intestinal del
péptido similar al glucagon tipo 1 (GLP-1), que a su vez estimula la produccién pancreatica
de insulina y la disminucién de la secrecién de glucagon. La insulina estimula la captacién y
el metabolismo celular de la glucosa e inhibe la produccion de la misma en el higado (8). En
cambio, la hipoglucemia, conlleva a la inhibicién significativa de la secrecion de insulina 'y
al aumento de la secrecién de glucagdn, que actla estimulando la produccion de glucosa
hepética (4,9).

De manera particular, la glucosa y sus metabolitos participan en la via de las pentosas fosfato,
es decir son la fuente de NADPH para la sintesis de AGs y de ribosa para la sintesis de &cidos
nucleicos, a su vez, las triosas fosfato (producto intermedio de la glucélisis) dan lugar al
glicerol, mientras que el piruvato y los intermediarios del ciclo del &cido citrico son

necesarios para la sintesis de aminoacidos (10).
1.3. Digestion y absorcion de los lipidos

La digestion de los TG comienza en el estbmago, con la accion de la lipasa lingual y gastrica.
Estas enzimas hidrolizan los TG en la posicién sn-3, produciendo 1,2- diacilglicerol y AGs
libres, mismos que promueven la emulsificacion de la grasa con los jugos biliares y

pancreaticos, con lo que los lipidos entran al intestino delgado en forma de pequefias gotas.
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Una vez en el lumen intestinal, se produce la mayor parte de la digestion de los TG, por
medio de la lipasa pancreética (lipasa pancreética). Esta enzima actla principalmente en las
posiciones sn-1y sn-3 del TG para liberar 2-monoacilglicerol y AGs libres. Debido a que las
gotas de TG cubiertas con sales biliares no son accesibles para la lipasa pancreatica, esta
enzima requiere de un cofactor, denominado co-lipasa. La co-lipasa es una proteina termo-
estable sintetizada y secretada por el pancreas y activada en el intestino delgado que permite
la unién del enzima con la interface lipido/acuosa (11).

Por su parte, la digestion de los fosfolipidos ocurre por hidrolisis en el intestino delgado, por
accion del enzima fosfolipasa A2, que libera AGs a través de la ruptura del enlace en la

posicion sn-2.

En la digestion de los ésteres de colesterol, estos son hidrolizados a colesterol libre por accion
del enzima colesterol esterasa, secretada por el pancreas. La colesterol esterasa humana tiene
una amplia especificidad y puede hidrolizar TG, monoacilgliceroles, esteres de colesterol,

fosfoglicéridos y ésteres de vitaminas Ay D (12).

Posteriormente, todos los productos de la digestion de los lipidos son emulsificados por
medio de sales biliares en forma de micelas, para cruzar la capa de agua que recubre los

enterocitos.

Para la absorcién de todos estos productos, se han propuesto al menos dos mecanismos
diferentes: la absorcion pasiva y la absorcién mediante acarreadores (12).

Una vez en el citosol del enterocito, los compuestos lipidicos son re-esterificados, empacados
con proteinas y secretados hacia el torrente sanguineo como quilomicrones. Posteriormente,
los quilomicrones son hidrolizados en los tejidos que expresan lipoproteina-lipasa,
liberandose principalmente AGs. La segunda fuente principal de AGs de cadena larga es la
lipogénesis a partir de carbohidratos, que ocurre principalmente en el tejido adiposo y en el
higado (1,11).



1.4. Destino metabolico de los lipidos

Los AGs de cadena larga, pueden ser re-esterificados con glicerol, formando TG, moléculas
que constituyen la principal reserva de combustible del cuerpo. La biosintesis de los TG, se
lleva a cabo por dos vias principales: 1) la via del glicerol fosfato y 2) la via del
monoacilglicerol. Al final de ambas vias, un acil-Coenzima A graso o &cido graso activado
(un &cido graso de cadena larga unido al coenzima A) y una molécula de diacilglicerol se
unen covalentemente para formar el TG a través de la accion del enzima Diacilglicerol
Aciltransferasa (ATDG) (13).

Los AGs también pueden ser degradados mediante B-oxidacion para la obtencion de acetil-
Coenzima A. En general, todos los productos de la digestion de carbohidratos, lipidos y
proteinas se metabolizan hacia este producto comun. El acetil-Coenzima A puede ser oxidado
por el ciclo del &cido citrico y derivar en la formacién de ATP por fosforilacion oxidativa o

fungir como el precursor de AGs, colesterol y otros esteroides (4).



2. Principales enfermedades relacionadas con el metabolismo de los carbohidratos y

lipidos
2.1. Sobrepeso y obesidad

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (14), el Sobrepeso y la Obesidad
(SPyO) se definen como una acumulacién excesiva de grasa, y son consideradas a nivel

mundial como la epidemia del siglo XXI (15,16).

Desde 1997, la OMS ha reconocido al SPyO como una epidemia global; s6lo en los dltimos
35 afios la prevalencia mundial de obesidad casi se ha duplicado. En 2014, se publico que
alrededor del 39 % de la poblacion adulta mundial presentaba sobrepeso, y un promedio del
13 % tenia obesidad (14) y de acuerdo con las proyecciones de la Organizacién para la
Cooperacion y el Desarrollo Econémicos (OCDE) se estima que mas de dos terceras partes

de la poblacién mundial padeceran sobrepeso u obesidad en el afio 2020 (17).

En nuestro pais, la prevalencia de SPyO en adultos es de mas del 70% y de mas del 30% en
adolescentes, colocandolo como el segundo lugar en obesidad a nivel mundial (18). También,
se sabe que las enfermedades crénicas no transmisibles derivadas del SPyO causaron el 75

% del total de las muertes y 68 % de los afios de vida potencialmente perdidos.

Ademas de las repercusiones sociales, la obesidad tiene costos econémicos bastante altos. Se
calcula que un paciente obeso gasta en promedio 42 % mas en su atencion médica que un
individuo de peso normal (15) y que el costo del SPyO y sus complicaciones en el 2008 fue

de aproximadamente 67,000 millones de pesos (18).

Para determinar si alguien padece sobrepeso u obesidad se han desarrollado diferentes
métodos, el mas simple y utilizado, a pesar de ser una herramienta poco precisa, es el calculo
del indice de Masa Corporal (IMC). De acuerdo con la clasificacion de la OMS, el sobrepeso
se define con un IMC > 25 kg/m? y la obesidad con un IMC > 30 kg/m? (14). Ademas, la
medicion de la circunferencia de la cintura, y opcionalmente la cadera, puede ayudar a

catalogar la obesidad en: subcutanea y visceral (19).



2.1.1. Etiopatogenia del SPyO

A primera vista, el desequilibrio del peso y la composicion corporal que llevan al SPyO son
resultado de un simple desbalance entre la ingesta y el gasto de la energia en el organismo,
sin embargo, estos procesos se encuentran estrictamente regulados por los sistemas nervioso
y endocrino (20). Ademas, existen varios factores genéticos, fisiologicos, ambientales y
psicosociales que modifican estos procesos regulatorios. Por lo que la etiologia de estos
padecimientos es mucho méas compleja (21).

Aunque la predisposicion genética al SPyO no puede por si sola explicar el reciente aumento
de la prevalencia de este padecimiento (22), los estudios genéticos han hecho evidente que
estos padecimientos son el resultado de la interaccion de varios genes que favorecen la
susceptibilidad, efectos intergeneracionales intrauterinos, y un estilo de vida obesogénico
(22,23).

Algunos de los procesos mas importantes involucrados en la ingesta de energia, como el
hambre, la saciedad, la termogénesis y el almacenamiento de grasas estan controlados por
interacciones complejas entre neurotransmisores, neuropéptidos, hormonas, citocinas, la
cantidad y calidad de los nutrientes, y los ritmos circadianos (19). Ejemplo de esto es el
sistema endocannabinoide, que participa en varios procesos fisioldgicos, como la regulacién
emocional, la percepcion del dolor y la sensacion de saciedad alimenticia, comunicando al
sistema nervioso central con el resto del organismo, principalmente por medio del receptor
cannabinoide tipo 1 (CB1R) y cuya sobreactividad se ha relacionado con el SPyO y otros

desordenes metabdlicos (24,25).

Debido a que la capacidad de nuestro organismo para almacenar carbohidratos o proteinas es
muy limitada, mientras que los lipidos si pueden almacenarse en grandes cantidades en los
adipocitos, el crecimiento y proliferacion de estas células son el principal origen de la
obesidad (26).



El adipocito es una célula con tres funciones basicas: almacenaje de lipidos, termogénesis y
funcién endocrino-metabdlica. Esta Gltima se lleva a cabo mediante la secrecion de
adipocinas, que tienen un papel primordial en la homeostasis de varios procesos fisioldgicos,
como la ingesta de alimentos, la regulacion del equilibrio energético, el metabolismo de la
glucosa, la sensibilidad a la insulina, la vascularizacion, la regulacion de la presion arterial y

la coagulacion (27).

La hiperplasia (incremento anormal del numero de células) e hipertrofia (aumento anormal
del tamafio celular) de los adipocitos, caracteristicas del SPyO, afecta la difusion de oxigeno
del tejido adiposo, afectando la modulacion de los genes implicados en la expresion de
algunas adipocinas, induciendo con ello un estado de inflamacion sistémica y alterando
algunos de los procesos anteriormente mencionados (26-28).

Debido a esto, el SPyO se considera un factor de riesgo importante para varias enfermedades
crénicas no transmisibles, que representan los problemas médicos mas frecuentes y costosos
de la salud publica (22). Ejemplo de esto, son la hiperlipidemia, la enfermedad no alcohdlica
del higado graso (ENAHG), la diabetes mellitus tipo 2 (DMt2), la hipertension arterial, la
cardiomiopatia diabética y un mayor riesgo de padecer diversos tipos de cancer (27,29-31).
Ademas, estos padecimientos tienen un efecto sustancial en el bienestar emocional, la

autoestima y la salud psicosocial (32).
2.1.2. Abordaje terapéutico del SPyO

Aunque mediante la combinacion adecuada de actividad fisica y restriccion calérica, aunada
a tratamientos conductuales, pueden conseguirse pérdidas del 5 % al 10% del peso en un
periodo de 4 a 6 meses (33), el cambio en el estilo de vida no es una medida facil de llevar a
cabo por los pacientes; por lo que también se han buscado activamente farmacos que ayuden

al control de esta enfermedad y la prevencion de sus complicaciones.

Los farmacos mas utilizados en el tratamiento del SPyO se clasifican, con base en su
mecanismo de accion, en los grupos que se describen brevemente en la Tabla 1. Ademas, los
inhibidores de la lipasa pancreatica y los productos derivados de Camellia sinensis se

describen con mas detalle.



Tabla 1.- Principales tratamientos farmacolégicos para el SPyO.

Clasificacion

Ejemplo de

farmaco

Mecanismo de accion

Efectos secundarios

Fentermina, | . Valvulopatias,
Adrenérgicos dietilpropion, sg\t():rt: ?2 ?e[]clze:acceigg?jle hipertension pulmonar,
g benzfetamina, neurotransr?ﬂsores infartos, hemorragia
, mazindol. e ' subaracnoidea, (33-35)
Farmacos - disminuyendo el apetito - .
., Fenfluramina, exacerbacion de la mania
que Serotoninér- - 0 aumentando la P .
L - sertralina, L . y pérdida reversible de
disminuyen gicos ; . sensacién de saciedad. i
- sibutramina. memoria
laingesta de Disminuyen la actividad
energia Antagonistas yer
del sistema .
del CB1R . o Néauseas, mareos,
) Rimonabant endocannabinoide, - : (24,25)
(Aln en depresion y ansiedad.
. Lo contrarrestando su efecto
investigacion) o
orexigénico.
Exenatida, Nauseas, vomitos
Agonistas del liraglutida, hino I’ucemia '
receptor del lixisenatida, Desaceleran el vaciado hi eprsgnsibilida{d
Inhibidores GLP-1 albiglutida, astrico, produciendo un F?am ioedema ’
del vaciado dulaglutida | 9 P ! 9 (20,36)
s aumento de la sensacion deshidratacion,
gastrico d iedad lenci
Anélogos de o e saciedad. ssomnolencia,
amilina Pramlintida estrefiimiento, eructos y
flatulencia.
Flatulencias con
. . descarga fecal, heces
- i Inhiben la lipasa
Inhibidores | Inhibidores de . e grasas, aumento de
. - Orlistat, pancredtica en la luz - (35,37-
de enzimas la lipasa - . ; T defecacion e
L T cetilistat intestinal, impidiendo la | . . . 40)
digestivas pancreatica ) incontinencia fecal, dolor
absorcién de los TG. : :
abdominal. y potencial
dafio al higado
T863, PF- Disminuyen la
- 04620110, biosintesis de TGy, por Nduseas, diarrea y
Inhibidores de la ATDG1 AZD7687, lo tanto, la hipertrofia de vémitos (41,42)
LCQ908. los adipocitos.
. Temblores, incremento
n(]:i?]téefczigs Egggerl,'::’ de la presion arterial,
Farmacos g hiperglucemia,
que Aumentan la complicaciones
incrementan | Desacoplantes P cardiovasculares y (43,44)
termogenesis. L
el gasto de la cadena 2,4- neurolégicas, como
energético | transportadora | dinitrofenol hipertensién, arritmias,
de electrones infartos, convulsiones y
fiebre mayor a 42 °C.
Irritacién del tracto
- Aumentan la gastrointestinal,
Sensibiliza- o SR
. . . sensibilidad de los disminucion de la
dores de la Biguanidas Metformina o s - L (45)
S tejidos periféricos a la absorcion de vitamina
insulina R . A
insulina. B12 y riesgo de acidosis
lactica.




Otro abordaje terapéutico efectivo, aunque reservado exclusivamente para el obeso morbido
o con comorbilidades, es la cirugia bariatrica o cirugia metabolica (19). Desafortunadamente,
los costos e infraestructura requeridos para este procedimiento son altos para la mayoria de

los pacientes, ademas de que sus riesgos quirdrgicos son elevados (46).
2.1.2.1. Inhibidores de la lipasa pancreatica

Existen pocos farmacos aprobados con este mecanismo de accion. La inhibicion de la lipasa
pancredtica ocurre cuando el farmaco se une a la lipasa pancredtica en la luz intestinal con lo
que impide: 1) la escision de los TG en AGs libres y monoglicéridos y 2) la absorcién de
aproximadamente el 30% de las grasas ingeridas, que entonces son eliminadas con las heces
(37).

El principal compuesto con esta actividad, aprobado por la FDA en 1998, es el inhibidor
irreversible tetrahidrolipstatina u orlistat. Este farmaco es un derivado oxigenado de la
lipstatina, producto natural producido por Streptomices toxytricini, y comercializado a nivel
mundial como Xenical® de Laboratorios Roche y como Redustat® de Laboratorios Liomont

en México.

El orlistat es uno de los farmacos anti-obesidad mas estudiados. En este sentido se han
realizado diversos con varios ensayos clinicos aleatorizados y metaanalisis enfocados en la
evaluacion de su efectividad en la pérdida de peso, asi como sus beneficios metabdlicos en
adultos. Ademas es el Gnico farmaco aprobado por la FDA para el tratamiento de la obesidad

en nifios menores de doce afios (47).

En la Tabla 2 se resumen algunos ensayos clinicos con orlistat como tratamiento para la

obesidad.
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Nombre y
duracion

del
estudio

Tabla 2.-Ensayos clinicos con orlistat como tratamiento para la obesidad.

NUmero y
tipo de
pacientes

Tratamiento

Medidas de
eficacia

Resultados encontrados

Ref.

Cambio enel Mayor permanencia en el ensayo
til i 2 contra 34 % i6
XENDOS 3305 estilo Fie vida Peso corporal. (5. c_on ra_3 6), reduccion en
obesos y orlistat o Tiemno hasta el la incidencia de DM (6.2 contra (48)
4 afios IMC =30 placebo 120 iniciopde l2 DM 9 %) y mayor pérdida de peso
kg/m?) mg, tres veces (5.8 contra 3 kg) respecto al
al dia. grupo placebo.
Mayor pérdida de peso (8.6 y
Peso corporal. 9.7 % contra 6.6 %), mayor
Ensayo del e - -
fUDo Intervencion Perfil lipidico. mantenimiento de la misma * (29
grup . Control y 28.2 % contra 18.6 %) y
europeo de 668 dietética y . . .
. . glucémico. mejora de los factores de riesgo
estudios de obesos orlistat 0 o ; . o
. Presion arterial. asociados con la obesidad “ con | (49)
obesidady | (IMC 28- placebo 60 o . . . .
. » Calidad de vida. | las dos dosis de orlistat respecto
orlistat. 43 kg/m?) 120 mg, tres . L
veces al dia Seguridad y al placebo. Buena tolerabilidad
~ ' tolerabilidad del al orlistat (solo 6% de los
2 aflos . . . .
farmaco. pacientes se retiraron debido a
sus efectos adversos).
309 Mantenimiento de Disminucion del peso
. - recuperado (5.4 contra 8.6 kg),
pacientes la pérdida de peso ,
- aumento del nimero de
Roche- obesos durante los 3 afios acientes que lograron una
. (IMC 30- Orlistat o posteriores a una , p. a g
Escandi- ) . pérdida de peso > 5 % (67 contra
. 45 kg/m?) placebo 120 | pérdida de peso > . .
navia . . 56 %), reduccion del diametro (50)
con mg, tres veces | 5% inducida por .
p . de cintura (7.7 contra 5.4 cm) y
~ factores de al dia. una dieta de S . .
3 afios riesao hinocalérica disminucion de la incidencia de
9o P " | DMt2 (5.2 contra 10.9 %) en el
metabdlico Desarrollo de .
3 grupo con orlistat respecto al
DMt2.
grupo placebo.
7 .
. 376 obesos ., Peso corporal, Aumento de la pérdida de peso
Estudio (IMC 28- Intervencion . .
. o circunferencias de | (5.9 contra 4.6 %), aumento del
suizo de 38 kg/m2) dietéticay . . .
. . cintura y cadera, nlmero de pacientes que
multi- con DMt2, orlistat o ., . . -
. . presion arterial, mantuvieron la pérdida de peso | (51)
morbilidad | hipercolest placebo 120 e .
. perfil lipidico (54.2 contra 40.9 %), mejora de
erolemiay | mg, tres veces . . .
1 afto / 0 hioer- al dia sérico, glucosa en | los factores de riesgo asociados
tensipc')n ' ayunas y HbAlc * con la obesidad ®

L En el primero y segundo afio, respectivamente. Tomando en cuenta solo pérdidas de peso de mas del 10%.

2 Colesterol total, lipoproteina de baja densidad, lipoproteina [a], presidon arterial diastdlica, glucosa en ayunas
e insulina en ayunas.

3 Dislipidemia, alteracion de la glucosa en ayunas o diabetes tipo 2 tratada con dieta.

4 Hemoglobina glicosilada Alc.

® Colesterol total, lipoproteina de baja densidad, glucosa en ayunas y HbA1c.
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En el ensayo clinico XENDOS, se evaluo el efecto de un cambio en el estilo de vida y orlistat
o0 placebo en 3305 participantes obesos (21 % con prediabetes) durante 4 afios. Se encontro
que en el grupo tratado con orlistat se presentdé una mayor permanencia en el estudio (52
contra 34 %). También se reporté una mayor pérdida de peso (5.8 contra 3 kg) y una

reduccion de 37.3 % el riesgo de desarrollar diabetes (48).

En otro estudio realizado con 688 pacientes, se reportd mayor pérdida de peso en el grupo
que recibio orlistat respecto al grupo placebo (hasta 9.7 contra 6.6 %), asi como un
incremento del porcentaje de pacientes que lograron perder méas del 10% de su peso corporal

durante los 2 afios que durd el estudio (29 % contra 18.6 %) (49).

De acuerdo con algunas revisiones (38,39,52), la mayoria de los ensayos clinicos concluyen
que el tratamiento con orlistat resulta en disminucion de peso corporal, diametro de cintura,
HbAlc, e incidencia de DMt2, asi como mejoras en la presion arterial y el colesterol en
sangre mas alla de lo esperado para el nivel de pérdida de peso (52). La evidencia indica que

el orlistat también puede ser util para el tratamiento de la ENAHG (53).

Los efectos secundarios comunmente observados son de naturaleza gastrointestinal y
desaparecen con el uso prolongado. Estos efectos se presentan en alrededor del 16 al 40% de
los pacientes (39) y en orden de frecuencia son: manchas oleosas procedentes del recto (27
%), flatulencia con descarga fecal (24 %), urgencia fecal (22 %), heces grasas (20 %),
aumento de la defecacion (11 %) e incontinencia fecal (8 %) (54). Otros efectos adversos
(como cefalea, infeccion de vias respiratoria y de vias urinarias, fatiga, irregularidad
menstrual, ansiedad, alteracion de dientes o encias, entre otras) se presentan en menos del 5

% de los pacientes 0 no son estadisticamente significativos respecto al placebo (55).

Este farmaco, también puede disminuir la absorcion de vitaminas liposolubles, efecto que
puede subsanarse con la administracion de suplementos vitaminicos y esta contraindicado en
caso de malabsorcion, colestasis, alergia, lactancia o embarazo. Ademas en el 2009, la FDA
envid un comunicado sobre la seguridad del medicamento, debido a un reporte de 32 casos
de pacientes en Estados Unidos que refieren eventos adversos relacionados con un potencial
dafo al higado (35).
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El Cetilistat, otro inhibidor de la lipasa pancreatica, es una benzoxazinona altamente
lipofilica que actua induciendo la pérdida moderada de peso, una mejoria en la glucosa sérica
y el perfil de lipidos a través del mismo mecanismo que el orlistat. De acuerdo con un estudio
presentado por Kopelman et al. (56), los eventos secundarios del Cetilistat son
aproximadamente 30% que los presentados con orlistat, lo que favorece la adherencia al
tratamiento. Ademas, el tratamiento por dos semanas con este farmaco, produjo una
reduccion de mas del 5 % en aproximadamente 33 % de los pacientes. Asi mismo redujo el
diametro de cintura (4.2 contra 2.4), comparadas con el placebo. Por su efectividad tanto en
pacientes obesos diabéticos y no diabéticos, en 2013 este farmaco fue aprobado en Japon
como un medicamento para el tratamiento de pacientes obesos con DMt2 y dislipidemia,

aunque aun no es aprobada por la FDA (57).
2.1.2.2. Camellia sinensis

Los productos derivados del té verde (C. sinensis) poseen algunos compuestos,
principalmente polifenoles y xantinas, que actian impidiendo parcialmente la accion de
enzimas digestivas (amilasas, a-glucosidasas y lipasas) y activando la lipdlisis de los TG
(58,59). También posee muchos otros mecanismos de accion, como la actividad represora
del apetito, termogénesis y regulacion negativa de la adipogénesis (29), lo cual deriva en

multiples efectos beneficiosos en algunos trastornos metabdlicos asociados al SPyO.
Por lo anterior, en el presente proyecto se emple6 como control.

Sin embargo, algunos productos derivados de C. sinensis han mostrado induccién de dafio
hepéatico en humanos por un mecanismo ain desconocido en humanos y por el componente
galato de epigalocaterol, uno de los principales compuestos de la forma farmacéutica

comercial Exolise®, actualmente retirada del mercado europeo (60).
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2.2. Diabetes mellitus (DM)

De acuerdo con la American Diabetes Association (61), la DM es un grupo de trastornos
metabolicos caracterizados principalmente por hiperglucemia cronica como resultado de la
incapacidad del cuerpo para utilizar la glucosa sérica, originada por defectos en la secrecion
de la insulina, su accion o ambas. La DM se clasifica en cuatro categorias principales:
diabetes mellitus tipo 1, diabetes mellitus tipo 2 (DMt2), diabetes gestacional y otros tipos
especificos de DM, siendo la DMt2 el tipo més frecuente y el que origina mas gasto de
recursos economicos, sociales y humanos, y que ademas se asocia en un 90% de los casos al
SPyO (31).

De acuerdo con las estimaciones de la Federacién Internacional de Diabetes, actualmente la
prevalencia mundial de DM es de 425 millones de individuos y se espera un incremento a
700 millones para el 2045 (62); por lo que podria considerarse, junto con la obesidad, la

mayor epidemia de enfermedades crénicas en la historia de la existencia humana (63).

En el caso de México, el 9.4 % de la poblacion entrevistada habia sido diagnosticado con
DM (18); sin embargo, tomando en cuenta los casos de individuos que desconocen padecer
la enfermedad, es posible que cerca del 18 % de la poblacion adulta mexicana sea diabética
(64). De acuerdo con la Federacion Internacional de Diabetes, que proporciond las
predicciones esperadas en el 2045 para los 10 paises con el mayor nimero de personas con
diabetes en 2017, se estimaba que México era el quinto pais con mayor nimero de diabéticos
y que pasaria a la cuarta posicion con casi el doble de casos confirmados (62). En cuanto a
los indices de mortalidad, solo en el afio 2015 un total de 98,521 defunciones por DM fueron

registradas por el INEGI.

En cuanto a las complicaciones derivadas de la DMt2, se sabe que estas tienen un alto costo
social y econdmico para el sistema de salud publica y la familia del paciente, siendo los
medicamentos los insumos de mayor impacto (65), se calcula que en promedio un diabético

gasta mas del doble en su atencién médica que un individuo no diabético.
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2.2.1. Etiopatogenia de la DMt2

Aunqgue no se describe una causa concreta de la DMt2, se han descrito algunos factores
fisiopatologicos responsables del desarrollo de esta enfermedad. Por ejemplo: la resistencia
a lainsulina (RI), la alteracién del tejido adiposo y la lipotoxicidad, la hiperglucagonemia, la
glucotoxicidad, la glucolipotoxicidad y la deficiencia o resistencia a las incretinas. Dichos

factores se describen a continuacion.

La RI (en tejido muscular, hepético y cerebral) se ha detectado desde las etapas previas a la
DMTt2 y desempefia un papel importante en el desarrollo de la falla B-pancreatica. Esta
condicion se refiere a que se requieren concentraciones de insulina mas altas de lo normal
para mantener la glucemia en niveles normales. Aungue ain no se conocen los mecanismos
por el que este fendmeno sucede, comunmente se afirma que la célula B-pancreética, al ser
forzada a hipersecretar insulina continuamente, eventualmente se desgasta. Sin embargo otra
hipdtesis sostiene que la causa de la Rl es la misma que la de la falla B-pancreatica, la
lipotoxicidad (66).

Como se mencion6 anteriormente, el tejido adiposo disfuncional (por hiperplasia y/o

hipertrofia de los adipocitos) presenta alteracion de la secrecion de adipocinas que induce RI.

Los adipocitos hipertrofiados también tienen una capacidad disminuida para almacenar
lipidos, por lo que estos se desbordan en las células B-pancreaticas, musculares y hepaticas,
causando RI y secrecion alterada de insulina (66).Al proceso patolégico en el que la
deposicion excesiva de AGs libres en las células B-pancreaticas induce Rl y disminucion de
la secrecién de insulina se le conoce como lipotoxicidad. En conjunto, la lipotoxicidad y la

deposicidn excesiva de lipidos en higado y musculo, causan hipergluconeogénesis (66,67).
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De acuerdo con algunos autores, la hiperglucagonemia podria estar relacionada con estados
de RI previos al desarrollo de la DMt2. Esta hiperglucagonemia podria ser causada por
defectos de la senalizacion del glucagon en la célula a-pancredtica, de aparicion anterior o
concomitante al inicio del defecto secretor de insulina en las células B-pancreaticas y que
también podria participar de la hipergluconeogénesis y por lo tanto de la hiperglucemia
cronica caracteristica de la DMt2. Sin embargo, aln se requiere mayor investigacion del
papel de las células a-pancredticas en la etiologia de la DMt2 (68).

La hiperglucemia cronica también afectan la funcion de la célula 3, proceso conocido como
glucotoxicidad. Ademas, una vez que se ha desarrollado la DMt2, este estado de
hiperglucemia crénica dafia ampliamente otros tejidos, generando complicaciones macro y
microvasculares, principales causas de morbilidad y mortalidad de esta enfermedad (69). Las
complicaciones macrovasculares de la DMt2 comprenden enfermedades cardiovasculares,
accidente cerebrovascular e insuficiencia circulatoria en los miembros inferiores (70,71);
mientras que dentro de las complicaciones microvasculares, se encuentran la nefropatia,
neuropatia y retinopatia diabéticas (72,73). Por lo tanto, el control estricto de la glucemia es
esencial no solo para prevenir las complicaciones microvasculares de la DMt2 sino también

para prevenir y tratar la glucotoxicidad (66,67).

Por otro lado, en la DMt2, las concentraciones de glucosa y AGs concomitantemente
elevadas de forma cronica, también se vuelven citotoxicas y ocasionan alteraciones
fenotipicas en la célula B-pancredtica que derivan incluso en muerte celular. Este proceso es
conocido como glucolipotoxicidad y hasta ahora no se han desarrollado tratamientos

farmacologicos eficientes para tratarlo (74,75).

Ademas de todos estos factores, las incretinas, como el polipéptido inhibidor gastrico (GIP)
y el GLP-1, que son un grupo de hormonas producidas en el intestino en respuesta a la ingesta
de alimentos, sobre todo los alimentos ricos en lipidos y/o carbohidratos, también forman

parte del proceso etiopatologico de la DMt2.
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Uno de sus efectos mas importantes de las incretinas es la secrecion de insulina por las células
B-pancreéticas, el retraso en el vaciamiento gastrico y la absorcion de las grasas (76). En el
inicio de la historia natural de la DMt2, se observa una deficiencia de GLP-1, asi como
resistencia a su efecto estimulante de insulina en la célula B-pancreatica, fenOmenos que
empeoran conforme progresa la enfermedad. En cambio, los niveles plasmaticos del GIP
comenzaran a elevarse al mismo tiempo que también se genera resistencia a su efecto
estimulante de insulina en las células B-pancredticas. Debido a esto, la inhibicion de la
dipeptidil péptidasa 4 (DPP4), el enzima encargado de la degradacion del GIP y el GLP-1,

es la diana farmacéutica de algunos medicamentos antidiabéticos (66).
2.2.2. Abordaje terapéutico de la DM

Al igual que en el tratamiento del SPyO, una dieta y actividad fisica adecuadas, son el pilar
para el control de la DM (61), pero nuevamente la adherencia al cambio en el estilo de vida

no es una medida facil de llevar a cabo por los pacientes.

Ademéas de los tratamientos farmacoldgicos anti-obesidad, previamente descritos, que
también se utilizan para el control de la DM (antagonistas de CB1R, agonistas del receptor
del GLP-1, inhibidores de la lipasa pancreética y biguanidas), existen numerosas familias de
farmacos antidiabéticos que se describen brevemente en la Tabla 3, de los cuales, los

inhibidores de a-glucosidasas se describen con mas detalle.
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Tabla 3.- Principales tratamientos farmacoldgicos para la DMt2.

Clasificacion

Mecanismo de

Efectos secundarios

Clorpropamida,

accion

Agotamiento de las
células B, hipoglucemia

glipizida, . »
. : severa, infeccion del
. glibenclamida : .
Sulfonilureas o tracto respiratorio
(gliburida), .
- superior, dolor de
gliquidona, da di dol
limepirida espalda, diarrea y dolor
9 de cabeza
Inhibidores de S‘Sal)t(zglllipttlir;é; Nauseas y, de forma
la DPP4 lina g“ ptina, Estimulan la poco frecuente,
Secretagogos (Gliptinas) ghptina, secrecion pancreatitis.
A alogliptina o (45,77)
de la insulina pancreética de - —
- Nauseas, vomito,
insulina. hipoglucemia
Exenatida, aﬁgigoedema ’
Agonistas del I_|r_aglut|gja, hipersensibilidad,
receptor del lixisenatida, deshidratacion
GLP-1 albiglutida, )
. somnolencia,
dulaglutida g
estrefiimiento, eructos y
flatulencias.
Meglitinidas Repagl_m_lda, Hipoglucemia y aumento
nateglinida de peso.
Incrementan el riesgo de
- Aumentan la - o :
Sensibili- T I L insuficiencia cardiaca
Tiazolidinedio Pioglitazona, sensibilidad de los ) . .
zadores de la g .. el congestiva y/o inducir (45)
L -nas rosiglitazona tejidos periféricos ) .
insulina RIS cancer vesical y aumento
a la insulina.
de peso.
Infecciones micéticas,
Inhibicion del co- infecciones del tracto
Inhibidores Canagliflozina, tr_ansportador urlnarlo,_na§ofar|pg|tls,
de la e . e sodio-glucosa tipo mayor incidencia de
Gliflozinas dapagliflozina, , . (45)
recaptura de e . 2 renal. cancer de vejiga 'y
empagliflozina , S .
glucosa Actlan como aumento en la incidencia
cardioprotectores. de eventos
cardiovasculares.
Inhiben las o-
glucosidasas en la
Inhibidores | Inhibidores de Acarbosa, luz intestinal .
. : Flatulencias, dolor
de enzimas o- voglibosa, retardando la ; - (78-80)
- . - < abdominal y diarrea
digestivas glucosidasas miglitol absorcion de

glicidos a escala
intestinal.
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2.3.1.1. Inhibidores de a-glucosidasas

Los inhibidores de o-glucosidasas, actuan retardando la absorcion intestinal de
monosacaridos, reduciendo asi el aumento de glucosa posprandial en sangre y la conversion
de la misma a TG. Actualmente, los unicos farmacos aprobados con este mecanismo de
accion son la acarbosa, la voglibosa y el miglitol. Sin embargo, el uso de estos Gltimos no se
encuentra muy difundido y requiere mayores investigaciones (81). En la Tabla 4 se resumen

algunos ensayos clinicos con acarbosa.

En general, los estudios clinicos con acarbosa (un pseudo-tetrasacarido que actia como un
inhibidor competitivo de las a-glucosidasas), muestran resultados contradictorios respecto al
efecto significativo en la pérdida de peso corporal (82,83). En concordancia, el metaanalisis
Cochrane, mostr6 una reduccién significativa del IMC, aunque no se encontrd ningun efecto
sobre el peso corporal. Sin embargo, en otro metaanalisis se observo una reduccion de 0,96
kg en el grupo experimental. Ademas, una revision de los datos de los estudios mundiales de
acarbosa informé una reduccion de peso de 0,98 kg en pacientes con sobrepeso y de 1,67 kg
en obesos después de 3 meses de tratamiento de forma independiente al control de la
glucemia (88).

Aunque los estudios sobre la eficacia en el tratamiento del SPyO con acarbosa concluyen que
éste farmaco no provocan una reduccion de peso tan efectiva como otros farmacos, pero si
generan beneficios en la regulacion de otros parametros metabolicos y cardiovasculares, por
lo que es utilizado en la prevencion (en pacientes pre-diabéticos) (86,87) y en el tratamiento
de la DMt2, especialmente aquellos con control basal adecuado pero con hiperglucemia
postprandial persistente (78,89). Esto es particularmente importante porque aunque la
hiperglucemia en ayunas es un problema recurrente en la DM, el conocimiento de los
mecanismos moleculares que la regulan han permitido desarrollar estrategias farmacoldgicas
medianamente efectivas (66). Sin embargo, un conjunto mas complejo de mecanismos
(mediados principalmente por la accion simultanea de insulina, amilina, GLP-1, glucagon,
grelina y leptina, entre otras moléculas) desempefian un papel importante durante la ingesta
de alimentos, por lo que el control de la hiperglucemia posprandial continua siendo una de

las principales necesidades insatisfechas en el tratamiento de la DM (89).
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Tabla 4.-Ensayos clinicos con acarbosa en pacientes con DMt2 o intolerancia a la glucosa.

Nombre y
duracion

del estudio

NUmero y
tipo de
pacientes

Tratamiento

Medidas de

eficacia

Resultados encontrados

Los pacientes que alcanzaron
HbAlc <7 %, la disminucién de los
. Peso - I .
Insulina 0.3- corporal niveles de glucosa, la incidencia de
OPENING 0.4 Ul/kg y |UC%S& e’n hipoglucemia y el incremento de
172 pacientes | metformina > g peso corporal fueron mejores que
g ayunas, (82)
16 con DMIt2 1000 mg/dia los valores basales, pero
HbAlcy o -
semanas o acarbosa > dosis diari estadisticamente iguales en ambos
-3 osis diaria .
150 mg/dia de insuli grupos. Sin embargo, el consumo
e insulina ; .
de insulina fue mayor en el grupo
con metformina (33 contra 30 Ul).
MARCH 784 pacientes Acarbosa 100 Peso Se encontr6 incremento del GLP-1
2 mg tres veces b
recién . corporal, y la pérdida de peso (y su
. X al dia o ; g (83)
24 diagnosticados - cambios en | asociacion directa) solo en el grupo
metformina
semanas con DMt2 . el GLP-1 con acarbosa.
1500 mg/dia
50 pacientes | Acarbosa 100
Wang et con DMt2 con | mg tre§ veces L Se observé disminucion (o mejora)
8 semanas de aldiao Fluctuacion . N
al. : . . : de la fluctuacion glucémica en 72
monoterapia | glibenclamida | glucemica
horas solo en el grupo con acarbosa. | (84)
con 5 mg tres de 72 horas S - .
24 . P Ademaés esta mejora se correlaciona
metformina veces al dia y HbAlc . o
semanas con la reduccion de HbAlc (> 1 %).
500 mg tres por 16
veces al dia. semanas.
Ambas terapias tuvieron perfiles de
SMART 488 pacientes | Saxagliptina HbAlc < eficacia similares (HbAlc: -0.82
con DMt2 con 5 mg/diao 7.0 % sin con saxagliptina contra -0.78 % con
24 monoterapia acarbosa 50- eventos acarbosa). Sin embargo, la (85)
semanas con 100 mg tres | gastrointesti saxagliptina se asocié con menos
meformina veces al dia. nales eventos adversos (37 contra 28 %
de pacientes) respecto a la acarbosa.
Desarrollo Reduccion del 49 % en el riesgo
STOP- :
NIDDM 1368 Pacebo o de eventos relativo de desarrollar eventos
pacientes con | acarbosa 100 cardio- cardiovasculares, principalmente (86)
3.3 (1.2) intoleracia a la mg, tres vasculares! | infarto al miocardio y del 34 % en
.aﬁos' glucosa veces al dia e hiper- el riesgo relativo de desarrollar
tension. hipertension.
Eauentes con Frecuencia La incidencia de DMt2 fue 18 %
intolerancia a Acarbosa o de eventos
ACE ; menor en el grupo con acarbosa.
la glucosay placebo 50 cardio- .
3 | Parael resto de los parametros no (87)
~ enfermedad mg tres veces | vasculares . -
5 afios - . S - se encontraron diferencias
coronaria al dia e incidencia sionificativas
establecida. de DMt2 9 '

! Enfermedad coronaria, muerte cardiovascular, insuficiencia cardiaca congestiva, evento cerebrovascular y
enfermedad vascular periférica.

2 Ul = Unidades internacionales.

3 Infarto de miocardio fatal o no fatal, accidente cerebrovascular fatal no fatal, ingreso hospitalario por angina
inestable e ingreso hospitalario por insuficiencia cardiaca.
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En general, el tratamiento con acarbosa ha demostrado proporcionar beneficios sobre los
niveles de lipidos, presion arterial, factores de coagulacion, grosor de la capa intima de la
carétida, disfuncion endotelial, HbAlc, glucosa sérica (en ayunas y postprandial) y los

niveles de insulina postprandial (88).

En cuanto al miglitol, cada vez hay mas pruebas de que no solo es efectivo en el control
glucémico, sino también en la disminuciéon de la Rl y la reduccion de peso corporal, llegando
a considerarse un sustituto atil del tratamiento de SPyO con orlistat en pacientes con
sindrome de malabsorcion cronica o colestasis. Sobre este ultimo efecto se han formulado
algunas hipoétesis sobre otros mecanismos de accion, diferentes a la inhibicion de a-
glucosidasas, que aun se continuan investigando (81). Respecto a la voglibosa, se ha
reportado que tiene un efecto inhibitorio menor sobre la a-glucosidasas en comparacion con
la acarbosa y el miglitol. Sin embargo, tiene la ventaja de tener menos efectos adversos
gastrointestinales y puede usarse en pacientes con enfermedad renal cronica. A pesar de ello

se requieren mas estudios clinicos sobre su seguridad (90).

Pese a sus multiples beneficios, los inhibidores de a-glucosidasas tienen efectos secundarios
gastrointestinales, como flatulencias, dolor abdominal y diarrea debido a la accion de las
bacterias en los carbohidratos no digeridos, lo cual resulta en el abandono de la terapia por
algunos pacientes, por lo que la busqueda de agentes efectivos pero con menos efectos

secundarios aun continua (80).
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3. Ludwigia octovalvis

Ludwigia octovalvis (Jacq.) P.H.Raven [syn: Jussiaea suffruticosa L., Jussiaea pubescens L.,
Jussiaea angustifolia Lamk], conocida cominmente en el estado de Morelos como
“Clavillo”, es una planta acuatica (helo6fita) muy comun en lugares hiumedos, especialmente
en las orillas de canales de riego (91) (Figura 1). Por su rapido crecimiento, su alta produccion
de semillas y su capacidad de crecimiento a partir de especimenes cortados hasta la raiz, esta
maleza es considerada una amenaza significativa para la produccién de ciertos cultivos como
el arroz (92).

Reino: Plantae
Subreino: Traqueobionta (plantas vasculares)
Superdivision: Spermatophyta (plantas con semillas)
Division: Magnoliophyta (plantas con flor)
Clase: Magnoliopsida (dicotiledoneas)
Subclase: Rosidae
Orden: Myrtales
Familia: Onagraceae
Género: Ludwigia

Especie: Ludwigia octovalvis (Jacg.) P.H.Raven

Figura 1.-Clasificacion taxonémica y fotografia de Ludwigia octovalvis.

Las fuentes consultadas no especifican de donde es originaria, aunque las bases de datos
norteamericanas la clasifican como nativa. En México se ha registrado su distribucion en los
estados de Baja California Sur, Campeche, Chiapas, Chihuahua, Coahuila, Colima, Durango,
Guerrero, Hidalgo, Jalisco, Michoacan, Morelos, Nayarit, Nuevo Ledn, Oaxaca, Querétaro,
Quintana Roo, Sinaloa, Sonora, Tabasco, Veracruz y Yucatan (93). También se ha registrado
su presencia en las islas del Pacifico, Asia Meridional y Central, Australia y gran parte de
Africa (94).
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3.1. Botanica

L. octovalvis es una hierba erecta de 40 a 90 cm de alto, con tallo cilindrico, glabrescente
hasta variadamente piloso en las ramas jovenes. Tiene hojas oblongo-lanceoladas de 10 cm
de largo, subsésiles, ligeramente pilosas y flores solitarias, axilares; caliz de 4 sépalos
variadamente pilosos; corola con 4 pétalos amarillos, cuneiforme-obovados y 8 estambres;
anteras oblongas. Su fruto es una cépsula variadamente pilosa, claviforme, con semillas

pluriseriadas en cada l6culo, no rodeadas por el endocarpio persistente (95).
3.2. Aplicaciones etnomédicas

Casi todas las partes de la planta reportan varios usos medicinales, las hojas se utilizan en
forma de emplasto, en el tratamiento de la orquitis, el dolor de cabeza, glandulas en el cuello,
y enfermedades nerviosas. La planta entera, reducida a pulpa y remojada en suero de leche,
se utiliza en el tratamiento de diarrea y disenteria; mientras que la decoccion funciona como
astringente (en la hemoptisis y leucorrea), carminativo, diurético y vermifugo, y el jugo de

la planta entera es Util para tratar la fiebre, ictericia y diabetes (96,97).

De acuerdo con otras fuentes también se utiliza para tratar edema, nefritis, hipertensién (98)

y en Africa, la planta es utilizada para tratar artritis reumatoide.

Los usos medicinales que se le atribuyen a esta planta en Morelos, Veracruz y Oaxaca, son
el tratamiento de afecciones de la piel, como infecciones, erisipela, granos y rofia. Para las
infecciones de la piel, se aplican las hojas previamente calentadas y remojadas en alcohol; en
casos de rofia, se prepara una pomada con la planta macerada que se mezcla con manteca y
azufre (99).

Ademas es utilizada como antidiabético por sanadores y distribuidores de plantas del sur del
estado de Morelos, principalmente en los municipios de Xochitepec, Jojutla y Zacatepec
(100).
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3.3. Fitoquimica

Esta especie ha sido estudiada quimicamente en diversas ocasiones, encontrandose
principalmente flavonoides, compuestos fendlicos, saponinas, esteroles y taninos (101).
También se han descrito una gran variedad de alcanos de cadena larga y AGs (94) ademas

de compuestos volatiles inducidos por depredacién de insectos (92).

Averett et al. (102) detectd la presencia de cuatro flavonoides: vitexina 1, isovitexina 2,
orientina 3 e isoorientina 4. Posteriormente se reportd el aislamiento de acido betulinico 5,
quercetina 6 y PB-sitosterol 7 a partir de un extracto hidrometanolico al 80% (96). Las

estructuras quimicas de estos compuestos se representan en la Figura 2.

@)

Figura 2.-Estructura quimica de los compuestos identificados en L. octovalvis: vitexina 1, isovitexina 2,

orientina 3, isoorientina 4, 4cido betulinico 5, quercetina 6 y B-sitosterol 7.

24



Posteriormente se reportaron tres triterpenos de tipo oleanano nuevos: 23Z-
cumaroilhederagenina 8, 23E-cumaroilhederagenina 9 y 3Z-cumaroilhederagenina 10. Asi
como &cido oleandlico 11 y acido ursélico 12 (103). Las estructuras quimicas de estos

compuestos se representan en la Figura 3.

(8)

\ OH

(11)

Figura 3.- Estructura quimica de los compuestos identificados en L. octovalvis: 23Z-
cumaroilhederagenina 8, 23E-cumaroilhederagenina 9, 3Z-cumaroilhederagenina 10, &cido

oleandlico 11 y &cido ursélico 12.
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En 2005 se describieron otros diez compuestos fitoquimico: acido 2 a-hidroxi ursolico 13,
acido tormentico 14, daucosterol 15, acido eldgico 16, luteolina 17, apigenina 18,
brevifolincarboxilato de metilo 19, acido gélico 20, el 3,4,8,9, dibenzo 10-polihidroxi [b,d]
piran-6-ona 21 y maltol 22 (104). Las estructuras quimicas de estos compuestos se
representan en la Figura 4.
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Figura 4.- Estructura quimica de los compuestos identificados en L. octovalvis: 4cido 2 a-hidroxi ursolico 13,
acido tormentico 14, daucosterol 15, &cido eldgico 16, luteolina 17, apigenina 18, brevifolincarboxilato de

metilo 19, acido galico 20, 3, 4, 8, 9, dibenzo 10-polihidroxi [b,d] piran-6-ona 21 y maltol 22.
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3.4. Farmacologia

Ludwigia octovalvis ha sido estudiada mediante diversos modelos bioldgicos in vitro e in

Vvivo, que se resumen en las Tablas 5,6y 7.

Tabla 5.-Estudios farmacolégicos in vitro de diferentes extractos de L. octovalvis.

Extracto,
fraccién o Concentracion Modelo
" Resultados
compuesto evaluada farmacolégico
evaluado
Actividad
antihepatotoxica L. octovalvis se encontré dentro de
Extracto L ,
. o1 con toxicidad las 8 plantas que lograron mas del 50
hidroalcohodlico . : .
1 mg/mL inducida por % de hepatoproteccion en ambos (105)
(solo del
. tetracloruro de modelos, de un total de 129 plantas
rizoma)
carbono o D- evaluadas.
galactosamina.
Tres triterpenos Citotoxicidad en Los tres compuestos mostraron
tipo oleanano las lineas actividades similares al farmaco
(compuestos 8, 1.2-3.6 uM celulares KB y contra el cancer Etoposido (103)
9y 10) HT?29. (=1.1y2.3).
Extractos Los tratamientos con mayor actividad
etandlico y fueron el extracto etandlico (Clso=
acuoso 0 - 200 ua/mL Viabilidad celular | 43.17 ug/mL), la fraccién de acetato
Fracciones de H9 (ensayo MTT) de de etilo (Clsop=33.38 ug/mL) y la (91)
acetato de etilo adipocitos 3T3-L1 clorofilaa (Clsp = 24 nM). La
y acuosa actividad de la clorofila a es
Clorofilaa 5-50 nM considerada potente.
Inhibicion de o- El extracto mostrd las actividades
0.5 mg/mL . inhibitorias mas altas en ambos
Extracto glucosidasas _
. o) modelos (Cls=202 y 288 jg/mL) (100)
hidroalcoholico ———
0.25 ma/L. Inhibicién de respecto a 22 extractos de otras
' g lipasa pancreética especies.
hi)gg;:;g: 1 mg/mL en el Actividad El extracto metanélico de hojas dio la
cloroférmicc’Js método de antibacteriana CIMYy la CBM (62.5 y 125 pg/mL)
' | difusién en disco. - mas bajas de los 12 extractos, contra
de acetato de contra 6 especies . . R (106)
. 1000-7.8 pg/mL . E. coli y Bacillus spizizenii. Mientras
etiloy ) de bacterias Gram ) P
0 en el método de i, que el extracto metandlico de raiz dio
metanolicos. . S positivas y 6 de L
. microdilucién en - valores similares de CIM y CBM
De tallos, hojas Gram negativas. . 1
. caldo. contra Pseudomonas aeruginosa *.
y raices.
Captacion de El extracto mejoro la captacion de
Extralcto glucosa en células | glucosa en las células musculares y
etanolico isminuvé i
0.38-100 pg/mL muscul_a,res. disminuyé la produccion de glucosa (107)
Produccién de

[B-sitosterol 7

glucosa en células

hepaticas.

en las células hepaticas. Mientras que
el B-sitosterol solo tuvo efecto en la
captacion de glucosa.

1 CIM = Concentracion Inhibitoria Minima; CBM = Concentracién Bactericida Minima.
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Extracto,
fraccién o

compuesto
evaluado

Extracto
etanélico

Concentracion o
dosis evaluada

0.1 g/kg de peso
corporal

Modelo
farmacolégico

Curva de tolerancia a
la glucosa en ratones
diabéticos inducidos
por STZ ! o por dieta
alta en grasas.

Tabla 6.-Estudios farmacolégicos in vivo de diferentes extractos de L. octovalvis.

Resultados

En los ratones diabéticos inducidos
por STZ, tanto el extracto como el f3-
sitosterol indujeron un efecto
antihiperglucémico comparable al de

Reconocimiento de la metformina. (108)
objetos en ratones El extracto también mejoro el control
NI . lucémico y el rendimiento de la
. 0.04 g/kg de peso glucer .
B-sitosterol 7 gorgoralp d'ig?gﬁ;gﬂ?{;ﬂos memoria de los ratones alimentados
grasas con la dieta alta en grasas.
200 0 400 mg/kg Infeccién de ratones
de peso corporal con Escherichia coli s
. ) . Incremento significativo de la
jB-sitosterol 7 durante una 0157:H7 y posterior | . - . .
(g inmunoglobulina A, a partir del dia7 | (109)
y escualeno semana antes de analisis de las con 400 ma/k
lainfecciony 14 | inmunoglo-bulinas G 9/kg.
dias despues. y M.
L El extracto a 50 y 100 pg/mL
Soluciones a 50 I?)%(?gtnoosc:arr?lrzrt]é?]éjse aumento la memoria de forma similar
100, y 1000 ' ! SAMPS a la restriccion dietética a partir de los
Extrggto ug/mL (sobre el N 3 meses de tratam.lento.
etandlico alimento) ad Ensayos de vida atil y Todas las concentraciones del
libitum. asociacion extracto extendieron la vida Gtil, de (107)

jB-sitosterol 7
y escualeno

Solucionesa 10y
100 pg/mL (sobre
el alimento) ad
libitum.

Pavloviana de
memoria olfativa a
corto plazo en D.
melanogaster con
dieta alta y baja en
calorias.

forma similar a la restriccion
dietética.

El B-sitosterol 7 extendi6 la vida util
en el grupo sin restriccién calérica de
manera dosis dependiente. El
escualeno no tuvo ningun efecto.

1 STZ = Estreptozotocina
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Tabla 7.-Estudios farmacoldgicos in vivo de extractos metandlicos de L. octovalvis.

Modelo farmacol6gico Resultados Ref.

Dosis evaluada

Medicion de la ansiedad
mediante: observacion del ] L
. El extracto causo una reduccion en la
comportamiento general y actividad espontanea, en el
200,300y 400 | exploratorio, de la coordinacion 1d €sp e
- L comportamiento exploratorio, en la
mg/kg de peso motriz y de la respuesta tactil, dinacid 7 Tambié i6 el (110)
corporal de sonido y al dolor en ratas y coordinacion [no_trlz. rambien potencio e
A . tiempo de suefio inducido por fenobarbital.
ratones. Medicién del tiempo de
suefio inducido por fenobarbital
sodico en ratas y ratones.
100, 200 y 300 o _ _ EI___extr_acto ocasiono una reduccion _
Pirexia inducida por levadura en | significativa de la pirexia de forma dosis
mg/kg peso . (111)
ratas dependiente y comprable con el efecto del
corporal
paracetamol.
Diarrea |_nc_iu0|da por aceite de El extracto mostré actividad antidiarreica
__ficinoen rgtas. significativa dosis dependiente en ambos
100, 200 y 300 Diarrea producida por la L
: modelos y a la dosis mas alta es
mg/kg peso prostaglandina E2. . . L (112)
- comparable con el difenoxilato. También
corporal Prueba de motilidad ; S
. - ] mostré una reduccion significativa en la
gastrointestinal con carbén en - . .
ratas motilidad gastrointestinal.
200y 400 Medicién de glucosa en ratas . El ext,ragto prese_ntq actmdqd .
NP hipoglucémica y anti-hiperglucémica
mg/kg de peso normales y ratas diabéticas . ; (113)
. . comparable con la glibenclamida en ambos
corporal inducidas con aloxano.
modelos.
200 v 400 El extracto mostr6 disminucion del reflejo
y Tos inducida por gas de didxido de tos (48.52% y 59.8 %) en ambas
mg/kg de peso : (114)
de azufre en ratones. concentraciones, comparables con el efecto
corporal .
del fosfato de codeina.
5000 mg/kg de Toxicidad aguda en ratones No se produjo mortalidad, morbilidad o
peso corporal BALB/c modificacion de las caracteristicas
histoldgicas . Aumento en el recuento de
200, 400 y 800 leucocitos y disminucién de los niveles de | (101)
2
mg/kg de peso Toxicidad subaguda en ratones .AL.T’ AST y ALP“ con 400 mg/kg.
corporal, 1 vez Disminucidn del colesterol total con 800
; BALB/c
al dia durante 28 mg/kg.
dias

! De higado, rifién, bazo, pulmén y corazén.
2 ALT = Aspartato aminotransferasa; AST = Alanino aminotransferasa; ALP = Fosfatasa alcalina.

Ademas de las actividades descritas en las Tablas 5, 6 y 7, de acuerdo con Murugesan et al.
el extracto metandlico de L. octovalvis también inhibe la replicacion del virus HIV-I (111B)
en células MT-4, tiene actividad como diurético y anti-inflamatorio (en el edema inducido

por carragenina y serotonina asi como en el granuloma inducido por algodon) en ratas (96).
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Con relacion a la toxicidad de L. octovalvis, en un estudio reportado en 2012, se investigo la
toxicidad aguda y subaguda de un extracto metandlico de hojas de L. octovalvis en ratones,
encontrdndose que la administracion via oral de 5000 mg/kg, en el modelo de toxicidad
aguda, y hasta 800 mg/kg, en el modelo de toxicidad subaguda, no ocasiono letalidad, efecto
toxicoldgico o cambios significativos en los drganos internos. Sin embargo, una de sus dosis
aumento significativamente el recuento de gldbulos blancos y al mismo tiempo disminuyo la
ALT, AST y ALP (101). Estos resultados podrian indicar actividad hepatoprotectora, que
correlaciona con un reporte anterior en el que esta especie fue una de las mas activas en dos

modelos in vitro (105).

Una de las actividades més sobresalientes reportadas para L. octovalvis que se relacionan con
el tratamiento del SPyO y la DMt2, son la actividad anti-proliferativa en adipocitos 3T3-L1
(91). Ademas, en afios recientes, se describieron los efectos anti-envejecimiento, protectores
del deterioro cognitivo y de mejora en el control glucémico (por actividad hipoglucemiante
y antihiperglucémica) del extracto etanolico de L. octovalvis, en diferentes modelos in vitro
e in vivo, especialmente en los que se indujo dieta hipercalérica, ademas se determiné que el
efecto se debe, al menos en parte, a la activacion de AMPK (106,107). Los efectos sobre la
glucemia de esta especie ya habian sido reportados anteriormente (113), lo que corrobora ain

mas este efecto.

En cuanto a su actividad inhibitoria de enzimas involucradas en la absorcion de nutrientes,
Ramirez et al. (100) reportaron el efecto inhibidor de a-glucosidasas y lipasa pancreética de
23 plantas medicinales reportadas como tratamientos tradicionales para la DM, entre ellos L.
octovalvis. Todos los extractos hidroalcoholicos de las plantas se evaluaron a 0.5 mg/mL para
la actividad inhibitoria de a-glucosidasas y a 0.25 mg/mL para la actividad inhibitorias de
lipasa, con los mismos métodos de evaluacion empleados en el presente trabajo; como
controles positivos también se utilizaron Camellia sinensis y acarbosa. L. octovalvis mostrd
la mas alta inhibicidn de los 23 tratamientos evaluados para ambas enzimas, con un 61.3 %
de inhibicion y una Clsp=202 mg/mL para la inhibicion de a-glucosidasas y 31.4 % de
inhibicion y una Clsp=288 mg/mL para la actividad de la lipasa. C. sinensis mostré una
inhibicion de a-glucosidasas del 67.3 % con una Clsp=299 mg/mL, mientras que para lipasa

mostra inhibicion de 45 % y una Clso=310 mg/mL.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Durante las Gltimas décadas, a nivel global, se ha visto un incremento alarmante en el nimero
de pacientes obesos o con sobrepeso y con DMt2, considerando estos padecimientos como
una epidemia desde la década de los 90s. El uso de una dieta balanceada, realizar actividad
fisica regular y el uso de los farmacos disponibles en el sector salud no han sido suficientes

para frenar estas tendencias en el incremento de la obesidad, la DMt2 y sus complicaciones.

La elevada problematica social y econdmica que genera la obesidad y la DMt2 en los
diferentes gobiernos del mundo, asi como las comorbilidades de esta nueva epidemia,
requiere que se sigan buscando nuevas alternativas que coadyuven en su terapia en conjunto
con los tratamientos actuales, entre los que destacan los inhibidores de los enzimas
digestivos, como las a-glucosidasas y la lipasa pancreética, encargados de la absorcion de

azUcares y lipidos en el sistema entérico.

L. octovalvis es una planta que se usa ampliamente en la medicina tradicional, algunos de sus
aplicaciones etnomédicas incluyen su uso como antidiabético. Estudios cientificos han
demostrado que algunos extractos etandlicos de esta especie tiene actividad anti-proliferativa
de adipocitos y anti-hiperglucémica, ademas un extracto metandlico también reporto
actividad anti-hiperglucémica ademéas de hipoglucemiante. Ademas, el extracto
hidroalcohdlico de L. octovalvis mostré la méas alta actividad inhibitoria de lipasa y a-
glucosidasas en un cribado de 23 plantas medicinales reportadas como tratamientos

tradicionales para la DM.

Debido a esto es importante continuar con el estudio sistematico de esta especie,
determinando la identidad de los compuestos quimicos responsables de estas actividades
bioldgicas y caracterizandolos farmacolégicamente. Debido a que, a futuro, esto permitiria
disefiar un fitomedicamento, capaz de inhibir la absorcion de carbohidratos y lipidos, efectivo
y seguro para el manejo del SPyO y de la DMt2, estandarizado en el o los compuestos mas

activos.
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OBJETIVOS
1. Objetivo general

Aislar, elucidar estructuralmente y caracterizar la molécula con mayor actividad inhibitoria
de lipasa pancreética y la molécula con mayor actividad inhibitoria de a-glucosidasas en el

extracto hidroalcohdlico de L. octovalvis.
2. Objetivos especificos

« Disefiar una estrategia biodirigida para el fraccionamiento quimico del extracto
hidroalcoholico de hojas de L. octovalvis mediante la evaluacion in vitro de la
actividad inhibitoria de lipasa pancreatica y la actividad inhibitoria de a-glucosidasas.

« ldentificar y aislar el compuesto o grupo de compuestos responsables de la actividad
inhibitoria de lipasa pancreética y el compuesto o grupo de compuestos responsables
de la actividad inhibitoria de las o—glucosidasas.

o Elucidar la estructura quimica del compuesto o grupo de compuestos responsables de
la actividad inhibitoria de lipasa pancreatica y del compuesto o grupo de compuestos
responsables de la actividad inhibitoria de las a—glucosidasas.

o Cuantificar el compuesto con mayor actividad inhibitoria de lipasa pancreéatica en el
extracto hidroalcohdlico y el compuesto con mayor actividad inhibitoria de o-
glucosidasas en el extracto hidroalcohdlico.

o Calcular la Clso del compuesto més activo responsable de la actividad inhibitoria de
lipasa pancreatica y del compuesto mas activo responsable de la actividad inhibitoria
de a-glucosidasas.

 Identificar el tipo de inhibicion enzimética del compuesto mas activo responsable de
la actividad inhibitoria de lipasa pancreatica y del compuesto mas activo responsable

de la actividad inhibitoria de a-glucosidasas.
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HIPOTESIS

Debido a que el extracto hidroalcohdlico de L. octovalvis produce un efecto inhibidor de la
lipasa pancredtica y de las a-glucosidasas su estudio quimico biodirigido permitira el
aislamiento, elucidacion estructural y caracterizacion de al menos un compuesto quimico

responsable de estos efectos biologicos.
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MATERIAL Y METODOS
1. Preparacion de extractos

El material vegetal fue colectado en Xochitepec, Morelos. (18°47'40.70" N y 99°11'49.27"
W, 1,185 msnm). Se prepararon los correspondientes ejemplares para herbario, cuya
identificacion taxondmica fue realizada por el M. en C. Gabriel Flores Franco, quien funge
como curador del herbario HUMO en el Centro de Investigacion en Biodiversidad y
Conservacion de la Universidad Auténoma del Estado de Morelos (CIByC-UAEM), los

ejemplares fueron asignados a los numeros de folio 34667 y 34668.

Para la elaboracion del extracto se emplearon Unicamente las hojas de la planta, que fueron
secadas a temperatura ambiente en condiciones de oscuridad y trituradas en un molino
eléctrico. Posteriormente se realizd el proceso de extraccion mediante maceracion en una
solucion 40:60 agua/etanol a temperatura ambiente, por un periodo de 24 horas, repitiéndose
el proceso en dos ocasiones. El extracto fue filtrado y concentrado mediante destilacion a
presion reducida hasta un volumen minimo para su posterior secado por liofilizacion.
Después de calcular el rendimiento, el extracto se almacend en un frasco sellado, hasta su

posterior uso.

Como control vegetal positivo de la evaluacion de las dos actividades inhibitorias, se utiliz6
un extracto hidroalcohélico de Camelia sinensis (CsHA), utilizando hojas secas, adquiridas
en una presentacién comercial (Yamamotoyama, Pomona, EUA), que fue preparado

utilizando el mismo procedimiento de extraccion que se utilizé para L. octovalvis.
2. Separacion liquido-liquido

El extracto hidroalcohdlico de L. octovalvis (LoHA) fue sometido a un proceso de
fraccionamiento liquido-liquido usando agua y acetato de etilo como disolventes inmiscibles.
La fraccidn organica fue concentrada a sequedad mediante el proceso de destilacion a presion
reducida (rotaevaporador) y la fraccion acuosa se sec6 mediante liofilizaciébn. Ambos
tratamientos fueron almacenados en frascos sellados hasta que se realizaron las evaluaciones

biologicas.
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3. Fraccionamiento por cromatografia en columna abierta

La fraccion que resultdé mas activa en la inhibicion de a-glucosidasas y de lipasa pancredtica,
se sometid a un proceso de fraccionamiento quimico mediante la técnica de cromatografia en

columna abierta.

Para la primera cromatografia en columna se utilizé silica gel 60 como fase estacionaria y un
sistema de gradiente diclorometano/metanol como fase movil. Para el resto de las columnas
se utilizé silica gel de fase reversa como fase estacionaria y una mezcla de agua/acetonitrilo

como fase movil.

En ambos casos se utilizé la cromatografia en capa fina (CCF) para llevar a cabo el
seguimiento del fraccionamiento quimico asi como para decidir cuales de las fracciones
podian agruparse con base en su contenido quimico. Para ello se utilizaron laminas de
aluminio con Silica gel 60 RP-18 F254s (105560-Merck KGaA).

Las placas de CCF fueron analizadas bajo luz ultravioleta (UV) a 254 y 360 nm. Como
sistema de deteccion quimica se utilizé el Reactivo de Productos Naturales-Polietilenglicol
(RPN-PEG), que consiste en una solucion metandlica de difenilboriloxietilamina al 1 %
seguida de una solucion de polietilenglicol (USP, 1546580) al 5 %. Este reactivo es util para
la deteccion de varios compuestos fitoquimicos, especialmente flavonoides mediante el
cambio de coloracion de la muestra sobre la placa (115). También se utiliz6 una solucion de
sulfato cérico (359009, Aldrich) al 1% en &cido sulfurico (339741, Aldrich) 2N para la

deteccidn de compuestos fitoquimicos en general (116).

Al finalizar el proceso de fraccionamiento, las fracciones con mezclas diferentes de
compuestos se prepararon para su evaluacion en los modelos de inhibicion de a-glucosidasas

y lipasa pancreética.

La fraccion mas activa fue nuevamente sujeta a este proceso quimico-biodirigido hasta

encontrar el principio activo responsable de las actividades inhibitorias.
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4. Analisis por HPLC

Los analisis por cromatografia liquida de alta eficacia o High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) se realizaron en un equipo marca Waters equipado con un detector
de arreglo de fotodiodos Waters 2996 UV (900) a 280 nm, empleando el software Empower
Pro y una columna empacada SUPELCOSIL (LC-F®, 25 cm x 4.6 mm; 5 um). Como fase
movil se utilizé un sistema de gradiente de &cido trifluoroacético al 0.5 % y acetonitrilo, que

se detalla en la Tabla 8, a un flujo de 0.9 mL/min y un volumen de inyeccion de 10 pl.

Tabla 8.-Sistema de gradiente de la fase movil del procedimiento de HPLC

Tiempo (minutos) = % acido trifluoroacético al 5% | %o acetonitrilo

0-1 100 0

2-3 95 5
4-7 70 30
8-22 50 50
23 20 80
24-26 0 100

27-30 100 0

Para la cuantificacion de los compuestos mas activos, se inyectaron cuatro concentraciones
de cada compuesto (25, 50, 100 y 200 pg/mL) y se analizaron sus perfiles cromatograficos a
270 nm para obtener por triplicado el area bajo la curva de cada pico, construir sus respectivas
curvas de calibracion y obtener ecuaciones que permitan relacionar las areas bajo la curva
con la concentracion. El extracto hidroalcohdlico y la fraccién orgénica resultante de la
biparticion de acetato también fueron analizados por HPLC a una concentracion de 3 mg/mL
y se obtuvo el area bajo la curva de los picos correspondientes a cada compuesto para calcular
el porcentaje de compuesto en cada tratamiento.
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5. Elucidacion estructural por metodos espectroscopicos

Las estructuras de los compuestos aislados a partir de las fracciones que presentaron mayor
actividad inhibitoria fueron elucidadas empleando el analisis de resonancia magnética
nuclear (RMN) de una dimension: RMN 'H y RMN 3C, ademéas de RMN de dos

dimensiones.

Para ello se un espectrometro marca Agilent DD2 (Agilent Technologies, EUA) de 600 MHz,

de la Universidad Autdnoma Metropolitana.

Para el andlisis de los espectros se utilizo el software ACD/Labs y para la interpretacion de

los resultados se recurrié a la literatura (117).
6. Cuantificacion in vitro de la actividad inhibitoria de la lipasa pancreéatica

Para este ensayo se prepararon todas las reacciones por triplicado y se incluy6 un control
negativo (disolvente de los extractos evaluados), un control vegetal positivo de C. sinensis,
asi como un farmaco control (orlistat) que fue purificado a partir del medicamento comercial

Lysthin® (Psicopharma) y disuelto en etanol a una concentracion de 40 pg/mL.

Para la purificacion del farmaco se triturd una tableta con 120 mg de orlistat, se afiadieron 65
mL de etanol y se agité durante 5 minutos; el precipitado se separd del sobrenadante por
centrifugacion y decantacion. El sobrenadante fue concentrado hasta la cristalizacion

mediante destilacion a presién reducida.

Este ensayo fue adaptado por Ramirez et al. (100), del método espectrofotométrico indirecto
reportado por Choi et al. (118), empleando el reactivo 2,3-dimercapto-1-propanol tributirato
(DMPTB; 282413, Aldrich) 0.2 mM como sustrato y acido 5,5’-Ditiobis-(2-nitrobenzoico)
(DTNB; D-8130, Sigma) 0.8 mM. El cambio en la coloracion de la reaccion fue seguida con

un espectrofotdmetro a 412 nm.

Ademas, a la mezcla de reaccion se le adicion6: NaCl 0.1M, CaCl, 2 mM, Tritén X-100 0.04
% Yy 65 pg/mL del enzima lipasa pancreética de cerdo tipo Il (L3126, Sigma) y Tris-HCI pH

=7 en un volumen final de 1 mL.
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El extracto vegetal a evaluar en cada reaccion se afiadio a una concentracion final de 0.25
mg/mL (25 pL), mientras que el orlistat se afiadi6 a 2 uM (1 pg/mL; 25 pL) estas
concentraciones fueron previamente establecidas como concentraciones adecuadas para ver

un aproximado de 50 % de inhibicion en este ensayo por Ramirez et al. (100,119).

El cambio en la absorbancia de la mezcla de reaccion, se registré cada 20 segundos y se
graficd utilizando el programa Excel. La pendiente de la gréfica representa la velocidad
inicial (Vo) de la reaccion enzimaética, de acuerdo con la teoria de Michaelis-Menten (120).
La actividad inhibitoria se report6 como el porcentaje residual de actividad enzimatica,

considerando como el 100 % de actividad enzimatica la Vo del control negativo.
7. Cuantificacion in vitro de la actividad inhibitoria de las a-glucosidasas

Para realizar este ensayo, la extraccion del enzima, se llevé a cabo el método desarrollado en
el CIBIS-IMSS por Ramirez et al. (100). De manera breve, se sacrificaron ratas Wistar
hembras adultas con peso mayor a 200 g, se extrajo su intestino delgado y se obtuvo la

mucosa del mismo por raspado en frio; la mucosa se homogenizd y conservo a 4 °C.

Todas las reacciones se prepararon por cuadruplicado, incluyendo un control negativo
(disolvente de los extractos evaluados), el extracto o fracciones a evaluar y un control vegetal

positivo de C. sinensis, asi como un farmaco control (acarbosa).

Las soluciones de acarbosa se prepararon a partir de un purificado del medicamento genérico
Sincrosa® (Alpharma) disuelto en etanol a las concentraciones de 5 y 250 mg/mL. Para la
purificacion del farmaco se triturd una tableta con 100 mg de acarbosa, se afiadieron 65 mL
de etanol y se agité durante 5 minutos; el precipitado se separd del sobrenadante por
centrifugacion y decantacién. El sobrenadante fue concentrado hasta la cristalizacion

mediante destilacion a presion reducida.

Cada reaccion contenia una solucién amortiguadora de fosfatos pH 7, una solucion de
almidén de maiz (SIGMA S-4186) a 25 mg/mL, la muestra a evaluar (16 pL) a una
concentracion final de 0.6 mg/mL, o a 15 uM (10 pg/mL) en el caso del control negativo
acarbosa de acarbosa (10 pL), y 10 pL del enzima, en un volumen de reaccion de 250 L.
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Posteriormente se incubd a 37 °C, deteniéndose la reaccion con acarbosa 0.04 mg/mL (2 pL)
al cabo de diez minutos. Las concentraciones de las muestras fueron previamente establecidas

como concentraciones adecuadas para este ensayo por Ramirez et al. (100).

La determinacion de la actividad enzimatica se realizé midiendo la cantidad de glucosa
liberada en la reaccidn, con un reactivo clinico de glucosa oxidasa (SPINREACT), siguiendo
las indicaciones del fabricante. Los resultados se analizaron con ayuda de un lector de
absorbancia a 505 nm. La actividad inhibitoria se reporté como el porcentaje residual de
actividad enzimatica, considerando como el 100 % de actividad enzimatica a la reaccion sin
inhibidor.

8. Caélculo de la Concentracién Inhibitoria Media

La inhibicién enzimatica de la lipasa pancredtica y de las a-glucosidasas fue cuantificada con
diferentes concentraciones de cada compuesto a evaluar. Con los datos obtenidos se
construyd una grafica en Excel con el logaritmo de la concentracion contra la actividad
inhibitoria para obtener una estimacion de la concentracion de extracto que disminuye el 50
% de la actividad enzimética medida, o Clso, para ambos casos.

Esta estimacion se realiz6 despejando y calculando el valor x de la ecuacion exponencial

calculada para cada curva.
9. Determinacion gréfica del tipo de inhibicion enzimética

Las velocidades de reaccion, expresadas en mmol de producto obtenido en el modelo de a-
glucosidasas y en porcentaje de actividad en el modelo de lipasa pancreéatica, fueron
cuantificadas con diferentes concentraciones de sustrato con y sin el compuesto a evaluar a

dos concentraciones fijas.

En el caso de la inhibicidn de a-glucosidasas, se utiliz6 como sustrato maltodextrina grado
alimenticio (Shandong Co.) para tener una mejor observacion del comportamiento

inhibitorio.
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Con estos datos se construyeron graficas de los inversos de concentracion de sustrato y

velocidad de reaccion, o gréaficas de Lineweaver-Burk, para cada caso.

Las rectas resultantes de la actividad con y sin fraccion inhibitoria fueron extrapoladas hacia
el origen y comparadas entre si para determinar el tipo de inhibicién que presenta cada
compuesto. En estas graficas la interseccion con el eje X representa la constante de
Michaelis-Menten (Km) si no hay un inhibidor en la reaccion o la Km aparente (Kmapp) €n
caso de haberlo, mientras que la interseccion con el eje Y representa la velocidad maxima de
reaccion (Vmax) (121).

La constante de disociacion del complejo enzima-inhibidor, también llamada constante de
inhibicion enzimatica (Ki) se obtuvo para los inhibidores competitivos a partir del despeje de
la siguiente ecuacion (122):

]
Kmapp= Km (1 + Fl
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RESULTADOS

1. Preparacion de extractos

El material vegetal colectado fue identificado como L. octovalvis (Jacq.) P.H. Raven y dos

ejemplares para herbario fueron asignados a los nimeros de folio 34667 y 34668 (Figura 5),

y a partir de 1.04 kg de hojas secas y molidas, se obtuvieron 337 g de extracto hidroalcoholico

seco (rendimiento del 32.4 %).

Figura 5.- Ejemplares de L. octovalvis resguardados en el Herbario HUMO del CIByC-UAEM.
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Con el objetivo de verificar la autenticidad de las hojas de C. sinensis, se realizd una
comparacion por HPLC de los compuestos mayoritarios del extracto hidroalcohdlico (CsHA)
con los cromatogramas y espectros UV de tres estdndares de compuestos caracteristicos de
esta especie: el galato de epigalocatequina 23, la catequina 24 y la epicatequina 25 (Figura
6). Lo anterior debido a que, de acuerdo con algunos autores (58,59), estos compuestos son
los compuestos responsables de las actividades inhibitorias de lipasa pancredtica y o—

glucosidasas de C. sinensis.
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Figura 6.- Comparacion de los cromatogramas y espectros UV de CsHA (A), galato de epigalocatequina 23
(B), catequina 24 (C) y epicatequina 25 (D).

42



Como se observa en la Figura 6, los espectros UV y tiempos de retencion (tR) de dos de los
tres compuestos principales de CsHA son muy parecidos a los de los tres estdndares. Por lo
tanto, la especie utilizada como control vegetal positivo, efectivamente corresponde a C.

sinensis.
2. Fraccionamiento quimico del extracto hidroalcohdlico de L. octovalvis

El extracto hidroalcohdlico integro (LoHA, 190 g) fue fraccionados como se muestra en el
esquema de la Figura 7. Se obtuvieron 156.5 gramos de una fraccion acuosa (LoAq) y 32.4
gramos de una fraccion organica (LOAE) en peso seco. Posteriormente 155 g de LoAq fueron
re-suspendidos en 500 mL de metanol, generando 35 gramos de una fraccion soluble

(LoAQS) y 120 gramos de un precipitado (LoAgP).

Fraccion orgéanica Fraccion acuosa

| |
[
F17, F24, F26, F32,
F51', F52 y F65

Columna 1

LoAgP

63.2 %
raccion
precipitante

Fraccién soluble

Figura 7.- Esquema general del fraccionamiento del extracto hidroalcohdlico de L. octovalvis.

En la Figura 8 se muestra el contenido quimico de cada mezcla obtenida, mediante una
comparacion de las mezclas por CCF. En esta figura se aprecia, mediante el factor de
retencion (RF) de los compuestos observados, que tanto LOAE como LoAgS contenian a los

compuestos quimicos de menor polaridad.
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Sulfato sérico RPN-PEG

- Compuestos
] .

_'g ki tipo

§ '.j = flavonoide

1 2 34 1 2 3 4

Figura 8.- Cromatografia en capa fina del resultado de la separacion liquido-liquido de LoHA.
CCF Fase reversa, sistema Agua/Acetonitrilo 7:3 observado a 360 nm.
1.- LoHA 2.- LOAE 3.- LoAgS 4.-LoAgP.

El revelado quimico con RPN-PEG (Figura 8A) permitio la observacion de marcas de color
amarillo y naranja, que indican la presencia de flavonoides, ademas de marcas de colores
azul y verde, caracteristicas de otro tipo de compuestos polifendlicos (115). Mientras que el
revelado con sulfato cérico (Figura 8B) permitid observar la complejidad real de cada

muestra mediante el revelado de compuestos quimicos en general (116).

La evaluacién biologica de las fracciones obtenidas (Tabla 9), permitio establecer que LOAE
produce un mayor efecto inhibitorio de ambas enzimas, debido a esto, se decidi6 llevar a

cabo el fraccionamiento quimico biodirigido de esta fraccion.

Tabla 9.-Actividad inhibitoria de lipasa pancreatica y de a-glucosidasas del extracto
hidroalcohdlico y las fracciones resultantes de la separacién liquido-liquido.
% de inhibicion

Lipasa pancreética (0.25 mg/mL) a-glucosidasas (0.6 mg/mL)

Extracto o fraccion

Control farmacolégico 57.0+16* 95.0+6.0*
CsHA 348+25 80.8+1.1
LoHA 23.6+£25 58957
LoAE 31.2+19 82.8+3.6
LoAgS 156+25 76.8+1.9
LoAgP 183+1.2 69.1+1.8

* Los controles farmacoldgicos se evaluaron a 1 pg/mL en el caso del orlistat y a 10 pg/mL en
el caso de la acarbosa.
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3. Fraccionamiento quimico de la fraccion orgéanica

La separacion por cromatografia en columna abierta de LoOAE gener6 69 fracciones, que
fueron agrupadas en funcion de su parecido quimico en 20 fracciones, de las cuales se
seleccionaron aquellas que no comparten compuestos quimicos entre si (C1F17, C1F24,
C1F26, C1F32, C1F51', C1F52 y C1F65) para su evaluacion bioldgica.

En la Figura 9, se presenta un resumen de la CCF de las fracciones seleccionadas. En esta
figura se observa que C1F17 muestra un compuesto abundante de mediana polaridad que con
en RPN-PEG revela en color morado, caracteristico de los compuestos de tipo galato, y trazas
de un flavonoide de baja polaridad. En C1F24 se observa mayor concentracion de este Gltimo
flavonoide y trazas del compuesto de tipo galato. En C1F26 se observa un compuesto de
mediana polaridad y uno de alta polaridad que no pertenecen a los grupos de compuestos
antes mencionados. En C1F32 se observa un compuesto de baja polaridad que con el RPN-
PEG revela en color verde y un compuesto similar al compuesto mayoritario de C1F17 pero
mas polar. En C1F51’ se aprecia un compuesto muy abundante que revela en color azul
después del revelado con RPN-PEG. Finalmente C1F52 y C1F65 comparten al menos cinco
compuestos, pero en diferente proporcidn, C1F52 parece tener una mayor concentracion de

compuestos de tipo flavonoide (que revelan en color naranja con el RPN-PEG).

Sin revelador 366 nm RPN-PEG 254 nm
: ——— ~
+ e Compuestos
. tipo
ks .
S - flavonoide
E’ :
o ‘
o
* e Compuestos
i 7 Y -N tipo galato

1 2 3 45 6 7 8 1 2 3 456 7 8

Figura 9.- Cromatografia en capa fina de las fracciones seleccionadas para la evaluacién biolégica.
Fase reversa, sistema Agua/Acetonitrilo 7:3.
1.-LoAE 2.-C1F17 3.-C1F24 4.-C1F26 5.-C1F32 6.-C1F51” 7.- C1F52 y 8.-C1F65.
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En la Tabla 10 se muestran los porcentajes de inhibicion de la actividad de las a-glucosidasas
y de la lipasa pancreética para las fracciones evaluadas. Se observa que las fracciones con
mayor actividad inhibitoria de a-glucosidasas fueron la fraccion C1F17 y C1F32, ambas con
> 98 % de inhibicion, frente a 80.8 % del control positivo. Mientras que las fracciones con
mayor actividad inhibitoria de lipasa fueron la fraccion C1F51° y C1F65, con 88 % y 45.3
% de inhibicion frente a 34.8 % del control vegetal positivo.

Tabla 10.- Actividad inhibitoria de lipasa pancreatica y a-glucosidasas de las subfracciones
resultantes de la fraccion organica.

% de inhibicion

Fraccion

Lipasa pancreética (0.25 mg/mL) ‘ a-glucosidasas (0.6 mg/mL)

Control farmacolégico 57.0+16* 95.0+£6.0*

CsHA 34.8+25 808+1.1
LoAE 31.2+19 82.8+3.6
C1F17 23.2+30 98.4+2.0
ClF24 225+3.6 60.1+55
C1F26 43+35 39.9+5.6
C1F32 20+2.3 98.9+1.6
C1F51' 88 +0.3* 19.4+53
C1F52 28227 84.2+5.3
C1F65 45.3+0.6 79.8+3.8

* Los controles farmacoldgicos se evaluaron a 1 pug/mL en el caso del orlistat y a 10 pug/mL en
el caso de la acarbosa. Mientras que la fraccion C1F51” se evalu6 a 0.15 mg/mL.

Las cuatro fracciones mas activas; C1F17, C1F32, C1F51° y C1F65, fueron sometidas a
analisis por HPLC y comparadas con LoOAE (Figura 10). Este analisis permitio observar la
separacion de compuestos quimicos a partir de LOAE (panel A), asi como establecer un grado
aproximado de pureza de los compuestos mayoritarios en cada una de las fracciones y
determinar a qué grupo de compuestos fitoquimicos corresponde estos compuestos por medio

del analisis de su espectro UV y su tR.
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Actividad enzimatica Cromatograma HPLC Espectro UV
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Figura 10.- Comparacién de las actividades inhibitorias, cromatogramas y espectros UV de las
fracciones mas activas.

En el cromatograma de C1F32 (panel B) se observé que el compuesto principal tiene un tR
aproximado de 7.12 min y presenta un espectro UV caracteristico de los &cidos organicos.
La forma y longitud del espectro UV del compuesto presente en C1F17 (panel D) también
presenta la forma caracteristica de los acidos organicos, sin embargo, su tR es de 9.769 min,

por lo que se trata de un compuesto similar pero de menor polaridad (123).

En el cromatograma de C1F65 se observa una mezcla de al menos cuatro compuestos. De
acuerdo con la forma y longitud del espectro UV del compuesto mayoritario, este compuesto

pertenece al grupo de los flavonoides, al igual que el Uinico compuesto visible en C1F51°

(123).
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4. ldentificacion de los compuestos con mayor inhibicion de a-glucosidasas

4.1. Fraccion C1F17

De acuerdo con la CCF, C1F17 contenia un compuesto practicamente puro que fue sometido
a RMN. En el andlisis del espectro de *H (Figura 11), se observé que a campo bajo aparece
una sefial singulete que integra para dos protones (6=7.04 ppm, s, 2H) caracteristica de los
protones aromaticos. Por otro lado, en 6=4.29 se observo una sefial cuarteto que integra para
dos protones (g, 2H, J=11.0, 6 Hz) y que corresponde a un metileno unido a oxigeno. Este
cuarteto present6 acoplamiento con la sefial triplete que integra para tres protones (t, 3H, J=

6 Hz) ubicada en 6=1.33 ppm y que corresponde a un metilo acoplado a un metileno.

H-2
H-6 8
""" 9
o ™ CHs
...... Inhibicién
f . a-glucosidasas 99.2 %
L lipasas 32.0%
IIII‘ CH,

Figura 11.- Espectro de RMN 'H de C1F17 y estructura del compuesto elucidado, galato de etilo.

En el experimento de RMN 3C (Figura 12) se confirmo la presencia de un anillo aromético
por la presencia de las sefiales en 6=110.1 ppm (2 CH), 6=146.6 ppm (2 C-O), 6=139.7 ppm
(1 C-0) y 6=121.9 ppm (1C). Estas sefales en conjunto con el carbonilo ubicado en 6=168.8
ppm (1C=0) indicaron la presencia de galato de etilo 26, que se confirma por la comparacion

con los datos reportados en la literatura (124) (Tabla 11).
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Figura 12.- Espectro de RMN *3C de C1F17 y estructura del compuesto elucidado, galato de etilo.

Tabla 11.-Datos de RMN *H y RMN 3C de C1F17 y del galato de etilo reportado en la literatura (124).

Posicion RMN H RMN 13C
Galato de etilo Galato de etilo C1F17
Cc-1 - - 121.9 121.95
CH-2
7.04 7. 110.1 110.1

CHG 04 (s) 05 (s) 0 0.18
C-3

- - 146.4 146.57
C-5
C-4 - - 139.6 139.79
Cc-7 - - 168.6 168.69
CH; 4.25 (q, J=7.8 Hz) 4.29 (q, J=6 Hz) 61.6 61.81
CH;s 1.32 (t, J=7.8 Hz) 1.33 (t, J=6 Hz) 14.6 14.73
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4.2. Fraccion C1F32

El analisis cromatogréafico de LOAE, indicé que el compuesto mayoritario de C1F32 se
encuentra estructuralmente muy relacionado con el galato de etilo 26 pero con mayor
polaridad, por lo que se compard por CCF con un estandar comercial de acido galico 20

(Figura 13) para corroborar la presencia de este acido trihidroxibenzoico.

Fase reversa Fase normal
Sin revelar RPN-PEG Sin revelar RPN-PEG

Compuestos
minoritarios

Polaridad
Polaridad

1 2 3 4 1 2 3 1 2 3 4 1 2 3

Figura 13.- Cromatografia en capa fina de las fracciones con compuestos relacionados con el acido galico.
Fase reversa, Agua/Acetonitrilo 7:3 y Fase normal, Diclorometano/Metanol 85:15 observadas a 360 nm.
1.-LOAE 2.-C1F17 3.-C1F32 4.-Estandar de &cido gélico.

En la Figura 13 se observa que el RF, la forma y el color (después del revelado con RPN-
PEG) del compuesto mayoritario de C1F32 son idénticos a los del estandar de acido galico
20. Sin embargo, En C1F32 se aprecia la presencia de otros compuestos minoritarios mucho

menos polares, que no presentan coloracion alguna con el RPN-PEG.

Con el objetivo de purificar el compuesto mayoritario de la fraccion C1F32, esta mezcla se
sometid a una cromatografia en columna abierta de fase reversa, con un sistema de elucién
Agua/Acetonitrilo. En este proceso se obtuvieron 69 fracciones que fueron reunidas por su
similitud quimica en 10 fracciones. En la fraccion C2F1 se observé un Gnico compuesto
(Figura 14), por lo que esta muestra fue enviada a RMN *H.
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Compuestos
minoritarios

Figura 14.- Cromatografia en capa fina de la purificacién de acido galico a parir de la fraccion C1F32.
Fase reversa, Agua/Acetonitrilo 7:3 con RPN, a 254 nm. 1.-Estandar de acido galico 2.-C2F1 3.-C1F32.

Para determinar si el compuesto de C2F1 es el responsable de la actividad inhibitoria de
CI1F32, ambas fracciones fueron evaluadas en el modelo de inhibicién de a-glucosidasas.
Como se puede observar en la Tabla 12, la fraccion C2F1 conservo practicamente la misma
actividad inhibitoria que C1F32, lo que confirma que es el Unico compuesto contenido en

C2F1 el responsable de dicha actividad.

Tabla 12.- Actividad inhibitoria de a-glucosidasas de las fracciones C1F32 y C2F1.

Fraccién % de inhibicién (0.6 mg/mL)
Acarbosa 95.0 £ 6.0*

CsHA 80.8+1.1

LoAE 82.8+3.6

C1F32 98.9+1.6

C2F1 99.0+1.3

* La acarbosa se evalu6 a 1 pg/mL.

El anélisis del espectro de RMN H de C2F1 (Figura 15 y Tabla 13) corrobord que se trata
del acido géalico 20 ya que en el espectro solo se observa una sefial singulete en 6= 7.05 ppm,
que es caracteristica de este compuesto fendélico y coincide con los datos reportados en la

literatura (124).
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Figura 15.- Espectro de RMN 'H de C2F1 y estructura del compuesto elucidado, &cido galico.

Tabla 13.-Datos de RMN *H de C2F1 y del acido galico reportado en la literatura (124).

_ 6 (ppm)
Posicion Acido galico | C1F17
CH-2
CHSe 7.03 (s) 7.05(s)
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5. Identificacion de los compuestos con mayor inhibicion de lipasa pancreatica
5.1. Fraccion C1F51°

Para identificar al compuesto que presenta mayor inhibicién de la lipasa pancreatica, la
fraccion C1F51 fue sometida a analisis por CCF. Se utilizaron como reveladores: 4-
hidroxibenzaldehido, reactivo de Dragendorff (para identificar alcaloides) y nihidrina (para

identificar aminoacidos). El analisis de CCF mostro resultados negativos para todos ellos.

Ademas, la baja solubilidad de C1F51’ no permitio obtener sefiales en el espectro de RMN

'H y no mostrd ningtin cambio al someterse a fuego directo.

Estos resultados sugieren que esta fraccion podria contener un compuesto mayoritario de

naturaleza inorganica con trazas de flavonoides y otros compuestos fitoquimicos.
5.2. Fraccion C1F65

Para realizar la separacion de los compuestos mayoritarios de esta fraccion, se realizaron
multiples re-fraccionamientos por cromatografia en columna. El fraccionamiento fue

monitoreado a través de la actividad bioldgica.

Este procedimiento permiti6 obtener 13 sub-fracciones que al ser analizadas por CCF (Figura

16) mostraron la presencia de acidos organicos y flavonoides (Figura 16).

Acidos Acido galico

organicos

- Compuestos
tipo flavonoide

1 2 3 4 56 7 8 9 10 1112 13

Figura 16.- Cromatografia en capa fina de las principales fracciones obtenidas a partir de C1F65.
Fase reversa, sistema Agua/Acetonitrilo 7:3 con RPN-PEG, observado a 254nm.

1.-C1F65 2.-Estandar de isoorientina 3.-C2F58 4.-C8F18 5.-C8F27 6.-C8F47 7. -C8F52
8.-C9F28 9.-C9F38 10.-C9F40 11.-C9F47 12.-C9F51 13.-C11F23.
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El seguimiento de la actividad bioldgica mostro que las fracciones mas activas fueron C9F43
con55.1+3.1% y C9F51 con 53.5 + 3.7 % (Tabla 14). Sin embargo, se obtuvo una cantidad
menor de C9F51 (=6 mg) respecto a C9F43 (=12 mg), por lo que la elucidacion estructural

por RMN solo pudo realizarse en C9F43.

Tabla 14.- Actividad inhibitoria de lipasa pancreatica de C1F65 y sus subfracciones.
% de inhibicién
Lipasa pancreatica (0.25 mg/mL)

Extracto o fraccion

C1F65 453+0.6
C2F58 10.9+0.3
C8F18 29.3+3.6
C8F47 435+43
C8F52 36.4+4
C9F28 41.4+3.2
CIF34 16.6 + 4.5
C9F40 458+5.1
C9F43 55.1+3.1
C9F51 53.5+3.7
C11F23 49.1+3.8

El comportamiento de C9F43 en los andlisis de CCF (RF y color revelado con RPN-PEG) se
asemejaba al comportamiento de los flavonoides glicosilados. Por lo que se realizé una CCF
comparando C9F43 y un estandar de un flavonoide glicosilado previamente reportado en esta
especie (isoorientina 4), que se muestra en la Figura 17.

2 3 45 1 2 345

Figura 17.- Cromatografia en capa fina del resumen del aislamiento de isoorientina a partir de C1F65.
Fase reversa, sistema Agua/Acetonitrilo 7:3 con RPN-PEG.
1.-C1F65 2.-C2F28 3.-C3F38 4.-C9F43 5.-Estandar de isoorientina.
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Como se aprecia en la Figura 17, el RF y color revelado con RPN-PEG de C9F43 es idéntico
a los que presenta el estandar de isoorientina 4. Debido a esto, la elucidacion estructural por
RMN comenz6 suponiendo que C9F43 corresponde a un compuesto parecido a la

isoorientina 4, como la vitexina 1, isovitexina 2 u orientina 3.

En el analisis del espectro de RMN *H (Figura 18) se observo que a campo bajo aparece una
sefial singulete (6=13.56, s, 1H) caracteristica de los grupos hidroxilos. Por otro lado, en
8=7.43 se observo una sefial doble de doble (dd, J=2.58 Hz, 8.5 Hz) que hace acoplamiento
con las sefiales dobletes 6=7.39 ppm (d, J=2.58 Hz) y 6=6.89 ppm (d, J=8.5 Hz) que
corresponden a protones de anillo aromatico en las posiciones meta y orto, respectivamente.

Que indican que el compuesto no corresponde ni a vitexina 1 ni a isovitexina 2.

En 6=6.67 y 6=6.48 se observaron sefiales singulete caracteristicas de los compuestos
fenolicos unidos a grupos hidroxilo, que indican que el compuesto no corresponde a un
flavonol o un flavanol, sino a una flavona. Estas sefiales también descartan la posibilidad de
que el compuesto sea orientina 3 pero son concordantes con los protones no sustituidos en la

molécula de isoorientina 4.

Por ultimo, a campo bajo se observan varias sefiales con 8 caracteristico de los azUcares, entre
ellas una sefial en 6=4.58 ppm (d, J=10.0 Hz), correspondiente a un metino unido a un
oxigeno y dos protones vecinos, que nuevamente concuerda con la estructura de la

isoorientina 4.
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Figura 18.- Espectro de RMN *H de C9F43 y estructura del compuesto elucidado, isoorientina.
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En el experimento de RMN *3C (Figura 19) se confirmé la presencia de anillos aromaticos
debido a la presencia de senales en 6= 163.23 ppm (1 C-O), 160.67 ppm (1 C-O), 156.16
ppm (1 C), 149.8 ppm (1 C-0O), 145.72 ppm (1 C-0), 121.4 ppm (1 C), 118.95 ppm (1 CH),
116.02 ppm (1 CH), 113.29 ppm (1 CH), 108.86 ppm (1 C), 103.38 (1 C) ppm y 93.46 ppm
(1 CH). También se observaron sefiales en 6=163.61 ppm (1 C) y 6=102.78 ppm (1 CH)
relacionadas con un doble enlace y ademas una sefial tipo carbonilo, ubicada en 6=181.84
ppm (1 C=0), confirmando la presencia de un compuesto tipo flavona.

Por ultimo se identificaron sefiales con & caracteristico de azucares en 70.6 ppm, 78.93 ppm,
70.17 ppm, 81.56 ppm y 61.48 ppm. Todas estas sefiales corresponden a carbonos unidos a
un oxigeno. Ademas se observa una sefial en 3=73.02 ppm (1 CH), caracteristica de un

carbono que une una molécula de aztcar con el flavonoide mediante un enlace C-glucosidico.
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Figura 19.- Espectro de RMN *3C de C9F43 y estructura del compuesto elucidado, isoorientina.

En cuanto a los experimentos bidimensionales, que sirven para establecer las correlaciones
entre protones y carbonos de la molécula. El anélisis de espectroscopia de correlaciones
(COSY) en el &rea del flavonoide, mostro acoplamiento solo entre los protones 2’ y 3° (Figura
20), es decir que estos protones son los Unicos protones de la molécula que tienen un proton

vecino a una ligadura, coincidiendo con lo esperado para la isoorientina 4.
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Figura 20.- Experimento COSY de la fraccion C9F43.
La correlacion de entre las sefiales del espectro de RMN H se indica por medio de las lineas azules.

También en el andlisis del experimento espectroscopia de correlacion heteronuclear de un
unico cuanto (HSQC) se observd la correcta correlacion entre las sefiales de carbonos y
protones asignados en las posiciones CH-3, CH-8, CH-2’, CH-3’, CH-6’ y CH-1"’ (Figura

21), que concuerdan con los carbonos unidos al menos a un hidrogeno de la molécula de

isoorientina 4.
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Figura 21.- Experimento HSQC de la fraccion C9F43. La correlacidn entre las sefiales de los espectros
de RMN H y RMN *3C se indica por medio de las lineas azules.
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Ademas, en el experimento de correlacion heteronuclear a multiples enlaces (HMBC), la
relacion a mas de un enlace se observé para el C-2 con CH-6’ y C-4’; para el CH-6" con CH-
2°,C-5,C-4’ y C-2; parael CH-3" con C-1°, C-5" y C-4’; para el CH-3 con C-10, C-1°, C-2
y C-4; para el CH-8 con C-10, C-6, C-9, C-7y C-4; yparael C1°’ conel C-2*’, C-3”’, C-57,
C-6, C-7 y C-5 (Figura 22). Estas correlaciones también coinciden con las correlaciones

esperadas para la isoorientina 4.
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Figura 22.- Experimento HMBC de la fraccion C9F43.
La correlacion a mas de un enlace entre las sefiales de RMN *H y RMN 3C se indica por medio de las
lineas azules.

Estos resultados, en conjunto con la comparacién de datos reportados en la literatura (125)
(Tabla 15), indicaron que el compuesto principal de C9F43 corresponde a la flavona C-
glicosilada isoorientina 4.
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Tabla 15.- Datos de RMN *H y RMN 3C de C9F43 y de la isoorientina reportados en la literatura (125).

6 (ppm)
Posicion RMN *H RMN 2C
Isoorientina C9F43 Isoorientina C9F43
C-2 - - 163.44 163.61
CH-3 6.64 () 6.67 (s) 102.38 102.78
C-3 - - 181.45 181.84
C-5 - - 160.59 160.67
C-6 - - 108.88 108.86
C-7 - - 163.44 163.23
CH-8 6.64 () 6.48 (s) 93.73 93.46
C-9 - - 156.27 156.16
C-10 - - 102.79 103.38
c-1 - - 121.56 121.4
CH-2> | 7.44(dd,J=2.5,9.0 Hz) | 7.43(dd, J=2.58, 8.5 Hz) 118.82 118.95
CH-3’ 6.90 (d, J=9.0 Hz) 6.89 (d, J=8.5 Hz) 116 116.02
c-4 - - 150.44 149.68
Cc-5’ - - 145.95 145.72
CH-6 7.38 (d, J=2.5 Hz) 7.39 (d, J=2.58 Hz) 112.92 113.29
CH-1” 4,58 (d, J=10.0 Hz) 4.58 (d, J=9.8 Hz) 73.18 73.02
c-2” - - 70.50 70.6
C-37 - - 78.95 78.93
C-4” - - 70.19 70.17
C-5 - - 81.35 81.56
C-6 - - 61.34 61.48
OH 13.55 (s) 13.56 (s) - -
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6. Cuantificacion de los compuestos mas activos

A partir del analisis de los perfiles cromatograficos a 270 nm del galato de etilo 26, &cido
gélico 20 e isoorientina 4, evaluados a 25, 50, 100 y 200 pg/mL, se construyo la Tabla 16,

con las areas bajo la curva de los picos correspondientes a cada compuesto y concentracion.

Tabla 16.- Areas bajo la curva de los picos correspondientes a los compuestos mas activos a diferentes
concentraciones.

Area bajo la curva (uv*seg)

Compuesto /mL tR iacié
p [Mg/mL] A, Desviacion o i
estandar
25 9.97 812,152 746,929 746,924 37,658 768,668
. 50 9.97 1,584,436 | 1,564,795| 1,535,198 24,786 1,561,476
Galato de etilo
100 9.98 3,329,856 | 3,161,642 | 3,046,258 142,617 | 3,179,252
200 9.91 5,896,705 | 5,896,705 | 5,741,733 89,473 | 5,845,048
25 7.47 692,708 669,908 633,215 30,016 665,277
. . 50 7.47 1,632,026 | 1,579,061 | 1,494,267 69,490 1,568,451
Acido gélico
100 7.45 3,365,813 | 3,278,210 | 3,222,189 72,388 | 3,288,737
200 7.53 6,526,352 | 6,399,267 | 6,590,667 97,400 | 6,505,429
25 9.27 344,724 | 351,106 332,268 9,581 342,699
o 50 9.28 687,523 664,821 701,637 18,574 684,660
Isoorientina
100 9.28 1,307,664 | 1,149,388 | 1,334,155 99,910 | 1,263,736
200 9.29 2,782,874 | 2,722,748 | 2,677,007 53,096 | 2,727,543

Con los datos de la Tabla 16 se construyeron las curvas de calibracion de cada compuesto
(Figura 23) que relacionan area bajo la curva y concentracion. Esto permitié obtener una
ecuacion con la formay = mx + b (Figura 23) para cada compuesto. Todos los valores de los
coeficientes de determinacion (R?) fueron mayores a 0.9, lo que confirma la correlacion lineal

de los datos.
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Figura 23.- Curvas de calibracion de los compuestos més activos (A) galato de etilo, (B) acido
gélico, (C) isoorientina.

El andlisis de los perfiles cromatograficos de LoHA y LOAE permitieron obtener el area bajo
la curva de los picos correspondientes al galato de etilo 26, al acido galico 20 y a la

isoorientina 4 (empleando su tiempo de retencion y espectro UV para identificarlos).
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Utilizando la ecuacién correspondiente, la concentracion de cada compuesto fue determinada

y con ella los porcentajes de cada compuesto se calcularon en LoOHA y LOAE (Tabla 17). Los

cuales son 0.7 % de galato de etilo 26, 1.9 % de &cido galico 20 y 0.2 % de isoorientina 4 en
LoHA y 4.6 % de galato de etilo 26, 2.5 % de &cido galico 20 y 0.1 % de isoorientina 4 en

LoAE.

Tabla 17.-Cuantificacion de los compuestos mas activos en LOHA y LOAE.
Area bajo la curva (uv*seg)

Compuesto  Fraccion | tR — [ug/mL] [Mg/ug]
A Promedio
Galato de LoHA | 992 | 181,295| 196,564| 181,295| 729,718| 20.84 0.01| 0.7
etilo LoAE 9.83 | 4,257,095 | 4,192,635 3,988,530 | 4,146,087 | 138.95 0.05| 4.6
Acido LoHA | 7.48 | 1,825,271 | 1,773,557 | 1,774,015 | 1,790,948 | 57.17 0.02| 1.9
galico LoAE 7.22 | 2,524,173 | 2,429,459 | 2,334,789 | 2,429,474 76.38 0.03| 25
L. LoHA 9.36 49,831 47,535 48,814 48,727 5.01| 0.00167 | 0.2
Isoorientina
LoAE | 9.37 32,333 37,322 35,616 35,090 4.01| 0.00134| 0.1
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7. Caracterizacion farmacologica
7.1. Determinacién de la Concentracion Inhibitoria Media
7.1.1. Lipasa pancreatica

Las actividades inhibitorias de LoHA, LoAE, CsHA e isoorientina 4 fueron comparadas a

diferentes concentraciones, desde 5 hasta 2500 pg/mL, para obtener su Clso en la actividad

inhibitoria de lipasa pancreética (Figura 24).
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Figura 24.- Curva concentracion-respuesta de la lipasa pancreatica para la determinacién de la Clso.

La isoorientina 4 mostrd la Clsp mas baja, de aproximadamente 434 pg/mL o 200.7 pM,
seguida de LoHA con 480 pg/mL, CsHA con 587 pug/mL y la concentracion mas alta fue de
LoAE con 718 pg/mL. Utilizando el mismo método y bajo condiciones idénticas, se
determino la Clso del orlistat en el 2016 por Ramirez et al. (119) obteniéndose un valor de
0.773 pg/mL o 1.56 puM. Esto significa una potencia relativa de 561.5:1 entre el mejor

tratamiento (la isoorientina) y el orlistat.
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7.1.2. a-glucosidasas

Para la actividad inhibitoria de a-glucosidasas (Figura 25), los mismos tratamientos se

evaluaron a diferentes concentraciones, desde 6 hasta 3600 pg/mL.
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Figura 25.- Curva concentracion-respuesta de las a-glucosidasas para la determinacién de la Clso.

El galato de etilo 26 mostro la Clso aparente méas baja con 165 pg/mL o0 832 uM, seguida de
LoAE con 250 pug/mL, CsHA con 260 pg/mL, el acido galico 20 con 400 pg/mL o 969 uM
y por ultimo LoHA con 700 pg/mL.

Utilizando el mismo modelo la acarbosa presenta mas del 95 % de inhibicion a 15.5 pM.
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7.2. Determinacion gréfica del tipo de inhibicion enziméatica

7.2.1. Lipasa pancreatica

La velocidad de reaccidn de la lipasa pancreatica se determind realizando una gréfica de

Lineweaver-Burk con concentraciones crecientes de sustrato (0.05, 0.065, 0.1 y 0.2 pg/mL)

sin el inhibidor y en presencia de isoorientina 4 a 112.5 y 225 pM.

De acuerdo con el comportamiento de las rectas observadas en la gréafica obtenida (Figura

26), la isoorientina 4 hace que tanto Vmax como la Km (las intersecciones con ambos ejes)

cambien, lo que indica que este compuesto presenta una inhibicién acompetitiva (121).
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Figura 26.- Determinacidon gréfica del tipo de inhibicidn enzimética de la isoorientina en lipasa pancreética.
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7.2.2. a-glucosidasas
La velocidad de reaccion de las a-glucosidasas se determind realizando una gréfica de
Lineweaver-Burk con concentraciones crecientes de maltodextrina como sustrato (5, 1, 0.5
y 0.35 mg/mL), sin inhibidor y en presencia de galato de etilo 26 o acido galico 20 a

concentraciones de 625 y 1250 uM.

De acuerdo con el comportamiento de las rectas observadas en la gréafica obtenida (Figura
27), ambos compuestos provocan un incremento de la Km (interseccion con el eje X), pero
la Vimax (interseccion con el eje Y) permanezca igual, por lo que estos compuestos presentan

una inhibicién competitiva (121).
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Figura 27.- Determinacion gréafica del tipo de inhibicion enzimatica del (A) galato de etilo y (B)
acido gélico en a-glucosidasas.

Mediante el analisis de las graficas se obtuvieron los valores de las constantes de inhibicion
(Ki). Los valores de la Ki son utiles para describir la fuerza con la que se une el inhibidor al

enzima.
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Para el galato de etilo 26 a 625 pM Ki=740 uM y a 1250 uM Ki=340 uM. Para el acido
galico 20 a 625 pM Ki=490 uM y a 1250 uM Ki=226 pM.

Atendiendo a que a mayor valor de Kj, mas débil es la unidn del inhibidor con el enzima, los
valores de K;j indican que aunque con almidon como sustrato el galato de etilo 26 es mas
activo que el &cido galico 20, con maltodextrina como sustrato sucede lo contrario en ambas

concentraciones.
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DISCUSION

El tratamiento con inhibidores de lipasa pancreatica o de a-glucosidasas ha demostrado tener
multiples efectos benéficos tanto en modelos in vitro, in vivo e incluso en estudios clinicos
enfocados en la prevencion y tratamiento de la DMt2, asi como el tratamiento del SPyO. Los
mecanismos de accion de estos grupos de farmacos pueden considerarse miméticos de la
restriccion calorica, considerando que disminuyen la absorcion de triglicéridos y
carbohidratos a nivel intestinal y con ello la absorcién caldrica.

Ademas de multiples beneficios metabdlicos (como la reduccidn de peso corporal, diametro
de cintura y HbAlc, regulacién de la presion arterial, niveles de lipidos, niveles de glucosa
sérica en ayunas y postprandial y niveles de insulina postprandial), la restriccion caldrica se
ha asociado, en varias especies, con la desaceleracién del envejecimiento y la disminucion o
retraso en la aparicion de morbilidades relacionadas con la edad (126). Uno de los
mecanismos claramente involucrados en este fendmeno es la reduccion de la intolerancia a

la glucosa (127).

En este sentido, de acuerdo con Lin et al. (107) se reportd la mejora del control glucémico y
de la memoria en ratones diabéticos utilizando un extracto etandlico de L. octovalvis, ademas
se observo mejora en la captacion de glucosa en células musculares y disminucién de la
produccion de la misma en células hepaticas. Se sugiere que todos estos efectos son causados
por un mimetismo de la restriccién caldrica, ya que en un estudio previo con Drosophilia
melanoganster (106) el efecto antienvejecimiento y mejorador de la memoria del extracto
solo se observo en el grupo con dieta hipercalérica. Este mimetismo podria ser causado, al

menos en parte, por la inhibicidn de lipasa pancreatica del extracto.

Ademas, en otro estudio (113) el extracto metanolico de L. octovavis mostro efecto en el
control glucémico de ratas diabéticas, especificamente mediante actividad
antihiperglucemiante, que podria tener como uno de sus mecanismos de accion la inhibicion
de a-glucosidasas. Por lo que continuar con el estudio sistematico de esta especie podria
ayudar en el desarrollo de un nuevo fitofarmaco auxiliar en el tratamiento del SPyO y la
DMt2.
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En el presente trabajo, se obtuvieron tres fracciones de diferente polaridad (LOAE, LOAQS y
LoAgP) a partir de la biparticion de un extracto hidroalcohdlico de L. octovalvis. De acuerdo
con las pruebas en CCF, la concentracion de los compuestos de baja y mediana polaridad en
LOAE parece incrementar considerablemente la actividad inhibitoria de a-glucosidasas. Sin
embargo, en las fracciones acuosas, que contienen compuestos mas polares, también se
observé aumento de la actividad. Esto porque probablemente ademas de los compuestos
identificados como los mas activos, en estas fracciones existen otros compuestos no

identificados con alta actividad inhibitoria.

El fraccionamiento biodirigido de LOAE permitié identificar varias fracciones que
presentaban el efecto inhibitorio de la lipasa pancreatica y de a-glucosidasas, siendo C1F17
y C1F32 las més activas, seguidas de las fracciones mas polares, especialmente C1F52, que
de acuerdo a su polaridad probablemente contenga compuestos de tipo flavonoide, también

presentes en LOAQP y LOAQS.

A partir de las fracciones C1F17 y C1F32 se obtuvo &cido galico 20 y su éster etilico (galato

de etilo 26), respectivamente.

El acido galico 20 y sus ésteres son compuestos ampliamente distribuidos en las plantas, y
su actividad inhibitoria de enzimas digestivas ya ha sido descrita en estudios previos. Sin
embargo, los resultados encontrados en la literatura son muy contradictorios. Por ejemplo,
de acuerdo con algunos autores (128-132) el &cido gélico 20 presentd una actividad
inhibitoria poco potente o nula de a-amilasa de Bacillus sp. (Clso > 5882 pM) y porcina
(inhibicién nula), a-glucosidasas de Saccharomyces sp. (Clso = 841 uM) y de rata (38
pg/mL), maltasa de rata (Clso = 390 UM o nula) y sacarasa de rata (Clso = 130 uM o nula).
Sin embargo, segun otros estudios, el cido galico 20 muestra buena actividad inhibitoria en
a-glucosidasas de levadura (Clsp=5.2 uM) y de rata (Cls0=38 mg/mL y 4.673 uM), maltasa
de rata (Clso=390 uM) y sacarasa de rata (130 uM) (129,131,133,134). Respecto al galato de
etilo 26 existen reportes de inhibicion regular de maltasa (Clso=415 pM) y sacarasa
(Cls50=660 puM) de rata (129).
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Esta variacion de resultados puede deberse en parte a la diversidad de enzimas y sustratos
utilizados para estos ensayos, ya que se ha demostrado que el efecto de los inhibidores de las
a-glucosidasas varia segun el origen de los enzimas y el tipo de sustrato utilizado (135); de
acuerdo con OKi et al., para realizar la evaluacion de posibles inhibidores de a-glucosidasas
de uso clinico, se deben utilizar enzimas de mamifero y sustratos adecuados para cada tipo
de enzima. Por lo tanto, el presente trabajo realiza la evaluacion de los inhibidores

enzimaticos mediante un método adecuado.

Es interesante destacar que a excepcion del estudio antes mencionado (129), no hay otros
reportes de la evaluacién de esta actividad con el compuesto galato de etilo 26. Sin embargo,
si hay reportes de la actividad inhibitoria de lipasa pancreatica del acido galico 20 (Clso= 112
MM, 23 UM y 387.2 uM) y en menor medida del galato de etilo 26 (Clsp=4.5 uM) (136-138),

aunque en estos trabajos las actividades inhibitorias no fueron consideradas sobresalientes.

En cuanto a las graficas para la determinacion de la Clso de la inhibicion de a-glucosidasas
presentadas en este trabajo, se observa claramente que, con almidén como sustrato, el galato
de etilo 26 es mucho mas activo (Clso= 165 pg/mL o0 832 uM) que el resto de los tratamientos
en todas las concentraciones evaluadas, en cambio el acido galico 20 (Clso=400 pg/mL o
969 uM) a bajas concentraciones no es mejor que LOAE (Clso= 250 pg/mL) o CsHA (260
pg/mL). También se observa que LOAE aumenta considerablemente su actividad respecto a
LoHA (Clso=700 pg/mL) en todas las concentraciones, por lo que seria recomendable disefiar
un método de extraccion o separacion que concentre los compuestos de mediana polaridad

del extracto.

Se han realizado relativamente pocos estudios en los que se determine el tipo de inhibicion
de los compuestos fitoquimicos sobre los enzimas digestivos, asi como las determinaciones
de parametros cinéticos como la Kj. Hasta ahora no se habia reportado la identificacion del
tipo de inhibicion de ninguno de los compuestos aislados en este trabajo con enzimas
digestivas (139). De acuerdo con los datos obtenidos, tanto el galato de etilo 26 como el &cido
galico 20 son inhibidores competitivos de las a-glucosidasas. Este tipo de inhibicion indica
que el inhibidor compite directamente con el sustrato por el sitio de unién en el centro activo

del enzima, ya que no es posible la unién simultanea de ambas moléculas.
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Sin embargo, cuando se aumenta la concentracion del sustrato, este es capaz de desplazar al
inhibidor y viceversa. Lo anterior es notable debido a que el valor de la Vmax de la reaccion
no cambia, pero si cambia la afinidad del enzima por su sustrato, representada por la Km,
(121). Aunque de acuerdo con los valores de Clso, la actividad inhibitoria fue méas potente
con el galato de etilo 26 que con el acido galico 20, los valores de K; y las graficas de
Lineweaver-Burk indican que, al menos con maltodextrina como sustrato, el acido galico 20

es mas potente.

En cuanto a la actividad inhibitoria de lipasa pancreética, se observé una disminucion de la
actividad en las fracciones acuosas y un incremento en LOAE. La actividad inhibitoria en
este modelo también fue més activa en las fracciones de LOAE mas polares, de las cuales se
seleccion6 C1F65 para su fraccionamiento. A partir de C1F65 se obtuvieron varias
subfracciones con actividades muy parecidas a las del compuesto aislado, isoorientina 4.
Estas fracciones contienen principalmente compuestos de dos grupos fitoquimicos diferentes,
uno no identificado y compuestos tipo flavonoide. Entre estas fracciones, C9F51 presentd
una actividad inhibitoria casi igual a la de la isoorientina 4, ademas tiene un comportamiento

en CCF semejante, por lo que probablemente podria corresponder a orientina 3.

La isoorientina 4, al igual que otros flavonoides C-glicosilados, ha mostrado alta actividad
inhibitoria de la lipasa pancreética (140). De acuerdo con la literatura, los flavonoides C-
glucosidos, particularmente los que presentan la unidn al resto glicosilo mediante el carbono
8 y no mediante el carbono 6, parecen aumentar considerablemente su actividad inhibitoria
de lipasa pancreatica respecto a los O-glucésidos (141). Por ejemplo, la actividad de la
luteolina 17, que no tiene un grupo C-glicosilo en su anillo A, fue mucho mas débil que la de
las flavonas que si tienen estos motivos, encontrandose valores de Clso de 200 uM para la
luteolina 17, 44.6 uM para la isoorientina 4 y 31.6 uM para orientina 3, contra 18.5 uM del
orlistat (142).
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Ademas de la inhibicion de lipasa pancreatica, la isoorientina 4 también tiene reportada la
actividad inhibitoria de a-glucosidasas (143), aunque se ha descrito que, contrario a lo que
ocurre con la inhibicién de la lipasa pancredtica, la C-glucosilacion de las flavonas,
particularmente las que se dan mediante el carbono 8, debilita su actividad inhibitoria
comparada con sus agliconas (141), por lo que no son compuestos particularmente activos.
Por ejemplo, se describid que a 25 UM la luteolina (60.42 %) es mas activa que la isoorientina
4 (47.72 %) y esta a su vez es mas activa que la orientina (38.22 %) (134).

Respecto a la caracterizacion farmacologica en la inhibicion de lipasa pancreética, se
encontro que, de acuerdo con las graficas para la determinacion de la Clso, la isoorientina 4
fue el tratamiento mas eficaz (Clso=434 ug/mL), seguido de LoHA (480 pg/mL), el control
vegetal positivo CsHA (587 pug/mL) y finalmente LOAE (Clso=718 pg/mL).

A pesar de ello, el comportamiento general de los tratamientos a diferentes dosis,
particularmente el del compuesto aislado y LoHA es muy parecido, sugiriendo que no seria
necesario llegar al aislamiento de esta molécula para poder desarrollar un fitofarmaco con

buena actividad inhibitoria.

De acuerdo con los resultados en las graficas de Lineweaver-Burk, la isoorientina 4 presentd
una inhibicién de tipo acompetitiva en el modelo de lipasa pancreatica, este es un tipo de
inhibicion muy poco frecuente, en el que la inhibicion afecta en la misma media a Vmax Yy
Km, ya que el inhibidor se une exclusivamente al complejo enzima-sustrato o a un sitio

alosterico de la enzima y no permite que reaccione para generar el producto (121).

Es particularmente interesante sefialar que utilizando el mismo método con condiciones
idénticas a las de este trabajo, la Clso del orlistat fue determinada en el 2016 como 0.773
pg/mL o 1.56 uM (119), mientras que también con condiciones idénticas la acarbosa presentd
mas del 95 % de inhibicion a 15.5 uM (100). Por lo tanto, aunque todos los tratamientos
evaluados (incluyendo al control vegetal positivo) fueron eficaces, ninguno fue mas potente
que los controles farmacoldgicos acarbosa y orlistat que presentan valores de potencia por lo

menos diez veces mayores.
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Sin embargo, ademas de presentar actividad inhibitoria de enzimas digestivas, L. octovalvis,
ha mostrado tener actividad hepatoprotectora (101), que resulta particularmente importante
porque uno de los efectos secundarios méas graves asociados a los actuales tratamientos para
el SPyO con inhibidores de lipasa pancreatica, como el orlistat y los productos derivados de
C. sinensis, es la induccion de dafio hepatico (35,60). L. octovalvis también tiene reporte de
actividad antidiarreica, probablemente por regulacion de la motilidad gastrointestinal (112),
esta actividad podria ayudar a reducir algunos de los efectos secundarios propios de la
inhibicidn de lipasa pancreatica, como la urgencia fecal o el dolor abdominal; aunque es
necesario realizar mas estudios in vivo que analicen a fondo si la relacion de estas actividades

mejora 0 empeora dichos efectos.

Los resultados encontrados en el presente trabajo indican que una fraccion de acetato de etilo
de Ludwigia octovalvis, tiene potencial para utilizarse en el desarrollo de un fitomedicamento
atil como una alternativa terapéutica en el tratamiento del SPyO y la DMt2, mediante la
inhibicion de los enzimas digestivos lipasa pancreética y a-glucosidasas, por lo que se
deberian realizar estudios de su efectividad y seguridad en modelos in vivo y pruebas clinicas.
Esto principalmente por el incremento en la concentracién de compuestos biactivos y una

mayor actividad bioldgica respecto al extracto hidroalcoholico de L. octovalvis.

Mediante la cuantificacion de los compuestos activos en LoHA y LoAE por anélisis
cromatografico, se advirtié que la biparticion aumento la concentracion de los galatos en la
fraccion orgéanica, especialmente la del galato de etilo 26, explicando su incremento de
actividad inhibitoria de a-glucosidasas, pero la concentracion de isoorientina 4 no solo es
muy baja en LoHA sino que ademas disminuy6 en LOAE, por lo que probablemente este sea
solo uno de los varios compuestos con actividad inhibitoria de lipasa pancreéatica presentes

en el extracto.
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CONCLUSIONES

A partir del estudio quimico biodirigido del extracto hidroalcohdlico de L. octovalvis se logro
el aislamiento, elucidacion estructural y caracterizacion de dos compuestos con actividad

inhibitoria de a-glucosidasas y uno con actividad inhibitoria de lipasa pancreética.

Los compuestos con mayor actividad inhibitoria de a-glucosidasas fueron el acido galico y
el galato de etilo (con inhibicién competitiva), mientras que la isoorientina fue el compuesto

con mayor actividad inhibitoria de lipasa (de tipo acompetitiva).

Mediante la caracterizacion farmacoldgica de los tres compuestos, se reconocio que en el
caso de la inhibicién de a-glucosidasas, si se encontraron los principales compuestos
responsables de la actividad bioldgica, en cambio en la inhibicién de lipasa pancreéatica se
observd que probablemente es la sinergia de las actividades de varios compuestos del extracto

la responsable de esta actividad.

Estos resultados evidencian que la inhibicién de a-glucosidasas y lipasa pancratica del
extracto de L. octovalvis se debe, al menos en parte, a los compuestos aislados, por lo que los
datos presentados en este trabajo podrian ser Utiles para el futuro desarrollo de un
fitomedicamento auxiliar en el tratamiento de la obesidad y la diabetes mellitus tipo 2

estandarizado en estos compuestos.
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PERSPECTIVAS

El estudio sistematico del extracto hidroalcohdlico (LoHA) y la fraccion de acetato de etilo
de Ludwigia octovalvis (LoAE) debe continuar, principalmente en modelos preclinicos, para
identificar la actividad bioldgica in-vivo con modelos animales, ademas de estudiar su
toxicidad aguda y cronica, asi como sus posibles efectos secundarios, esto para poder
proponer el desarrollo de un fitomedicamento a partir de esta fraccion, que sea efectivo y
eficaz en el apoyo al tratamiento del sobrepeso, la obesidad y la diabetes mellitus tipo 2.
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