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Resumen y Abstract IX

Resumen

Especies delgénero Passiflorahan sido objeto demdltiples investigaciones farmacolégicas
dadoque existen reportes desu uso en etratamiento tradicional de diferentes patologiasuna
deellas la diabetes mellitusPassiflora ligularisluss ~ O' O A esAudatedpécik ampliamente
cultivada en el territorio nacional, cuyo fruto ha demostrado poseer actividad en diferentes
modelos farmacolégicosde diabetes.Por otro lado, se han identifiado compuestos en hojas
con actividad inhibitoria sobrelas glucosithidrolasas, enzimas necesarias para la digestion de
carbohidratos y dianas farmacoldgicas en el tratamiento desta enfermedad. Basados en
dichas evidenciasen esta tesis de maestrise buscé estudiarel perfil metabélico de extracts
polares de hojasde P. ligularis, e identificar, a través de un estudio metabolémicolos
metabolitos responsables de la actividad inhibitoria sobreestasenzimasinvolucradas en la
digestién de carbohidratcs. Finalmente, se buscé validar los resultados obtenidos mediante

ensayosin vitro y estudiosin silico.

Asi, nediante el perfiladometabdlico por RMNtH y HPLGEMS se identificaron29 compuestos,
5 de los cuales corresponden a aminodcidos, 2 a carbohitlns, 4 a acidos organicos, 3 a
compuestos miscelaneos, 1 saponina y 14 compuestos polifendlicestre estos Ultimos,los
flavonoides tipo O-glicésido derivados de quercetina y crisinason los mas abundantesSe
estudiaron hojasde 8 parcelas de cultivo bicadas en los municipios de Anolaima, Algeciras,
Juniny éstasfueron almacenadas bajo refrigeacién o a temperatura ambiente. Los extractos
obtenidos a partir de 25mg de hojas se ensayaron sobtes modelos de inhibicionde | -
glucosidasapresente en el ekacto de intestino de ratay J|-amilasa pancredtica porcing

obteniéndose inhibiciones de entre el 5y el 50%; y dentre el 5y 95% respectivamente

El estudio metabdbmicopor RMN-1H permiti6é establecerque lacondicion de almacenamiento
es la variabk que mayor impactaen los cambiosdel perfil metabdlico de los extractos,
especificamentecambiosasociados con l&omposicidonde carbohidratos.Por otro lado, no se

evidencio efecto del sitio o la edad de cultivo en la diferenciacion de los perfiles mieféicos.
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Los analisis por OPL®A revelaron que los cambios en la actividad biol6gica se explicarian

por variaciones en compuestosle tipo saponina, polifenol y aminoado.

Estudios in silico tipo acoplamiento molecular, entre los compuestos identificadd como
posiblesresponsables de los cambios de actividadhibitoria , y las estructuras rigidas de las
enzimas) -amilasa pancreatica porcina y la sumidad N-terminal de la -glucosidasa humana,
permitieron identificar que los compuestos ligularésido C (15), quercetina3-O-glucosido
(17), luteolina-7-O-glucésido (17a), kaempferot3-O-glucoésido (19), y apigenina7-O
glucdsido (19a), son losque generarian complejos con etitio activo de laj -amilasa de forma
mas efectiva para inhibita. En el caso de la-glucosidasalos compuestosquercetin-3-O ¢ 6
malonil)-glucésido (18), apigenina7-O-glucésido (19a), kaempferot3-O4 @naalonil)-
glucoésido (21) e isoramnetin-3-O4 @ndalonil)-glucésido (22) fueron los que presentaron

mejores resultados.

Por otro lado, £ determinaron in vitro los valores de 16 de los compuestos glutaminag),
crisina (14), ligularésido C (5), catequina (L6), quercetina-3-O-glucosido (17), kaempferok
3-O-glucdsido (19) y crisin-7-O4 eatetil)-glucésido @28), para cada una de las enzias
estudiadas. De esta forma, sestablecioque los compuestos con valores de d€inferiores o
levemente superioresa los presentados por el control positivo acarbosa, que pajaamilasa
pancreética porcina fue de 23@M, fueron los compuestos ligularésidoC @09.80uM),
guercetina-3-O-glucésido (31.04uM) y kaempferol3-O-glucésido (33.45t M), indicando que
presentan unapotencia mayoro cercana a la del control positivoRespectoa la inhibicién de
la | -glucosidasa presente en el extracto de festino de rata el compuesto quercetina3-O-
glucosido presentd un valor de 16 de 15.37uM, que esinferior al presentado por el control

positivo acarbosa (56.6uM).

Todo este estudiomostré que las variaciones en la actividad inhibitoriasobre glucosil-
hidrolasas por parte delos extractospolars de hojasPassiflora ligularislussse pueden explicar
por cambios en la concentracién y/o expresién de compuestos polifendlicos y saponinas,

aspecto confirmado mediante estudiod silicoein vitro.

Palabras clave: Granadilla, flavonoides saponinas, metabolémica, analisis multivariado,

docking
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Abstract

Species of Passiflora genus have been investigated under pharmacological research, due to
reports of their use in the traditional treatment of severaldiseases, such as diabeteBassiflora

ligularis* OO0 1T O O' OAT AAEI 1 Ad EO xEAAI U AOI OEOAOGAA
bioactivity in certain pharmacological models of diabetes. On the other hand, in its leaves have

been identified compounds with inhibitory activity against glucosykhydrolases, which are

enzymes essential for carbohydrates digestion and pharmacological targets for the treatment

of diabetes. According to this evidence, in this master thesis, it was studied the metabolic

profile of polar extracts obtained fromP. ligularisleaves. It was also identified by means of a
metabolomic study the metabolites responsible for the inhibitory activity against enzymes

involved in carbohydrates digestion. Subsequently, the validity of thresults was sought byn

vitro assays andn silicostudies.

Thus, and as a result of the metabolic profiling by NMRH and HPLEMS, 29 compounds were

identified, 5 of which corresponded to amino acids, 2 to carbohydrates, 4 to organic acids, 5 to
miscdlaneous compounds, 1 saponin and 14 polyphenolic compounds, between them, O
glycosidic flavonoids derived from quercetin and chrysin are the most abundant. Leaves from

8 crops located in the municipalities of Anolaima, Algeciras, and Junin were studied)obe

were stored under refrigeration or at room temperature. The extracts obtained from 25mg of

I AAOGAO xAOA AOOAUAA 11 Qkdbsidast pré&sénEi® it iitestinel A AT 1
ABOOAAO AT A DI -anyEde,Abtdinikg irhididoA idfedentages between 550%

and between 5-95%, respectively.

The NMR!H metabolomic study allowed to establish that the storage condition is the variable
with higher impact in the changes observed in metabolic profiles among the extracts
specifically changes elated to carbohydrates composition. Otherwise, there was no effect of
the crop location and age in the differentiation among the metabolic profiles. The ORD&\

analyses revealed that changes in the biological activity could be explained by variation in

saponin-type, polyphenoktype, and aminoacidtype compounds.
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In silico studies, molecular docking type, among the compounds identified as possibly

responsible for the changes in the bioactivity, and the rigid structures of the enzymes

DAT AOAAOE-Amylade e EN-HA DI ET AT  OOAOT -gluoosidage, dildvdd EOT AT 4
to identify that the compounds: ligularoside C 15), quercetin-3-O-glucoside (17), luteolin-7-

O-glucoside (7a), kaempferol3-O-glucoside (19) and apigenin7-O-glucoside, are the ones

which would better interact with the active site of thef -amylase to inhibit it. In the case of -

glucosidase, the compoundsquercetin-3-O @mdalonyl)-glucoside (18), apigenin7-O-

glucoside (19a), kaempferol3-O§ @mnaalonyl)-glucoside @1) an isorhamnetin-3-O @ 6
malonyl)-glucoside 22) were the ones with better scores.

On the other handfor each studied enzyme thdCso values of the compounds glutamine 8),
chrysin (14), ligularoside C (15),catechin (16), quercetin-3-O-glucoside (17), kaempferol3-
O-glucoside (19) and chrysin-7-O4 @atetyl)-glucoside were determined. Thus, it was
established that the compounds with loweror slightly higher 1Cso values than the determined
for the positive control acarbose, which wa234uM for the pancreatic porcinej-amylase,
were the compounds ligularoside C @90.80uM), quercetin-3-O-glucoside (31.04 uM) and
kaempferol-3-O-glucoside (33.45 t M), indicating that they are moreor almost equalpotent
than the positive control. Regarding the inhibition of the | -glucosidase present in the rat
intestine extract, the compoundquercetin-3-O-glucoside showed an 16 value of 15.37uM,

which is lower than the one showed by acarbose (15616M).

The whole study showed that variations in the glucosyhydrolases inhibitory activity of the
polar extracts of leaves ofPassiflora ligularis Juss can be explaining by changes in
concentration and or expression of polyphenolic compounds and saponins. This fact was

confirmed by in silico and in vitro studies.

Keywords: Granadilla, flavonots, saponins, metabolomic, mitivariate analysis, docking
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respectivos blancos. La coloracién azul indica actividad enzimatides8 8 8 8 88 8888 88 8 H84.88 8

Figura 2.10: Porcentaje de inhibicién de la actividad enzimatica de la enzimaamilasa.a) parcela C1,

b) parcela C2¢) parcela H1,d) parcela H2,e) parcela H3[f) parcela H4,g) parcela J1y h) parcela J2. AC:

acarbosa, * muestra nalisponible8 8 8 8 88 88888888888888888888886868888888888
Figura 2.11: Analisis de componentes principales (PCA) de los datos de RMN de los extractos de hojas

de P. ligularis a) score plotclasificando las muestras de acuerdo a leondicién de almacenamiento

(puntos verdes: muestras almacenadas a temperatura ambiente; puntos azules: muestras almacenadas

bajo refrigeracion; puntos rojos: réplicas de control de calidad]) score plotclasificando de acuerdo al

municipio de recoleccdn incluyendo todas las muestras (puntos violetas: muestras recolectadas en el
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municipio de Algeciras; puntos naranjas: muestras recolectadas en el municipio de Anolaima; puntos

azul celeste: muestras recolectadas en el municipiode Jurny 8 8 8 8 8 8 8 88 8 88 BB B6MW

Figura 2.12: Andlisis de componentes principales (PCA) de los datos de RMN de los extractos de hojas

de P. ligularis almacenadas bajo refrigeraciéna) score plotclasificando de acuerdo al municipio de
recoleccion nuestras almacenadas en refrigeracior{puntos violetas: muestras recolectadas en el
municipio de Algeciras; puntos narajanjas: muestras recolectadas en el municipio de Anolaima; puntos
turquesa: muestras recolectadas en el municipio de Junii) score plotde las muestras clasificando de

acuerdo a la edad del cultivo (puntos amarillos: 1 afio; puntos turquesa: 2 afios; puntos verdes: 4 afios;
0T8T a1 ( TSR (0] o S A T 01 T PP I1l..........
Figura 2.13: Andlisis de proyecciones ortogonales de estructuras latentes discriminante (ORD®\)

usando como variable discriminante la condicion de almacen@ento. a) score plot mostrando la
separacion entre muestras refrigeradas (R) y almacenadas a temperatura ambiente (B) Splot
presentando los valores de desplazamiento quimico que caracterizan cada agrupacion................ 13...

Figura 2.14: Espectros de RMNH (MD6, 400 MHz) de extractos de hojaBassiflora ligularisJuss,
provenientes de la misma parcela de cultivo pero sometidos a diferente condicion de almacenamiento.

El espectro en verde a una muestra refgierada y en azul a una muestra almacenada a temperatura
ambiente. Se observa una clara disminucion en la intensidad de sefiales en la zona de hidrégenos de

(o= T g oTo] 1o [ = L0 =TT P PP PP OPRRUPPRPRIY £ SUPRURRPRPTR
Figura 2.15: Andlisis de proyecciones ortogonales de estructuras latentes discriminante (ORD&\)

usando como variable discriminantela inhibicién de la actividad enzimética de la|-glucosidasa

presente en el extracto de intestino de rataa) Gcoreb 1 Imdsirando la separacién entre muestras

activas (A) y no activas (A)b) Curva ROC con un AUC de 0.976 que indica la correcta clasificacion de las
muestras yc) Resultado del test & permutacion para el modelo OPLLBA8 8 8 8 8 8 8 88 8 8 88 8 8 8
Figura 2.16: Splot del analisis multivariado OPLSDA entre el perfil metabodlico de hojas d®. ligularis

y la inhibicién de laj -glucosidasa. Se presentan los valores desplazamiento quimico significativos

para las muestras clasificadas como activas en la parte positiva del grafico. Los rangos de
desplazamiento de RMN se representan en colores diferente 8 8 8 88888888888 87/.8888
Figura 2.17: Andlisis de proyecciones ortogonales de estructuras latentefiscriminante (OPLSDA)

OO0AT AT ATiT OAOEAAI A AEOAOEIETATOA 1T A mnBBRAEAEEI]
DAT AOAUAOEAA pi OAET Agq AQq OOAT OA PiT1 066 11 OOOAT AT 1A
(A), b) Resultado del test de permutadn para el modelo OPL®A y ¢) Curva ROC con un AUC de 0.950

gue indica la correcta clasificacion de [aS MUESEIIAS. .......ccuuiiiiiie e e eanns 7
Figura 2.18: Splot del analisis multivariado OPLSDA entre el perfil metabdlico de hojas de. ligularis

y la inhibicion de laj -amilasa. Se presentan los valores de desplazamiento quimico significativos para

las muestras clasificadas como activas en la parte positiva del grafica............ocooceiiiiin e 8l..........
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Figura 3.1: Estructura del pseudehexasacarido cecristalizado con laj -amilasa pancreatica porcina

en [a eStruCtura PDB LHXO........ et eeee e ee e e e et eeeee e e e eernn e e e e en e e e mmnmmman 105

Figura 3.2: 0OO00OAO0O00A0 ¢$ DOI AACAAMN®DI IOREE ATEPAA DIARABE O O A ix EAIA
Software MAESTRO 11!5de las enzimas empleadas para los estudios de acoplamiento molecuégr.

Estructura | -amilasa pancreatica porcina codigo PDB 1HXE) Estructura subunidadN-terminal de la

1-glucosidasa intestinal humana cédigo PDB 2QMJ. Los sitios de union del ligando se esquematizan

mediante superficie de van der WaalS. ...........ooiiii oo ettt e e s s s emmmmnas ee e e e eeeanaeeeene 106

Figura 3.3: Estructuras de las cadenas laterales de las saponinas identificadas por Menesgal. en

hojas dePassiflora ligularisa) ligularésido C (L5) b) ligularésido Ay D @0 y 31)24. ¢) ligularésido B

Figura 3.4: Representacion grafica de las coordenadas de la rejilla centrada en el ligando de la
estructura 1HXO0 visualizadas en MAESTRO 11.5. ... 114...............
Figura 3.5: Superposicion de la conformacion del ligando pseudoexasacarido derivado de acarbosa
co-cristalizado en el sitio activo de la enzima 1HXO (estructura gris) y de otra conformacion (estructura
verde). a) Antes al proceso de acoplamientd) posterior al proceso de acoplamiento empleando los
pardmetros P3 descritos enlatabla3818 8 8 8888 8888888888888 8 8 &8B88p ¢
Figura 3.6: Representacion grafica de las coordenadas de la rejiltzentrada en el ligando de la
estructura 2QMJ visualizadas en MAESTRO 1.8 8 888 888888888888 88 B8 88
Figura 3.7 : Superposicidn de la conformacion del ligando acarbosa-auistalizado en el sitio activo de

la enzima 2QMJ (estructura gris) y de otra conformacion (estructura verdey) Antes al proceso de
acoplamiento, b) posterior al proceso t acoplamiento empleando los parametros P2 descritos en la
tabla3.3888888888888888888888888888888888888881488888888888
Figura 3.8: Representacion grafica del sitio de unién de los ligand@§ pseudehexasacarido derivado

de acarbosa,b) compuesto ligularésido C15.1, c) compuesto quercetina3-O-glucosido 17 y d)
compuesto luteolina7-O-glucésido 17a, en la estructura de laj-amilasa pancreatica porcina,
mostrando los aminoéacidos de contacto (a 4 A). Se observan interacciones de puentes de hidrégenos
(linea punteada naranja) con aminoacidos claves en la catalisis de hidrélisis y estabilizacion del
sustrato8 8 8 88888 BB 88 88BBE88L88888888888888888888888888p¢
Figura 3.9: Matriz de interacciones entre laj-amilasa pancreatica porcina estructura 1HXO0 y los
ligandos estudiados, incluyendo los controles sinigrina pseudehexasacérido dervidado de acdiosa.

En el eje horizontal se encuentra la posicion del aminoacido y en el eje vertical los ligandos, se enmarcan

los aminoacidos de la triada cataliticaLa coloracion indica que se encontré algun tipo de interaccion

entre el aminoacido y el ligando; y vda de acuerdo a la posicién del aminoacido en la protein@n el
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recuadro en la parte derecha del grafico se esquematiza el conteo de interacciones del ligando con los

residuos de aminoacidos8 8 8 8 8 8 88888888 BBV 8888888888888 888pc¢o
Figura 3.10: Representacion gréafica del sitio de unién de los ligand@ acarbosab) gquercetin-3-O-

El qB) Od & épigénina7-Ojglucésido  (19a), y d) isoramnetin-3-O-

El 2% lerDIA eshuetirh la jsubunidadN-terminal de la glucomaltasa humana

mostrando los aminoéacidos de contacto (a 4 A). Se observan interacciones de puentes de hidrégenos

ool AT T
ool AT T
(linea punteada naranja) con aminoacidos claves en la catélisis de hidrdlisis y estabilizacion del
sustrato8 8 8 8 888888888BBBBL8LLE8L8L8888888888888888B1848888
Figura 3.11: Matriz de interacciones entre lasubunidad N-terminal de la glucomaltasa intestinal
humana estructura 2QMJ y los ligandos identificados en hojas de.ligularis, sinigrina y pseudo
hexasacarido dervidado de acarbosa. En el eje horizontal se encuentra la posicion del aminoacido y en

el eje vertical los ligandos, se enmarcan los aminoacidos de la triada catalitica. La coloracion indica que

se encontro algun tipo de interaccidnetre el aminodcidoy el ligandQ............ccccoovveviieiie e 135.........
Figura 3.12: a) Cromatogramas a 340nm del extracto acuoso (linea rosa), fase acuosa remanente
(linea azul) y fase organica (lineaegra) de las muestras H1AD) perfil RMN de extracto acuoso (linea

naranja), fase acuosa remanente (linea verde) y fase organica (linea azul) de las muestras
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Introduccion

La diabetes mellitus (DM) es una de las patologias metabdlicas con mayor impacto en los
sistemas de salud a nivel mundial, dado el gran nUmero de pacientes que actualmente padecen
la enfermedad, y sis cifras deincidencia en aumentot. En este contexto, la validacion del uso
de recursos bioldgicos como las plantas medicinales, y la busquedaampuestos bioactivos

a partir de ellas, son una estrategia interesante para la obtencién de tratamientos

complementarios y de facil accesdgue ademas generen mayor adherencia al tratamient

Existe una gran diversidad de especies que conforman el arsenal terapéutico para el
tratamiento de la enfermedad en la medicina tradicional de diferentes culturés En el
continente americarp, las plantas del géner®assiflora han sido utilizadas en preparaciones
empleadas con diferentes fines terapéuticos, incluyendo el tratamiento de desordenes
metabdlicos como la diabetes Ademas, Este génermesulta de importancia para la region
dado el gran nimero de especies que lo conforman, muchas de las cuales son endémicas y
algunas poseen importancia a nivel econémico por el cultivo de su fruto con fines alimenticios
Por otra parte, el hecho de que se encuentren publicados estudios de eficacia en mod&los
vivo ein vitro de diabetegz7, de extractos obtenidos de hojas de diferentes especies del género,
representa informacién de partida para la basqueda del potencial uso de estas especies en el

desarrollo de productos fitoterapéuticos y en la obtencion de compuestos bioactivos.

En Colombia se han registrado 162 especies 8assiflor&, entre ellas se destaca la granadilla
(Passiflora ligularisJuss) por su alta aceptacién en los mercados de frutas y por su uso en la
tradicién etnofarmacolégica de algunas zonas digais como el departamento del Huika
Adicionalmente, ésta ha sido objeto de investigaciones direccionadas a establecepsaible
actividad hipoglicemiante en modelosn vivo e in vitro, valorando la actividad inhibitoria de
extractos del fruto sobre enzimas involucradas en la digestién de carbohidratgg!. Estudios

fitoquimicos de hojasde P.ligularis han establecido la pesencia de compuestos polifendlicos
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como la crisina, €)-catequina, quercetina3-O-glucosido y kaempferol3-O-glucosido en
hojast2. Estas hojas son usualmente tratadas como un subproducto de cultivo; pero podrian
usarse como fuente de estos metabolitos, que han mostrado actividad inhibitarsobre

glucosil-hidrolasasintestinales como la) -glucosidasas.14.

Por otro lado, no so6lo la identificacion de los compuestos bioactivos es trascendental para

validar el uso terapéutico de una especie; sino que también es necesario determinar las
posibles variaciones en la presencia o concentracion de dichas moléculas en los aotos de
especimenes recolectados en diferentes regiones o desarrallo fenolégkccEs alli donde la
metabolémica, una de las ciencia®& 1 EAAO6 [ UO OAAEAT OAOh OA EA
herramienta clave para valorar estos posibles cambios, puesto que permite analizar de forma

integral el perfil metabdlico de una muestra, omitiendo los pasos de fraccionamiento que

podrian impactar en la stabilidad de los metabolitos presentes, y hacer mas largo y menos

confiable el andlisigé.17.

En este sentido, y como continuacién de los trabajos previos, de [paipos de investigacion
involucrados en esta tesis, sobre la composicién quimica y la actividad biolégica de la especie
Passiflora ligularis Juss, en esta tesis de maestria se plante6 como obijetivo general establecer
el perfil metabdlico de hojas de Grartilla, colectadas en cultivos de diferentes regiones del
pais, y correlacionar dichos perfiles con la actividad inhibitoria de los extractos polares sobre
las enzimas la| -amilasa y laj] -glucosidasa. Para esto se emplearon estudios metabolémico
no dirigidos por RMN, y métodos estadisticos multivariados que permitiera identificar
metabolitos asociados a la actividad biolégica valorada. Los compuestos asociados a esta
actividad fueron sometidos a ensayo# vitro, ein silico, haciendo uso dedocking molecular,

con el fin de validar los resultados obtenidos del estudio metabdmico.

El presente documento esté organizado por capitulos auto contenidos, cada uno de los cuales
fue redactado con un formato tipo articulo. El primer capitulo corresponde al estado del arte,
en el cual se describen generalidades fisiopatolégicas de la diabetes, datividad
hipoglicemiante de especies del géner®assiflora,haciendo énfasis en la espée Passiflora
ligularis. También se discuten los reportes de composicion quimica de esta especie, y la
relacién entre los metabolitos encontrados y los reportes de actividad hipoglicemianté&l
segundo capitulo discutdos resultados del perfilado metabélco de los extractos polares de
hojas de granadilla, y su correlacion con la actividad inhibitoria de estarismos extractos

sobre las enzimas de estudio. El andlisis multivariado permitié identificar algunos compuestos

Dl
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responsables de la actividad valoradaFinalmente, en el tercer capitulo se discuten los
resultados de la validacion de los compuestos identificados como bioactivos, en el capitulo

anterior, tanto por estudiosin silicocomo estudiosin vitro.






Capitulo 1 5

1.Capitulo 1: Estado del arte

La revision bibliogréafica realizada en este primer capitulo de la tesise compone de tres
secciones. En la primera se presentan generalidades fisiopatologicas y epidemioldgicas de la
diabetes mellitus, haciendo énfasis erlas glucosikhidrolasas {-C1 OA T O E-anlldBdy sw |
papelcomo dianas terapéuticas. Luego, se describe el papel de la fitoterapia en el tratamiento
de la enfermedady se listan reportes de evaluacion de la actividad hipoglicemiante de especies
del géneroPassifloraSe hacenfasis en laxaracteristicas botanicas y fenoldgicas de la especie
Passiflora ligularis Juss; presentando los estudios de caracterizacién fitoquimica y
etnofarmacolégia, para terminar con los estudiosn vitro e in vivosobre la actividad biologica

de compuestos y extractos deesta especie.Finalmente, se resumen los trabajos de
investigacion relacionadoscon esta especigjue se estan realizando erta actualidad dela

Universidad Nacional.

1.1 Diabetes mellitus

1.1.1 Generalidades

La diabetes mellitus es una eiermedad metabdlica crénica que se caracteriza por altas
concentraciones plasméaticas de glucosa, producto de la convergencia de mdultiples factores
fisiopatol6gicos yambientalespropios de unindividio 8. La diabetes se clasifica en tres tipos:
diabetes mdlitus tipo 1 (DMI), diabetes mellitus tipo 2 (DMII), y diabetes gestaciondbe forma
general, la diferencia entre los tipos de diabetes es la produccion de insuliteacual disminuye

de forma abrupta desde estanbs iniciales de la DMI, mientras que eraIDMII disminuye de
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forma paulatina con el progreso de la enferedad. A la diabetes mellitus tipo 2 se le atribuye
el 90% de los casos a nivel mundial

La prevalenciamundial de esta enfermedad es de aproximadamente 8,5%, siendo los paises
del denominadoOD OE | A O lo qdé gkdséntan lasifras mas altas.En Colombigpara el
2012 la prevalencia de la diabetes mellitus tipo 2 fue del 7.4% para hombrgspara las mujeres
fue del8.7%.En el caso déa diabetes mellitus tipo 1 las cifrasno se encuentra actualizadas

y se estipuld una incidencia de 3,8or cada cien mil menores de 15 afios.

La diabetes mellitus ipopl OA AAOAAOAOEUA PTI O 1T A AAOOOOAAEe&T AA
Langerhans en el tejido pancreatico, lo que genera un déficit en la produccion de insuliBata
patogénesis se ha correlacionado con eventos de tipo autoinmune, desencadenados por
alteraciones genéticas, o con factores externos como rotavirus, anticuerpos de la madre, entre
otros 8. En la diabetes mellitus tipa2 se genera una resistencia tisar a la accion de la insulina
producida por el cuerpqlo que conlleva a un aumento en las concentraciones plasmaticas de
glucosa tras la ingesta de alimentos. Los individuos que padecen de este tipo de diabetes
presentan una tasa normal en la produccion &l insulina, la cualva disminuyendo con el
progreso de la enfermedad. La aparicion de la enfermedad esta asociada con multiples factores
genéticos y ambientales, dentro de estos ultimos, habitos como las dietas hipercaléricas y el
sedentarismos son los qu@oseen mayor correlacién en las cifras dprevalenciag. En el caso

de la diabetes mellitus gestacional la intolerancia a la glucosa se presenta durante la geigin

0 posterior al parto, producto de las alteraciones hormonales que alteran la sensibilidad a la
insulina por parte de los tejidos. En la mayoria de casofa resistencia a la insulina desaparece

con el paso del tiempoaunquese han registrado casos en que la enfermedad es permanente

Las complicaciones de la hipglicemia, consecuencia de la diabetesgesencadenan

alteraciones en el balance osmoético y el estrés oxidativo, producto del aumento en la actividad
de ciertas enzimasy vias de sefializacion intra y extracelulares. Se ha correlacionado la
hiperactividad de la aldosareductasa, el aumento en la produccion de prostaglandina E2 y
tromboxano, la disminucién de la 6xido nitrico sintasa y la glicosilacién de proteinas; con los
cambios micro y macrovasculares que generan cuadros clinicos asociados a la retinagpati

nefropatia y neuropatia diabéticee?.
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1.1.2 Tratamiento

El tratamiento de la diabetes mellitus tiene como objetivo general disminuir la incidencia de
las complicaciones de los estados hiperglicémicos, manteniendo las concentraciones
plasmaticas de glucosa dentro de los rang@stablecidoscomo saludablespor organizaciones

de referencig como la Asociacion Americana de Diabet&sEl tratamiento convencional para
pacientes con DMI se basa en la administracién de insulina, junto con el seguimiento constante
de los niveles de glicemia para evitar tanto estados hipoglicémicos como hiperglicémigosn

el caso del tratamiento de la DMII, se combina la farmacoterapia con la modificacién de la dieta
y el aumento de la actividad fisica, esto genera un mejor balance entre la ingesta y el uso de
sustratos energéticos como carbohidratos, lipidos y proteinas Para la diabetegestacional la
farmacoterapia se limita a la administracion de metformina o insulina, y al continuo control de
la ingesta caldrica°. A continuacion, se presentaina breve descripcién de los mecanismos de

accion de farmacos empleados en el tratamiento convenciorde la diabetes

9 Insulina: La insulina es una hormona que se administra a pacientes con DMI, o DMII
en estadios avanzados. Su accidn genera la fusiontdahsportador de glucosa (GLUT)
4 con las membranas de células de diferentes tejidos. Esto se da gracias a cascadas de
sefalizacion desencadenadas por la unidén a su receptor. De esta forma se incrementa

la captacion de glucosa y su utilizaciboomo sustrab energético?s.

9 Sulfonilureas: Son farmacos administrados por via oral cuyo mecanismo de accion se

basa en su unién al receptor especifico de sulfonilureas enAO Ai 1 O1 AGor DAT A

canal de potasio (K) dependiente de ATPEstogenera una disminucion erel flujo de
K+ del interior de la célula al medio; lo que conlleva a un aumento de las
concentraciones de Ca por apertura de los canales de Gadependiente de voltaje
Dado gue gran cantidad de proteinas son sensibles al?€ae genera una cascada de
sefales que finaliza con la&xocitosis de los granulos que contienen insulina. En este
grupo se encuentran los farmacos glibenclamida y tolbutamida

i Biguanidinas: Estos farmacos disminuyen la produccién de glucosa mediante la
inhibicion del proceso de gluconeogénesis. También aumentan la translocacion del
receptor tirosina quinasa de insulina, y del transportador de glucosa (GLU®) en las
membranas celulares generando mayor sensibilidad del tejido a ésta. La metformina y

la fenformina son farmacos de este grup®. Interesantemente, la primerase sintetizé
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partiendo de biguanidinas producidas por la especie vegetdbalega officinalis,de

amplio uso en la medicina tradicional europez.
i Tiazolidinedionas: Son farmacos que se unen al receptor aetido por los
proliferadores de peroxisomas gamma (PPARQh 11T AAT EUAAT O 1 AUT OEQOAO
células del tejido graso y del tejido vascular. Las tiazolidinedionas aumentan la
sensibilidad a la insulina en el muasculo, higado y tejido grasmdirectamente. La
rosiglitazona y pioglitazona son farmacos registrados de esta famita

1 Glinidinas: Farmacos como la mitiglinida y la nateglinida tienen un mecanismo de
accion similaralas ®1 £ 1T E1 OOAAOh UA RNOA AAODPI T AOEUAT 1AO
pancreaticas. Esta despolarizacién, producto de cambios en las concentraciones de
iones, desencadena la liberacion de insulina por parte del pancreds
1 Inhibidores de las glucosil -hidrolasas : Inhiben la accion de enzimas hidroliticas
como la maltasa, isomaltasa y la glucoamilasa a nivel intestinal; produciendo una
menor ruptura de carbohidratos de alto y bajo pesonolecular, con una subsecuente
disminucion en el contenido de glucosa neto absorbido. Tienen mayor efecto a nivel
postpandrial en comparacion con su efecto en estado de ayuno. La acarbosa, y el

miglitol son medicamentos aprobados de uso clinicoon este meanismo24.

En esta tesisestamos interesados en este Ultimo tipo de inhibidores, por lo que se profundiza

sobre esta diana terapéutica continuacion:

1.1.3 Glucosil-hidrolasas como dianas terapéuticas

9 Funcién y estructura
Lascarbohidrasas o glucoshidrolasashacen parte de una familia de enzimas involucradas en
procesos de ruptura de enlaces glucosidicos €iferentes tipos de carbohidratos comali, oligo
y polisacéaridos siendoeste procesamiento relevante en gran cantidad de procesos biolégicos
Estas enzimasse agrupan en aproximadamente 14 familias, de acuerdo al grado de similitud
en la secuenciale aminoacidos; dicha informacién se encuentra almacenada y clasificada en
basesde datos como CAZyGarbohydrate Active enZynes.
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Los dtios cataliticos de este tipo de enzimas son altamente conservados, sélo ciertos residuos
de aminoacidos del sitio activo participan en la hidrdlisis No obstante, se presentan
excepciones como en el caso de enzimas dependientes de N&Ros que se hace necesaria la
presencia de uncoenzimazs. Los dos mecanismos cataliticos mas comunes son el inversor y el
retenedor de la estereoquimica del carbono anomérico del sustrato. En el mecanismo inversor
dos residuos de aminoacidos actian como acido y base de Bragnstanvry. El residuo kasico
permite la desprotonacion de ma molécula de agua del medigste anion desplaza a una
unidad de carbohidrato a través de un ataque nucleofilico al carbono anoméripor la cara
opuesta al enlace glucosidico.a.remocién del protdn del residucacido por parte del anién de

glucosaliberada, estabiliza a este grupo saliente y completa el ciclo cataliticbgura 1.1a)27.

Por otra parte, en el mecanismo retenedodos residuos estan involucradosuno que posee
caracter nucleofilico y otrocon caracter de acido de Brgnsted.owry. El residuo nucleofilico
atacaa la glucosa en el carbono anomérico por la cara opuesta del enlace; al igual que en el
caso anterior la glucosa actia como grupo saliente rawiento el proton del residuo acido para
estabilizarse. El residuo acidpahora ionizado, desprotona unamolécula de agua del medio,
por lo que segenera un nuevo nucledfilo que desplaza al residuo nucleofilico previamente
enlazado al sustrato; la estereoquimica del carbono anomérico del sustrato se mantiene

debido a que la cara digonible para el ataque nucleofilico es en la que se encontraba en enlace

glicosidico (Figura 11b)27.
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Figura 1.1: Mecanismos de hidrdlisis de las glucostiidrolasas a) inversor de la estereoquimica b)

retenedor de la estereoquimica’.

Puesto que el mecanismo catalitico implica ataques nucleofilicos y reaccionegladase, los
tipos de aminoacidos que poseaedichas caracteristicas son los amino&cidos de caracter &cido.
En la familia deglucosil-hidrolasas, el par catalitico puede estar conformado por dos residuos
de acido glutdmico o urresiduo de acido aspartico yino de acido glutdmicé’.La presencia de
un tercer residuo acido es importante para la actividad de las enzimas, puesto que permite la
orientacion adecuada del sitio activo al formar un puente de hidrégeno con una molécula de

aguazs. Este asunto si discutird a mayor profundidad en el capitulo 3.

1 Evaluacion de la actividad enzimatica

Los ensayos desarrolladopara determinar la actividad catalitica de laglucosil-hidrolasas, se
basanen la cuantificacion directa de los monosacéridos u oligosacéaridos liberados tras la
hidrdlisis o en la cuantificacionde uncompuesto enlazado a un azlcarnue serd liberado por
la hidrélisis enzimatica, esto a través de métodos electroquimicos o colorimétricés. En el
primer caso se determinan los cambios en potenciab de corriente eléctrica, en el medio de
reaccion, tras la oxidacién del carbohidratdiberado por la enzima0. En el otro tipo de ensayos,
se determina la absorbancia de una molécula en la regién dmlpectrovisible, producto de la

hidrdlisis del enlace glicosidice®.

Para la evaluacion de la actividad inhibitoria de los extractos de hojas BeligularisJuss sobre

glucosil-hidrolasas intestinales, se seleccionaron dos modelos ampliamente descritos y
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empleados en diversas investigaiones relacionadas con la bUsqueda de compuestos con

bl OAT AEAI o)e]] OAOADPIT OOEAI AR EOAT OAgnmiladaAOOOAI
pancreética (purificada) empleando como sustrato almidén azak, U 1 A ET EE-AEAE&T
glucosidasa obtenida a partir de un extracto aceténico de intestino de ratay usando el4-

T EOOT MAgluéopirandsido (pNPQ como sustratd2. En la figura 1.2 se presentan las

reacciones involucradas erlos ensayos por lo que una inhibicion de la actividad enzimatica

por parte cualquier compuesto o extracto activp conllevara a una disminucién de la

produccion del colorante medido a través de laabsorbancia a 600 nm y 405 nm
respectivamente

o
@
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Figura 1.2: Reacciones empleadas en bioensayos gkicosil-hidrolasasintestinales. a) hidrélisis del
almidon azul catalizada por laj -amilasa, b) hidrélisis del pNPG catalizada por lg -glucosidasa. Se

presentan las longitudes de onda establecidas para la determinacion de la actividad enzim&iéa



12 Estudio metabdlico de hojas d@assiflora ligularisJuss y su relacién con I
AAOEOEAAA EIT HH AR AlguicoAdasq

1.2 Fitoterapia en el tratamiento de la Dia betes

1.2.1 Drogas con actividad hipoglicemiante

Se estima que aproximadamente 1200 especies entre plantas, algas y hongos se usan en el
tratamiento de la diabetes en la medicina tradicional, siendo el grupde las plantas el
mayoritario 2. En la bibliografia cientifica se encuentran multiplegnvestigacionesque buscan
correlacionar la composicion quimica de una determinada espegi€on Su usO como
hipoglicemiante o antidiabéticos, a cotinuacion, sedescriben algunos de los hallazgosméas

importantes para estas drogas vegetalés

72 Drogas ricas en Cromo: El cromotrivalente es uno de los componentes del factor de
tolerancia a laglucosa El factor de tolerancia se formantre el metal, dos unidades € acido
nicotinico, glicina, &cido glutamico y cisteina. Este complefacilita la unién de la insulina con
su receptor, aumentando la tasa de absorcion de glucosa y aminoacidos jparte delas células
Es por ello que drogas ricas en la forma asimilablele cromo presentan actividad
hipoglicemiante, como las hojas d€haseolus vulgari& y las hojas y frutos del arandano azul

Vaccinum myrtillysL 2.

72 Drogas ricas en polisacéaridos: Los mucilagps son polisacaridos heterogéneogue
modifican las condiciones fisicoquimicas del intestinalebido a su baja o nula digestiGrEstos
biopolimeros forman superficies viscosas sobre el lumen intestinal, disminuyendo la tasa neta
de absorcién de carbohidrabs simples yde algunos lipidog. La consecuencia de lo anterior es
una menor absorcién de os carbohidratos por parte del organisma@lgunos ejemplos de este
tipo de drogas son las semillas dejuar Cyamopsis tetragonolobug la semilla de las algunas

especies del géner®lantago

E Drogas ricas en metabolitos secundarios y péptidos: Las saponinas, triterpenos,

esteroles y flavonoides son grupos de metabolitos secundarios con un gran nuimero de

reportes de actividad hipoglicemiante. Dentro de este grupo es interesante resaltar a las

saponinas derivadas del acidoanodérico, extraidas déd hongoGanoderma lucidungue actian

A TEOGAT AA T AO Ail OI A0 1 DAT AOAUOEBuUkedh deAOT AT OAT A
insulina. Enla especieGymnena sylvestree encontréel péptido gurmarina, compuesto por 35

*Droga: Se denomina asi a las planso sus partes enteras, molidas o pulverizadas (flores, frutos, semillas, tubérculos, cortezas,
etc.) frescas o secas, asi como los jugos, gomas, latex, aceites esenciales o fijos y otros componentes similares, qudesmemp
puras o mezcladas en la elabacion de productos terapéuticos.
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amino&cidos, que interactla con las papilas gustativas disminuyendo su respuesta sensitiva
por glucosa Lo anterior impacta en la ingesta voluntariade alimentos con sabores dulces,
puesto que se no se genera el estimulo al sabor

Algunosflavonoidestambién presentan actividad antidiabética o actividachipoglicemiante, el
mecanismo de acién propuesto radica en sus propiedades antioxidantesn donde se atenda
el dafio tisular que producendiversos procesos inflamatorios relacionados con la resistencia
insulina2. Adicionalmente, se ha encontrado que flavonoides como la isovitexina, vitexina,
orientina, kaempferol, y crisina, entre otros inhiben glucosil-hidrolasas del tracto
gastroinstestinali4. Este hecho fue el antecedente mas importantgue propicié el estudio de

especies deéPassiflorg las cualesson ricas en estos polifenoles

1.2.2 Actividad hipoglicemiante del género Passiflora

La familia Passifloraceae esta conformadg@or 13 géneros,el mas abundante de kos es
Passiflorg que incluye mas de 500 especiedistribuidas en diferentes contnentes, siendo @

el continente americanodonde se encuentraa mayor diversidad de especies El uso medicinal
de especies del génerdassiflorapor parte de comunidades indigenas se ha reportado desde
la épocade la conquista y la colonia. En la actualidad se cuenta con reportes de estadie su
actividad sedativa, antidepresiva, ansiolitica, antiinflamatoria, gastroprotectora,
hipoglicemiante, antimicrobiana, y antioxidant&. Los extractosde especies dé”assifloraque
han sido objeto de estudios de actividad biol6gica, se han obtenido a partir de diferentes
organos de las plantas, siendo las hojas las mas estudiad@s. particular, d uso de estos
extractos sobre d sistema trastornos del nervioso central se encuentra aceptada por
diferentes agencias regulatorias oficiales, y se poseen monografias en algunas farmacopeas

para la evaluacion de su calidad.

Laactividad hipoglicemiante de extractos de plantas de este género se ha evaluado mediante
diversos ensyos tantoin vivo comoin vitro., comola inhibicién de glucosil-hidrolasas, y la
actividad antioxidante enmodelos animales con diabetes inducida32-35. En latabla 1.1 se
resumen algunos reportes dda actividad hipoglicemiante de extractos de especies del género

de acuerdo con el tipo de ensayo.
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Tabla 1.1: Reportes de actividad hipoglicemiante de especies del génerassiflora.

Especie Organo Tipo de Modelo Resultado
estudiado extracto experimental (In
Vivo)
Passiflora Hojas Acuoso Raton NOD (Nor | El grupo tratado con el extracto
alata Curtis obese diabetic) (15g hojas/L agua),presento
menor incidenciade diabetes
es decir menor cantidad de
animales presentaron
concentraciones plasmaticas de
glucosa superiores a 250mg/dL
Tambiénmenor cantidad de
célulasinmunesinfiltradas en
los islotes pancreaticosy
aumentode las concentraciones|
de glutatién en higado y
pancreas, respecto al grupo
diabético34.
Passiflora Hojas Metanoélico Ratén con La administracion del extracto a
incarnata Linn diabetes inducida | una dosis de 200mg/kg de peso
por disminuy® los niveles de
estreptozotocina glucosa en ayunas, glucosa en
orina, triglicéridos, LDL,
colesterol total. Aumento la
tolerancia oral a glucosa y la
regeneracion del tejido
pancreéticd®
Passiflora Hojas Hidro- Ratén con Los ratones tratados con el
nitida Kunth etandlico diabetes inducida extracto presentaron
por aloxano concentraciones de glucosa
inferiores y disminucién del
colesterol total, respecto al
grupo diabético control4
Passiflora Hojas Hidro- Ratas con diabetes| Los niveles séricos de enzimas
foetida etandlico inducida por como la catalasa, glutatién
dextrosa peroxidasa y del antioxidante

acido ascoérbico aumentaron en
los grupos tratados con 3 dosis
diferentes del extractocon
respecto al grupo diabético sin
tratamiento3%
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Passiflora Hojas Acuoso Ratas Laadministraciéon de una dosis
edulisSims normoglicémicas y Unica del extracto de 200
(variedad no con diabetes mg/kg de pesqaumento la
especificada) inducida por tolerancia oral de glucosa en
aloxano ratas normoglicémicas y con
diabetes inducides®
Ensayosin vitro
Especie Organo Tipo de Modelo Resultado
estudiado extracto experimental
Passiflora Hojas Hidro- 1 -amilasa salival El extracto present6 una |6
nitida Kunth etanolico EOI AT-Ah| j ¢o8xymm8op tC
glucosidasa de menor que la acarbosa
intestino de rata jup8umMuB8 [ C]
E1 E E A E A Egutosidada.
%wl Al A AadilasadaAGo
j Wo80o@eMT 80X €C&]
mayor a la determinada para la
AAAOAT OA j ops8w
Passiflora Hojas Metandlico, | J-glucosidasa de La IGo de los extractos en
mollissima en acetato intestino de rata hexano, acetato de etilo,
(variedad no de etiloy en metanol y acarbosa fueron de
especificada) hexano 580.10 + 2.53, 376.34 + 2.15,
329.98 £2.06 y276.03 £ 1.74
tCcri,h OAOBRAA
Passiflora Hojas Acuoso 1-glucosidasa de5S. | El extracto presentd una e de
bogotensis cerevesiae CYuv M o8x tCrTi
AAAOAT OA p v w63
flavonoides C-glicosidados
aislados del extracto
presentaron 1Go en rangos de
pw A ov. {C7

De estos reportes de evaluacion de actividad biolgica recopilad@s preciso sefialar que las

hojas son el 6rgano mas estudiado, y que de ellas se obtienen primtipente extractosde alta

polaridad. Ademas, se cuenta con muy pocos estudios que evallen la actividad biologica de

compuestos puros aislados de este género. Lo anterior, cobra relevancia para el presente

trabajo, puesto que se evidencia un vacio en la ammacion sobre el aislamiento e

identificacion de compuestos bioactivos producidos por especies de Passiflora
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1.2.3 Passiflora ligularis Juss Generalidades farmacolégicas,

botanicas y fitoquimicas.

1 Usos terapéuticos tradicionales, y reportes farmacoldgicos de evaluacion de
actividad biologica de Passiflora ligularis Juss

La Granadilla es una especie que se cultiva con fines alimenticios y econémicos debido al valor

nutricional de su fruto, y a que es altamente apreciada por los consumidores por su excelente

sabor. Estudios de tipo etnofarmacoldgico, como el realizado por Carvajd¢ Pabdnet al.,

muestran algunos usos tradicionales terapéuticos para esta especie basados en los reportes de

los agricultores del Huil&. En latabla 1.2 se resumen los resultados de dicha investigacion.

Tabla 1.2: Usos etnofarmacologcos reportados por agricultores del departamento del Huila

Colombiép.
Clasificacién por érgano o Uso reportado Parte de la planta y forma de
sistema administracién
Desordenes respiratorios, Descongestionante nasal Flor: Aspiracion
toracicos y del mediastino
Para la tos Flor: Infusién
Para la tos de los bebés de tres | Fruto: Jugo
meses eradelante
Gripa Fruto: Jugo
Desodrdenes gastrointestinales | Regula la digestion Fruto (jugo), hoja (infusién),
cogollo o yema terminal
(infusién)
Antidiarréico Hoja (infusién), fruto (zumo sin
semilla), flor (infusién), bejuco
(infusién)
Gastritis Fruto sin semillas
Ulcera Fruto sin semillas
Desordenes del sistema nerviosq Insomnio y tranquilizante Fruto, cogollos (infusion) y flor
(infusién)
Controlar ataques epilépticos Flor: infusion
Desérdenes del tejido Alivia las contusiones Hojas (cataplasma), cogollos
muscoloesquelético y conetivo (infusion y cataplasma)
Desérdenes vasculares Controla la presion arterial Fruto




Capitulo 1 17

Heridas, envenenamiento y Controla los sintomas del Fruto: jugo
complicaciones de guayabo

procedimientos

Desdrdenesendocrinos Crecimiento en los nifios Fruto

Infecciones e infestaciones Papcias (paperas) Hoja: Aplicacion externa

En cuanto a la evaluacién de actividad bioldgica en condiciones de laboratorio controladas
para extractos o fracciones d@assiflora ligulais Juss, se encontraron tres estudios revelantes.
En el primer caso, se evalud la inhibiciébn de la actividad catalitica de daamilasa y a-
glucosidasa por parte de diferentes extractos de la pulpa del fruto liofilizada. El extracto
acetonico presentd elmayor porcentaje de inhibicién para laa-amilasa y a-glucosidasa,
respecto a los extractos en metanol, éter de petréleo y cloroformo. El extracto acetonico a una
AT TAAT OOAAEeéT AA @pamiasgyGd-glucdsidaBabnipardertiajesde 92.56%

y 75.36% respectivamente. Por su parte, la acarbosa a esa misma concentracion inhibié4a
amilasa ya-glucosidasa en porcentajes del 84% y del 79.87%, por lo que el extracto acetdnico
mostrdé una potencia similar a este farmaco. Los autores relacionan est@sultados con los
contenidos de compuestos polifendlicos, los cuales son conocidos por ser inhibidores

naturales de este tipo de enzimds.

Por su parte, Anusooriyaet al.evaluaron el potencial como antidiabético de un extracto acuoso
de la pulpa del fruto en un modeloin vivo de diabetes en rata inducido por estreptozotocina.
Como resultado del estudio, los investigadores establecieron una actividad hipoglicemiante
del extracto acuoso de la pulpa a una dosis de 400 mg/kg, administrada diariamerdurante

un mes, al comparar con el grupo diabético control. Ademas, evidenciaron alteraciones de
pardmetros bioguimicos relacionados con procesos oxidativos presentes en estados
hiperglicémicos y hiperlipidémicos, puesto que el grupo experimental tratadoon el extracto
presentd valores de antioxidantes enzimaticos, no enzimaticos y de peroxidacion lipidica
similares al grupo normoglicémico y estadisticamente diferentes al grupo diabético sin
tratamiento. Por Ultimo, este extracto generd la disminucion deoncentraciones séricas de

colesterol total, triglicéridos y aumento en la cantidad de glicégeno hepéatito

Finalmente, en la tesis de maestria desarrollada por Menenes al. se evidencié actividad

antiinflamatoria del extracto acuoso dehojas deP. ligulaiis, usando el modelo de edema de
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oreja en raton inducido por TPA. Los metabolitos que presentaban mayor actividad fueron la
guercetina-3-O-glucosidoy el ligularosido C, cuyas estructuras se presentan en la siguiente
seccion. La importacia de este reporte radica en la identificacion y elucidacién de compuestos
con actividad antiinflamatoria, los cuales podrian tener un uso potencial como
hipoglicemiantes, dado que los fendmenos inflamatorios son una de las causas de la
hiporeactividad del tejido adiposo hacia la insulina y posterior alteracion del perfil lipidica2.

Los flavonoides encontrados en estos extractos han presentado actividad inhibitoria sobre
glucosil-hidrolasas intestinales ademas cabe resaltar que el kaempfer8-O-glucésido

aumento la secrecion de insulia en islotes de células beta aisladds14.

1 Caracteristic as botanicas y fenolédgicas de la especie

Passiflora ligularisJusses una especie dedubgéneroPassiflora serieTiliaefoliae, cominmente
ATTTAEAA AT I lyorigihateAde faidgibn ahdina del continente americanoSe
caracteriza por ser un arlusto trepador robusto, que se extiende por varios metros a partir del
tallo principal; sus hojas tienen forma acorazonada, son lisas con un tamafio de 6 a 8 cm
aproximadamentess, Su fruto tiene forma esférica y se caracteriza por tener un exocarpio duro,
de color amarillo o naranja con manchas blancas pequefas distribuidas forimemente.
Adicionalmente, posee un mesocarpio blando y un endocarpio membranoso blanco que

alberga gran cantidad de semillas cubiertas por una pulpa transparente y dulee

La caracterizacion fenoldgica dda Granadilla ha sido descrita por Melgarejo et al., es
importante resaltar que los autores declaran que la granadilla presenta superposicion de
estadios vegetativos y reproductivos, agrupados en tres ciclos caracteristicos: ciclo 1, final de
maduracion de los frutos; ciab 2, transicidn de la floracion a la formacion de los frutos y ciclo
3, formacién de nuevas ramasEsto implica que se pueden encontrar diferentes estados
fenolégicos en una misma plantay es por ello por lo que sde clasifica como una especie

semiperenne 40,

De acuerdo a los resultados publicados la granadilla tiene 9 estadios de crecimiento, los cuales
abarcan desde la etapa de germinacion en vivero hasta la etapa de maduracion de frtitos

Estos son:
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1 Estadio de crecimiento 0: Germinacion de la granadilla con una duracién promedio
de 20 dias.

1 Estadio de crecimiento 1: Desarrollo de las hojas y del primer zarcillo. Se presenta en
promedio hasta el da 63 después de la siembra.
Estadio de crecimiento 2: Desarrollo de hojas.
Estadio de crecimiento 3: Ramificacion lateral.

1 Estadio de crecimiento 4: Elongacion del tallo principal.

Los estadios de crecimiento 2, 3 y 4. Tienen una duracion aproximada d@éaias después de

gue se han trasplantado las plantas en estadio de crecimienté?1

 Estadio de crecimiento 5: Aparicion y desarrollo del érgano floral en las ramas
secundarias.
Estadio de crecimiento 6: Floracion.
Estadio de crecimiento 7: Formacion del fruto.

Estadio de crecimiento 8: Maduracion del fruto

Las estructuras florales aparecen aproximadamente a los 340 después del trasplante, a partir
de la aparicion de los botones florales el desarrollo dedgtucho floral y la apertura de las flores
toma un tiempo aproximado de 39 dias y 45 dias para el fin de la floracién (cuajado del fruto).
El fruto es visible 3 dias después de la antesis (cuajado del fruto) y para alcanzar el tamafio
caracteristico tarda ex promedio 42 dias y 92 para la maduraciéi. A continuacién, se

presenta un esquema que ilustra los estadios mencionados anteriormente.

Estadio 3

Figura 1.3: Estadios de crecimiento y ciclos superpuestos durante el cutt dePassiflora ligularisiss.
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1 Caracteristicas agroecologicas del cultivo

Los estudios agroecoldgicos desarrollados par®. ligularis han permitido establecer las
caracteristicas Optimas para el desarrollo de plantas saludableg por lo tanto parcelas
productivas. Dentro de los factores estudiados por Melgarejp colaboradoresse tienen las
precipitaciones, y la luminosidad; relacionados con la brotacion de yemas floralpda
fecundacioén el cuajadq el llenado de los frutos y con la diferenciacion derpnordios florales,
la floracion, la coloracién del fruto por la formacién de azlcares y sintesis de pigmentos,
respectivamente. A continuacion se presentiatabla 1.3 con el resumen delas caracteristicas

agroecoldégicas Optimagara el establecimiento y desarrollo del cultivép.

Tabla 1.3: Demanda agroecoldgica del cultivo de granadillP@ssiflora ligularisJuss) en Colombi.

Factor Rango

Altitud sobre el nivel del mar 1700-2100 msnm
Temperatura 18 a 20°C
Luminosidad 6 horas de brillo solar

Precipitacion

1500-2000 mm/afio

Vientos Menor de 30km por hora
Humedad Relativa 70-80%

pH del suelo 6.0a 65

Topografia Sin relieves y suelos francos

i Composicion quimica de Passiflora ligularis Juss

La composicién quimica déassiflora ligularisJuss ha sido estudiada en diferentes 6rganos de

la planta, siendo el fruto el érgano del que mas se han repaido metabolitos en la literatura

cientifica. Chassagnet al.caracterizaron lasagliconasvolatiles de la fraccién deglicésidos de

la pulpa de la fruta. Dentro de las familias de compuestddentificados se encontraron

alcoholes alifaticos, norisoprenailes y compuestos aromaticos; las estructuras se presentan

en lafigura 14 43. En el caso de compuestos volatiles de la pulpRorto-Figueira et al.

identificaron como compuestos mayoritarios ésteres y alcoholesy en menor proporcion

terpenos, éteresy cetonag“.
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a)

HO OH

Figura 1.4: Estructuras de agliconasdentificadas de la hidrdlisis del extracto acuoso de la pulpaed

P.ligularis a) 3-metil-but-3-en-1-0l, b) 3-oxo-a-ionol y c) salicilato de metilo.

Meneses et al. identificaron los siguientes flavonoides en extractos acuosos de hojas
provenientes de Anolaima (Cundinamaca, Colombia): (-) catequina, kaempferol3-O -
glucésido, quercetin3-O- -glucosido y crisina(figura 1.5) 12. En un estudio de Zuccolotet al.

se evidencia la presencia de una gran cantidad de flavonoides, que no corresponden a los
usualmente encontrados en los maracuyabadea y curubas4s Lo anterior muestra que hay

un vacio en la caracterizacién de los polifenoles de los extractos de hojas de gdilha, lo que

se aboradara en esta tesis

OH

Figura 1.5: Flavonoides encontrados en muestras dénolaima CundinamarcaColombiaa) quercetin-

3-O-glucésido,b) kaempferol-3-O-glucésidoc) (-)-catequina,d) crisinal2.
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Las saponinas son otro grupo de metabolitos identificadoen hojas de esta especie por
Meneseset al. Se aislaron y elucidaron4 saporinas triterpenoidales con ndcleo lanostano
denominados ligularosidos AD. El ligularésido A ya habia sido identificado en otro trabajo de
investigacion del grupo de investigaciot?, actualmente se ha identificado el ligularésido E que
esta en proceso de caracterizacion estructuratomo parte del desarrollo de un trabajo de

investigacion realizado en paralelo.

Figura 1.6: Saponinas asiladas del extracto aoso de hojas déP.ligularis Juss
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1.3 Trabajos desarrollados en la actualidad en la

Universidad Nacional sobre Passiflora ligularis Juss

La tesis de maestria aca presentada hace parte depnoyecto de investigacionfinanciado por
Colciencias, y que tiene amo objetivo caracterizar quimica, farmacolégica y
biofarmacéuticamente los extractos de hojas ddPassiflora ligularisJuss ca miras a establecer
su potencialcomo producto fitoterapéutico indicado como hipoglicemiante En este sentido se
estan desarrollando dos tesis doctorales y dos tesis de maestria (una de ellas es éstap tn
las tesis doctorales pretende establecer los posibles mecanismos de accidnipogliceminate
del extracto, fracciones y compuestobkioactivos mediante diferentesensayosin vivoein vitro
mientras que la tesis de maestria tiene como objetivo principal la caracterizaciéon
biofarmacéutica del extractoEs asi como el planteamiento y ejecucién de todos los trabajos se
retroalimentan a nivel conceptual y metodoldgicoy este trabajo aortara la caracterizacion
guimica de los compuestos mayoritarios de los extractos activogjualmente, se aportara a la
caracterizacién metabolémica de los extractos y su correlacion con el lugar de colecta, y la
actividad enzimatica;asi comola evaluacion de los metabolitos mas activos mediante ensayos

in silicoein vitro contra las enzimas
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1.4 Conclusiones

La diabetes mellitus es una de las patologigsie mayores retos genera a los sistemas de salud,
puesto que posee cifras epidemiolégicas en constanéaimento. Al poseea gran cantidad de
blancos terapéuticosy dada su complejidad fisiopatol6gicase hace necesaria la busqueda de
sustancias bioactivasque ofrezcan alternativas mas eficaces yeguras a las actualmente
disponibles. Las glucosil-hidrolasas son blancosfarmacol6gicosampliamente estudiados ya
gue su inhibicién tiene un impacto directo en el proceso de absorcién de carbohidratos
simples. En este catexto, los productos naturales ofrecen un potenciabrsenal terapéutico
dado la diversidad quimca delos metabolitos, y la evidencia de que son capaces de inhibir
estas enzimas tantdn vitro comoin vivo. Adicionalmente, los productos naturales suelen ser

mejor tolerados por los pacientes lo que mejora su adherencia al tratamiento.

El géneroPasdflora es un grupo de plantas promisorio para la busqueda de este tipo de
inhibidores, dado que existendiferentes reportes relacionados con la actividadle extractos
obtenidos principalmente de las hojasen modelos experimentaleg vivoein vitro de diabetes
Sin embargo, la informacion referente al aislamiento y elucidacion estructural de dichos
inhibidores es limitada y se hace necesarics estudios que complementen dichos hallazgos, de

forma que se genere mayor evidencia que soporte la aplicacion a@éutica de este género.

La revision bibliografica permitié establecer el potencial de la especRassiflora ligularisJuss
(Granadilla) como fuente de este tipo de inhibidoresya que se ha evidenciado la actividad
biolégica de extractos obenidos de lapulpa del fruto en modelos de diabetes€Es importante
mencionar que la mayoria de los polifenoles de hojas de granadilla ain no se han identificado;
no obstante sise hanidentificado algunoscompuestos polifenélicosen sus hojas comctividad
inhibitoria en modelos deglucosil-hidrolasasintestinales. Lo anterior denota la necesidad de
caracterizar todos los compuestos polifenélicos mayoritarios del extracto polar de las hojas de
granadilla, el cual es activo como inhibidor delucosil-hidrolasas, asi cono identificar los
compuestos responsables de esta actividad. Finalmente, se requiedeterminar si hay
variaciones en el perfil metabdlico de plantas desarrolladas en diferentesondiciones de
cultivo, y si estas variaciones tienerimpactoen la actividad holdgica. la identificacion

caracterizaciéon de estos metabolitopodria impactar en el uso dado a las hojas de Granadilla,
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las cuales son desechadas como subproducto de cultiwopueden ser fuente de compuestos

con valor agregado para los campesinos culadores.
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2.Capitulo 2: Perfil metabdlico de hojas de

Passiflora ligularis Juss y su relacion con la

AAOEOEAAA EI EEAEOI OEA
Al EI A @hlcosidasa.
2A001 Al
Extractos de plantas del géner®assiflorahan mostrado actividad inhibitoria frente a glucos
hidrolasas, enzimas claves en el proceso de digestibn deleares que son blancos
terapéuticos para el tratamiento de la diabetes. Estos extractos han sido obtenidos
principalmente de hojas, y son de polaridad alta a media, presentando una composicion
metabdlica diversa, y en general son ricos en saponinas, ymquuestos polifendlicos entre
otros. Dentro de este génerd?assiflora ligularisluss o Granadilla, es una especie ampliamente
cultivada en el territorio nacional dada la importancia econdémica de su frut&in embargo, &
informacién quimica disponible se entra en el fruto y no en las hojas, pese a su gran potencial.
Por lo anterior en este trabajo nos propusimos estudiar quimicamente las hojas de este cultivo

y valorar estos extractos en cuanto a su potencial para inhibir enzimas involucradas en la

digestion de azucares.

El perfilado metabdlico de los extractos polares de hojas de granadilla, mediante Ri¥H\y
HPLCMS/MS, permitié la identificacion de un total de29 compuestos, 5 de los cuales
corresponden a aminoacidos, 2 a carbohidratos, 4 a acidos orgéms, 3 a compuestos
miscelaneos, 1 saponina y 14 compuestos polifenélicagrincipalmente flavonoides del tipo
O-glicosido con nucleos quercetina, kaempferol y crisina. Asi mismo, se evalud la capacidad de
inhibir la actividad enzimatica deun total de 167 extractos obtenidos a partir de 25mg de hojas
secas y 1 mL de una mezcla Metanol: Buffer fosfatos pH 6.0 90mM (1d39tas hojas fueron

obtenidas de 8 parcelas de cultivo ubicados en 3 municipios productores y almacenadas bajo

Oi
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dos condiciones de almacenaranto: refrigeracion a -78°C y a temperatura ambiente. La
AOGAT OAAEeT AA 1T A AAOGEOEAAA Al Umhibsh pakdeati®eA EEUT  AC
b1 OA E T -dlucdsiddsapregente en el extracto de intestino de rata. En cuanto a la inhibicion

A A JarAilasa los porcentajes de inhibicion variaron entre el 5 y®%, mientras que para la

Dadas las variaciones en la actividad bioldgica, se emple6 un estudio metabolémico por RMN
1H, con el fin de eviénciar cambios en los perfiles metabdlicos de los 167 extractos estudiados,
usando la mezcla MP(MeOHd.: Buffer fosfatos pH 6.0 90mM en ED) como solvente de
extraccion. Mediante un andlisis de componentes principales se identificé que la diferenciacion
de las muestras se debe principalmente a la condicién de almacenamiento de las hojas y en
menor medida a la ubicacién y edad del cultivo. Un andlisis por ORPD8 permitié establecer
gue las variables responsables de esta diferenciacion son aquellas relagdas con
desplazamientos quimicos caracteristicos de monosacaridos, siendo el grupo de las muestras

almacenadas bajo refrigeracion aquellas con mayor concentracion de estos compuestos.

Respecto a la relacién de las variaciones en el perfil metabdlico dos cambios en la actividad
inhibitoria frente a las dos enzimas de interés, se seleccionaron muestras con valores extremos
de porcentaje de inhibicion, evitando el uso de extractos con valores intermedios puesto que
la mayoria de los extractos presentaporcentajes de inhibicion homogéneos. En el analisis por
OPLSDA fueron incluidas un total de 38 muestras con porcentajes de inhibicion menores a 10
U T AUl OAO Al o mb-glizdsiodsa yArB muksirds icon fofcentajls de inhibicion
menores al 40U OODPAOET OAO Al -amjias® Semdedtificd fue s variableg
asociadas a las muestras mas activas corresponden a desplazamientos quimicos
caracteristicos de compuestos como saponinas, aminoacidos y polifenglpsr lo que estas

sustancias seasociancon la inhibicion de las enzimas.
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2.1 Introduccion

El uso de plantas como alternativa terapéutica esta ampliamente difundido, y aceptado, en
nuestra sociedad. No obstante, falta mucha informacién que demuestre que este uso es seguro
y efectivo, asi la validacion del uso de las plantas es requerida. Este proceso abarca una gran
cantidad de estudios, que buscan soportar la eficacia y seguridad de las preparaciones
tradicionales y de los productos fitoterapéuticos. Dentro de estos estudios, la caracterizacion
guimica, farmacoldgica y toxicolégica del material vegetal y sus componentes bioactivos son
pasos chves, que proporcionan la informacion basica para las etapas posteriores que incluyen
la caracterizacion biofarmacéutica, farmacocinética y tecnolégica de los extractos. Estas
caracterizaciones convergen en la obtencion de productos fitoterapéuticos estamizados que

aumentan el acceso a terapias a un mayor grupo de pacierttes

La metabolémica es una de la ciencias émicas que busca ellamacualitativo y cuantitativo

de los metabdlitos de un tejido u organismo, mediante la convergencia de técnicas analiticas
de amplio rango de deteccion, y el analisis estadistico multivariado (MVDADado que se
busca reducir el fraccionamiento y la purificacion de compuestos, con el fin de mejorar la
reproducibilidad de la extraccién ypor ende del MVDA, la identificacion de los metabolitos se
hace dificil y requiere del proceso de dereplicacién Dentro de las técnicas analiticas
comunmente usadas se encuentra la HPHUES y el RMN, esta Ultima se caracteriza por una
mayor reproducibilidad y mayor rango de deteccion, pero menor sensilidlad3. Los estudios
metabolémicos se dividen en dirigidostargeted) y no dirigidos (untargeted), en el primer caso

se estudian metabolitos con caracteristicas fisicoquimicas o funcionales definidas, mientras
gue en segundo caso se estudia un amplio rango de metabolioA su vez, cada uno de estos
tipos de estudios metaboldmicos emplean diferentes técnicasedMVDA que permite
evidenciar la variabilidad de las diferentes observaciones con base en el conjunto de datos
medido, o al efecto de estos sobre una variable respuesta, de ahi la clasificacion en métodos no
supervisados o supervisados, respectivamente. BICA es representativo del primer grupo, y
el PLS y OPLS ejemplos el segundo grépdestas herramientas estadisticas periten
correlacionar diferentes variables con la produccion metabdlica, por lo que se pueden explorar

los factores que impactan la expresion metabdlica de las plantds sean bidticos como
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abiodticos’ (eje. Locacion geogréfica, radiacion solar, fitgpologias etc); o identificar los
compuestos que se relacionan con la actividad biolégica medida para el extracto

En este capitulo se buscé identificar cuales compuestos presentes en el extracto polar de hojas

de Passiflora ligularis Juss, provenientes de 3 sitios de cultivo y con dos metodos de
almacenamiento, sonlosre® 1 T OAAT AO AA 1T A AAOEOEAA/ZmiBdaEEAEOI OEA
U -glucosidasa. Para esto, se realiz6 un perfilado metabolico no dirigido de los extractos

polares mediante RMN!H, el cual se correlaciond con la actividad inhibitoria mediante

herramientas de MVDA. Finalmente, para la caracterizacion quimica de los compuestos

polifendlicos se empled un analisis por UHPLRIS y RMN.

¢c8¢c 2A001I OAAT O U AEOAOOEZ®I

La granadilla,Passiflora ligularisJuss éweet grandillg, es altamente demandada por sus frutos
con excelentes propiedades organolépticas, por esta razén se tienen cultivos de ella a escala
mediana para su comercializacion en la region andina colombiana. La industria de alimentos

demanda las frutas, mientras las hojas son desechadas y no encuentralicagion mas alla del

compostaje. En esta tesis se busca valorizar este subproducto del cultivo de la grandilla.

Las hojas dePassiflora ligularisJuss fueron recolectadas en dos de los departamentos de mayor
producciéon de este cultivo: Cundinamarca (dosnunicipios Anolaima y Junin) y Huila
(Algeciras), con el fin de caracterizar estas hojas e identificar los compuestos que ellas
producens. Los cultivos muestreados presentaban diferentes estadios de desarrollo
fenolégico, principalmente con diferente grado de maduracion del fruto, presencia o ausencia
de flores, entre otros figura 2.1a). Es importante mencionar que los cultivos de granadilla
presentan estadios de desarrollo superpuestos, edecir, diferentes etapas de formacion de
flor, fruto y hojas superpuestas. Tampoco habia uniformidad en la edad de cultivo, que varié
entre 1, 2, 4 y 7 afios. En kabla 2.1, se detallan los datos de la recoleccion, tales comanm
ubicacién, época de colecta, altura sobre el nivel del mar, edad del cultivo, y el principal estado

fenoldgico; este Gltimo con base a la escala establecida por Melgare@k.

Las hojas se cortaron con jieras y se guardaron en bolsas plasticas individuales. Estas fueron

tratadas de dos maneras diferentes: una mitad fue congelada inmediatamente después de ser
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cortada de la planta {196°C en nitrogeno liquido, codificadas como R), almacenadas/&°C y

posteriormente liofilizadas; mientras la otra mitad fue secada a temperatura ambiente

(codificada como A), con el fin de comparar el efecto del almacenamiento en la actividad

biol6gica y la composicién quimicala distribucion de los grupos se esquematiza en figura

2.1b.

Tabla 2.1: Datos de cultivos dePassiflora ligularisluss muestreados.

ESTADO
cODIGO UBICACION ALTITUD EPOCA DE EDAD DEL FENOLOGICO
ASIGNADO M.S.NNM  COLETA CULTIVO MAYORITARIOY
DESCRIPCION
C1 Anolaima 1850 Enero 4 afios 89
(Vereda Latitud: 2018 Frutos en madurez
Caprea) TJum8mp plena
Cc2 Anolaima Longitud: 1850 Enero 2 afios 76
(Vereda XTJCwd8¢ 2018 Fruto inmaduro con
Caprea) tamafio final
H1 Algeciras 1900 Febrero 7 afios 82
(Vereda el 2018 Fruto en proceso de
paraiso) maduracion 40% de
su coloracion
alcanzada
H2 Algeciras 1900 Febrero 2 afios 76
(Vereda el Latitud: 2° 31’ 2018 Fruto inmaduro con
paraiso) 59.99" N tamafio final
Longitud: -75°
H3 Algeciras 18'60.00" O 1900 Febrero 4 afios 60
(Vereda el 2018 Flores abiertas
paraiso)
H4 Algeciras 1900 Febrero 1 afo 70
(Vereda el 2018 Frutos cuajados
paraiso)
J1 Junin 2000 Julio 2018 1 afio 76
(Veredael Latitud:t J 1 Fruto inmaduro con
valle) ¢18 . tamafio final
J2 Junin Longitud: 73° 2000 Julio 2018 1 afo 76
(Vereda el cowae 1T Fruto inmaduro con
valle) tamafio final
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CONDICION DE
. ALMACENAMIENTO
UBICACION PARCELA DE ‘
DEL CULTIVO CULTIVO R: Almacenamiento en

refrigeracién a -76°C
A: Almacenamiento a
temperatura ambiente
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Figura 2.1: a) Cultivos dePassiflora ligularisiuss muesteados. Cédigos asignados con base a la ubicacion (C, H, J) y nimero de pared)aCharcelas
ubicadas en el municipio de AnolaimaCundinamarca,Jparcelas ubicadas en el municipio de Juni@undinmarca y H parcelas ubicadas en el municipio
de AlgecirasHuila. b) Resumen gréfico de la distribucion de las muestras de hojas Egigularis en los grupos experimentales de acuerdo con la ubicacion

del cultivo y la condicion de almacenamiento
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2.2.1 Perfilado metabdlico ( fingerprinting ) de hojas de Passiflora

ligularis Juss.

Con el fin de obtener perfil metabdlico para cada una de las muestras, se registré el espectro
de RMN!H en MD6 para cada muestra previamente secada. Este solvente fue seleccionado
porgue se obtienen extractos sin polimeros y con compues de diferente polaridad; asi
mismo, el control del pH los hace mas reproducibles, comprables entre si y con los datos de la
literatura 0. El estudio de los espectros mostré que hay sefiales atribuibles a aminoacidos,
carbohidratos, acidos organicos, polialcoholes, polifenoles, y saponinas entre otros
(miscelaneos) figura 2.2). Asi mismo, se observan diferencias en el espectro registrado para

muestras mantenidas enrefrigeracion (almacenadasa -76°C) y las secadas a temperatura

ambiente (figura 2.2).

I—\I—‘\!—\!—\
30

o AWMM%WQMMM_)MMMM W

T . T T T T T . T T
7 6 5 4 3 [ppm]

Figura 2.2: Espectros de RMNH (MD6, 400 MHz)de extractos de hojasPassiflora ligularis Juss,
codificados de acuerdo a la ubicacién del cultivo (C, H, J), al nUmero de parceld)(la la condicién de
almacenamiento de las hojas (A: almacenadas a temperatura ambiente, R: almacenadas bajo
refrigeracion a-76°C) y al numero de la muestra (L0). Los espectros azul y verde corresponden a dos
muestras provenientes de diferente municipio y almacenadas bajo refrigeracion (J1IR3 y C1R4). Los
espectros en rojo y naranja corresponden a dos muestras recolectadas la mismaparcela, pero

almacenadas bajo diferentes condiciones (H1R2 y H1A3).
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Para la identificacién de los compuestos presentes en los extractos se hizo su estudio
espectroscopico, y luego se compararolas sefiales del espectro con las recopiladas ¢as

librerias copiladas en Chenomée®, incluyendo la biblioteca delLeiden Natural Products

Laboratory. Este proceso permitio la identificacion de 5 amino&cidos, 3 carbohidratos, 1

polialcohol, 3 &cidos organicos, 2 compuestos miscelaneos, 1 flavonoideapaninas tabla

2208 , A AT 1 £ZEOiI AAEeT AA AOOAO EAAT OEmssRAAEDO AO OA
en los espectros bidimensionales COSM-1H y HMBC (anexd\, figura S2.1y figura S2.9. Los

datos espectroscopicos para los compuestos identificados se encuentran detallados eialda
2.2. Muchos de los metabolitos primarios aca identificados corresponden con lo reportado por

Naranjo et al.11 en su tesis de doctorado sobre el subgénefiacsoniade Passiflora

Los espectros de algunas muestras seleccionadas, compilados erfidara 2.2, presentan
seflales de alta intensidad en la region de hidrégenos darbohidratos (3.5-5.5 ppm), sefiales

de menor intensidad en la regién aromatica (8 ppm), y de saponinas (0.78..25). Es de
resaltar que los espectros contienen diferencias en las dos primeras regiones, aspecto que
confirma la variabilidad en la expresionmetabdlica de las muestras, sin embargo, también se
observan regiones altamente conservadas como la que comprende sefiales entre 0.75 y 1.25

ppm, atribuibles a las saponinas.

A manera de ejemplo se muestra la elucidacion estructural del flavonide crisina4), el cual

se logré identificar a través de sefiales caracteristicas de un nucleo tipo flavona en el espectro

de RMNZ:H y correlaciones en los espectros COSYHHy HMBC. En particular, se encontraron

las sefales caracteristicas del anillo B no sustituidopmo la sefial para los hidrogenos en las
posiciones H¢ 8 -@8 dg 8.0, dd, - 8.0 Hz, 1.6 Hz), los cuales presentan constantes de
acoplamiento con valores caracteristicos de acoplamientos tiporto y meta entre estos
hidrégenos y los hidrégenos enas posiciones Ho & -0 8 (U8 { OAOD AladdiaiAi AT OA
7.60 (m) integra para un total de 3 hidrégenos y se atribuye a los hidrégenos del anillo B en las
posicionesHo 8 it 8 (-wWd & %l Al AAOT AA 1 A0 OAdAl AR AAT AT EI
caracteristicas de hidr6genos en las posiciones-61(d+6.51, d,J;2.0 Hz) y H8 (d+6.27, d, J=

2.0 Hz); los valores de constante de acoplamiento confirman el acoplamiento tipweta entre

dichos hidrégenos, y sus valores de desplazamiento sugierenegse encuentran entre grupos

donores de electrones. Finalmente, la sefidh 6.75(s), permitié confirmar la presencia de un
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compuesto de tipo flavona, ya que este desplazamiento es caracteristico para el hidrégeno en
la posicion 3 del anillo C. Es de resalt que las correlaciones encontradas en los espectros
bidimensionales (COSY y HMBC) proporcionaron evidencia adicional para la identificacion de
este compuesto en mezcla, como la correlacion entre las sefialés7.60 ydy 8.00, entre los
hidrogenos del anillo B, y la correlacion entre la sefialdy 6.75 yd: 179.5, correspondiente al

hidrogeno olefiinico H3 del anillo C y el carbonilo €.

La identificacion en mezcla de la presencia de saponinas tipo ligularésidos, previamente
identificadas en nuestro gupo de investigaciort?, se hizo nediante las correlaciones en HMBC.
Asi, la sefial del metilo &19 (du 0,99) correlaciona con los carbonos CH(d: 36.4), CH5 (dc
51.1) y G9 (d. 134.5), éste ultimo de caracter olefinico y caracteristico de la instauracion del
nacleo 3910, De igual manera, la sefial del metilo #29 (dv 0.90) con los carbonos CFB (d.
88.5), G4 (d:39.2), CH5 (d:51.1) y CH-28 (d.27.0); y del metilo desplazado a campo bajosH
26 (d42.03) con el carboxilo €31 (d:173.4) de la) -lactona de la cadea lateral reportada para

el ligularésido C, lo que explica su desplazamiento. Adicionalmente, se observan correlaciones
en COSY entre si de las sefiales diasterotopicos delHdy 1.20 y 1.76), y la de uno de los
protones de H-2 (d41.72), que a su vez aoelaciona con la sefiala del protén carbindlico FB8
(du 3.19). Estos datos fueron contrastados con la informacion reportada por Menesetsal. 12

y se pudo evidenciar la presencia del ligularésido C. Por otra parte, no se identificaron
correlaciones de sefiales para la cadena lateral de latsas saponinas reportadas (ligularésido
Ay B), pero esto puede ser un efecto de concentracion. Analisis previos por HHELSD habian

mostrado la presencia de al menos tres saponinas en los extractos provenientes de Anolaima

(figura 2.3).



Capitulo 2 40

Tabla2.2:$ AODI AUAIT EAT GenGnetBindHdsKB.RA,; €D DxO 3 pH 6.0) y constantes de acoplamientden Hz) de los metabolitos identificados

en hojas deP. ligularis.Se incluyen datos de los espectros bidimensionales (COSY y HMBC).

Sefiales
Cross-peaks en

Tipo de caracteristicas en el espectros 2D Estructura Referencia
compuesto espectro *H RMN i DDI q
1i PDiI®z)U 14
0
. L, 1.48 (H3,d,J=7.2 H2) COSsY
Alanina (1) Aminoacido 3.78 (H2, m) P BT W3M > f HMDB
H,N OH
COSsY 9 o
2.04 (H2a, m) 112.04/112.40
Acido glutamico 2.12 (H-2b, m) 112.12/112.40 HO OH
Aminoacido . ’ 112.04/ 11 3.70 HMDB
@) 2.40 (H3, m) 112.12/ 113.70
3.70 (H1, m) IVMBC NH,
112.4071¢c180.6
(o] (0]
COSsY
2.13 (H3, m) 1He 8P ggg?
Glutamina(3)  Aminoéacido 2.46 (H4, m) 1R HI\/FI)BC 01 HN oHt HMDB
3.69 (H1, m) L ( C BopABT R,
1 ( ¢ &li@x
COosyY
Prolina (4) Aminoacido ig? gmg 1HP 8 WAZ35) Q_(OH HMDB
’ 1HG 8 0 w07 H
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Sefiales
. C Cross-peaks en
Tipo de caracteristicas en el ;
espectros 2D Estructura Referencia
compuesto espectro *H RMN i DDI q
1| PDII@)U v
[9)
COSsY
_ L 7.19 (m) 1HX 8 p WE85 OH
Tirosina (5) Aminoacido 6.85 (d,1%8.3 H2) HMBC 1 HMDB
14X 8 p @IB8.6) Ho
COSsY
o 1HL 8 p W47
518 (Hp | J¥3.8Hz) nuT 8 U W20
Glucosa(6) Carbohidrato 4.58 (Hp [ J¥ 7.8\Hiz) HMBC HMDB
3.87 (dd, x 12, 2.1) 1HUL 8 p G7A.6 )
1HO 8T ¢7B.1)
140 8 ¢ B96.1)
HMBC D
5.40 (H1, d,J=3.6 Hz) MU BT T 3 ko “\]
Sacarosg7)  Carbohidrato 4.15 (Hu ef=88Hz) wu 8T 7T 1 A "7y S\ HMDB

4.02 (t,J= 8.2 Hz)

160
1/

1Ho8upT
IHT 8pUu ¥
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Sefales
. - Cross-peaks en
Tipo de caracteristicas en el .
espectros 2D Estructura Referencia
compuesto espectro 1'H RMI\! i DI q
1 PP ii@z)U 14
OH
COSsY H
1HO 8 ¢ @361 HO, ~ OH
1HO 8 @ pF46)
4.02 (H-2,_m) 140 8 T @02
3.61 (H4/6, t, J= 9.6 Hz) HMBC
Myo-inositol (8)  Polialcohol  3.46 (H-1/3, dd, J= 10, o HMDB
1HO 8 ¢ 66B ) W
2.9 Hz) 11O 8 C OTR.5 1 HO OH
3.23 (H5, 1,J= 9.3 HZ) 140 8 ¢ p7BE 1
1HO 8 @ pTL.4 Y OH
1HT 8T ¢/
CxBY
112.31/7111.89
1+ 1.89/ 113.00 0
) 1.89 (H3, m) HMBC
GABA(9) Acido organico  2.31 (H-2,1,J=7.2) 1H2.31/71c180.5 H,N HMDB
3.01 (H4,tlike,J=7.2)  1n2.31/7¢39.1 OH
1H2.31/1¢23.3
111.89/1¢39.1
113.01/1¢23.3
o) OH
COSsY
1HG 8 U @71y HO
o . .. 253 (H2a,dJ=16.0)
Acido citrico (10) Acido organico 2.71 (H2b, d.J= 16.0) HMBC HO HMDB

1HG 8 X pIN7.4 o)
1HG 8 X p1B0.] HO e}
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Sefiales
. . Cross-peaks en
Tipo de caracteristicas en el ;
espectros 2D Estructura Referencia
compuesto espectro *H RMN i DDI q
1i PDiI®z)U 11
o)
o
- (. 1.34(H3,d,E7.2Hz) cosy o
Lactato(11)  Acido organico 4.06 (H2, m) 1Hp 8 0 HAO6 ] HMDB
OH
COSsY
3.22(N-CH, s) 110 8 U AXO03) ’/
Colina(12 Miscelaneo 3.50 (H1, m HMBC N HMDB
(12) ( ) HO/\/®\
4.03 (H-2, m) 1HO 8 ¢ €9B.8
1HO 8 ¢ €6F.3
_ _ 3.05 (m) cosy
Putrescina(13)  Miscelaneo HMDB
1.77 (m) 1HO 8 MU I77)
COSsY
Compuesto 6.51 (H6, d,J2.0 Hz); 1HX 8 @ A001
Crisina (14 = Meneseset alt2
(19 fendlico  6.75(H3,s), 7.60 (Ho 0 HMBC
Htdwdh 1 QR | psnam2y
0.90 (Hs-29, s); 0.99 (K- COSY
_ » 19, s); 1.20 (H1, m); 1.7€ 11 1.20/ 11 1.72
Ligularésido C )
(15) Saponina  (H-1,m), 1.83 (H-27,s); 1+1.20/111.76 Meneseset ali2
2.03 (Hs-26, s); 3.19 (H3, 1+11.72/ 1k 3.19
m) HMBC
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Sefiales
Tipo de caracteristicas en el
compuesto espectro 'H RMN
1§ bpPii@n)U

Cross-peaks en
espectros 2D Estructura
11 DI Q

Referencia

110.90/1c27.0
110.90/1¢39.2
110.90/1c51.1
1+0.90/ 1c88.5
110.99/1c36.4
110.99/1c51.4
110.99/1¢c134.5
1HG 8 TeW3.4
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En relacién a la actividad biol6gica repodda en la bibliografia para los compuestos
identificados, se encontrd que los metabolitos primarios cumplen funciones como unidades
bésicas para la biosintesis de metabolitos especializados, entre estos metabolitos se
identificaron aminoacidos, carbohidrabs y compuestos miscelaneos como la colina y el mio
inositol3148 %1 A1 AAOT AA 110 UAEAT O 1 0c¢UT EAT Oh
aminobutirico o GABA como neurotransmisor responsable de la activacién de vias
neurolégicas inhibitorias en el sistema nervioso de mamiferos; la unién de este acido a sus
receptores conlleva a efectos ansioliticos y anticonvulsivantes; no obstante, su baja
disponibilidad y permeabilidad en la barrera hematoencefalica sugiere que esta actividad

biologica no sera observada en extractos ricos en este compuesto

Por otro lado se encontr6 que dos compuestos, crisind4) y ligularésido C (L5), poseen
reportes relacionados con actividad antioxidante y @tiinflamatoria, respectivamentet2.16, La
crisina es un compuesto polifendlico ampliamente estudiampor su capacidad antioxidante;

se ha establecido la relacion entre esta caracteristican la proteccion de diferentes tejidos
expuestos a fuentes de estrés oxidativo. De esta forma, se ha determinado su papel como
cardio, neuro, nefro y hepatoprotectorempleando variedad de modelosn vivo e in vitro e
inclusive se ha determinado en ciertos modelos celulares que este compuesto inhibe a factores
de transcripcion activados por procesos redo®l?. Respecto al ligularésido C, soélo se
encuertra reportado su actividad antiinflamatoria en un modelo de edema en oreja de raton
inducido por TPA, como se describi6 en la seccién 1.222Lo anterior, podria estar relacionado
con algunos de los usos terapéuticos de la especie empleados tradicionalmente, tales como el
uso de las hoja para aliviar contusiones o heridas, ya que gran parte de los procesos
biogquimicos desencadenados por un evento inflamatorio se encuentran mediados por

procesos redoxs,

1 Identificacion de flavonoides

Dada la complejidad de sefiales en RMN para la zona aromatica, la derepi@adirecta de los
flavonoides por esta técnica no fue posible. De hecho, tan sélo la crisina pudo ser identificada
como se consigna en lgabla 2.2 La complejidad en la composicién de flavonoides de los
extractos polares (Metaml: buffer KH.PQ pH 6.0 1:1) se evidencié en los cromatogramas
obtenidos por HPLEDAD-ELSD que se muestran en fagura 2.3. Es importante sefalar que el

cromatograma obtenido por HPLEELSD permitié establecer que los compuess mayoritarios

o)
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de estos extractos son las saponinas, los flavonoides se encuentran en una proporciéon mucho
menor como se muestra en el cromatograma ELSD defigura 2.3.Lo anterior dado que el
detector ELSD es universal, y sponde a la cantidad de muestra analizada, por lo que se espera
gue la respuesta sea directamente proporcional a la cantidad de analito dentro de un rango de
concentracion determinadd?. La sefial para los flavonoides en ELSD es pequefia por lo que se
infiere que su concentracién es mucho menor que la de las saponinfig(ra 2.3). De dro lado,
cuando el andlisis se hizo con el detector DADJura 2.4) se evidencio la presencia de una gran
diversidad de flavonoides (4, 16-28), puesto que los espectros de absorcion de los picos
presentaron diferentes bandasde absorcién, como el caso de espectros con dos bandas de
igual intensidad en las regiones entre 26@280nm y 340-370nm, caracteristicas de flavonoides
tipo flavonol y flavonas glicosiladas tales como quercetina, kaempferol, isoramnetina, y sus
derivados, mientras que otros espectros presentaron una banda muy intensa entre 2&¥0

nm caracteristica de compuestos tipo flavonas con menor cantidad de hidroxilaciones como
crisina y derivadog°. Con este detector las saponinas no se observan ya que ellas no absorben
es esta region del UVfigura 2.4).

=21 - Cuantificacién vit y cris extracios Passifloras UHPLC #122 Signal_1
70—-2 - Cuantificacidn vil y cris extracios Passifloras UHPLC #122 U WIS 1
ALl WL 340 nm

50

38—

||' | |
e | ﬁ

LM | | |
o) ! . A '.lll'- W Iw"m-....-«....--*

PP | laalsl
-30 T T T T T T
[} 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0 12.0 14.0 16.0

Figura 2.3: Cromatograma a 340 nm (linea azul) y ELSD (linea negra) de un extto de
Pasiflora ligularis.Se observa que los compuestos mayoritarios del extracto no corresponden

a flavonoides.
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-1 - metabolomica #17 C1RS uv_vis_1
306:112 - metabolomica #17 C1R5 UvV_VIS_3
JmAU WWVL:340 nm
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Figura 2.4: Cromatogramas a 267 nm (linea azul) y 340 nm (linea negra) de la muestra C1R5,
recolectada en Anolaima y preservada por refgieracion. Se observa la presencia de una gran cantidad
de polifenoles (4, 16-28).

Para la identificacién de los compuestos fendlicos se hizo un fraccionamiento grueso, y a las
fracciones obtenidas se les analizé por RMN y espectrometria de masas. Asidentificaron

los compuestos mayoritarios, en algunos casos no hubo necesidad de purificaciones
posteriores porque se contaba con patrones, en otras si se requirié proceso de purificacion
adicional para los ensayos de actividad bioldgica (capitulo 3). @ontinuacion, se describen

brevemente estos procesos.

Como se evidencio en el analisis por RMN, los extractos contenian una gran cantidad de
compuestos altamente polares, como azucares, acidos organicos y aminoacidos. Para
removerlos, los extractos polare fueron resuspendidos en agua y tratados con una resina
XAD2™, Posteriormente, la fraccion retenida en XAR™ fue eluida con metanol, y extracto
obtenido fue fraccionado por cromatografia de exclusion de tamafio haciendo uso de la resina

SephadexM LH20. Las saponinas eluyeron en las primeras fracciones (fF4), a juzgar por las
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sefiales en ELSD y la ausencia de sefiales en DA@uia 2.58); mientras los flavonoides
eluyeron en las fracciones finales (Fb17), dada la presenciale picos en los cromatogramas
a 340 nm en DADf{gura 2.5b). Por otro lado, ya que en ELSD no se deteaarestos picos de
flavonoides se puede decir que ellos son poco abundantes. Finalment® aislaron
cromatograficamente I compuestos mas abundantes de lextractos, yalgunos compuestos
minoritarios, y se registraron los espectros de RMNH en DMSOds o MeOH d4, para
compararlos con los datos reportados en la literaturaLa elucidacion estructural de las
saponinas fue reakada en un trabajo previo del grupo de investigacién, por lo que en éste sé6lo
se compararon espectro¥. Las saponinagueron reaisladas para su uso etos bioensayos del

capitulo 3. Los flavonoideslebieron ser aislados y caracterizados en este trabajo.

-1 - Chequeo fracciones Sephadex #17 Sephadex 2 Frac § Signal_1
<1 - Chequeo fracciones Sephadex #35 Sephad 2-F4, Cartucho 80:10 Signal_1 <72 - Chequeo fracclones Sephadex #17 Sephadex 2 Frac § W VIS 1
452 Cheueo fracciones Sephadex#495 __ Sephad 2-F4, Cartucho 80.10 UV VIS 1 67 ﬁ’ﬁw
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Figura 2.5: Cromatogramas a340nm (linea azul) y ELSD (linea negra) de las fraccionasF4 rica en

saponinas, y sin presencia de flavonoides;b) F5 rico en flavonoides, y sin presencia de saponinas

En el cromatograma presentado en lfigura 24 se ob%rva la presencia de 14 compuestos
polifendlicos (14, 16-28), siendo 4 de ellos mayoritarios que corresponden®,16,19 y 28.

La identificacion de los flavonoides se hizo mediante el estudio de los datos de UV y MS/MS
obtenidos, dadas las rupturas caraeristicas de este tipo de compuest@s. Asi mismo, se hizo

la comparacion de los valoresden/zT AOAT EAT O U  Jadcdd lo$rédportaddd ed laA A

literatura 23-28, En algunos casos se hicieron coinyecciones con los estdndares disponibles en el
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laboratorio. Para los analisis por HPL®IS y HPLEMS/MS se selecciond el modo de ionizacion
negativo y positivo, puesto que el pmero mejora la sensibilidad de la deteccién de los
flavonoides dada la presencia de los hidroxilos fendlicesy el segundo modo permite la
identificacion de otro tipo de compuestos como saponinas. De esta manera se identificaron los
compuestos listados en laabla 2.3 En algunos casos para un solo pico de HRDBD se
identifico la presencia de mas de un compuesto, los cuales #eAT OE AEAAOT 1T ATl

adicional, ej compuestdl7a.

0

I
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Tabla 2.3: Compuestos fendlicos identificados en las hojas @ ligularismediante el andlisis de los datos de HPE@S/MS y RMNH.

Datos Férmula

No tret (Min M-H]- }max (NmM Datos de RMNDMSO Identificacion Referencia
(min) [ ] MS/MS (nm) molecular d6 0 MD6*(m, JH2)
16* 2.1a 289.0738 245(79), 273.6 Ci5H1406 6.87(H¢6h AR ¢ (-)-Catequina HMBD:
203(5.2), 679(Hv6h Ah y Hyeet als,
151(42), 674Heb6 R 1 Q
137(64), 6.02 (H8, d, 2.2)
109(100), 5.93 (H-6, d, 2.2)
97(20) 457 (H2,d, 7.9)
4.12 (H-3, m);
2.84 (H4b, m)
2.44 (H4a, dd, 15.6, 9.0)
17  14.1a 463.0864 301(26), 255 Co1H20012 757(Hc 6fwdh A A Quercetin3-Oglucdsido Pereiraet al24
300(46), 2.4);
271(33), 357 6.83MHuUVEHh Ah w
255 (8), 6.39 (H-8, d, 1.7);
151(5) 6.19 (H-6, d, 1.7);
546Hpoh AR ¥
357Hedh AR p
32MHc oo 1 C
3.08(HT 6 oO(h T C
17a 145 447.0937 285(74), 255 C21H20011 744MH-98h AAR  Luteolin-7-Oglucésido  Linetal.2s
284(83), 740Hc 8h Ah ¢
175(5) 347 6.89HuLEHh AR
6.79 (H-8, d, 1.9);
6.75 (H-3, s);
6.44 (H-6, d, 1.9);
508(Hpoh AR ¥
18 175 549.0808 505 (10) 255 CaH22015 Quercetin-3-O-(6"- FooDB

300 (25) 357

151 (3.1)

malonil) -glucdsido

Katsubeet al 26
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. Datos Formula e .
No tret (Min) [M-H]- MS/MS ¥ max (Nm) molecular Datos de RMNDMSO Identificacion Referencia
olecula d6 0 MD6*(m, JHz)
19 18.2a 447.0928 285(22) 265 Go1H20011 Kaempferol3- O Li et al7.
284(5), 355 glucosido
255(42),
227(44)
19a 185 433.111% 271(20) 258 C21H20010 Apigenin-7- O-glucésido  Bennetet aks8
350
20 225 479.1164 317(67) 256 Co2H22012 Isoramnetin-3-O- Leeet al29
351 glucésido
21 235 533.0881 489 (8) 264 C24H22014 Kaempferok3-O ¢ 0 FooDB
285(22) 346 malonil) -glucésido
22 250 565.111% 519 (10) 254 CosH24015 Isoramnetin-3-O4 @ 6 HMDB
317 (15) 347 malonil) -glucésido
25 275 415.1025 253(100) 267 Ca1H2009 8.11 (H-¢ & fp 6 (1.0)A h Crisin-7-O-glucésido Antri et a30|
76l (Ho6fi,8Hudh
m);
7.07 (H-3, s);
6.88 (H38, d, 1.8);
6.48 (H6, d, 1.8);
5.08 (Hp 6 7.0)A h
26 31.2 269.0443 151(3), 266 CisH1005 7.93(Hc 6w 6O AR Apigenina Alwahsh et
117(20) 693MHc 6 SR Ah alst,
338 6.78 (H-3, s);
6.48 (H38, d, 1.9);
6.19 (H6, d, 1.9)
27 31.2 285.0404 257(18), 266 CisH1006 Kaempferol Li et ak’.
213(7)

338
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D Fé | ., .
Msa;l(\)/lss ¥ max (Nm) ormu'a Datos de RMNDMSO Identificacion Referencia

No tret (Min) [M-H]- molecular o e

28 32.0 457.1137 253(100) 267 Ca3H22010 810 (H¢ 6w 8 Ah Crisin-7-0j @®aceti)- Antri et ako
Hz); glucésido
760Hoc bt 8fv 6 (
7.05 (H3, s);
6.85 (H8, d, 2.1);
6.48 (H-6, d, 2.1); 5.11
Hpdoh AR x8vu
4.38 (Ho Addh11.2,
1.5);
413H9AO6 R AAR
7.0);
2.01(COCHs,s)
14*  37.00 253.050 145(3) 267 CisH100s 8.00 (H2,H@ 8 h A A Crisina Hanet ap2,
1.6)
760Hc b4t 6fv 6(
6.75 (H3, s);
6.51 (H6, d, 2.0);
6.27 (H8, d, 2.0)

aCoelucion con estandar ion quasimolecular[M+H]+ detectado en ESI mod@ositivo,c comparacion con espectro simulado, * espectro
tomado en MD6
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A continuacién, se ilustra la iderificacion de polifenoles como la catequina y derivados de

kaempferol, apigenina, quercetina y crisina, siendo estos dos ultimos los més abundantes:

El compuestol6 eluido a los 2.1 min muestra un ion quasinolecular [M-H]- enm/z=289.0738,

que indica ura férmula molecular de GH1.0s§ 3 1 BDDHBIi @ OOCEOEAT AT 1 A AOOA
AUT AAO8 %l er2X4 nmGugilrd la presencia de un nucleo tipoatequina 33. En el

andlisis por MS/MS se observa la presencia de fragmentosmrz =245 [M-H-44], caracteristico

de la ruptura en los enlaces de las p@iones 2 y 4 en el anillo C; y em/z=137 [M-H-152]

producto de la ruptura en las posiciones 1y 3 en el mismo anillo. Por otro lado, los datos de

RMN-1H, en mezcla, permitieron validar la informacion obtenida por MS para este compuesto,

puesto que se enontraron las sefiales caracteristicas de un compuesto tipo flava&iol, como

el dd en1+2.44 y el multiplete en 2.84, asignados mediante comparacion con datos de la

literatura a los hidrogenos diasterotopicos de la posicion 4 del anillo C, posicibn que se

encuentra reducida en este tipo de polifenole88 $ A ECOAIT &l O 45 (dyyAOd OAdAI
4.12 (m) atribuibles a los hidrégenos en las posiciones 2 y 3 del anillo C, respectivamente,

indican la ausencia de insaturacion. Finalmente, las sefiales en la regibn aromatica permitieron

confirmar lapresenc A AA 11T 0 EEAOECATT O AT 1 A0 Pi OEAETTAO
v U @6 AAT ATEITT "8 $AAT NOA 110 OAITOAOG AA A
ajustan a lo reportad@® el compuesto 16 se identific6 como (-)-catequina, previamete

reportada para esta especie.

En cuanto a los compuestos derivados dpiercetina , se identificd que los compuesto$7 y 18

son glicésidos de este flavonoide, puesto que se encontraron los fragmentogz =300 y
m/z=301 caracteristicos de este nucled. A manera de ejemplo de elucidacion de estos
compuestos se presenta la d&7, tiempo de retencién de 14.1min, que tiene un ion quasi
molecular [M-H]- en m/z= 463.0864, que sugiere undérmula molecular de GiH20012§ 3 ¢ 80U
Pbi qh bIl.é&AR554m y@57hm caracteristico de un nicleo quercetiid Mediante los
datos de MS/MS se encontr6 una pérdida caracteristica de una hexosafiM 62], lacual genera

dos fragmento dem/z=301 y un fragmentom/z= 300, caracteristicos de una aglicona de nlcleo

tipo quercetina en la que se ha perdido una hexosa neutra o una hexosa radical,
respectivamente4. Los datosdel espectro de RMNH (400 MHz DMSQds ) validaron la

presencia de este compuesto, dado que se identificaron sefiales caracteristicas para hidrégenos
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aromaticos presentes en el ntcleo quercetina, tales coma 7.57 (H-c 6 p SO EABDb h v ¢ 8p QN

6.89 (H-v 8 hE vhehnt (6BBLA-8,J,Ep 8 X (HBAIY(H-G d,¥1.7 Hz). La sefal del
EEAO&CATT O EAT Al WAdQAd d hi=7.80Hz) siigier® ina donfidutacion

r BT O Al JOAODI OAAAI A@ AA 11 O ERGOEQGARE1AAHAOAET &1 E
1m3.22 (Hc 6 hoo(h yB@MHT 6 o o(h 1T qn ET AEAAT 1T A POAOAT AEA A

unido a la aglicona mediante un enlace glicosidico tipp8 , T O AAOT O do&EGhOI 1

datos reportados del compuesto en DMS@s24 resultando ser iguales Adicionalmente, los
OAT T O ALY lakdeludion con el estandar permitieron establecer que este compuesto es la
guercetin-3-O-glucésido.

Para el derivado de quercetind8, con un tiempo de retencién de 17.5 min, seneontré que
tiene un un ion quasimolecular [M-H]-en m/z=549.0808, que indica una férmula molecular
CuHzOsj @ m8x DPIiq OOCEOEAT AT 1 A DOAOAT AEdenAA
255 nm y otro en 357 nm que son caracteristicos de nucleos tipo quercetina. El andlisis de los
datos de MS/MS indican la presencia de un fragmento m/z=505 f-CQ)J], el cual se atribuye

a una descarboxilacion del grupo malonato; un fragmentm/z=300, el cual se atribuye a la
pérdida de O-hexosa y malonato. Estos datos permiten inferir que el compuestiB es un
derivado de quercetina, que se sugiere que es el querceBA0-(6"-malonil)-glucosido, de
acuerdo a la informacién reportada en el Human Metabolome Database y en la referencia

citada26

Adicionalmente, los compuestos20 y 22 presentaron fragmentaciones comunes eno-

glicésidos derivados dasoramnetina , la cual es biosintetizada tras la metilacidén en la posicién

AT i1

AUT AA

o6 AA 1T A NOAOAAOET A8 0 A O AmolkdulariNrH]Odk 470. BIAOYOEAOT T E

565.1119 los cuales indican férmulas moleculares d€;;H220i2 (3 -3.3ppm) Y GsH240i5 (3 -
12.03ppm), respectivamente. Para el compuest@0, se encontré el fragmento [M+HL62]
m/z=317 correspondiente a la aglicona isoramnetina; mientras que en el compues?@, se
identificaron los fragmentos [M+HCQ] m/z=519 y [M+H248] m/z=317, los cuales se
fundamentan en la descarboxilacién del grupo malonao y la pérdida d@hexosa y malonato,
respectivamente. Estos datos se compararon con espectros simulados en bases de datos,

sugiriendo que 20 es la isoramnetina3-O-glucdsido y 22 es isoramnetina3-O @ndalonil) -
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glucésido. Resaltamos que las estructuras sugeridas deben ser confirmadas mediante andlisis
por RMN, pero la ba concentracion en las que se encuentran no permitié obtener espectros
de calidad.

Otro de los nucleos idenficados fue el kaempferol , el cual se identific6 mediante la
comparacion de los datos démax y la presencia del fragmentan/z=285 en los espectros de
MS/MS; de esta forma los compuestdkd y 21 corresponden a glicésidos de este flavonoide y
el compuesto27 al kaempferol en forma de aglicona. En el caso del compued®, presentd un
tiempo de 18.2 min y un ion quasimolecular [M-H]- m/z=447.0928 que indica una formula
molecular G1H20011 (3--1.1ppm). La pérdida de una hexosa neutra o una hexosa radical des
por una enlaceO-glicosidico genera los dos fragmentos observados en el espectros de MS/MS,
con m/z=285 y m/z=284; por otro lado el nlucleo kaempferol se confirma por los fragmentos
con m/z=255 (M-CO+H) ym/z=227 (M-2CO+H), los cuales se generan tras fgrdida de
radicales a partir del fragmentom/z=28434. Finalmente, los valores démax y la coelucién con
estandar sugieren quel9 se trata del compuestokaempferol-3-O-glucésido. En relacion al
compuesto 21, con un tiempo de retencion de 23.5min y un ion quasnolecular [M-H]-
m/z=533.0881 que sugiere la formula molecularGsH2,014 § 32.5ppm), se encontraron
fragmentos caracteristicos de flavonoides glicosilados esterificados con malonil como el ion-[M
H-CQJ]- m/z=489 y el ion [M-H-248]- m/z=285 que se atribuye a la pérdida de la hexosa y el
grupo malonato. La comparacién de estos datoson el espectro simulado del compuesto
kaempferol-3-O @ndalonil) -glucésido permiten sugerirlo como el compuest@1. Asi mismo,
el compuesto 27 con un ion quasimolecular [M-H]- m/z=285.0404 y férmula molecular
CisHi00s (3 -0.2ppm), presentd un espectroUV y fragmentaciones caracteristicos del

kaempferol, como la pérdida de CO que genera el fragmento aofg=25727.

En relacion a los compuestos con nucleapigenina, los datos de RMN en conjunto con MS
permitieron identificar por una parte la apigenina ensu forma de aglicona, compuest6, y el
compuesto19a como un glicésido de este flavonoide. Para el compuest8a se encontrdé un
ion quasimolecular [M+H]*m/z=433.1115, una féormula molecular calculada d€;1H200:0 (3
2.3ppm) y un fragmento [M+H162] con m/z=271 atribuible a la pérdida de una hexosa unida
mediante un enlaceO-glicésido; por lo tanto, al contrastar estos datos de fragmentaciones y de

1 max S€ sugiere que el compuestth9a es la apigenina7-O-glucésidozs. El compuesto26 genero
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un ion quasimoleular [M-H]- m/z= 269.0443 que sugiere la formula moleculaCsH10Gs (3 -

4.4ppm) y sefiales en el espectro RMNH caracteristicas de un flavonoide tipo flavona, puesto

gue se encontro la sefiglu6.78 (s) que se atrilwye al hidrégeno en la posicion 3 del anillo C de

AOOGA OEDPI AA AT 1 DOAOGOT 08 ! AAT UQhO3 OR7HA 2Mjyi OOAOT 1
6.93 (8.7 Hz, 2H), caracteristica de un acoplamiento tiparto del anillo B con que presenta
unasolahidroxilac ¢ T AT T A DPi OEAEE&T 1068649 DOH,AH)RAOOAR | AO
(JF1.9 Hz, 1H), caracteristica de un acoplamiento tipmeta, se asignaron a los hidrégenos en

las posiciones 6 y 8 de anillo A. Todos los datos presentados son iguales adpsrtados en la

literatura para la apignenina, compuesto que corresponde263:.

Finalmente, se identificaron 3 compuestos con nuclecrisina, dado el fragmentom/z=253
caracteristico de este flavonoide en MS con modo de deteccion negativo. Asi, el casmP5s,
con un tiempo de retencion de 27.5 min, con un ion quasiolecular [M-H]- en m/z=415.1025
que indica una formula molecular @H»Owj 3 p 81 BRpregehtadben 267 nm es
caracteristico de nucleos tipo crisina. El fragmentm/z = 253 [M-H-162] se atribuye a la pérdida
de un azlcar tipo hexosa, el cual esta unido mediante un enla@gglicosidico, ya que esta
pérdida es caracterisica de este tipo de glicdsidds. Por otra parte, las sefiales del espectro de
RMN-1H son caracteristicas de un nucleo tipo crisina,saber,el doblete a1 8.11y el multiplete

a 7.6L 11, que integran para 5 protones sugieren la ausencia de hidroxilacion en el anillo B.
Ademas, el singlete an7.07delproton H-cnN U 11 O /Ad83y 688 dodundip.1 Hz
se asignaron a los protones del anillo Arelas posiciones H6 y H8, que presentan un
acoplamiento tipo meta,y que permiten confirmar un nucleo de tipo flavona. Finalmente, la
sefal para protdon anomérico emu5.08 (d, J=.5 Hz) sugiere la presencia de un enlad@|
glicosidico. Al realizar la omparacién de estas sefiales con lo reportado en la literatura se

establecié que el compuest@5 corresponde a la flavona glicosilada, crisi7-O-glucdsida3o.

El ompuesto28, con un tiempo de retencidén de 32.0 min, presentd un ion quasiolecular [M-

H]- en m/z=457.1137 que indica una férmula molecular §H»O0wj 3 n8 ¢ DOHIi q OOCEOEA
DOAOGAT AEA AA AUT AAO U @QkenQ&y®m ique AsAcArartégidodle 01 OAA C
ndcleos tipo crisina. El andlisis de los datos de MS/MS indican la presencia de un fragmento

m/z=253 [M-H-204], el cual se atribuye a la pérdida de un@-hexosa acetilada. El espectro de
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RMN-H es muy similar al de25, sugiriendo la presencia dein nucleo de crisina glicosilada, la

acetilacion se confirma por la sefial tipo singletep; 2.01 atribuible a los hidrogenos del metilo

del grupo acetiiee'8 3 A AAOAOIi ET e NOA T A AAAOEI AAEel OA bpPO
glucosa, dado el despleamiento caracteristico de este metileno cuando hay acetilacion en la

Pl OEAEéT @068 120¢orredpbndelal chistrDBjO@dacetil)-glucosido®, cuyos

datos de RMN son iguales a los reportados.

En el caso del flavonoide méas abundantet, con un tiempo de retencién de 37.0 min, presentd

un ion quasimolecular en m/z=253.0502 que indica una férmula molecular GH10Ox} 3 T 8 X

pbiq OOCEOEAT AT 1T A AOOAT AEA AdenCQB70mnAdqdd €& AA AUT
caracteristico de un nucleo de crisina. Los datos de MS/MS son iguales a los reportados para la

crisina. Del mismo modo el espectro de RMMH MD6 coincide con los reprtados en la

literatura, puesto que se encuentran los desplazamientos caracteristicos para el anillo Ayen

6.27 y 6.51, con valores dd=2.0Hz tipico de un acoplamientaneta, también se encuentra el

singlete para el hidrogeno en la posicidén 3 del anillg; y dos sefiales para hidrégenos del anillo

" 11 EEAOT 68 imAltbiete asignado a los hidrégenos aromaticos en las posiciones

h 8 U v 8 Nk8.0U=8.0; 1.6H2)Ale IdsDilrogBrios simétricos de las posiciones

T
) Toglds estos datos permiten inferir que el compuestb4 es la crisira.

Qu

o
C

Qu

De esta manera, los nlcleos mas abundantes identificados en hojas de gddteason los nucleos
crisina y quercetina, los cuales corresponden a los compuestos querce8r0-glucdsido(17),
guercetin-3-(6" -malonil-glucésido) (18), crisin-7-O-glucésido (25), crisin-7-j @@acetil)-O- -
D-glucosido (28), crisina (14). Dicho lo anterior y con el fin de establecer si estos compuestos
son mayoritarios respecto a otros compuestos polifendlicos presente en el extta¢ se realizé

la comparacion de los cromatogramas UV, ELSgura 2.6a) y el TIC obtenido en modo
negativo (figura 2.6b). Asi se encontré que los compuestgmlifendlicos mas abundante en los
extractos son los compuestos 14, 17 y 28, ya que son los picos mas abundantes en los
cromatogramas ELSD y el T, los cuales garantizan una sefial de deteccién que se ajusta en
mayor proporcion a la cantidad de analito, a diferencia de la detecciéon por UV en la que un
compuesto minoritario con un coeficiente de absortividad grande puede generar una respuesta

intensass.
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<21 - Cuantificacion vit y cris extractos Passifloras UHPLC #122
42 - Cuantificacién vit y cris extractos Passifloras UHPLC #122
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Figura 2.6: Cromatogramas de extractos polares de hojas d ligularis a) Cromatograma a 340nm
(linea azul) y cromatograma ELSDb) TIC obtenido del andlisis por HPLBAS con modo de deteccion

negativo. Se indican los compuestos mas abundantes en los croaggamas.
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Estos hallazgos permitieron establecer el perfil de compuestos polifenélicos d& ligularis
difiere a otras especies del género, en donde los nlcleos mas comunes son de tipo apigenina y
luteolina, principalmente encontrados como Gglicosidos. Esta afirmacién se soporta en
diferentes estudios publicados que han establecido el perfil de compuestos polifendlicos en
hojas de especies del génerBassiflora,como el realizado porZucolotto et al, en donde se
determiné la presencia deGflavonoides en extractos de hojas de las especid®. edulisvar.
flavicarpa, P. edulisvar. edulis, P. alata, P. tripartitavar. mollissima, P. quadrangularisy P.
manicata,a excepcion del extracto e hojas de. ligularis,también incluida en el estudigé. Por
otro lado, Farag et al.,identificaron un total de 20 Gflavonoides, 80O-flavonoides y 21C,0
flavonoides en extractos provenientes de 17 especies del género mediante un analisis por
UHPLGMS; siendo los nucleos apigenina y luteolina los mas comunes y en menor proporcion
el nacleo crisina, representado por licésidos?2. Adicionalmente en la tesis de doctorado
realizada pa Narajo et al.,se identificaron flavonoides de tipo @licosido y C,Gglicésidos en
hojas de especies del géner®assiflorasubgénero Tacsonia,principalmente derivados de
luteolina, apigenina y en menor proporcion derisina. Hay que mencionar, ademas, que solo
los compuestos mayoritariosl4 y 17 han sido reportados en especies del génef?, por lo que

los compuestos qercetin-3-(6"-malonil-glucésido) (18) vy crisin-7-f e®acetil)-O- -D-

glucosido (28) corresponderian a un nuevo reporte para este género.

Respecto a su actividad biolégica, es de resaltar el comportamiento polifarmacolégico de los
flavonoides, esdecir estos compuestos tienen la posibilidad de interactuar con diversas dianas
farmacolégicas confiriéndoles diferentes actividades biol6gicd& La quercetin3-O-glucdsido
(17), y compuestos relacionados, ha presentado actividad antiinflamatoria, antidiabética,
anticangerigena y antioxidante en diversos modelds vitro e in vivo3°. Dentro de este Ultimo
grupo es de interés aquellos reportes relacionados cdos modelos de diabetes, tales como la
inhibicion de las enzimasj -glucosidasa de intestino de rataj -glucosidasa deSaccharomyces
cerevisiae,la | -amilasa humana y del transportador de glucosa GLkH, implicado en la
secrecion de insulina dependiente dglucosa por parte de las células pancreéticas en estados
de hiperglicemia®. También se ha reportado la inhibicién de productos de glicacién avanzada
por parte de este flavonoide y la disminucién de la hiperglicemia y peroxidacion lipidica en

ratas con didetes inducida por aloxané®.
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La crisina (14) ha mostrado actividad neuro y cardioprotectora, y actividad citotoxica contra
lineas tumorales, entre otrass. No obstante, es un compuesto que presenta poca absorcién por
via oral, por lo que su potencial aplicacion en la terapéutica se ve limitada por este aspé&tto
Sin embargo, cabe destacar dos estudios relacioral con el efecto antidiabético de este
compuesto, el primero relacionado con la mejoria en la funcién renal de ratas con diabetes
inducida por dieta hipercaldrica/streptozotocina; y el aumento del consumo de glucosa del
medio extracelular por parte hepato@os de la linea HepG2 tratados con crisina y derivados de

crisinals.

En el caso de los otros dos compuestos mayoritarid8 y 28, no se encuentran publicados
estudios relacionados con su actividad en modelos de diabetes, en el caso del compug8tsi

se ha reportado su potencial como antioxiante0.

1 Aislamiento de Saponinas
Se identificé la presencia de saponinas en las fracciones de la columna de sephadex4-Estas
se separaron por HPLC, y se identificaron mediante la comparacién de las seBale RMN con
lo reportado por Meneseset al. en su tesis de maestrig. Solo el ligularésido C se asilé en
cantidad suficiente para los ensayios biolégicgsel espectro del compuesto reaislado se

presentan enel anexo Afigura S2.7

2.2.2 Evaluacion de la inhibicion de glucosil -hidrolasas de interés en

la busqueda de compuestos con actividad hipoglicemiante.

La evaluacion de la actividad inhibitoria de los extractos polares de hojas €ke ligularis Juss
sobre glucosithidrolasas intestinales, se realizé empleando modelos ampliamente descritos en
estudios de actividad hipoglicemiante de extractos vegetales. Estos modelos fueron descritos
en laseccion 1.1.3Las glucosithidrolasas intestinalesestan involucradas en el paso inicial del
metabolismo de carbohidratos en humanos, las enzimas empleadas en este trabajo poseen
similitud estructural a las humanas lo que permiten obtener resultados extrapolables. En este
trabajo se emplearon la -amilasa purificada de pancreas de cerdo, y un extracto enzimatico de

intestino de rata en donde se encuentran diferentes glucodilidrolasas, incluyendo laj-
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glucosidasa. Estas enzimas poseen un alto grado de homologia estructural con las enzimas

humanas, 87% y 60% respectivamenté?.

1 Evaluacién de la inhibicion de la J-glucosidasa por parte de los extractos

polares de hojas de grandilla
Los ensayos de inhibicién fueron realizados para cada uno de los extractos de las hojas
recolectadas, deerminando la absorbancia del medio de reaccién producto de la liberacién del
producto coloreado amarillop-nitrofenol, tras la hidrdlisis del enlacey -glicosidico del sustrato
dNPG, como se ilustra en la reaccion deflgural.2b. De este modo la inhibicién de la actividad
enzimética se observard como una disminucion de la coloracion amarilla de la solucién de
ensayo. En Idigura 2.7 se ilustra una fotografia del ensayo con diferentes extractos dejas y

un control positivo de acarbosa.

100% Actividad enzimatica Blanco 100% actividad enzimatica

Acarbosa

Extractos

Rlancns Rlancns

Figura 2.7: Fotografia de la placa d&6 pozosde un bioensayo de inhibicién de la -glucosidasa
presente en el extracto enzimético de polvo de intestino de rata. Se presentan las zonas de 100% de
actividad enzimatica (ausencia de inhibidor), muestras con presencia de inhibidor (acarbosa o extractos)
y sus respectivos blancos. El color marillo indica la hidrdlisis del sustrato dNPG por parte de Ig -

glucosidasa murina, indicando una baja inhibicion por parte del extracto de hojas de grandilla
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Los porcentajes de inhibicién (calculados con base a la ecuacion presentada eseleion 2.4.6

se presentan como graficos de barras en fagura 2-8 agrupando las muestras por parcela de
cultivo y condicién de almacenamientoEn algunos grupos no cuentan con la totalidad de las
muestras debdo a pérdidas durante su procesamiento. Lanhibicion sobre la actividad
catalitica de la enzima| -glucosidasa, fue determinada para la cantidad de extractenerado
por 0.5 mg de hojas d®assiflora ligularisJussencontrandose porcentajes de inhibicion desde
el 5 hasta el 50%. Estas variaciones en los porcentajes de inhibicion podrian estar redacidas
con cambios en la expresién de metabolitos con actividad inhibitoria sobre la enzima, tanto en

términos cuantitativos como cualitativos.

No se observo relacion entre la ubicacién de las parcelas muestreadas, y la actividad inhibitoria
sobre la enzima de sus extractos. En todas las parcelas se encontraron muestras con porcentajes
de inhibicién altos y bajos. De igual forma, no se observo un efecto claro de la condicién de
almacenamiento de las hojas sobre la inhibicion enzimatica por parte de sus exttos; dado
gue solo en algunas parcelas de cultivo, como la C2 y J2eseontré que la actividad de los
extractos obtenidos de hojas almacenadas a temperatura ambiente aumenta respecto a la
actividad de los extractos de esas mismagsarcelas,pero obtenidos de hojas congeladas. No
obstante, esta tendencia no se evidencié en otros grupos, siendo importante notar que los
valores de porcentajes de inhibicibn son mas homogéneos en los grupos de extractos de hojas
congeladas. Por esto se infiere que la inhibém esta mediada por el perfil metabdlico propio de
cada extracto, y en menor medida por variables relacionadas con el procesamiento de las hojas.
Estas observaciones iniciales seran retomadas en los andlisis estadisticos presentados en la

secciéon 2.2.5
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Figura 2.8: Porcentaje de inhibicién de la actividad enzimatica de la enzimgglucosidasa (extracto
enzimético de intestino de rata) por parte de extractos polares de hojas deligularis. Se presentan
graficos de barras con sus respectivos errores estandar (S.E.M). Las muestras se agrupan de acuerdo a la
parcela de origen:a) Parcela C1)b) parcela C2¢) parcela H1,d) parcela H2,e) parcela H3f) parcela H4,

g) parcela J1 y h) parcela J2. AC: acarbosa. En todos los casos las muestras marcadas con * se refieren a
muestras no disponibles.
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1 Evaluacion de la inhibicion de la | -amilasa pancreatica porcina
empleando como sustrato almidén azul.

%l AT OAUT AT UET UOE ATO OMIOAIEA AMidcHaAdh iperritd s@ieded 1 O

directamente la actividad enziméatica de la -amilasa pancreética porcina purificada a través de

una determinacion de la absorbancia del medio de reaccion. Durante la reaccioén enzimética se

da la hidrdlisis de enlaces alfaylucosidicos en la estructura del alimidon modificadofigura

1.2a), genera dextrinas solubles unidasavalentemente al colorante remasol azul, lo que da

coloracion azul al medio de reaccién como se observa enfigura 2.942. Es decifcuanto mas

azul el medio mas actividad enziméatica hay, y su inhibicion send como la ausencia de color

azul.

Figura 2.9: Bioensayo de inhibicion de laj-amilasa. Se presentan las zonas de 100% de actividad
enzimética (ausencia de inhibidor), muestras con presencia de inhibidor (acarbosa o extractos) y sus

respectivos blancos. La coloracion azul indica actividad enzimatica.
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Lafigura 2.10 presenta los porcentajes de inhibicion de lga-amilasa por parte de los extractos

de hojas deP. ligularis obtenidos a partir de 5 mg de hojas. Se encontraro porcentajes de
inhibicién en un rango del 5 al %%, rango de mayor amplitud que el obtenido para la inhibicion

de laj -glucosidasa. Se observé que en general las muestras activas frenteamilasa también

son activas frente a la|-glucosidasa, este rediado era esperado dado que estas enzimas
poseen sitios cataliticos altamente similares, se espera este tipo de tendencias para posibles
inhibidores43. Se observaron grupos parcelas con inhibiciones muy heterogéneas, como la C1,y
otras mas homogéneas J1. En términos generales las parcelas H3R y H4R ptasen los
menores y mayores porcentajes de inhibicion en promedio respecto a los demas grupos
experimentales, respectivamente. Finalmente, no se identificO una correspondencia entre la

actividad bioldgica, la condicion de almacenamiento y el sitio de civib.
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Figura 2.10: Porcentaje de inhibicién de la actividad enzimatica de la enzimaamilasa.a) parcela C1,
b) parcela C2¢) parcela H1,d) parcela H2,e) parcela H3f) parcela H4,g) parcela J1 y h) parcela J2. AC:

acarbosa, * muestra no dispaible.
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2.2.3 Relacion entre el O £E C A Griz@dlicdde hojas de P. ligularis

con el sitio de recoleccién y condicion de almacenamiento.

El objetivo final que se persigue en el proyecto de investigacion del que hace parte esta tesis, es
el desarrollo de un producto fitoterapéutico a base de hojas de granadilla. La expresion
metabdlica de las plantas tiene una alta relacion con la exposicion a factores bioticos y abiéticos
propios de las condiciones en las que ellas se desarrolfafPor lo anterior se vio la necesidad

de establecer las posibles variaciones en el perfil metabdlico de hojasRldigularisrecolectadas

en tres los municipios productores donde se recolecté. Estos municipios represeantlas zonas

de mayor produccion en Cundinamarca y Huila, que junto con Antioquia son las zonas de mayor
produccion nacional. Los lugares de colecta pertenecen a zonas geograficas bien diferenciadas,
como se observa en ldabla 2.1. Adicionalmente, se buscé establecer si la metodologia de
almacenamiento y secado tenian algun impacto en la composicion quimica del extracto. Los
compuestos que se trabajaron son de alta a mediana polaridad, pues parecen ser los
responsables de la actiidad observada en el extracto crudo, de acuerdo a las referencias de la
literatura en cuanto a la inhibicion de glucosthidrolasas intestinales por extractos de hojas de

otras especies del géner®assiflorae.44,

Las hojas fueron extraidas con MD6, se registraron los espectros de RMN eliminando la sefal
residual del solvente, con el fin de suprimir el impacto de esta sobre la normalizacién de las
sefales en los espectrofdicionalmente los espectros obtenidos fueron procesados mediante
un OA E1 1d&G.0¢ ppm dentro del rango de desplazamientos con sefiales apreciables9(0
ppm) y escalados mediante el método de Pareto. El nimero total de muestras fue de 167,
incluidas lasréplicas de la muestra J2R2, usadas como control de calidd@ra 2.11a). Lo
primero fue hacer un analisis por PCA de todas las muestras, buscando ver agrupaciones en
ellas. En lafigura 2.11 presenta elscore plotque explica el 62.4% de la varianza, con un PC1
(53.1%) y un PC2 (9.2%). Usando codigos de colores se representan dos observaciones, siendo
la primera el impacto de la condicion de almacenamientdi§ura 2.11a), y el impacto del lugar

de colecta, representado por municipiosfigura 2.11b). En relacion a las réplicas de la muestra
J2R2 empleadas como control de calidad, se encontré el agrupamiento de las 9 réplicas en un
mismo cuadante (figura 2.11a), esto permite inferir que el proceso de obtencidn de espectros

es preciso y que el impacto de variables no controladas es bajo.
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Respecto al efecto de la condicion de almacenamientfigira 2.11a) se evidencian dos
agrupaciones caracteristicas, una para las muestras preservadas en congelacion (parte positiva
del PC1) y otra para las muestras almacenadas a temperatura ambiente (parte negativa del
PC1). Lo que indica que hay un ingzto fuerte de las condiciones de almacenamiento sobre la
composicion quimica del extracto obtenido. Se puede observar la presencia de algunas
muestras almacenadas a temperatura ambiente (en verde) muy cerca de las muestras tratadas
en con frio (azul), corespondiente a los cuadrantes positivo de PC1 y negativo de PC2. Estas
muestras almacenadas a temperatura ambiente corresponden a las que fueron procesadas para
su andlisis por RMN con menor tiempo de colecta (4 semanas antes)jectadas en einunicipio

de JunirCundinamarca. Al haber sido expuesta al ambiente por menor tiempo, las
transformaciones quimicas sufridas fueron menores y por lo tanto se parecen mas a las
almacenadasbajo refrigeracion. Todo este analisis permite comprobar que las condiciones de
almacenamiento impactan la composicion metabdlica del extracto obtenido. Este aspecto se
debe tener en cuenta al momento de establecer las condiciones adecam@ara la obtencion de

material vegetal de partida para la elaboracién de un producto fiterapéutico.

El siguiente punto fue establecer si el lugar de colecta se correlaciona con la composicién del
extracto. En lafigura 2.11b se presenta elscoreplot poniendo las muestras en colores
diferentes segun su lugar de recolecta. No se encontraron agrupaciones claramente
identificadas al usar todas las muestrasfiQura 2.11b), se observa una agrupaciémpara las
muestras provenientes del municipio de Junin (en azul celeste), en el sector positivo de PC1, a
pesar de ello la separacion de las muestras en funcion del sitio de colecta no es claro. El impacto
gue tiene la condicion de almacenamiento sobre lamposicion, nos llevé a proponer el analisis
teniendo en cuenta sélo las muestras preservadas en frio, que reflejan mejor el estado de las
hojas en el momento de ser colectas, pues los procesos enzimaticos se detienen al congelar la

muestra a con nitrégendiquido y luego liofilizarlas.
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Figura 2.11: Andlisis de componentes principale (PCA) de los datos de RMN de los extractos de hojas
de P. ligularis a) score plotclasificando las muestras de acuerdo a la condicién de almacenamiento
(puntos verdes: muestras almacenadas a temperatura ambiente; puntos azules: muestras almacenadas
bajo refrigeracién; puntos rojos: réplicas de control de calidad)y) score plotclasificando de acuerdo al
municipio de recoleccién incluyendo todas las muestras (puntos violetas: muestras recolectadas en el
municipio de Algeciras; puntos naranjas: muestrasgcolectadas en el municipio de Anolaima; puntos azul

celeste: muestras recolectadas en el municipio de Junin).

Asi, elanalisis de componentes principales (PCA) con sélo las muestras preservadas en frio, no
mostrd agrupaciones claras de acuerdo al sitide colecta figura 2.12a). Lo anterior puesto que

las muestras provenientes de municipios separados espacialmente como Anolaima
(Cundinamarca), Junin (Cundinamarca) y Algeciras (Huila) se ubican en las mismas regiones

del grafico; aunque las provenientes de Junin (clister azul celeste) parecen estar menos
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relacionados con las provenientes de Algeciras y Anolaima. Respecto al efecto de la edad del
cultivo sobre la expresion metabdlica tampoco se presentaron agrupaciones defingjaya que
muestras provenientes de cultivos jovenes (1 afio) y de cultivos maduros (4 o 7 afios) se
distribuyeron de forma no homogénea en el gréficdfigura 2.12b).

De todo lo anterior se pudo inferir que el impacto del sitio @ cultivo o la edad del cultivo sobre

la composicion del extracto es menor que el de la condicién de almacenamiento. Sin embargo,
y a pesar de que el efecto de estas variables sobre el perfil metabdlico no es claramente
evidenciable en el andlisis por compnentes principales, existen otros métodos de analisis
multivariado que permiten esclarecer correlaciones menos claras como la matriz de
correlaciones de Pearson, en el que se establece el nivel de correlacién de cada variable con una
variable respuestas, por lo que recomendamos el uso de este tipo de andlisis para buscar las
separaciones en funcion del lugar de cultivo y/o edad del mismo y asi identificar de manera
mas precisa guellos metabolitos que estan variando de acuerdo a dichos cambios en las

caracteristicas del cultivo.
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Figura 2.12: Andlisis de componentes principales (PCA) de los datos de RMN de los extractos de hojas
de P. ligularis almacenadas bajo refrigeraciéna) score plotclasificando de acuerdo al municipio de
recoleccion muestras almacenadas en refrigeraciofpuntos violetas: muestras recolectadas en el
municipio de Algeciras; puntos narajanjas: muestras recolectadas en el municipio de Anolaima; puntos
turquesa: muestras recolectadas en el municipio de Junjb) score plotde las muestras clasificando de

acuerdo a la edad del cultivo (puntos amarillos: 1 afio; puntos turquesa: 2 afios; puntos verdes: 4 afios;
puntos rojos: 7 afios).

La principal variacion entre muestras refrigeradas y no refrigeradas esta dada por la presencia
AA 110 AAOAT EEAOAOI ORI B A hddudtotill GAalisi®© AtivariadoA |
supervisado tipo OPLSDA (RX=0.609 y 3=0.846), son las variables asociadasa
desplazamientos gimicos de hidrogenosde alcares las que mas diferenciaa dichos grupos.
Lasvariables de desplazamiento quimicqn 3.8, 3.68, 3.72, 3.84, 3.76, 3.64, 3.44, 4.0 se ubicaron

en el cuadrante del graficoSplot que representa a las muestras almacenadas a temperatura
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ambiente (figura 2.13ay figura 2.13b). La valdez del modelo se determiné aplicando un test de

permutaciones (n=100), el cual permite obtener valores de Ry ¢ para diferentes modelos
generados al permutar aleatoriamente valores de variable discriminante (Y)y de las variables
de las observacioneg¢X); de esta forma si una permutacioén con un coeficiente de correlacion de
0 respecto al conjunto de datos originales genera valores deé Rayor a 0.3 y de @ mayor a
0.05 se considera que el modelo no es valitip en el presente caso se obtuvieron valores de

R2=0.0268 y (3=-0.132 pa lo que el modelo cumple con los requerimientos.

Como soporte de lo anteriormente planteado, en lgura 2.14 se presenta el espectro de RMN
del extracto de una hoja preservada en frio y del extracto de otra hoja, colectagtael mismo
sitio, secada a temperatura ambiente. Lo anterior cobra importancia al momento de establecer
variables ideales para la obtencion de materia prima vegetal de calidad homogénea para la
elaboracion de un posible producto fitoterapéutico; no obstaie, para establecer la correlacion
entre dichas variables (desplazamientos quimicos) y la actividad biolégica se presentara
posteriormente los resultados de un andlisis multivariado tipo OPLBA para las enzimas

objeto de estudio.
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Figura 2.13: Andlisis de proyecciones ortogonales de estructuras latentes discriminante (ORD&\)

usando como variable discriminante la condicién de almacenamient@) score plot mostrando la

separacion entre muestras refrigeradas (R) y almacenadas a temperatura amtie (A) b) Splot

presentando los valores de desplazamiento quimico que caracterizan cada agrupacion.
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Figura 2.14: Espectros de RMNH (MD6, 400 MHz) de extractos de hojaBassiflora ligularis Juss,
provenientes de la misma parcela de cultivo pero somieibs a diferente condicién de almacenamiento.
El espectro en verde a una muestra refrigerada y en azul a una muestra almacenada a temperatura
ambiente. Se observa una clara disminucién en la intensidad de sefiales en la zona de hidrégenos de

carbohidratos.

2.2.4Relacionentreel O £E T C A m@abdido Oethojas de P. ligularis
y la actividad inhibitoria sobre las enzimas j|-amilasa y |-

glucosidasa.

El siguiente aspecto por tratar,fue establecer la relacion entre el perfil metabdlico de las
muestras y losporcentajes de inhibicién enziméatica de estos extractos (resultados mostrados

en lasfiguras 2.7 y figura 2.9). Para esto se emple6 un andlisis de proyecciones ortogonales de

estructuras latentes dicriminante (OPLSDA), en el que la variable respuesta (% de inhibicién)

se trata de forma binaria, de forma que las muestras se clasificaron como activas (A) o no activas
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(N) con base en el porcentaje de inhibicion para cada una de las enzimas. En el dasensayo

de inhibicion de la j-glucosidasa se encontr6 que muchas de los extractos presentaron
porcentajes de inhibicion entre el 10% y el 30% (118 de 156), no obstante, algunas de ellas
tienen % inhibicién con valores fuera de este rango (38 de 156). Emces las muestras de
inhibicién entre el 10-30% no se incluyeron, y si las extremas, puesto que se espera que en estos
casos el perfil metabdlico presente cambios mas abruptos. Lo anterior es plausible dado que a
través de la separacion de las muestrasi@los clases, los andlisis multivariados pueden exponer
de mejor forma su diferenciaciof; por lo que se requiere que dita clasificacion se realice con
base a criterios que separen claramente las muestrds De igual manera, para el analisis
multivariado tipo OPLSDA entre el perfil metabdlico y la inhibicion de laj-amilasa se
incluyeron muestras con porcentajes de inhibicion mayores al 80% y menores al 40%. Lageq

preentaban valores intermedios no se incluyeron.

En la ensayo de inhibicién de la-glucosidasa de origen murino, se realiz6 un analisis ORD&\,
cuyoscoreplot se presenta en ldigura 2.15a.En él se evidencia la separ&n en los cuadrantes
positivo y negativo del PC1 de las muestras (n=38) clasificadas como activas (A, valores
positivos) y no activas (N, valores negativos) en la ensayo de inhibicion dejlglucosidasa de
origen murino. Los valores Rcum=0.669 y Gcum=0.488 indican un buen ajuste y prediccion
del modelo, puesto que valores de 0.5 y 3>0.4 se consideran aceptables para modelos

construidos con datos provenientes de ensayos biolégicts

En relacién a la confirmacion ddos resultados se realizaron dogest de validacién, por una
parte el test de permutacionesgue mediante laobtencién decombinaciones aleatorias entre
las variables observadas (intensidad normalizadan los intervalos de desplazamiento quimico)

y las variables respuesta (actividad biolégica) de todo el conjunto de muestrasalcula los
estadisticos de ajuste (B y prediccion (@) que tendrian estos nuevosmodelos OPLDA,; asi
para un total de 100 permutaciones se obtuvo que ningin modelo construido con las nuevas
permutaciones presentaria mejores valores de® @qgue el modelo construido con el conjunto
de datos originales. Lo anterior se establece con baseoa halores de Ry (@ (0.239 y-0.354)
gue tiene una permutacion con una correlacién de 0 respecto al conjunto de datos originales,
es decir no se ajusta en ninguna combinacion de variabtedodo lo anterior significa que el

modelo es adecuado para describir la variabilidad de los datos y su correlaciéon con | actividad
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biologica. Por otra parte, en el caso de la curva RO€abtuvo un AUC de 0.976 lo que permite
inferir que la clasificacion de las muestras como activas y no activas se ajusta a lo plantéado
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Figura 2.15: Andlisis de proyecciones ortogonales de estructuras latentes discriminante (ORD®\)
usando como variable discriminante la inhibicién de la actividad enzimética de Jaglucosidasa presente

en el extracto de intestino de rataa) GcoreD | im@sfrando la separacion entre muestras activas (A) y

no activas (A),b) Curva ROC con un AUC de 0.976 que indica la correcta clasificacion de las muestras y

¢) Resultado del test @ permutacion para el modelo OPL-BA.
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En cuanto a la determinacion de las variables cuyos cambios impactan en la diferenciacion de
cada uno de los grupos, el andlisis del grafi®plot de lafigura 2.16, permitio la identificaciéon

de las variablesyu 2.0, 2.04, 2.08, 2.12, y 2.32, como aquellos valores de desplazamiento
guimico que caracterizan a las muestras clasificadas como activas (A). Estas sefiales son
atribuibles a protones de las cadenas laterales, del nucleo, o a metilos de grupos acetato de
residuo de N-acetil glucosamina presentes en las saponinas lanostado identificadas Bn
ligularis12. Estos valores también podrian ser atribuidos a aminoacidos como el acido glutamico
(2) y glutamina (3) identificados en el extracto, nabstante,no se encuentran reportes de que
dichos compuestos inhiban este tipo de enzimas; sin embargo, en el siguiente capitulo se
evaluard la actividad bioldgica de los compuestos con estas caracteristicas estructurales con el
objetivo de validar los resultados aqui presentados. Otras variables ident#&das fueromw 3.4

U t8nth AAOAAOAOpOOEAT O AA EEA®BSBCHHespondidne©OAET &1 EA
a hidrégenos aromaticos del anillo B de flavonoides con nucleo tipo quercetina y luteolina

presente en los compuestod?, 17ay 18.

Extremos glucosidasaM1 (OPLS-DA) . palt o
0-0.99
Colored according to Var ID (Var. Sec. ID:1) Desplazamlento quimico B 10199

! (ppm) B 2029
30399

B 2049
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Figura 2.1 6: Splot del andlisis multivariado OPLSDA entre el perfil metabdlico de hojas d@. ligularis
y la inhibicién de laj-glucosidasa. Se presentan los valores de desplazamiento quimico significativos
para las muestras clasificadas como activas en la parte positivd deafico. Los rangos de desplazamiento

de RMN se representan en colores diferentes.
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Con respecto a la relacion entre el perfil metabdlico y la inhibicién de jaamilasa porcina, se
encontré que las agrupaciones de las muestras entre activas y no actiyas73), se relaciona

con la condicion de almacenamiento de estas; de forma que la mayoria de las muestras
clasificadas como activas (A) en ldigura 2.17 son muestras almacenadas a temperatura
ambiente, mientras que en el casde las no activas (N) se encontr6 que la mayoria corresponde

a las muestras almacenadas bajo refrigeracion. Al igual que en el caso de la correlacion con la
actividad en J -glucosidasa, los test de validacion permitieron inferir que el modelo planteado
cumple por una parte con la clasificacion de las muestras (curva ROC AUC @@Fa 2.17¢9 y

con la veracidad de los valores &0.635 y @ =0.538, como los posibles mejores valores de

ajuste y prediccion para la combinacion de variables introducida en el modeléiqura 2.17b).



Capitulo 2 79

| I
a | [
)
08
@3
06
[ Je)
04
02
]
.ﬁ 0
02
-04
06
08+
-1
A5 -1 -05 0 05 1
100567 *1(1]
R2X[1] = 0,368 R2Xo[1] = 0,267 Ellipse: Hotelling's T2 (95%)
" =W
" = WK

[ I

. m——
" —
Ay

=== emie—

N\

R

.= Seeem
=t
- -

100 srmeatin | coames

Figura 2.17: Andlisis de proyecciones ortogonales de estructuras latentes disminante (OPLSDA) usando como
variable discriminante la inhibicién de la actividad enzimatica de la-amilasa pancreéactica porcinaa) Gcoreb i | O &
mostrando la separaciéon entre muestras activas (A) y no activas (4)), Resultado del test de permutacién para el
modelo OPLSDAY c¢) Curva ROC con un AUC de 0.950 que indica la correcta clasificacion denlasstras.

$A ECOAl &£ O A Al SbAlidkksdrtads én ldiduia 2.830da AFadtividadd
inhibitoria de la | -amilasa porcina, arrojé que las sefiales que mejor representan a las muestras
activas son principalmente111.96, 2.0, 2.04, 2.08, 2.12, 2.32 y con menor impacto variables

entre rangos de) 1 0.6 a 1.99 y) 16.0-7.62. Asi, los grupos de metabolitos que presentan dichos

desplazamientos quimicos son las saponinas, aminoacidos y compuestos polifendlicos como
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flavonoides. Es decir, los mismos identificados en el modelo anterior. Por otro lado, en el caso
de las muestras no activas (N), las variables asociadas a desplazamientos de carbohidratos son
las que las diferencian del otro grupo. Lo anterior tiene cohereia con los hallazgos
presentados en la seccion 2.2.3, en el que las sefiales de carbohidratos representan a las
muestras sometidas a esta condicion de almacenamiento, esto podria indicar que los procesos
de degradacion de carbohidratos podrian concentrar das muestras almacenadas a
temperatura ambiente en los compuestos bioactivos y que estos compuestos bioactivos no se
son alterados drasticamente con el almacenamiento, ya que a pesar de que las muestras
refrigeradas incluidas en el andlisis OPLBA fueron clasificadas como no activas, esta

clasificacion se realizé con base a un limite de actividad, mas no a la ausencia de la misma.

En resumen, mediante estos métodos de andlisis multivariado se identificaron saponinas,
aminoacidos y polifenoles como compu&os con posible actividad inhibitoria de las enzimas.
La actividad de estos compuestos se valorara tanta vitro como in silico en el siguiente
capitulo. Es importante resaltar que los flavonoides tienen un gran niamero de reportes de
inhibicion de glucodl-hidrolasas®, en el caso de las saponinas también hay reportes pero la
cantidad es menof?9, mientras para los aminoacidos no hay informacién sobre su capacidad de

inhibir estas enzimas.
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Figura 2.18: Splot del andlisis multivariado OPLSDA entre el perfil metabdlico de hojas d®. ligularis
y la inhibicién de laj -amilasa. Se presentan los valores de desplazamiento quimico significativos para

las muestras clasificadas como activas en la parte positiva del gréafico.
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2.3 Conclusiones

El estudio quimico de los extractos polares de hojas deassiflora ligularisJuss pemitié la
identificacion de 29 compuestos, dentro de los cuales se encontraron diferentes aminoacidos,
carbohidratos, acidos organicos, compuestos polifendlicos, saponinas y otros tipos de
compuestos clasificados como miscelaneos. En el caso de compueptagendlicos, el analisis
de los extractos crudos mediante HPL-DAD y HPLEMS proporciono la informaciéon necesaria
para la identificacion de al menos 14 compuestos de tipo flavegrol, flavonol y flavonas, siendo
los nucleos mas comunes la crisina y quegtina en forma deO-glucosidos. Los compuestos
mayoritarios corresponden aquercetin-3-O-glucosido (17), crisin-7-O- @®@acetil)-glucdsido
(28) y crisina (14), que fueron purificados y su estructura fue confirmada mediante analisis por
RMN.

Se valoré elimpacto de variables como la ubicacion del cultivo y las condiciones de
almacenamiento del material vegetal sobre el perfil metabdlico de hojas &eligularis Para esto
las 167 muestras provenientes de los municipios de Algeciras, Anolaima y Junin seliaagon
RMN1H (MD6, 400 MHz) y los MVDA permitieron establecer que la variable que tiene mayor
impacto sobre la composicion quimica del extracto es la condicion de almacenamiento. De
forma puntual, estos cambios se atribuyeron principalmente a cambios eal perfil de
carbohidratos empleando un analisis multivariado supervisado tipo OPLBA. Respecto a las
otras variables estudiadas, como la ubicacién del cultivo y la edadk este el andlisis
multivariado tipo PCA no mostré agrupaciones claras, por lo queo parecen ser tan

impactantes en la composicién del extracto.

Por otro lado, 156de los 167 extractos obtenidosnostraron actividad inhibitoria sobre las
enzimasJ -amilasa pancreatica porcina y -glucosidasa murina; no obstante, los porcentajes de
inhibicion obtenidos variaron de forma considerable entre las diferentes muestras. Estas
variaciones no presentaron una tendencia clara respecto a la procedencia de las muestras o a
la condicion de almacenamiento, hecho que indica que las variaciones en la adad biolégica
estan relacionadas con cambios en el perfil metabdlico propio de cada muestra. Los analisis

supervisados (OPLSDA y Splot) sugieren que los compuestos responsables de la actividad
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inhibitoria de las enzimas sonsaponinas, aminodcidos y polénoles. Estos resultados se deben

probar con ensayosn vitro de los compuestos purificados.



84 Estudio metabdlico de hojas d@assiflora ligularisJuss y su relacion con I
AAOEOEAAA EIT HH AH AlQuicoAdasq

2.4 Materiales y Métodos

2.4.1 Reactivos y equipos

Se us6 metanol (grado RA) en los procesos de extraccion. Para los ensayos de inhibicién
enzimatica se comprard A 3ECIiA '1AOEAE 308 ,1 dEOhH
glucopiranésido (pNPG) N1377, Acarbosa A8980, polvo intestinal de rata (en acetona) 11630,
alfa amilasa de pancreas porcino (PPA) A3176, Almidén azul Sigma/Aldrich S7776, TRIS base,
K:HPQ, y KHPQ..

Para el procesamiento de las muestras se usd un ultrasonicador Vevor Digital Ultrasonic
Cleaner, (Vevor Ltd, Los Angeles, CA, USA), una microcentrifuga refrigerada Hetti€t8532
(Tuttlingen, Alemania), un liofilizador Labconco. (Crawley, UK) y el leatade Microplacas
BIORAD modelo 550 fue empleado en la determinacion de la absorbanéiara la obtencion de

I' A O1 1 O Akcddidasd & partir de extracto acetdnico de intestino de rata se usé un
sonicador Qsonica (Melville, NY, USA). En la incubacion de las muestras se utilizo la incubadora

con agitacion (Polimax 1040, Heidolph Instrumets GmbH & CO. KG, Schwabach, Alemania).

En el caso de los andlisis por RMN se usarbtetanol-ds, agua deuterada comprados a Merck
GmbH (Steinheim, Germany). En los analisis por UHRD@D se empleé metanol (grado HPLC),
acetonitrilo (grado HPLC) comprados &igma Aldrich (St. Louis, MO, USA). Los estandares de
referencia usados fueron: quercetingd-O-glucosido (Sigma, >98%), kaempfereB-O-glucdsido
(Sigma, >97%), {)-catequina (Sigma, >95%), y crisina (Fluka, >98%). La identidad de los

compuestas de referencia se verificé por RMNH y HPLGMS.

2.4.2 Material vegetal

Las hojas dePassiflora ligularisJuss fueron colectadas en parcelas de cultivos comerciales
ubicados en los municipios de Anolaima (Cundinamarca), Junin (Cundinamarca) y Algeciras
(Huila); los proveedores del recurso biol6gico firmaron el consentimiento informado
encontrado en el Anexcen el cual declaran su conocimiento sobre la recoleccion de material
vegetal con fines académicos. Las hojas recolectadas corresponden a cultivos iéerehtes
estadios de desarrollo; las caracteristicas fenolédgicas y ubicacion geografica de las parcelas se

detallan en latabla 2.1; como una aproximacion a la clasificacion fenoldgica de los cultivos se
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empled la escala BBCHB[ologische Bundesanstalt, Bundenssortenamt and Cheimicdustry)
establecida por Melgarejoet. alpara el cultivo de granadilla. En cada cultivo se tomaron diez
hojas que fueron congeladas en nitrégeno liquido y otras diez hojas que fueron almacenadas a
temperatura ambiente; cada hoja se considera como una muestra independiente y su
procesamiento se realiza de forma separad&e deposité un espécimen en el Herbario Nacional
de Colombiano del Instituto de Ciencias Naturales de la Universidad Nacional deddabia con

el nimero (COL602878).

2.4.3 Procesamiento de las muestras
1 Secadoy molienda

Para las muestras almacenadas en nitrodgeno liquido se empled la liofilizacion como método de
secado. La molienda de cada una de las hojas se realiz6 de forma separadaua mortero de
ceramica controlando la humedad para evitar la reactivaciéon de las enzimas. Cada una de las
hojas trituradas fue almacenada de forma separada en tubos Falcon en un ultra congelader a
76°C.

En el caso de las muestras almacenadas a tempteira ambiente, el secado se llevé a cabo
mediante la exposicién del material vegetal a corrientes de aire, y el almacenamiento de forma
separada a temperatura ambiente. La molienda fue realizada de la misma forma que para el

caso de las muestras almacenadan nitrégeno liquido.

9 Extraccion

La extraccion se realizd siguiendo el protocolo reportado por Kinet al. para el andlisis
metabolémico de muestras vegetales. Asi, para las muestras a someter a evaluacion bioldgica
25 mg de material vegetal se introdujeon en tubos Epeendorf, se adicionaron 50QL de
metanol y 500uL deBufferfosfatos 90 mM ajustado a pH 6.0. Las muestras fueron sometidas a
ultrasonido por 10 minutos, posterior a esto se centrifugaron a una velocidad de 6000 rpm por

10 minutos; el sobrenadante obtenido se usé para los ensayos de inhibicién enzimatica.

Para las muestras de analisis metabolomico se empled la misma mezcla de disolventes, pero

usandolos deuterados, conocidos como MD6 (mezcla 1:1 de MeOD vy buffer fosfatos 90mM
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ajustado a pH6.0 en DO), por lo demas el procedimiento fue el mismo al anteriormente
descrito.

2.4.4 Analisis metabolémico por RMN.

Los espectros de RMNH fueron tomados a 23.0 °C en un espectrometro Bruker AVANZE)

de 400MHz. Los parametros experimentales de lagsctroscopia RMNtH, la espectroscopia de
correlacion 1H-H COSY y heteronuclear multiple bond correlation (HMBC) fueron los sugeridos
por Kim et als0. Cada espectro de RMMH se tom6 con 64scansusando los siguieres
DAOUI AOOI 694 mn8pt (UFXHOT 6T h AT AET AA HOI 61 j BOI O,
relajacion (relaxation delay) de 2.0 8. Las FID fueron tratadas usando la transformaciones de
Fourier con ensanchamiento de linéa = 0.3 Hz. Los espectros fueron registrados con pre
saturacion para suprimir la sefial residual del DHO. Los espectros obtenidos fueron analizados
usando el software TOPSIN'3.5. La fase y la linea Is& fueron ajustadas manualmente, y se
calibraron a 3.31 ppm segun la sefial residual del metandlos espectros de cada una de las
muestras fueron normalizados en términos de area total, empleando el software AMWX se
realizé elO A E1 ddsde Q&9 ppna intervalos de 0.04 ppm, para finalmente obtener la matriz
de datos de cada muestra. La matriz se introdujo en el Software SIM@® 14.1 en el cual se
ejecutaron los analisis multivariados PCA y OPLZA. Para evidenciar la precisién de las
mediciones y @1 impacto sobre los modelos estadisticos, se establecieron como muestras de
control de calidad réplicas de una misma muestra registradas a lo largo del experimento, para

este caso la muestra J2R2.

Los metabolitos primarios fueron identificados por comparaion de los espectros
(desplazamiento y constantes de acoplamiento) con los reportados para patrones en la libreria
espectral Chemon Chenon¥ 400 MHz, y la base de datos del laboratodo En el caso de
metabolitos secundarios como saponinas y compuestos polifendlicos se emplearon reportes de
la literatura o la informacién de compuestos prelamente identificados en el grupo de

investigacion para la especie.
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2.4.5 Analisis, aislamiento e identificacion de flavonoides
f Analisis por HPLC-DAD y HPLGMS/MS

Los analisis por RMN de flavonoides en mezcla son complejos y requieren complementarse con
técnicas cromatograficas. Para esto, 110 g de hojas secas y molidas fueron sometidas al proceso
de extraccion mediante la técnica de infusion con agua destilada en ebullicion en una relacion
p/v (1:9), el extracto obtenido se congelo y posteriormente fuéofilizado. El extracto obtenido
(20g) fue disuelto en agua y pasado lentamente a través de una Amberlita X2,
posteriormente se lavd con agua, y los flavonoides fueron eluidos con etanol. La porcion eluida
con el alcohol (2.1 g) fue disuelta en una ezcla demetanol: agua9:1, y fraccionada sobre una
columna de Sephade¥ LH20 colectando fracciones de 5 mL en tubos de ensayo. Las fracciones
se analizaron por placa (AcOEtacetona: AcOH Agua 6:2:1:1, revelando con sulfato cérico
amonico 1%). Se obtuveron 17 fracciones (F1 a F17), las primeras ricas en saponinas (F1 a F5)
y las otras ricas en flavonoides (F6 a F17). Todas las fracciones fueron analizadas por HPLC
DAD, y algunas RMN y HPE@SMS.

El andlisis de HPLEDAD se realiz6 en un equipo Ulitmafe! 3000 UHPLC, con un detector de
arreglo de diodos (DAD). La separacion se llevd a cabo usando una columna C18 Kifg{g00

x 2.1mm, 2.6 um)(Phenomenex, Torrance, CA, USA), empleando el sistema de solventes de
acido férmico 1% (solvente A) y acetonittio (Solvente B), en una rampa de-8 min al 5% B; de

5-10 min al 10% B; 1620 min al 13% B; de 2625 min al 18% B, de 2532 min al 25% B; de 32

38 min al 40% B, y finalmente de 38!0 min al 5% B. Para cada muestra se inyectarort 5, U OA
us6 un flujo de 0.5 mL/min. Se hizo un registro en UV de 200 nm a 450 nm para obtener los

espectros de UV de los compuestos eluidos.

El analisis de HPL@TOFRMS se realiz6 en un equipo Ultimaf® 3000 UHPLC acoplado a un
espectrémetro de masas Brker Impact Il qTOF, equipado con una fuente de ionizacién por
electrospray Apollo Il. Los analisis fueron realizados con ESI en deteccién en modo negayivo
positivo, el rango de masasnf/z) se fij6 de 4&1800. EIl espectrometro de masas se programo
para adquirir datos de MS/MS de manera dependiente de la intensidad de los iones. Las
muestras fueron separadas usando una columna C18 Acclam(100 x 2.1 mm, 2.2 um)

(Thermo Fischer Scientific, MA, USA) y se us6 un sistema de solventes de acido férmico
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0.1%(sdvente A) y 0.1% é&cido formico en acetonitrilo (solvente B), en una rampa de 15% B de
0-4 min, 45% B de 420 min, 90% B 2030 min, 15% B 3035 min. Para cada muestra se
ET UAAOAOIT t t, U OA O6& O1 & OET AA n8tuv i

9 Aislamiento de flavonoides

De las facciones F6 a F17 se seleccionaron las fracciones en donde se encontraban los
flavonoides mayoritarios segun perfil de CCD. Asi, la fraccion F9 (13 mg) se separd mediante
HPLC semipreparativo usando una columna Kromasil C18 (250 x 10 mm, Sum), con una
mezcla de solventes de agua (solvente A) y acetonitrilo (solvente B), en una rampa de 25%B de
0-5min, 28%B 510 min, 35% B 1620min, 40%B 20-25min, 45%B 2530min, y 25%B 30635
min. Se colectaron 9 subfracciones (F9:H9.9), en la subfraccion F9.8 (0.8mg)esidentificé un

compuesto mayoritario denominado compuest@®8, seanaliz6 por RMNIH (DMSQds).

La fraccién F13 (90mg) fue sometida a separacion por HPLC preparativo empleando la misma
columnay el mismo sistema de solventes, en una rampa de 15%B d&dnin, 18%B 10-20min,
25%B 20-30min, 35%B 3038min, 40%B 3845min, 15%B 4550min. Se obtuvieron 9
subfracciones (F13.1F13.9), de las cuales se analiz6 RMiNI (DMSQds) la subfraccion F13.8
puesto que su perfil cromatogréfico revelé la presencia de un compues mayoritario,
denominado compuesta?5. La subfraccién F13.5 (9 mg) se sometié a una separacion adicional
usando el mismo tipo de columnay sistema de solventes, con una rampa de 20%&rin, 30%
B5-10min, 35%B 10-20min, 40%B 20-25min, 20%B 2530min. De esta separacidn adicional se
obtuvo la subfraccion F13.5.3 (2.4mg), la cual presentaba una mezcla de compuesiasy(17a)

gue de igual forma se analizé por RMiNH (DMSQGds).

1 Aislamiento de saponi nas
El aislamiento del ligularésico C se realiz6 mediante lseparacion por HPLC preparativo
empleando un extracto butandlico de las hojas. Se utiliz6 las mismas condiciones
cromatogréficas y columna, que el descrito en el parrafo anterior. Del extracto butandlico se
obtuvieron 13 fracciones, FB1FB13, la fracciorFB11(11.2mg) y Fraccion FB12 (8.5mg) fueron
analizadas por RMN, encontrandose una mezcla entre la saponina y un compuesto polifenélico

(26). Estas fracciones se reunieron y se sometieron a una separacion por cromatografia de

Ti

=
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exclusion de tamafio Sephadéx LH20, se realiz6 el seguimiento por CCD usando el revelador
sulfato céricoamonico, de aqui se obtuvo la fraccion FB11.1, la cual fue analizada por RMN
obteniendo espectros deéH, HSQC y HMBC.

2.4.6 Ensayos de inhibicién enzimatica

) 1T E E AE A E ainilaga pandrefiticg porcina

Se utiliz6 la metodologia descrita por HansawasdKawabataet al52 modificada por Reyet al53,

en la cual se determina la actidad enzimatica mediante la absorbancia generada por
fragmentos solubles de dextrinas unidas al colorante remasol azul producto de la hidrdlisis del
almidon azul. Para esto, se tomaron 2Q4L de suspension de sustrato almidén azul (10 mg/mL)

y fueron adicionados a un tubo Eppendorf, el cual se calenté (tapado) a ebullicion por 5
minutos, luego se incub6 a 37 °C por 5 minutos. Una vez transcurrido este tiempo, se agregaron
200 pL del extracto de grandilla (25 mg hojas/mL) o de una solucion de acarbosa a una
concentracién de 350ug/mL como control positivo. Finalmente 100uL de la solucién de la
enzima alfaamilasa pancreatica porcina, con una concentracion dé.0 U.l/mL fueron
adicionados. Tanto la enzima como el sustrato fueron dispersados previamente en leaffris-
HCI 0.05M CaGl0.01M pH 68. La mezcla de reaccidn se incubd por 60 minutos a 37°C, y luego
se centrifugd a 4°C por 10 minutos a una velocidad dé&@00 rmp. De esta forma, 100 L de

sobrenadante se dispusieron en un placa de 96 pozos para medialasorbancia a600 nm42.53,
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La siguiente tabla recopila los volimenes de reactivo empleados en las diferentes muestras:

Tabla 2.4: Soluciones a empledasen el ensayo Inhibicion de inhilicién de alfaamilasa.

Control Blanco del Inhibidor: Blanco
Muestra 100% Control extracto o extracto o
Reactivo actividad 100% de acarbosa acarbosa
actividad

Sustrato (Azure Starch)  200uL 200 pL 200 pL 200 pL
Alfa-amilasa 100puL e o0 -
Muestra (extracto 0  ----—---- = ---emeee- 200nL 200 pL
acarbosa) (Acarbosa:57

Ong/mL,

Extractos:

25mg

hojas/mL)
Mezcla metanol:Buffer 200 pL 200 L e e
fosfatos 90mM pH 6.0
Buffer Tris-HCI 0.05M  -------- oopL e 100 pL
pH 6.8

En este ensayo se evaluod la actividad inhibitoria producida por 5mg de hojas, puesto que se
emplearon 200uL de un extracto con una concentracién de 25mg de hojas/mL. Asi, teniendo
en cuenta el volumen final del mediale reaccion, & concentracion final de los extractodue

de 10 mg de hojas/mL, mientras para el control positivo, la acarbosa, fue de 14dYmL .

91 Inhibicién de la 1 -glucosidasa obtenida a partir del extracto acetdnico de intestino

de rata
100 mg de extracto acetdnico en polvo de intestino de rata se suspendieron en 1mL de solucién
salina al 0.9%; esta mezcla se sonicé 12 veces por 30 segundos a 4°C. Posteriormsate,
centrifugd a 15000 rpm por 30 min y se utilizé el sobrenadante para el ensayo, el cuald una
concentracion enzimatica aproximada de 1.0 U.I/mL, lo anterior con base al ensayo de

Ayinampudi et al y a lo reportado por Reyet al3252,

Como sustrato & empled una solucion dq -D-glucopiranésido dep-nitrofenilo (pNPG) a una
concentracion de 11.3 mM en un buffer de fosfatos 0.5 M a pH 6.8. Los ensayos se llevaron a
AAAT AEOAAOGAI AT OA AT bPI AAAOG AA we BT UT Oh AT AAAA
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nduv-h pnOPODMAOCHEHEA AA 1T A AT UEI Ah ¢ t, AA O1T A OI
ET EEAEAT O | AAAOATOAQ U tmnm t, AA ACOA AAOOEI AAAS8
a partir de 25 mg de hojas secas de acuerdo a la seccién anterior. Esta mezcla sdbéalB7 °C
Pl O pu [ ET OO1 08 40AT OAOOOEAT AOOA OEAI PI OA AAEA
incubd por otros 60 min a la misma temperatura. Finalmente, se media absorbancia de cada

pozo a 405 nn32.

En el caso de las muestras control, efecir aquellas donde se espera 100% de la actividad
enzimatica, los 20 pL de la solucién de inhibidor fueron reemplazados con 20 pL del solvente
empleado para los extractosrhetanol: buffer fosfatos 90 mM pH 6.0 1:1), con el fin de tener en
cuenta el efecb del metanol en la estabilidad de la proteina. La distribucion de los volumenes

de reactivos empleados se detalla en la tabla siguiente.

Tabla 2.5: Soluciones a empledasen el ensayo Inhibicién de inhibiciéon de alfaylucosidasa

de intestino de rata

Control Blanco del Inhibidor: Blanco
uestra 100% Control extracto o] extracto o
Reactivo actividad 100% acarbosa acarbosa
actividad
Buffer fosfatos 0.5M 20 pL 30 uL 20 L 40 L
pH 6.8
Alfa-glucosidasa mnour o
Muestra (extracto 0  ----—--—-- = —memeee- 20 puL 10 uL
acarbosa) (Acarbosa:570my/
mL, Extractos:
25mg hojas/mL)
Mezcla 20 L 20puL e e

metanol:Buffer

fosfatos 90mM pH 6,0

Agua destilada 40 uL 40 uL 40 uL 40 pL
Sustrato 10 L 10 pL 10 pL 10 L

En este ensayo se evalud la actividad inhibitoria producida por 0.5mg de hojas, puesto que se
emplearon 20puL de un extracto con una concentracion de 25mg de hojas/mL. Asi, teniendo
en cuenta el volumen final del medio de reaccidéna toncentracion final de los extractodue

de 5 mg de hojas/mL, mientras para el control positivo, la acarbosa, fue dé4ug/mL
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Para los célculos de inhibicion de la actividad inhibitoria de los extractos, se empleara la

siguiente férmula:

) 5 . -
P OfQw&w Q 5 - pTT

En donde:

Asoo%: Absorbancia promedio del control 100% actividad enzimética

Asoows: Absorbancia promedio del blanco del control de 100% actividad enzimatica
A: Absabancia con presencia de inhibidor

Aem: Absorbancia promedio del blanco de los pozos con presencia de inhibidor

C. Analisis estadistico
Los resultados deporcentaje de inhibicién se presentan como lanedia aritmética + error
estandar SEM Con el fin estalecer datos atipicos en el conjunto de 3 datos de cada tipo de

i OAOGOOA OA Aibpi Ae Al OAOGO AA ' OOAAO AiTT Ol

1 ET8;
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3.Capitulo 3: Estudios in silico y evaluacion in
vitro de la actividad inhibitoria de compuestos
Identificados en hojas de Passiflora ligularis
*O00 O1I ACA | ADI ERAAODRI AO
glucosidasa.

2A00I1 Al

Los métodos computacionales se han posicionado como herramientas dereeningen la
identificacion de sustancias bioactivas dado su poder de prediccidén. En el presente capitulo se
realizé el estudio dedockingo acoplamiento molecuar entre los compuestos identificados en
hojas de Passifloraligularis, U 1 AO A-AUET A @lucpsidlasa, como un criterio de
validacion para los resultados del andlisis metaboldmico del capitulo anterior. Adicionalmente,

se hicieron los ensayos de actividad inhibitoria enzimaticdn vitro con algunos @ los

compuestosaislados en cantidad suficiente.

Como estructura proteica se selecciond la estructura con cédigo 1HXO0 Btein Data Bank

Al OOAODIT 1 AE Admifada pdncredtida pgrcina cearistalizada con un pseude
hexasacarido derivado de acarbosa. En el caso HeA-glucosidasa se usoé la estructura con
cbdigo 2QMJ, que corresponde a la subunid&iterminal de la glucosidasa intestinal humana
co-cristalizada con acarbosa. Las estructuras fueron seleccionadas con base a la resolucion de
la estructura proteica, elgrado de homologia entre esta estructura y la enzima usada en los

bioensayos, y la presencia del ligando exristalizado.
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Las estructuras de las proteinas fueron pr@rocesadas empleando el software MAESTRO 11.5,
de forma que se removieron moléculas de ag, ligandos cecristalizados y se generaron los
estados de protonacion de los residuos de aminoacido al pH del bioensayo, es decir 6.8. Las
estructuras 3D de los ligandos (inhibidores y compuestos de. ligularis) fueron modelados
empleando este mismo sdivare, y se generaron los estados de protonacion en el pH 6.8. En el
caso de las saponinas se modelaron los diasteroisémeros energéticamente viables, lo anterior
dada la ausencia de informacién inequivoca de la configuracion absoluta de los carbonos
asimétricos de la cadena lateral. La validacion del protocolo de acoplamiento (pardmetros de
ubicacién y tamafio de ligando) se realizd ejecutando un 4a&coplamiento del ligando ce
cristalizado usando el software Autodock Vina. La seleccion de los mejores pararnstse baso

en la conformacién con mejor RMSD respecto a la conformacion-adstalizadada. Los
DAOUI AOGOT 6 AA OAE&nilasA fudroh @4 dosrdenadas B2606 y=19.95 y

UEvw8uth AiT O A AEi Al Ggfuéokidadale obtuieBor lod pardnietdO© AO DAOA

x=-20.78, y=6.7 y z=5.33 con un tamafio de 25A.

Para la comparacién del acoplamiento molecular se emplearon los parametros de eficiencia de
ligando, y el perfil de interacciones en el sitio activo expresado como el coeficiente deitaoto.
Como referencia de interacciones efectivas se uso el perfil de interacciones del ligande co
cristalizado, y los inhibidores de origen natural sinigrina y un @lavonoide obtenido deP.
bogotensi8 ! Oph OA AT AT 1 00¢& -bhlldsa IDefidieAcia Ad ligaAda ©d A A
cristalizado fue de-0.18Kcal*atomo/mol, el cualpresenta interacciones con los aminoacidos de
la triada catalitica Aspl197, Glu233, y Asp300; y con otros residuos implicados en la
estabilizacion del ligando. Los compuestos con que noejcumplieron con los criterios de
eficiencia y perifl de interacciones fueron uno de los diasterisémeros digjularésido C (15.1),

la quercetina3-O-glucdésido (17), la luteolina-7-O-glucosido (17a), el kaempferolt3-O-
glucosido (19) y ala apigenina7-O-glucésido (19a).

En el caso del acoplamiento con la-glucosidasa, la acarbosa ecristalizada presenté una
eficiencia de ligando de-0.17Kcal*atomo/mol e interactla con la triada catalitica Asp203,
Asp327 y Asp 443, entre otros aminodcidos del sitio activo. lguercetin-3-O @nadalonil) -

glucésido (18), apigerina-7-O-glucésido (19a), kaempferol3-O4 @ndalonil) -glucésido (21) e

A
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isoramnetin-3-O @ 6 | Alglichsitld @2) fueron los compuestos con mejor perfil de
interacciones y valores de eficiencia de ligando superior a la acarbosa. El analisis de
interacciones aroj6 que los compuestos de mayor peso molecular, como saponinas,
flavonoides O-glicosilados y flavonoidesO-glicosilados esterificados con malonato generan un
perfil mas similar a la acarbosa, mientras que compuestos de menor tamafio como la catequina

y crisina, interactdian con el sitio activo de forma similar a la sinigrina.

Por otro lado, se determinaron los valores de kgde los compuestos glutaminaJ), crisina (14),
ligularésido C (15), catequina (L6), quercetina3-O-glucdsido (17), kaempferol3-O-glucosido
(19) y crisin-7-O4 @atetil)-glucésido (29), para cada una de las enzimas estudiadas. De forma
gue para laj -amilasa pancreatica porcina, los compuestos que presentaron un valor dedC
menor o cercanoal de la acarbosa (2341M), usada como control positivo, fueron el ligularésido

C (409.8QuM), quercetina3-O-glucédsido (31.04 uM) y kaempferol3-O-glucésido (33.45t M).
Respecto a la inhibicién de la-glucosidasa, presente en el extracto de intestino de rata, sélo el
compuesto quercetina3-O-glucosido (15.37uM) presentd un valor de IG inferior al
presentado por la acarbosa (156.6M). Finalmente, al comparar estos resultado# vitro con

los obtenidos tras el estudio de acoplamiento molecular, se encuentra que los compuestos tipo

flavonol glicosilados, son los mas activos del grupo de compuestos ensayados.
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3.1 Introduccidn

Algunos métodos cenputacionales se han posicionado como herramientas de prediccion de
interacciones moleculares entre compuestos y algunas dianas biolégicas de interés, y son
herramientas potentes en la busqueda, identificacién y optimizacion de farmaco<l estudio

de moléculas bioactivas a partir de fuentes naturales no es la excepcion, de hecho, un gran
nuamero de investigaciones sobre PN complementan la evaluacion de la actividad biol6gica de
los metabolitos aidados con estudios computacionales de los mismos, que validan los
resultados observados en un modelo farmacoldgico experimental. Estas aproximaciones
computacionales también se han empleado como métodos de cribado para grandes bibliotecas
de compuestos deorigen sintético o natural, frente a una diana farmacoldgica o una actividad
terapéutica deseada. De esta forma, se han optimizado los tiempos en los procesos de
identificacion de sustancias bioactivas, que comuinmente requieren de rigurosas etapas de

purificacion y gran cantidad de bioensayaés

De forma generalJos métodos computacionales se clasifican, de acuerdo a la disponibilidad de
informacién estructural de la diana bolégica, en: métodos basados en el ligando, métodos
basados en la estructura y métodos mixt@sLos métodos basados en el ligando se fundamentan
en modelos de relacion estructuraactividad, generados a partir de caracteristicas esicturales

de moléculas con una actividad biolégica conocida, sin ser nhecesario conocer la diana biolégica
con la que interacttan. Por otro lado, los métodos basados en la estructura se desarrollan con
base en las caracteristicas estructurales del sitio idéficado como activo o modulable en la
diana bioldgica. Por otro lado, en los métodos mixtos se emplean ambos enfoques para obtener
las predicciones deseadas. El acoplamiento moleculamdlecular docking es uno de los
métodos basados en la estructura n®ampliamente usados; éste se basa en la prediccion
estructural de complejos ligandereceptor a través de algoritmos que establecen las
conformaciones del ligando en el sitio activo de la macromolécula, y de funciones de puntuacion

gue clasifican los compjos de acuerdo a su estabilidad energétita

En este capitulo se busc6 medir la capacidad inhibitoria (mediante elstE de los compuestos

aislados frente a las enzimag-amilasa pancreatica pecina y a lajf -glucosidasa presente en el
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extracto enzimatico obtenido del intestino de rata. Para luego correlacionar estos valores con
los resultados de un estudio de acoplamiento moleculardockingrealizado con las estructuras
de los compuestos idenficados y/o aislados de hojas déassiflora ligularisJuss frente a las
estructuras de la| -amilasa pancreética porcina, y a la subunidad-terminal de la -glucosidasa
(glucomaltasa) intestinal humana. Todo lo anterior, con el objetivo de validar los resados del
estudio metabolémico del capitulo anterior, en el cual se estableci6 que los metabolitos
relacionados con la actividad biolégica de los extractos de hojas son de tipo polifendlico y
saponina.
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e P ~

o8¢ 2AO001I OAAT O U AEOAODOOE¢®&I
3.2.1 Seleccién de lasestructuras 3D para las enzimas J-amilasay |-

glucosidasa

1 %1 UE i-afilaga

La estructura de laj-amilasa pancreatica porcina fue buscada mediante las palabras claves
®ECoh OAlI PEA AUDARAA EAcOBAaAId delalbaddde dat®yotein data
bank, se encontraron ls 4 estructuras presentadas en laTabla 3.9). En la columna de

referencia se indica el articulo que publicé la estructura referida.

Tabla 3.1: Estructuras de | -amilasa pancreatica porcina ceristalizada con acarbosa obtenidas e
PDB.

Cadigo Nombre Resolucion (A) | Referencia
PDB
10SE 2.3 Gilleset ab

Porcine pancreatic alphaamylase
complexed with acarbose

1HXO0 Structure of pig pancreatic alphaamylase | 1.38 Qianet ab
complexed with the "truncate" acarbose
molecule (pseudotrisaccharide)

1PPI The active center of a mammalian alpha | 2.2 Qianet al
amylase. the structure of the complex of a
pancreatic alphaamylase with a
carbohydrate inhibitor refined to 2.2
angstroms resolution

1JFH Structure of a pancreatic alphaamylase 2.03 Qianet alF
bound to a substrate analogue at 2.03
angstrom resolution
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La estructura con cédigo 1HXO0 posee la mejor resolucion cristalografica (1.88, ademas sus
por susvalores de R y R free (0.130 y 0.108), que corresponden a las desviaciones que presenta
un patron de difraccion modelado respecto al patron de difccion obtenido
experimentalmente, se infiere que la estructura reportada tiene una alta calidad Esta
estructura ademas posee como ligando etristalizado un pseudehexasacarido, generado por

la transglicosilacion de subproductos de la reaccion de hidrélisis de la acarbodadura 3.7)5.
Todas estas consideraciones nos llexan a seleccionar a el archivo de PDB 1HX0 como el de

trabajo.

HO/// :é :érob :éfoié
’///O ", 7, ///OH

H

|II|
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OIIIn
OIIIl-

HO

Figura 3.1: Estructura delpseudehexasacarido cecristalizado con laj -amilasa pancreética porcina en

la estructura PDB 1HXO0

1 Enzima J -glucosidasa

Para la bisqueda de estructuras dq -glucosidasa se emplearon las palabrds | A ¢a£60alpi®

Ci OAT GAEAH OB Aio@d éncontraron estructuras 3D reportadas con estos términos.
Dado que el bioensayo emplea un extracto enzimatico obtenido a partir de polwdestinal de
rata, se determin6é que la estructura 3D a usar deberia tener un alto grado de homologia
estructural con la enzima de origen murino. La busqueda de estructuras en el PDB con estas
caracteristicas solo arrojo estructuras de origen humano. Seleecioné la estructura con codigo
PDB 2QMJ correspondiente a la subunidal-terminal de la J-glucosidasa (glucomaltosa)
intestinal humana. Esta enzima posee un porcentaje de similitud del 60% con la secuencia
reportada en la base de datos UNIPROT para la sacaragamaltasa intestinal de rata (P23739
uniprot entry); lo anterior de acuerdo al anéisis de homologia realizado en la herramientan-

line BLAST. La estructura 2QMJ fue seleccionada dentro de las 5 estructuras generadas con
estos criterios de busqueda, dados sus valores de resolucion cristalografica (A)9valores de

Ry Rfree(0.177y 0.215) y presencia de acarbosa etristalizada®.
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3.2.2 Pre-procesamiento de los archivos de las estructuras proteicas

para el acoplamiento molecular.

Lafigura 3.2 presenta las estructuras tridimensionales de las enzimag-amilasa (1HXO0) y| -

Ci OAT OEAAOCA jc¢1-*q AAODPOI O AAl DOl Akbmaih EAT 0T A
DOADPAOAOET Se elminardh @ad moléculas de agua, ligandos e ionesaistalizados

con las proteinas; los 6rdenes de enlaces fueron asignadasesiduos de aminoacidos y se

seleccionaron las posiciones alternas de residuos que de acuerdo al mayor porcentaje de

ocupacioén. El pH seleccionado para generar los estados de ionizacion de los residuos fue de 6.8,

puesto que es este pH el de maxima adiilad enzimatica y el que se empleé en los bioensayos

in vitro10.11,

Figura 3.2: O000AO00A0 o$ DOI AAOCAAAOTIOAAEH ATBORA DI ADED O A IxE/

Software MAESTRO 1115de las enzimas empleadas para los estudios de acoplamiento molecubr.
Estructura | -amilasa pancreatica porcina codigo PDB 1HX), Estructura subunidad Nterminal de la ) -
glucosidasa intestinal humana cddigo PDB 2QMJ. Los sitios de unién del ligando se esquematizan

mediante superficie de van der Waals.
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3.2.3 Preparacion de las estruc turas de los ligandos

Los ligandos seleccionados fueron todos los compuestos identificados en el capitulo 2 como
responsables de la actividad inhibitoria de los extractos polares de. ligularis es decir los
polifenoles, y las saponinas, ademas del aciglutamico y la glutamina, ya que sefiales de RMN
atribuibles a dichos compuestos se relacionaron con la actividad inhibitoria de los extract&e
incluyé un Gflavonoides (Compuesto32) aislado de Passiflora bogotensiccomo control
positivo, ademas de la @arbosa, ya que este flavonoide presento actividad inhibitoria frente a

1 -glucosidasa deSaccharomyces cerevisiggeTambién se incluy6 la sinigrina, un glucginolato

con actividad inhibitoria de glucosithidrolasas de origen natural4. En latabla 3.2 se listan los
compuestos usados en este estudio, es importante mencionar que para las saponinas
ligularésido A-D, no se conoce la estereoquimica de la cadena lateral, los diasteroisomeros

usados en el estudio se discuten a continuacion.

Tabla 3.2: Listado de metabolitos de hojas deP. ligularis usados en el estudio de acoplamiento
molecular frente a las enzimag -amilasa y | -glucosidasa. Se tuvo en cuenta la protonacién al pH de

trabajo de los ensayos de inhibicién enzimatica

No.
Nombr e Estructura 2D
Compuesto
0 0
o <)
2 Acido glutamico © ©
NH,
0 0
1,N oe
3 Glutamina 2
NH,
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No. Nombr e Estructura 2D
Compuesto
14 Crisina
15 Ligularésido C
OH
HO o} =
W oH
16 (-)-catequina
OH
OH
17 Quercetina3-0O-glucésido
17a Luteolin-7-O-glucdsido O |
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No. Nombr e Estructura 2D
Compuesto
18 Quercetin-3-O-(6" -malonil) -
glucosido
19 Kaempferol3-O-glucosido
19a Apigenin-7-O-glucésido > O |
20 Isoramnetin-3-O-glucdsido
21 Kaempferol 30-(6" -
malonil) -glucésido
29 Isoramnetin-3-O-(6" -

malonil) -glucésido
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No.
© Nombr e Estructura 2D
Compuesto
25 Crisin-7-O-glucésido
26 Apigenina
27 Kaempferol
OH (0]
Crisin 7 @®acetil)-O- Pho
28 L. o
glucésido
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No. Nombr e Estructura 2D
Compuesto
29 Ligularésido B
30 Ligularésido D»
31 Ligularésido A
Luteolin-6-C-{ -L-
ramnopiranosil4 p - @ 0
32 O-acetil)-r -D-glucésido




112 Estudio metabdlico de hojas d®assiflora ligularisJuss ysu relacion con la
AAOEOEAAA EIT HH AR QlguicoAdasq

No.
Compuesto

Psewlo-hexasacarido b /@’b /@’/{5
P HAC HO' HO' Y ey Y © o Y /”’u Y © o Y “oH
o OH Ho/: OH = OH

derivado de acarbosa

oH oH
H
HOy,,. N, o HOy,, O, o
. o
AC Acarbosa HO HO 7 g < HO v OH

HO HO

Nombr e Estructura 2D

SI Sinigrina

aDjasteroisémero representado por Meneses et #l

Las saponinas (ligularésico A a D) fuen aisladas e identificadas por Meneses en su tesis de
maestria, en ese trabajo se lograron caracterizar todos los centros quirales de los residuos del
azucar y del nucleo lanostan®. En un estudio reciente de nuestro grupo se pudo establecer,
mediante estudios de la metodologia de Muraté, que los centros de 20y G22 corresponden
aRy Rpara la saponina ligularésido C15). De acuerdo a lo reportado por Menesest al, el
compuesto30 y 31 corresponden a epimeros en la posicidn-25, con base a esto se establecié
de forma arbitraria, la estereoquimica absoluta para el-€5 del compuesto30 como R y para

el compuesto31 como S85. Ante la falta de informacién para los otros centros asimétricos para
los compuestosl5, 29, 30y 31, sedecidié modelar la estructura de todos los diasteroisémeros
posibles, haciendo los cambios en la estereoquimica de los centros quirales de la cadena lateral.
Lafigura 3.3 presenta las estructuras de las saponinas con los carbmsquirales de la cadena
lateral nombrados, a partir de esta asignacion se logré establecer mediante modelado 3D, que

para todos los compuestos eran viables 2 diasteroisémeros, teniendo la salvedad que los
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compuestos30 y 31 son epimeros y que biosintétiamente la configuracion absoluta del C20
favorecida es R. La estereoquimica absolutanodelada paracada posible diasteroisémero se
presenta con detalle en lgabla 3.3 es importante mencionar que solo las diasteroisomeros

energéticamente viables son listados.

Z
7%77 %

Figura 3.3: Estructuras de las cadenas laterales de las saponinas identificadas por Meneseal. en

hojas dePassiflora ligularis a) ligularésido C (15) b) ligularésido Ay D 0 y 31)15.¢) ligularésido B (29).

Tabla 3.3: Diasteroisémeros modelados para los compuestdss, 29-31. Se describe la estereoquimica

absoluta de cada uno de los centros quirales presentados en la figura.3.3

Estereoquimica absoluta

modelada
Compuesto | . C0digo c20 | c22 | c24 | c25

diasteroisémero

29 29.1 R R NA
29.2 R R NA
15 15.1 R R NA NA
15.2 R S NA NA
30 30.1 R R R R
30,2 R R S R
31 311 R R R S
31.2 R R S S

NA: No aplica
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3.2.4 Determinacion y valid acién del protocolo de acoplamiento
molecular

1 1-amilasa

La determinacion de la ubicacién y del tamafio de la rejillagrid para el acoplamiento entre la
estructura de la enzima| -amilasa pancreatica porcina 1HXO0 con los ligandos a estudiar, se basé
en las coordenadas del ligandopseudo-hexasacaridg con el que se presenta el reporte de
1HX0. La distancia entre los dos atomos mas lejanos del ligando cristalizado fue déd1De
acuerdo a esto, el centro de coordenadas de la rejilla se localiz6 espacialmente en las posiciones
x=36.03, y = 19.95, z = 594 y se determiné el tamafio de la rejilla en cada dimensién de 35.0
A, es decir el doble del tamafio del ligando (pseud®xasacarido) figura 3.4).

Figura 3.4: Representacion grafica de las coordenadas de la rejilla centradm el ligando de la

estructura 1HXO0 visualizadas en MAESTRO 1125

El re-acoplamiento molecular entre la proteina rigié y la estructura ceA OE OOAIr& UAAA 1 (
AT A E Belr&@liz6 empleando el software AutoDock Vina 1.22 La superposicion entre la
confori AAE&T AT AOCi OEAATI AT OA 100 AGOMIAARHIILAI] I ECA
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conformacion del ligando cecristalizado, arrojé un RMSD de 8.194.. Este es valor alto, pero
gue se considera aceptable para un ligando de gran tamafio y con un gran nimero de eeda
rotable como es el caso de pseuduexasacarido derivado de acarbosa ecristalizado en la
estructura 1HXO0. El hecho de poseer un total de 32 enlaces rotables se traduce a un mayor
numero de grados de libertad, que a su vez impacta en la exactitud dedaelo; por otro lado,

la remocion de moléculas de agua que generan puentes de hidrégeno entre los hidrogenos
polares del ligando y el sitio activo también impacta sobre la reproducibilidad del
reacoplamiento!®. No obstante, con el objetivo de visualizar el impacto de cambios en las
coordenadas y dimensiones de la rejilla sobre el RMSRdot Mean Square Deviatignse realizé
Estos resultados permitieron establecer que el conjunto de coordenadas y dimensién de la
rejilla denominada como P3 prodice el conférmero que mejor asemeja la conformacién del
ligando cocristalizado, por lo que, se seleccionaron estos parametros para realizar el

acoplamiento con otros compuestos.

Tabla 3.4: Parametros de la rejilla empleada en el protocolo de validacién bdeocking para la enzima
] -amilasa. Las condiciones de P3 son las que mejor permiten reproducir las medidas experimentales. El

ligando corresponde a pseuddiexasacérido derivado de acarbosa.

Cddigo Coordenada x Coordenaday Coordenadaz Tamafio (A) RMDS (§

P1 36.03 19.95 59.54 35 8.198
P2 32.02 14.86 52.54 35 13.0363
P3 36.03 19.95 59.54 30 7.940
P4 36.03 19.95 59.54 25 8.983

Como proceso de validacién adicional se realizé el acoplamiento entre una estructura modelada
del ligando con cambios en el &gulo diedro de algunos de los enlaces rotables. Erfilgura 3.5a

se compara la conformacion cambiada del pseudttexasacarido y laco-cristalizada en el sitio
activo de la enzima del archivo 1HXO0. El acoplamienentre esta nueva conformacion, y la
estructura rigida de la proteina arrojé que el complejo entre ligando y proteina tiene una

energia libre de-11.0 Kcal/mol. Al comparar la conformacién de este acoplamiento con la
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conformacién del ligando cecristalizado, se encontr6é que la mayoria di®s &ngulos diedros de

los enlaces se conservan y las conformaciones superpuestas son similares, como se muestra en
lafigura 3.5b. Todos esto muestra que el modelo permite predecir la interaccion aetel ligando

y el sitio activo de la enzima. Respecto a la energia obtenida, este valor fue menor al obtenido
para el reacoplamiento (11.7 Kcal/mal), esta diferencia radica en que en el caso del
reacoplamiento la conformacion empleada en el proceso ddding es la cacristalizada, por

ello el software obtiene valores de energia para un complejo de mayor estabiliddados estos
resultados permiten inferir que el protocolo de acoplamiento alocking establecido, permite
obtener resultados de alta exactitugpara compuestos que puedan interactuar en el sitio activo

de la enzima.

Figura 3.5: Superposicion de la conformacion del ligando pseudoeexasacarido derivado de acarbosa
co-cristalizado en el sitio activo de la enzima 1HXO0 (estructura gris) y deratconformacion (estructura
verde). a) Antes al proceso de acoplamientd)) posterior al proceso de acoplamiento empleando los

parametros P3 descritos en ldaabla 3.4
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1 1-glucosidasa

Para la validacion del protocolo de acoplamiento frente a estructura de la enzima 2QMJ, se
encontré que las coordenadas del ligando eran x=20.78, y=-6.7, z=5.33. El ligando ce
cristalizado de esta estructura corresponde a la acarbosa, Enque los &tomos mas alejados se
encuentran a una distancia de 1. En lafigura 3.6 se presenta la ubicacion de la rejilla con un

tamarfio de 30 A en las tres direcciones de coordenadas.

Figura 3.6: Representacion grafica ddas coordenadas de la rejilla centrada en el ligando de la

estructura 2QMJ visualizadas en MAESTRO 112.5

De acuerdo co los datos recopilados en latabla 3.5, se encontr6 que el conjunto de

AT 1T OAAT AAAOG U OAiI Adal AA 1T A OAEEIT A AATTITET AAI
conformacion del ligando cecristalizado. Al igual que en el caso de I®®VSD encontrados para

el pseudehexasacérido cecristalizado con la estructura de la amilasa 1HXO0, se encontraron

valores de RMSD altos para e¢-dockingde la acarbosa cearistalizada en la estructura 2QMJ,

esto se explica por el nUmero de enlaces rotads (22) y por el hecho de no limitar la rotacién

de los enlaces establecidos como rotables por el software.
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Tabla 3.5: Parametros dela rejilla empleado en ensayos de validacion del protocolo dckingpara la
AT UE kglucosidasa Las condiciones de PZon las que mejor permiten reproducir las medidas

experimentales. El ligando corresponde a acarbosa.

Cbdigo Coordenada x Coordenaday Coordenadaz Tamafio (A) RMDS (A)

P1 -20.78 -6.7 -5.33 30 7.6706
P2 -20.78 -6.7 -5.33 25 7.3770
P3 -20.78 -6.7 -5.33 35 17.0189
P4 -18.95 -5.2 -4.33 30 7.4858

Por otro lado, al realizar el estudio de acoplamiento entre una estructura de acarbosa en una
conformacion diferente a la presentada por la acarbosa ewistalizada, se encontré que el
protocolo definido predice d modo de unién entre el ligando y el sitio activo. Para e#-docking

se encontré una energia de afinidad d&.7 kcal/mol, mientras que en el caso del acoplamiento
con la acarbosa en otra conformacion una energia de afinidad @1 kcal/mol. En la siguénte
figura se presenta la conformacion antes y después del proceso de acoplamiento realizado por
el software Autodock Vina 1.1.28. Es a resaltar, que la remocién de moléculas de agua del sitio
activo impacta en la exactitud del modelo frente a la conformacion -@istalizada, ya que se ha
determinado que ciertas moléculas de agua generan puentes de hidrégeno en el sitio activo que
permiten la estabilizacién del ligando y los residuos de aminoacidosNo obstante, para el
presente trabajo se determind que la exactitud del modelo es suficiente para predecir posibles
modos de unién de los compuestos de interés, ya que aun asi reproduce la ubicacion y gran

parte de la conformacién de los anillos de la acarbosa.
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Figura 3.7: Superposicion de la conformacion del ligando acarbosa-ouistalizado en el sitio activo de

la enzima 2QMJ (estructura gris) y de otra conformacion (estructura verde) Antes al proceso de
acoplamiento, b) posterior al proceso de acoplamiento empleando los parametros P2 descritos en la
tabla 3.5

3.2.5 Acoplamiento m olecular y huellas digitales de interaccion
proteina -ligando ( Protein-ligand interaction fingerprint, PLIF )
entre los compuestos aislados de hojas de Passiflora ligularis

Juss y las enzimasj -amilasa y | -glucosidasa

En el capitulo 2 se habia identificado gr métodos metabolémicos a las saponinas y los

polifenoles como los compuestos con posible actividad inhibitoria de las enzimas de las hojas
de Passilfora ligularis asi mismo las sefales para los derivados del acido glutamico estan entre
las VIPs. Por est razon se seleccionaron los compuestos listados en la tabla 3.2 para ser
ensayadosin silico en el presente trabajo. Entre estos compuestos se tienen flavonoides no

glicosilados, flavonoides glicosilados tipoO-glicésidos, ésteres de malonato y acetato ©o
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flavonoides O-glicosiladosy los diferentes diasteroisémeros de las saponinas que no han sido
elucidadas completamente (vesecciéon 3.2.3.

A) ] -amilasa

El estudio de acoplamiento molecular realizado entre los compuestos de tabla 3.2y la
estructura rigida de la enzimay -amilasa pancreatica porcina 1HXO0, permitié identificar que
bajo las condiciones modeladas todos los compuestos interactian en el sitio activo de la
proteina, y los complejos allformados serian energéticamente viables. Para comparar estos
resultados se usaron como control positivo tres inhibidores de la enzima previamente
reportados: uno de uso clinico (acarbosa), los productos naturales sinigrifay el compuesto
polifendlico 32., el cual corresponde a urCGflavonoide identificado de hojas deP. bogotensis

con un IGo en glucosidasa de&accharomyces cereviced8 veces menor a acarbosa

' AEAET T AT T AT OA OA OAAlI EUe OT DOI AAOGI AA O11 Of Al E
software AutoDock Vina 1.2.38, al determinar la eficiencia del ligando, pardmetro que relaciona

la energia de afinidad con el nimero de atomos pesados del ligaptldste parametro puede

ser calculado a nivel experimental mediante la determinacion de la; #el ligando o a nivel
tedrico empleando el valor de energia de afinidad calculado, esta aproximatipermite realizar
comparaciones de la potencia de una sustancia cuando se dispone de los datos experimentales
0 en elscreeningvirtuales para diferenciar ligandos con valores de energia de afinidad cercanos
21: en el presente caso se emplea con estémo fin. Aunque los valores de eficiencia de ligando
son Utiles en el proceso de clasificacién de ligando como posibles inhibidores, se deben tener
en cuenta otros criterios como lo es el perfil de interacciones que presenta, ya que los modos
de unién cdculados entre los ligandos y la proteina podrian no involucrar aminoacidos claves
en la catalisis enzimatica, como la triada catalitica o los aminoacidos que estabilizan el sustrato.
De acuerdo a lo anterior, en el presente trabajo se seleccionaron estios criterios en conjunto

para la clasificacion de los diferentes ligandos identificados en hojas Beligularis.

De esta forma, mediante los valores recopilados en fabla 3.6 se identificd6 que todos los
compuestos de naturadza polifendlica poseen una eficiencia del ligando teédrica superior al
pseudohexasacarido derivado de acarbosa -§.18Kcal*atomo/mol), mientras que las

saponinas poseen valores cercanos o igualer a éste, mas no superiores. De igual forma, al
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comparar con h eficiencia calculada para el compuestd2 (-0.20 Kcal*atomo/mol) con los
compuestos identificados erP.ligularis se encontré la misma tendencia. Por otra parte, sélo los
flavonoides no glicosilados presentan una eficiencia cercana a la sinigrina0.25
Kcal*atomo/mol). Respeto a los aminoacido2 y 3, presentan los mejores valores de eficiencia,
debido a su bajo peso molecular; a pesar de esto, los modos de union calculados muestran que
solo interactian con un par de aminoacidos del sitio activo, por Ique se considera su

interaccion como insignificante al momento de inhibir la actividad enzimatica.
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Tabla 3.6: Datos del acoplamiento molecular y andlisis de similitud de interaccion liganearoteina entre la | -amilasa pancreatica porcina 1HXO0 y los

ligandos identificados en hojas d®. ligularis pseudehexasacarido derivado de acarbosa, sinigrina y compuesia.

Coeficient
ede .-
. . Eficiencia del S tanimoto Coeficient fici
Tipo de Engrgla de Nl{mero ligando Residuos de aminoéacidos . Aminoacidos respecto e de Coe iciente de
Compuesto compuesto afinidad de 4tomos (kcal*atomo de contacto a 4 A involucrados en liando tanimoto tanimoto
P (kcal/mol) pesados puentes de hidrégeno 9 respecto a respecto a
pesado/mol) co- S
L sinigrina compuesto 32
cristalizad
o]
Pseude Pseudo -11.7 65 -0.18 Trp59, Try62, GIn63, Vall63,| Trp59, GIn63, Vall63, NA 0.444 0.369
hexasacarido hexasacarido Gly164, Leul65, Arg195, Gly164, Leul65,
derviado de Aspl197, Alal198, Lys200, Arg195, Alal198,
acarbosa His201, Glu233, Glu240, Lys200, His201,
(ligando co- His299, Asp300, His305 Glu233, Glu240,
cristalizad) His299, Asp300,
His305
Sinigrina glucosinolato -5.6 22 -0.25 Vall63, Leul65, Aspl97, Aspl97 0.444 NA 0.596
His305
2 Aminoacido -4.4 9 -0.48 Aspl97 Aspl97 0.031 0.054 0.043
3 Aminoécido -4.7 10 -0.47 Serl05, Gn161 Serl05 0.027 0 0
14 Flavonoide -8.9 19 -0.46 Trp59, Tyr62, GIn63, Vall63 GIn63 0.346 0.692 0.512
no
glicosilado
15.1 Saponina -10.6 60 -0.18 Trp59, GIn63, Alal07, Tyrl51, Arg195, 0.698 0.520 0.353
Tyrl51, Leul62, Vall63, Glu233, Asp300
Arg195, Alal98, Lys200,
His201, Glu233, 1le235,
Asp300, His3®
15.2 Saponina -9.8 60 -0.16 Asn53, Trp59, Gly106, Gly106, Tyr151, 0.643 0.500 0.360
Alal07, Ala108, Tyr151, Aspl197
Leul62, Vall63, Leul65,
Aspl97, Lys200, His201,
116235, His305
16 Flavonoide -9.0 21 -0.43 Trp59, Tyr62, Vall163, Aspl197 0.346 0.692 0.694
no Aspl197
glicosilado
17 Flavonoide -8.7 32 -0.26 Trp59, GIn63, Vall163, GIn63, Arg195, Asp197, 0.519 0.750 0.500
O-glicosilado Arg195, Asp197, Asp300, Asp300
Gly306
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Coeficient
e de -
) Energia de Namero Ef|c_|enC|a del . N Aminoécidos tanimoto Cm;ﬂct:l:leent Coeficiente de
Compuesto Tipo de afinidad de atomos ligando Residuos de aminoacidos involucrados en respecto tanimoto tanimoto
compuesto (kcal*atomo de contacto a 4 A . ligando
(kcal/mol) pesados puentes de hidrégeno respecto a respecto a
pesado/mol) co- S
L sinigrina compuesto 32
cristalizad
o]
17a Flavonoide -9.7 31 -0.31 Trp59, Tyr62, GIn63, Vall63,| GIn63, Asp197, Asp356 0.346 0.579 0.788
O-glicosilado Aspl197, His306, Asp356
18 Flavonoide 9.1 39 -0.23 Trp59, Vall63, Arg195, Arg195, Val234 0.571 0.632 0.430
O-glicosilado Lys200, Val234, 1le235,
esterificado Asp300, Gly306
con malonato
19 Flavonoide -8.2 32 -0.26 Try62, Try151, Leul62, Arg195, Lys200, 0.630 0.421 0.383
O-glicosilado Vall63, Arg195, Ala198, Glu233
Lys200, Glu233, Asp300
19a Flavonoide -9.9 31 -0.32 Trp59, Try62, GIn63, Serl105, Serl05, Aspl197 0.496 0.468 0.492
O-glicosilado Vall63, Leul65, Aspl97,
His305
20 Flavonoide -8.2 34 -0.24 Trp59, GIn63, Vall63. Trp59, GIn63, Aspl97, 0.414 0.525 0.368
O-glicosilado Aspl197, Glu233, Gly306 Glu233,
21 Flavonoide -9.0 38 -0.24 GIn63, Tyrl5l, Leul62, GIn63 0.630 0.722 0.493
O-glicosilado Vall63, Lys200, His201,
esterificado 11235, Asp300, H305
con malonato
22 Flavonoide -8.6 40 -0.22 Trp59, Tryl51, Leul62, Glu233, lle235, Asp300 0.429 0.421 0.250
O-glicosilado Vall63, Lys200, His201,
esterificado Glu233, lle235, Asp300,
con malonato His305
25 Flavonoide -9.6 30 -0.32 Trp59, Leul62, Vall63, His201 0.481 0.500 0.366
O-glicosilado His201, H299, Asp300,
Gly306
26 Flavonoide -9.0 20 -0.45 Trp59, Tyr62, GIn63, Val163, Aspl197 0.385 0.769 0.750
no Argl195, Asp197
glicosilado
27 Flavonoide -8.9 21 -0.42 Trp59, Tyr62, GIn63, Val163 GIn63 0.385 0.769 0.787
no
glicosilado
28 Flavonoide -9.6 33 -0.29 Trp59, Tyr62, GIn63, Gly106, GIn63, Gly164 0.483 0.429 0.431
O-glicosilado Alal07, Vall63, Gly164,

esterificado
con acetato

His305
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Coeficient
L gde Coeficient
) Energia de Ndmero Ef|c_|enC|a del . N Aminoacidos tanimoto ede Coeficiente de
Compuesto Tipo de afinidad de atomos ligando Residuos de aminoacidos involucrados en respecto tanimoto tanimoto
compuesto (kcal*atomo de contacto a 4 A . ligando
(kcal/mol) pesados puentes de hidrégeno respecto a respecto a
pesado/mol) co- S
cristalizad sinigrina compuesto 32
o
29.1 Saporina -9.2 59 -0.16 Pro54, Trp59, Asp197, Asp197, Asp300, 0.385 0.429 0.355
Asp300, His305, Gly306, Trp357
Val354, Trp357
29.2 Saponina -10.3 59 -0.17 Trp58, Trp59, Tyrl51, Tryl151, Lys200 0.586 0.500 0.360
Leul62, Vall63, Leul65,
Lys200, His201, His305
30.1 Saponina -10.3 60 -0.17 Trp58, Trp59, Tyrl51, Lys200 0.586 0.500 0.360
Leul62, Vall163, Lys200,
His201, 1le235, His305
30.2 Saponina -10.2 60 -0.17 Trp58, Trp59, Tyrl51, Tyrl51, Glu233 0.607 0.524 0.360
Leul62, Vall63, Leul6b,
Lys200, His201, Glu233,
His305
31.1 Saponina -10.5 60 -0.18 Trp58, Trp59, Tyr62, Tyrl51, Tryl51, Lys200 0.586 0.500 0.360
Leul62, Vall63, Lys200,
His201, Glu233, lle235,
Glu240, His305
31.2 Saponina -10.3 60 -0.17 Trp58, Trp59, Tyrl51, Tryl151, Lys200 0.586 0.524 0.369
Leul62, Vall63, Leu265,
Lys200, His201 Glu233,
116235, Glu240, His305,
Gly306
32 Flavonoide -9.2 45 -0.20 Trp59, Tyr62, GIn63, Vall63, GIn63, Aspl197 0.369 0.596 NA

C-glicosilado

Arg195, Aspl197
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Los resultados del acoplamiento entre la estructura de lapteina rigida y los ligandos flexibles,
muestran que la mayoria de los compuestos estudiados interactian con los aminoacidos del
sitio activo de la enzima, inclusive con uno o dos amino&cidos de la triada catalitica descrita por
Quianet al; sin embargo,para que esta interaccion sea considerada como relevante debe ser
mediante puentes de hidrogeno. Esta triada esta compuesta por los residuos Asp197, Glu233 'y
Asp300; los cuales participan en el mecanismo de reaccion a través de un ataque nucleofilico
al enlace glicosidico y una catdlisis acido base. De igual forma, se identificaron aminoacidos
necesarios para generar interacciones de menor magnitud, necesarias para la estabilizacion y
reconocimiento del sustrato, como interacciones hidrofébicas con los resids de aminoacidos
apolares Vall62, Leul65; interacciones tipav-aA stacking con el residuo Tyrl51; estas
interacciones se presentan con la cadena carbonada de los carbohidratos a hidrolézaEn
cuanto a las interacciones entre el ligando ecristalizado se excontré que presenta puentes de
hidrégeno con los tres aminoacidos de la triada catalitica, y por su tamafio posee interacciones
de menor magnitud con los residuos de aminoacidos anteriormente mencionados.figura 3.8

representa graficamente la union entre algunos ligandos y el sitio activo de la enzima.
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Figura 3.8: Representacion gréafica del sitio de unién de los ligand@y pseudehexasacarido derivado

de acarbosa,b) compuesto ligularésido C15.1, ¢) compuegdo quercetina-3-O-glucosido 17 y d)
compuesto luteolina7-O-glucésido 17a, en la estructura de lg -amilasa pancreética porcina, mostrando

los aminoéacidos de contacto (a 4 A). Se observan interacciones de puentes de hidrégenos (linea punteada

naranja) con aminoacidos claves en la catélisis de hidrdlisis y estabilizacion del sustrato.
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La comparacion de los perfiles o patrones de interaccién generado entre inhibidores y el sitio
activo de la enzima, respecto a las interacciones generadas poicbmpuestos, se esquematiza
en la matriz de interacciones de ldigura 3.9. En esta se observa un patrén de coloracién de
acuerdo con la presencia de una interaccion entre el residuo de aminoacido y el ligando, es asi
comose d 1 A OAEEDIC AdditddEakbcides caracteristico de cada ligando. De esta forma
se identificd que la mayoria ddos compuestos presentan una interaccién con el aminoacido
Asp197, mas no con el aminoacido Glu233; aunque cabe mencionar que esta interaccion
siempre fue de tipo puente de hidrogeno. Pese a que la matriz de interacciones evidencia una
alta similitud entre las interacciones de inhibidores usados como control positivo y
compuestos, su limitacién radica en clasificar correctamente el grado derslitud entre estos,

por lo tanto se empleé el coeficiente de tanimoto para este f# Este coeficiente considera a las
interacciones entre un compuesto y la proteina como un conjunto, de forma que para comparar
numéricamente los perfiles de interaccion de los inhibidores y los compuestos de estudio, se
realiza un célculo que relaciona el nimero de elementos similares eettos dos conjuntos

respecto al nimero de elementos diferent€s.

De forma puntual, el analisis de interacciones arrojque los compuestos de mayor tamafio,
como las saponinas y algunos flavonoides glicosilados con ésteres del acido malédnico,
presentan un patron de interaccibon modelado de mayor similitud al derivadgseude
hexasacarido de acarbosa; es mas algunos de losstisoisomeros de las saponinad5, 30, y

31; y el compuesto kaempferol 30-(6"-malonil)-glucésido (21) poseen los coeficientes de
tanimoto mas altos. Respecto al patron de interaccién de la sinigrina se observé que los
compuestos polifendlicos de menor tmafio presentaron mayor similitud con este patrén
positivo, tal es el caso de flavonoides no glicosilados comoldl, 16, 26 y 27. Finalmente, los
compuestos con mayor similitud en la interaccién respecto al compues82 segln los datos de

la tabla 3.6, un flavonoide G-glicosidado, fueron los compuestd.6, 17a, 26 y 27, tres de los
cuales corresponden a flavonoides no glicosilados. Por otra parte, los aminoacidby 3 no
presentaron similitud con los patrones de interaccion de lomhibidores de referencia, ademas

de presentar valores de energia de afinidad bajo. Lo anterior indicaria que a pesar de gque se
pueda presentar algun tipo de interaccion con residuos del sitio activo no serian interacciones

considerables para generar lanhibicién en la actividad enzimatica.
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En relacion con cambios en el perfil de interacciones entre flavonoides de un mismo ndcleo
estructural se encontré que la glicosilacion aumenta el nimero de interacciones favorables
entre los aminoacidos del sitio advo y el compuesto, puesto que al comparar el perfil de
interacciones de un flavonoide no glicosilado como el kaemferol7) con el perfil del
kaempferol-3-O-glucésido, se encontr6 que este Ultimo presenta interacciones de mayor
magnitud tipo puente de hidrogeno con el aminoacido Glu233, perteneciente a la triada
catalitica. Ademas de interactuar con otros aminoacidos claves en el reconocimiento del ligando
como la Tyr52, Tyrl57; esta tendencia también fue presentada en el caso de la apigenigé)

y la apigenina7-O-glucésido. Por otra parte, la esterificacion con malonato de los flavonoides
O-glicésido impacta en el perfil de interacciones calculado, conen el caso del compuestd8
quercetin-3-O @ndalonil)glucésido, en donde no se encuentran interaccion con los
aminoacidos de la triada catalitica a diferencia del compuesid quercetin-3-O-glucésido; esto

se puede explicar por la repulsién de cargaque tendria el grupo carboxilo del malonato con

las cargas negativas de los amino&cidos acidos que conforman la triada catalitica.

En cuanto a las saponinas resalta el comportamiento observado por los diasteroisomeros del
ligularésido C (compuestdl5), en el cual el cambio en la configuracidén absoluta del carbono 22
impacta significativamente en la eficiencia del ligando y el perfil de interacciones calculado. En
este caso, se determind que el diasteroisémero con configuracion absoluta RR en las poséson
20 y 22, presenta tanto una mejor eficiencia de ligando e interactia mas parecido al pseudo
hexasacéarido; ademas presenta dos puentes de hidrégeno con los aminoacidos Glu233 y
Asp300. Lo anterior esta relacionado con la disposicién de la cadena latedal la saponina, ya
gue es el hidroxilo y el carbonilo presente en esta parte del compuesto los que generan los

puentes de hidrégeno, como se observa enfilgura 3.8b.
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Figura 3.9: Matriz de interacciones entre laj-amilasa parcreatica porcina estructura 1HXO0 y los
ligandos estudiados, incluyendo los controles positvos sinigrina gseudehexasacéarido dervidado de
acarbosa. En el eje horizontal se encuentra la posicién del aminoacido y en el eje vertical los ligandos, se
enmarcanlos aminoacidos de la triada catalitica. La coloracién indica que se encontré algun tipo de
interaccién entre el aminoacido y el ligando; y varia de acuerdo a la posicién del aminoacido en la
proteina. En el recuadro en la parte derecha del grafico se esgnatiza el conteo de interacciones del

ligando con los residuos de aminoéacidos.

Como resultado de la integracién de los datos de eficiencia de ligando, y los perfiles de
interaccion, se seleccionaron al ligularésido C (diasteroisbmer&5.1), la quercetha-3-O-
glucosido (17), la luteolina-7-O-glucésido (17a), el kaempferot3-O-glucdsido (19) v a la
apigenina7-O-glucdsido (19a); como los compuestos con mayor potencial como inhibidores de
la | -amilasa pancreatica porcina. Esto se e a que en este modelo computacional poseen
valores de eficiencia de ligando iguales o superiores al pseutiexasacarido derivado de

acarbosa, también generan interacciones de tipo puente de hidrogeno con uno 0 mas
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aminodcidos de la triada catalitica, irgractian con otros aminoécidos claves del sitio activo, y
finalmente poseen perfiles de interacciones muy similares a los inhibidores empleados como
comparacion. Este hallazgo se contrasta en la seccion 3.2.6, en donde se integran estos

resultados con la galuacion de la actividad biologica en los modelds vitro correspondientes.
B) Estudios con la enzima | -glucosidasa

En el caso de los estudios de acoplamiento entre la estructura rigida de la subunid\aterminal

de la glucomaltasa intestinal humana 2QU) se evidencié que tanto los compuestos polifendlicos
como las saponinas presentan interacciones con el sitio activo de la enzima, de acuerdo con el
modelo planteado (vertabla 3.7). Los compuestos polifenélicos son los que prestan una
mayor eficiencia de ligando, superior a la presentada por la acarbos#®.(L7Kcal*atomo/mol);
mientras que las saponinas con sus correspondientes diasteroisdmeros presentaron valores
inferiores. Para esta enzima la triada catalitica correspondeles residuos Asp203, Asp327.,y
Asp44®, y se observd que la mayoria de los ligandos estudiados interactian con los
aminoacidos de la triada catalitica, aunque también lo hacen con atraminoacidos polares del
sitio activo mediante interacciones de puentes de hidrégeno. De igual forma, los ligandos
presentaron interacciones con residuos de aminoacidos claves para la estabilizacién de los
ligandos, como la Tyr299, Arg526, Asp542, y Hi60, entre otro®. También se encontrd la
tendencia que presentaron los compuestos con altos valores de eficiencia de ligando en el caso
de la j-amilasa, los cuales a pesar de poseppseen una alta eficiencia no interactian con
aminoacidos ni de la triada catalitica, ni con otros responsables del reconocimiento y
estabilizacion del ligando; en este grupo se encuentra los aminoacidos acido glutdmico (2),

glutamina (3) y los compuestogolifendlicos, crisina (14), catequina (16) y apigenina (26).

Algunas de estas interacciones se representan graficamente erfitgura 3.10, evidenciandose
gue algunos compuestos tienen una gran similitud en su interaccién con stios activo al
compararla con la presentada por la acarbosa, como el caso de los flavonoides glicosilados
esterificados con malonato, quercetil8-Of @61 A1 T 1T El 8¢ le GsbrannEtiA-3-O-

j ool AT T 1 EIl opgiLGsAval@rés Ade enprgia de afinidh eficiencia de ligando, e

interacciones a menos de 4\, se recopilan en laabla 3.7.
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Tabla 3.7: Datos del acoplamiento molecular y andlisis de similitud de interaccion ligandaroteina entre lasubunidad N-terminal de la glucomaltasa

humana 2QMY los igandos identificados en hojas d@.

ligularis sinigrina, acarbosa y compuest82.

esterificado
con malonato

Asp542, Phe575, His600,
Try605

Tyr605

rpoce | Eneace | tamers [ EFEECRO T rosuos o oasiosen | oo | s | o
Compuesto compuesto afinidad de atomos (kcal*atomo aminoacidos de uentes de ligando co- respecto a respecto a
P (kcal/mol) pesados contacto a 4 A puer gand eSpe p
pesado/mol) hidrégeno cristalizado sinigrina compuesto 32
Acarbosa Pseudo -7.5 44 -0.17 Asp203, Thr205, Tyr299, | Asp203, Asp327, NA 0.450 0.530
tetrasacarido Asp327, Trp406, Met444, | Metd44, Arg526,
Arg526, Asp542, Phe575,| Asp542, His600
His600
Sinigrina glucosinolato | -5.9 18 -0.27 Tyr299, Asp327, Trp406, | Asp327,Asp443, 0.450 NA 0.542
Asp443, Arg526, Asp542,| Arg526
His605
2 Aminoacido -2.3 9 -0.26 Asp542 Asp542 0 0.021 0.012
3 Aminoacido -2.0 10 -0.20 GIn603 GIn603 0 0.013 0.010
14 Flavonoide -7.3 19 -0.38 Tyr299, Trp406, Met444, | Metd444 0.350 0.818 0.391
no Asp542, Phe575
glicosilado
15.1 Saponina -8.1 60 -0.14 Asp203, Asn207, Asn209,| Asp203, Asn207, 0.500 0.611 0.477
Asp327, Asp443, Met444,| Asn209, Asp327,
Lys480, Arg526, Asp542, | Asp443, Lys480,
GIn603 Arg526, Asp542,
GIn603
15.2 Saponina -7.8 60 -0.13 Thr204, Thr205, Asn207, | Thr205, Asn207, 0.636 0.450 0.368
Tyr299, Trp406, Trp44l, | Arg526, Asp542
Arg526, Asp542 Phe575,
His600
16 Flavonoide -7.4 21 -0.35 Tyr299, Asp327, Trp406, | Arg526, Asp542 0.400 0.909 0.464
no Arg526, Asp542, GIn603
glicosilado
17 Flavonoide -7.9 32 -0.24 Tyr299, Asp327, Trp406 | Arg526, GIn603 0.500 0.769 0.543
O-glicosilado Arg526, Asp542, Phe575,
GIn603
17a Flavonoide -8.2 31 -0.23 Arg202, Asp203, Tyr299, | Arg202, Arg526, 0.524 0.452 0.382
O-glicosilado Asp327, Trp406, Arg526, | Asp542
Asp542, Phe575
18 Flavonoide -7.6 39 -0.19 Asp203, Thr205, Try299, | Asp203, Thr205, 0.650 0.625 0.573
O-glicosilado Asp327, Trp406, Arg526, | Asp327, Arg526
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Tpode | Eerdmde | Namero | [EEHACEL | Residuos de Pvolucradosen | tanimotorespecto | de tanimoto | anmoto.
Compuesto afinidad de 4tomos " amino&cidos de )
compuesto (kcal/mol) pesados (kcal*atomo contacto a 4 A p_uentes de Ilg_and_o co- rt_as_pe_cto a respecto a
pesado/mol) hidrégeno cristalizado sinigrina compuesto 32
19 Flavonoide -7.8 32 -0.24 Thr205, Tyr299, Asp327, | Thr205, Arg526, 0.524 0.611 0.569
O-glicosilado Trp406, Arg526, Asp542, | Asp542
Phe575, GIn603
19a Flavonoide -8.0 31 -0.26 Arg202, Asp203, Thr205, | Asp203, Thr205, 0.469 0.406 0.444
O-glicosilado Asp327, Asp443 Asp327, Asp443
20 Flavonoide -7.0 34 -0.21 Tyr299, Asp327, Trp406, | Arg526 0.473 0.851 0.407
O-glicosilado Arg526, Asp542, Phe575
21 Flavonoide -8.1 38 -0.21 Arg202, Thr205, Tyr299, | Thr205, Asp443, 0.364 0.643 0.542
O-glicosilado Trp406, Asp443, Asp542,| Asp542
esterificado Phe575
con malonato
22 Flavonoide -7.7 40 -0.19 Asp203, Tyr299, Asp327,| Asp203, Asp327, 0.636 0.611 0.378
O-glicosilado Asp443, Arg526, Asp542 | Asp443, Arg526
esterificado
con malonato
25 Flavonoide -84 30 -0.28 Asp203, Thr204, Thr205, | Asp542 0.450 0.467 0.354
O-glicosilado Trp406, Asp443, Asp542
26 Flavonoide -7.5 20 -0.38 Tyr299, Asp327, Trp406, Arg526, Asp542, 0.400 0.909 0.372
no Asp542, Phe575, GIn603 GIn203
glicosilado
27 Flavonoide -7.3 21 -0.35 Tyr299, Trp406, Asp443, | Asp443 0.400 0.909 0.392
no Arg526, Asp542, Phe575,
glicosilado GIn603
28 Flavonoide -8.2 33 -0.25 Thr205, Tyr299, Trp406, | Thr205 0.579 0.533 0.457
O-glicosilado Asp542, Ph575
esterificado
con acetato
29.1 Saponina -7.8 59 -0.13 Thr205, Phe450, Leu473,| Thr205, Thr544 0.250 0.095 0.341
Lys480, Thr544
29.2 Saponina -7.8 59 -0.13 Tyr299, Trp406, Trp441, | Asp474, Lys480, 0.478 0.421 0.329
Metd44, Asp474, Lys480,| Arg526
Arg526, Asp542, Phe575,
His600
30.1 Saponina -7.9 60 -0.13 Asn207, Trp206, Phe450,| Asn204, Thr544, 0.280 0.190 0.345
Thr544, Asp549, Phe575,| Asp549
Ala576
30.2 Saponina -7.8 60 -0.13 Tyr299, 1le328, lle364, Asp452, Lys480 0.565 0.381 0.411
Trp406, Trp441l, Met444,
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_ Energia de NGmero I_Eficiencia del Residuos de Aminoécidos Co_eficiente de Coeficjente Co_eficiente de
Compuesto Tipo de afinidad de atomos Ilgandp aminoacidos de involucrados en t_anlmoto respecto de tanimoto tanimoto
compuesto (kcal/mol) pesados (kcal*atomo contacto a 4 A p_uentes de Ilg_and_o co- rt_as_pe_cto a respecto a
pesado/mol) hidrégeno cristalizado sinigrina compuesto 32
Asp452, Lys480, Phe575,
His600
31.1 Saponina 7.8 60 -0.13 Arg202, Tyr299, Asp327, | Arg202, Asp474 0.583 0.348 0.388
116364, Trp406, Trp441,
Asp474, Trp539, Phe575,
His600
31.2 Saponina -7.7 60 -0.12 Asp203, Thr205, Phe450,| Thr205 0.148 0.091 0.215
Lys480
32 Flavonoide -8.4 45 -0.19 Asp327, Lys480, Arg526, | Arg526 0.530 0.542 NA

C-glicosilado

Asp542, Ala576
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Figura 3.10: Representacion grafica del sitio de unid de los ligandosa) acarbosab) quercetin-3-O-

i @06l Alglicbsiid @8) c) apigenina7-O-glucésido (19a), y d) isoramnetin-3-O4 @61 A1 T 1T EI
glucésido 22), en la estructura la subunidadN-terminal de la glucomaltasa humana mostrando los
aminoécidos de catacto (a 4 A). Se observan interacciones de puentes de hidrégenos (linea punteada

naranja) con aminoacidos claves en la catalisis de hidrélisis y estabilizacion del sustrato.

El patrén de interacciones presentado como matriz en lagura 3.11 describe la posicién del
residuo de aminoacido y las interacciones presentadas con cada uno de los ligandos. De esta
figura se infiere que la mayoria de los ligandos presentan algun tipo de interaccién con dos de
los aminoacidos de la trada catalitica (Asp203 y Asp327); a pesar de ello solo algunos
interactlan mediante puentes de hidrégeno. Ademas, se observa que los compuestos de tipo
saponina son aquellos que presentan mayor nimero de interacciones, lo anterior relacionado

con su tamafig ya que por una parte poseen un nucleo tipo lanostano, unido a una cadena lateral
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oxigenada por un extremo y por el otro a un disacérido derivado dg-acetil glucosamina. El
comportamiento opuesto se encontrd para los compuestos polifendlicos sin glicasién como

el 14 y 16; en los que, aunque se presentaron menores interacciones se encontré una mayor
eficiencia de ligando, son estos compuestos los de mayor similitud al patrén de interaccion de
la sinigrina de acuerdo con el calculo del coeficiente dertiemoto. De igual forma, no se encontro
similitud en los patrones de interaccion entre los aminoacido® y 3 con alguno de los
inhibidores, por lo que no se esperaria actividad inhibitoria por parte de estos aminoacidos. En
el caso de las saponinas el efecde los cambios en la configuracion absoluta de los centros
quirales de la cadena lateral no tuvo un impacto tan marcado con en el caso de las interacciones

y energia de afinidad entre estos y la enzimgamilasa.

| 1l )

=

LIGANDOS

i
Siniarin
rbosa —
20 321 ™ ) A552 5 10 15 20 25

RESIDUOS DE AMNOACIDOS Nimero de neracciones

Figura 3.11: Matriz de interacciones etre la subunidad N-terminal de la glucomaltasa intestinal
humana estructura 2QMJ y los ligandos identificados en hojas de. ligularis sinigrina y pseude
hexasacérido dervidado de acarbosa. En el eje horizontal se encuentra la posicion del aminoacidost en
eje vertical los ligandos, se enmarcan los aminoacidos de la triada catalitica. La coloracién indica que se

encontrd algun tipo de interaccion entre el aminoacido y el ligando.
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En conjunto, los compuestos que presentaron valores de eficiencia de ligansuperiores a la
acarbosa, interacciones de puentes de hidrégeno con uno o mas aminoacidos de la triada
catalitica y coeficientes de tanimoto que indican similitud respecto al patrén de interacciones
de los compuestos inhibidores usados como control posib son: quercetin3-O-
ool AT TT EIT qci8A & dpigehiha7-O-glycosido (19a), kaempferol3-O-

j ool AT T 1 EI 11d iSoladm@in’-04 9o i Al T 1 EIl 22X LodsAtéridrEiddica j
que la esterificacion con malonato podria repercutir en el nimero denteracciones efectivas
para la formacion del complejo ligandereceptor, puesto que al comparar con sus analogos no
esterificados los compuestosl8, 21 y 22 se encuentra que estos Ultimo no interactian con
ciertos aminoéacidos claves para la inhibicion enzidtica. Un ejemplo de ello es que al comparar
el perfil de interacciones presentado por los compuestos isoramenti-O-glicosido (20), con

el de su analogo esterificado compuestd2, muestra que20 genera interacciones de puentes
de hidrégeno con el aminoddo Arg526, mientras que el compuest®22 lo hace con los
aminoacidos Asp203, Asp327, Asp443 y Arg526; tres de los cuales pertenecen a la triada
catalitica. Es decir22 tiene un perfil de interacciones mas efectivo para la inhibicion. Estos
hallazgos, sopotan el hecho de que la adicion de unidades de carbohidratos simples, con o sin
modificaciones tipo esterificiacién, generan interacciones adicionales con los aminoacidos del

sitio activo de la enzima a través de puentes de hidrogeno con residuos de amiridas polares.
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~

08¢8¢p % OAUT O AA AAOEOEAAA HnilasseWEOT OEA
] -glucosidasa de fracciones y compuestos identificados en hojas

de Passiflora ligularis Juss.

En esta seccién se presentaran los resultados de la evaluacion dadtvidad inhibitoria sobre
estas enzimas por parte de las fracciones, y compuestos aislados e identificados. Los
compuestos a ensayar fueron los flavonoides crisinal4), catequina (L6), quercetina3-O
glucdsido (17), kaempferol3-O-glucésido, crisin-7-O @azetil)glucosido (28), la saponina
ligularésido C (15) y el aminoacido glutamina 8), puesto que los estudios metabolémicos de la
seccion 2.2.4indicaron que ellos podrian ser los responsables de las i@ciones en la actividad
biol6gica en los diferentes extractos polares de hojas ¢k ligularis Estos datos experimentales

in vitro buscan validar los estudiosn silicocomo herramienta complementaria de validacion.

El hecho de haber identificado disag#dos, como la sacarosa, en el extracto podria suponer una
posible interferencia para el ensayo de inhibicién enzimatica, puesto que este carbohidrato es
sustrato de este tipo de enzimas. Por lo anterior se busco eliminar este tipo de compuestos con
el fin de eliminar estas posibles interferenciasAsi, se procedié a fracciona# de los extractos
activos, incluidos en los analisis OPLBA, usando butanol para obtener fracciones organicas y
fracciones acuosas remanenteada una de estas fracciones fue vatmla en los ensayos de
inhibicion, y se evidencié que la fase organica concentra la actividad inhibitoria. En esta fase
butandlica se concentran los compuestos polares no iénicos presentes en el extracto inicial. En
la figura 3.12 se presentan los cromatogramas a 340nm que muestran que los compuestos
polifendlicos se concentran de forma mayoritaria en la fase butandlica; y se muestra en el
espectro de RMN la presencia de saponinas y de flavonoides, que son minoritariosd respecto

las primeras.

En latabla 3.8 se presentan los porcentajes de inhibicidn sobre la actividad catalitica de las
enzimas de interés.La fraccion acuosa remanente presenta los menores % de inhibicién en la
mayoria de los casossto puede indicar que algunos compuestos activos no fueron extraidos
en la fase organica; como evidencia de ellos se presentan los cromatogramas de la figetat8

en donde se observa que a pesar de que la mayoria de los compuestos polifendlicos fueron
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extraidos por el butanol, algunos se mantienen en la fase acuosa remanente al compararlos con

el perfil cromatografico del extracto acuoso inicialEsto se debe a que algunos flavonoides son

ionizables dada su esterificacion con malonato, aspecto que dismiria su concentracién en la

fase orgéanica; por lo tanto, el pH es un factor a controlar en la extraccion.

Finalmente, los

valores no proporiconales entre el % de inhibicién del extracto crudo respecto a los obtenidos

tras el fraccionamiento, se podria exjcar por el efecto de la coloracion de los extractos en la

AAOAAAEE®T

A A

1A AAOEOEAAA Al UE lani@saAShremtargdz1 AED AT |

esta aproximacion permiti6 evidenciar que la actividad se concentra principalmente en

compuestos polares no ionicos.
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Figura 3.12: a) Cromatogramas a 340nm del extracto acuoso (lineegra), fase acuosa remanente

(linea azul) y fase organica (linemosa) de las muestrasC1A7. b) perfil RMN de extracto acuoso (linea

naranja), fase acuosa remanente (linea rae) y fase organicalfnea azu) de las muestrasC1A?7.

Tabla 3.8: Porcentajes de inhibicién enzimatica del extracto acuoso, fracciones acuosas y butandlicas

remanentes de algunas muestras incluidos en el analisis tipo OPDS&.

1 -glucosidasa ] -amilasa
“eInhibicion | o, hinicien | % veinhibicion | o\ pinicien | %
extracto s o extracto - L
fraccién Inhibiciéon fraccion Inhibicién
Muestra acuoso 0 - acuoso 0] .
> acuosa fracciéon > acuosa fraccion
fraccién J fracciéon o
remanente butanolica remanente butanélica
cruda cruda
H3A7 36.9+3.9 6.7+ 3.0 25.2+1.0 83.4+13,4 30.2+5,1 70.1+5,7
HAA7 13.8+4.7 -5.4+0.5 2.3+0.5 89.2+5.2 40.8+5.9 80.2+ 10.5
J2A5 20.2+1.0 -5.3+3.6 12.0+0.1 60.8+4.7 35.2+6.3 62,50+ 7.58
C1A7 19.2+28 5.9+0.7 16.3+2.6 77.56+5.6 50.45+ 8.9 68.9+ 10.4
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Los compuestos mayoritarios de la fraccion butandlica corresponden a compuestos polifendlic
glicosilados y no glicosilados, y saponinas, algunos de ellos se encob&radisponibles en el
laboratorio (aislados en este trabajo y en trabajosnevios, o habian sido comprados) por lo qu
se procedi6 a evaluar la concentracion inhibitoria 50 de ellos, incluyendo al aminocic
glutamina, que en los andlisis metabolémicos figuraba como candidato a activo. Como contre
positivos se us6 la acarbos&n la tabla siguiente se resumen los valores dest@btenidos para
cada uno de los compuestos, cabe mencionar que la actividad inhibitoria se evalu6 partiendc

solucionesstockde los compuestos de 1mg/mL y sus respectivas diluciones.

Tabla 3.9: AcivE AAA ET EEAEOT OE A -giddada, hresentel eA € exthalctt) de integiin
AA OA @hiBsa pancreatica porcina de algunos compuestos identificados en hojas efe hojas de

Passiflora ligularisJuss.

ICso} t - 4

Compuesto ] -glucosidasa ] -amilasa
Glutamina (3) >1.36mM >2.73mM
Crisina (14) >786.7 >1.57mM
Ligularésido C (L5) >235.42 409.80+11.37
Catequina (6) >689.6 >1.37mM
Quercetin-3-O-glucésido (17) 15.37+1.05 31.04+1.06
Kaempferol3-O-glucdsido (19) 1.83+0.01mM 33.45+2.45
Crisin-7-O-(6"-acetil)-glucésido (28) >463.78 >873.36
Acarbosa (Control positivo) 156.6+1.11 234.1+15.9

Acorde con los datos de l§g para ambas enzimas de interés los compuestos con mejor activid
inhibitoria son flavonoides glicosilados derivadosde quercetina y kaempferol, presentandc
valores de IGo incluso menores que el valor determinado para la acarbosalinicamente
utilizado para el tratamiento de la diabetes. No se encontré inhibicién de la actividad enzimati
por parte de otros compuestogolifendlicos como la catequina, crisina y sus derivados, dent
del rango de concentraciones evaluadas. Respecto a las saponinas, el compuEstpresento
actividad inhibitoria frente a | A -amjlasa, aspecto que es acorde a los resultados

acoplamiento molecular. Rnalmente, el aminoacido evaluado no presentd actividad alguni
Estos hallazgos permiten validar los resultados del andlisis por ORCED A O A-anhildsa, en el

gue la diferenciacion de las muestras entre activas (A) y no activas (N) se da pambios en
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variables de desplazamiento quimico relacionados con compuestos de naturaleza terpenoi

(saponinas) y polifendlicas (flavonoides).

En el caso de los resultados de andlisis OR&S b Adlubosidasa, estos resultados sol
validan la relaciénentre los cambios de actividad y los cambios en compuestos polifenélicdsn
este punto es importante mencionar que no se disponia de la totalidad de los compues
identificados en los extractos polares de hojas de granadilf@ara la evaluaciéon de la actidad

inhibitoria enziméatica in vitro, por lo que esfuerzos posteriores a esta tesis deben realizarse

este sentido,incluso buscando nuevas fuentes de este tipo de compuestos, como otras esp:
de Passifloralas cuales se caracterizan por la producandde saponinas con nucleo lanostano
flavonoides tipo Gglicosidos's. Los flavonoidesO-glicosidados no son comunes en este géne

de plantas.

Por otra parte, al encontrar que la actividad biolégica no se concentra en un compuesto
especifico, ni en un solo tipo de compuestos, es de esrse que la actividad inhibitoria de los
extractos se deba a sinergismos e inclusive a diferentes tipos de inhibicién enzimatica. |
diferencias en la actividad biologica entre los diferentes extractos podrian estar relacionados
s6lo con cambios end concentracion de un tipo de compuestos, sino que también con camb

en las proporciones de los compuestos bioactivos, o que impactaria en los posibles sinergisr

Los estudios dedockingmostrados en las secciones anteriores muestran la viabilidaédrica de
la formacién de complejos ligandereceptor para la mayoria de los compuestos identificados ¢
las hojas deP. ligularis.No obstante, los valores de g permitieron establecer que la inhibicion
de la actividad enzimatica sblo es presentada porlgunos compuestos, dentro de esto
flavonoides con mayor nimero de hidroxilaciones en su estructura como aquellos glicésid
derivados del nlcleo quercetina. Este hecho se confirma los hallazgos de los estudiodatsking
en donde los flavonoides sin hidrgilaciones en el anillo B, como crisina y sus derivados, |

presentaron interacciones significativas en el sitio activo de ninguna de las dos enzimas.

Es importante mencionar que los ligandos caristalizados poseen puentes de hidrégenos cc

moléculas deagua presentes en el sitio activo, y ésta a su vez con residuos de aminoac
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polares, este tipo de interacciones también repercuten en las conformaciones adoptadas po
proteinay el ligando. Es por ello, que los resultados de acoplamiento presentanaesgo de bas:
relacionado con este aspecto. No obstante, los resultados de este estudio son coherentes cc
datos disponibles de I reportados para los flavonoides, tales como los derivados (
quercetina, kaempferol y crisina; en diferentes carbokirasas?.23 Estudios QSAR publicados e
la literatura cientifica comparan la actividad inhibitoria de 44 compuestos polifendlicos sobre |
A1 U E kglucosidasade Saccaromisesde la con la estratura de diferentes compuestos
polifendlicos, como el caso de Proenca&t ak?, muestran que los flavonoides con do
hidroxilaciones en los anillos Ay B y una en el anillo C son los mas activos frente a glue
hidrolasas, este es el caso de los derivados de qudina, lo que coincide con nuestros hallazgo:
En el estudio realizado por Taderat ak3. se concluyé que el carbonilo y la insaturacion presen
en el anillo Cjunto con hidroxilaciones en los anillos A y B, aumentan la actividad inhibitoria c
las enzimas glucosthidrolasas por parte de compuestos polifenélicos; por lo que compuest
de tipo flavonol son mas activos frente a estas enzimas. En esta tesis sefiomaron las
observaciones anteriores, puesto que los derivados de crisina y la catequina presentaron me

actividad que otros polifenoles.

Finalmente, en el caso de las saponinas no se encontraron estudios relevantes sobre la inhibi
de la actividad de glucosithidrolsasas por parte de saponinas con nucleo terpenoidal tip
lanostano, caracteristico de aquellas identificadas en hojas Beligularis Hecha esta salvedad
dado que solo se dispuso de una de las cuatro saponinas identificadas en losaexos polares,
para la evaluacion de la actividad inhibitoria frente a las enzimas de interés, se det
complementar los hallazgos del presente trabajo con estos otros compuestos para establece

papel de cada uno de estos compuestos sobre las varia@sren la actividad bioldgica.
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3.3 Conclusiones

El estudioin silicotipo acoplamiento molecular, entre las estructuras rigidas de las enzimas
amilasa pancreatica porcina (cédigo PDB:1HXO0) y la subunidatterminal de la glucemaltasa

0 ] -glucosidasaintestinal humana (c6digo PDB: 2QMJ), permitio identificar a ligularésido C
(diasteroisdbmero 15.1), la quercetina3-O-glucésido (17), la luteolina-7-O-glucésido (17a) y el
kaempferol-3-O-glucdsido (19), como aquellos compuestos que presgéarian los complejos
energéticamente mas estables con el sitio activo de la enzimaamilasa; a su vez interactuarian
con aminoacidos claves para la hidrdlisis de carbohidratos y para el reconocimiento de estos
por parte de la enzima. En el caso de jaglucosidasa fueron los compuestoguercetin-3-O-f ¢ 0
malonil)-glucdésido (18), apigenina7-O-glucésido (19a), kaempferol3-O @naalonil)-
glucosido (21) e isoramnetin-3-O @ndalonil) -glucésido (22), aquellos que el modelamiento
identific6 como mejores candidéos. No se encontraron interacciones importantes para los
aminoacidos acido glutamico 2) y glutamina (3), por lo que no se les consider6 inhibidores

potenciales de las enzimas.

Adicionalmente, el analisis del perfil de interacciones de inhibidores repaatios para las
enzimas, tales como la acarbosa, sinigrina y el flavonoidgglicosilado (32), respecto a los
compuestos identificados en hojas dé. ligularis permitié establecer que compuestos tipo
saponina, y flavonoidesO-glicosilados, esterificados commalonato, presentarian un perfil de
interacciones similar al presentado por la acarbos, mientras aquellos flavonoides no
glicosilados interactuarian con el sitio activo de las enzimas de forma similar a como lo hace la
sinigrina. Por otro lado, los flavomwides tipo O-glicésido presentan diferentes grados de
similitud con el perfil de interacciones de los inhibidores de referencia siendo los mas activos

aguellos que presentan perfiles mas similares a los de acarbosa.

En cuanto a la actividad biolégica, sealid6 que aquellos compuestos presentes en la fase
butandlica producto del fraccionamiento del extracto acuoso de hojas d& ligularis son los
responsables de la actividad inhibitoria sobre las enzimag-amilasa y/ -glucosidasa. Ademas,
los valores de G determinados para un grupo de compuestos, en los que se encontraban
flavonoides, saponinas y aminoacidos permitieron establecer que los compuestos con mayor
AAOEOEAAA ET EEAE Olanitaga fuganlligdlrosiio G 18), ldguett&ina8- |
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O-glucésido (17) y el kaempferot3-O-glucdsido (19), los cuales presentaron valores de K
inferiores al encontrado para la acarbosa. Respecto a la inhibicién dejlaglucosidasa sélo el
compuesto quercetina3-O-glucdsido (17) presentd un IGo menor al compuesto de referencia.
Estos hallazgos estan de acuerdo con lo reportado en la literatura, puesto que alli mencionan
gue el numero de hidroxilaciones en los anillos A, B y C en flavonoides impacta en la actividad
inhibitoria, siendo los compuestos con hidroxilaciones en los tres anillos los mas activos, que

en el presente caso la quercetin&-O-glucésido (17).

Los resultados del estudioin silicoy los ensayosin vitro de 1Go proporcionaron evidencia
adicional para la validez ddos resultados del estudio metabolémico presentado en el capitulo
2, puesto que fueron los compuestos polifendlicos y una saponina los que presentaron mejor
actividad biolégica y los que en la modelacién se unirian de forma mas efectiva a las enzimas

estudiadas, tal y como lo predijo el analsisi multivariado del estudio metabolémico
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3.4 Materiales y Métodos

3.4.1 Reactivos y equipos

Los reactivos y materiales empleados para la determinacion de los valores deol@e los
compuestos fueron los mismos aok descritos en la seccién 2.4.1, empleados en la

determinacion de los porcentajes de inhibicion enzimética por parte de los extractos crudos.

Para el desarrollo de los estudios de acoplamiento molecular se utiliz6 un equipo ASUS
VivoBook X524U Intel (R)Core™ i8-8550U CPU4.0 GHz x64. Memoria Ram de 12.0 GB con

sistemas operativos Windows10 y Linux (Ubuntu).

3.4.2 Seleccion de las estructuras 3D para las enzimas | -amilasay |-

glucosidasa

Las estructuras de las enzimag-amilasa y| -glucosidasa se descgaron de la base de datos
Protein Data BankPDB4. Los archivos descargados se seleccionaron con base a tres criterios:
organismo de origen de acuerdo a la enzima usada en el bioensayo, presencia de inhibidores
co-cristalizados en el sitio activo y resolucién de la estructura cristalografica. Para el primer
criterio, se buscaron estructuras de enzimas provenientes dgus scrofa domestigaara el caso

de la J-amilasa, y provenientes deRattus norvegicuspara el caso dej-glucosidasa. Al no
encontrarse disponible una estructura de la especi@attus norvegicuse selecciond una enzima
de origen humano con alto porcentaje de homologia. Se seleccionaron estructuras-co

cristalizados con acarbosa.

3.4.3 Pre-procesamiento de los archivos de las estructuras proteicas

para el acoplamiento molecular

Se realizé el proceso del prprocesamiento de los archivos de las estructuras proteicas
seleccionadas usando la herramientarotein preparation wizard del software MAESTRO 11.5
en su version lbre para usos académicd8. Esta herramienta permite hacer correcciones a la

estructura mediante la adicion de hidrégenosérdenes de enlaces, correccién de los estados de
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ionizacion de los aminoacidos de acuerdo con el pH (pH=6.8), remocion de moléculas de agua
y ligando, seleccion de conformaciones de residuos de aminoacidos, eliminacion de
subunidades proteicas, entre otbs cambios necesarios para obtener estructuras adecuadas
DAOA 1 A AEAAOGAEAT AEET BOBOT AT1T1 0O AA O

3.4.4 Preparacion de las estructuras de los ligandos

Las estructuras 3D de los metabolitos aislados d& ligularisfueron construidas con base a las
estructuras identificadas en el presente trabajo, y los reportes de la literatura. Este proceso se
realizé mediante la construccion en 2D de las estructuras en el software y la asignacion de la
estereoquimica en los centros asimétricos MAESTRO 1®.5Este permite realizar la
optimizacion geométrica de las estructuras 3D, y obtener los estados de ionizacion
mayoritarios a un pH determinado (pH=6.8). En el caso de metabolitos cuya estereoquimica no
ha sido elucidada en su totalidad (las saponinas), se generaron todos los diasteroisomeros
posibles para su evaluacién frente a las enzimas de estudio. El trabajo de determinaciériade

estereoquimica se esté llevando a cabo en el grupo de investigacién en este momento.

3.4.5 Determinacion y validacion del protocolo de acoplamiento

molecular

El proceso de acoplamiento molecular se llevé a cabo usando el software AutoDock Vina 181.2

el cual requiere de un archivo de entrada que contenga la descripcién de los archivos de la
proteina, ligando en formato .pdbqt, las caderisticas de la rejilla o espacio de analisis
(coordenadas y tamarfio en las dimensiones x, y, z) y la exhaustividad de la busqueda, entre
otros. Para estos requerimientos se empled el paquete de herramientas MGLTools,
especificamente la herramienta AutobckTools 1.5.85, en la que se obtienen los archivos
.pdbqgt para la proteina y los ligandos, se define la ubicacién y el tamafio de la rejilla. Estos
ultimos parametros se seleccionaron tomando como referencia la acarbosaaustalizada en

las estructuras de la| -amilasa y| -glucosidasa, de forma que la rejilla se centrd con base a la
ubicacién de este ligando y el tamafio en las tres dimensiones se establecié como el doble de la
distancia en A entre los dos atomos mas distantesle la acarbosa en la conformacion eo

cristalizada.
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El proceso de validacion de los pardmetros determinados se realizé al sometareadockingla
estructura del ligando (acarbosa) cecristalizado, y enfrentando al software a otras
conformaciones del ligamlo, con el fin de evidenciar el grado de similitud conformacional entre
los resultados de estos ensayos silico con los resultados experimentales obtenidos para la
conformacién de la acarbosa caristalizada, mediante la determinacién del RMSD. Dada la
complejidad estructural de la acarbosa y al nUmero de enlaces rotables, se disminuy6 el nimero
de enlaces rotables en 2 unidades de forma aletatoria respecto al valor inicial, con el fin de

disminuir el nimero de grados de libertad.

3.4.6 Acoplamiento molec ular y huellas digitales de interaccion
proteina -ligando ( Protein -ligand interaction fingerprint, PLIF )
entre los compuestos aislados de hojas Passiflora ligularis Juss

y las enzimas | -amilasa y | -glucosidasa.

El acoplamiento molecular entre los metabolite y las enzimas de estudio se realizé con base a
los parametros dedockingvalidados en la seccién anterior. La conformacion, o pose, con mejor
valor de energia de afinidad se selecciond para establecer mediante el software MAESTRO
11.5'2 |a huella digital de interacciones dnteraction figerprint. Para esto se hace referencia al
patrén de interacciones que presenta el ligado con los residuos de aminoacidos a una distancia
menor a 4A. Asi, el software realiza el conteo y clasificacion de las interacciones para establecer
el grado de similitud entre dos ligandos respectos a su modo de unién simulado o experimental.
Para elpresente caso, no se restringio el tipo de interaccion a incluir en el andlisis, y se realizé
la comparacion con el inhibidor acarbosa y los productos naturales sinigrina y compuesia.

Por ultimo, se determind la eficiencia del ligando relacionando la ergia respecto al nimero

de atomos pesados.
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~

c818x % OAUT O AA AAOEOEAAA HnilasseWEOT OEA
] -glucosidasa de fracciones y compuestos identificados en hojas

de Passiflora ligularis Juss

1 Evaluacién de la actividad inhibitoria de las  fracciones butandlicas y acuosas

del extracto acuoso de P.ligularis .

Se realizé la extraccion dein total de 50mg de hojas mediantede acuerdo a lo descrito en la
seccion2.4.3, seconcentro el extracto y fue resuspendido e@mL de agia,se tomd 1 mL de ste
extracto y se fracéond con5 volumenes de200uL de butanol. Se removié el butanol de la
fraccién organica mediante centrifugacién con vacio y posterior a esto el extracto crudo, la
fraccion acuosa remanente y la fracciéon organica fueron liofilizadasapa remover cualquier
traza del solvente de fraccionamiento. Los solidos obtenidos fueron resuspendidos emll de
agua destilada y se realizaron los analisis cromatograficos y los ensayos de inhibicion

enzimatica de acuerdo con lgeccion 2.4.6.

i Determinacion de los valores de concentracion inhibitoria 50 de los

compuestos aislados de hojas de P.ligularis

Para evaluar la inhibicion de Ig -amilasa pancreética porcina y de la-glucosidasa presente en

el extracto de polvo dentestino de rata, se determiné la concentracién inhibitoria 50 (165) de

los compuestos polifendlicos y saponinas, aislados de hojas Beligularis.El procedimiento
empleado fue el mismo usado para los extractos y descrito enslaccion 2.4.6 Se partié de una
solucién de 1mg/mL del compuesto a ensayar y se realizaron hasta 6 diluciones del compuesto
de acuerdo con la disponibilidadie este para cada una de las concentraciones evaluadas de los
compuestos se realizaron ftiplicados, y se usaron los blancos respectivos, que corresponden a

todos los reactivos excepto la enzima o extracto enzimatico segun el bioensayo.
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4. Conclusiones y Recomendaciones Generales

Las especies del géner®assiflorapresentan un alto potencial como fuente de compuestos
bioactivos con actividad hipoglicemiante. Dentro de este génertgs extractos del fruto de
Passiflora ligularis Juss(Grandilla) han mostrado actividad hipoglicemiante e inhibidora de
glucosikhidrolasas; no obstante, la informacion sobrestaactividad para los extractos de las
hojas es limitadaCon el objetivo de establecer @ste 6rgano de la granadilla podrisser materia
prima para generarfitoterapéuticos, queayuden no sélo al bientestar de lopacientes para los
cuales la fitoterapia es una opcidn de tratamientesino tambiénparalos productores, al generar

un uso adicional a las hojade desecho, se desarrollé esta tesis de maestria.

En el presente trabajose logré identificar, por RMN,la presencia de de los siguientes
compuestos del extracto polar de las hojas d@assiflora ligularis 5 aminodacidos, 2 a
carbohidratos, 4 a 4cidos organicos, 3 compuestos miscelaneos, 1 saponina gresencia de
compuestos mlifendlicos. Para el caso destosse requirié de unandlisis por HPLCMS/MS y
RMN dada su complejidad en términos de variedad. De esta forne® identificaron 14
compuestos polifendlicos (4, 16-28), siendo mas abundantes los flavonoides-glicosilados y
flavonoides O-glicosilados esterificados con malonato Los nucleos de flavonoide mas

abundantes sonquercetina y crisina.

Por otro lado, la recoleccion de hojas dé.ligularis provenientes de8 parcelasde cultivo, y
almacenadas bajo refrigeracion a76°C o a temperatura ambientdue realizada con el objetivo
de establecer si hay variaciones en la composicon metabdlica dependientes de la zona de
cultivo. Para esto se ellev6 a cabo un analisis metaboldmico por RMN, sin encontrar una
dependencia clara d | composicién metabdlica y la zona de cultivo. De otro ladd, VDA
arrojé que la condicién de almacenamiento de la muestra tiengran impacto sobre la

composicion metabdlica.El OPLSEDA identificé a las sefales del espectro RMN atribuibles a
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carbohidratos, como aquellas que caracterizan al grupo de las muestras almacenadas bajo

refrigeracion.

De otro lado, se evaluaron loporcentajes de inhibicion de los diferentes extractos sobre los
modelosde | -amilasa pancreética porcinal -gjucosidasa presente el extracto de intestino

de rata. Respecto a la relacion entre el perfil metabdlico y los cambios en la actividad inhibitoria
enzimatica, los analisis tipo OPL-BA identificaron A 1 AO (OAReadaAlioR 0.0, 2.04, 2.08,
2.12, 2.32 caracteristicas deampuesto tipo saponinay aminoacidosal A0 O A84yi4A0
de hidrégenos carbindlicos de carbohidratosy a las sefales entrg16.0-7.62 de compuestos
polifendlicos; como aquellas que describen a las muestras clasificadas como activas. Ademas,
se encontrd que la mayoria de estas muestras pertenecen al grupo de muestras almacenadas a
temperatura ambiente, hecho que sugiere que esta variable también impacta en la actividad

biologica y debe ser tenida en cuenta al momento del desarrollo de un produditoterapéutico.

La validacion de los resultados del estudio metabolémico fue realizada empleando dos
enfoques integrativos, por ungarte, un estudioin silicotipo acoplamiento molecular entre las
estructuras rigidas de las enzimas y compuestos identifidos eneste y en trabajos previos en
hojas deP.ligularis, y por otra un ensayoin vitro de 1Go de algunos compuestos aislados. El
estudio in silico mostré que los compuestos tipo saponina, polifenoles y aminoacidos
interactuarian con el sitio activo & ambas enzimas; sin embargoson los compuestos
ligularésido C (conférmero 15.1), la quercetina3-O-glucdsido (17), la luteolina-7-O-glucésido
(17a) y el kaempferot3-O-glucésido (19), los quepresentarian las interacciones mas efectivas
para inhibir la enzimaJ -amilasa pancreactica porcina. Mientras que en el caso de la interaccion
con el sitio activo de la subunidadN-terminal de la glucosidasa humana fueron los compuestos
guercetin-3-O- @ndalonil)-glucésido (18), apigenina7-O-glucésido (19a), kaempferot3-O-

i endalonil)-glucoésido (21) e isoramnetin-3-O @ndalonil) -glucédsido (22) lo que presentaron
mejor perfil de interacciones. Ademas, se pudo comprobar que estos compuestied. ligularis
presentan similitud en el perfil de interacéones con loscompuestos con actividad inhibitoria

reportada como la acarbosa.
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Se establecio el valor déCso para compuestosde diferente tipo de acuerdo con los resultados
dele studio metabolomico, estos compuestos fueron el amino&cidglutamina (3); los
flavonoides crisina (14), catequina (6), quercetina3-O-glucésido (17), kaempferot3-O-
glucdsido (19) y crisin-7-O4 @atetil)-glucédsido (29); y la saponindigularésido C (15). Loslos
compuestosque resultaron ser mas potentes quel inhibidor acarbosaen lainhibicién de la | -
amilasa pancreactica porcinafueron: ligularésido C (5), quercetina3-O-glucosido (17) y
kaempferol-3-O-glucésido (19). Mientras que para laj -glucosidasa presente en el extracto de
intestino de rata lo el compuesto quercetina3-O-glucdsido (17) tuvo un IGo menor al

inhibidor de referencia.

Los resultadosin vitro, junto conlos hallazgos del estudion silicovalidan la relaciéon entre las
variaciones de compuestos polifendlicos y saponinas, cdas variaciones en la actividad
bioldgica de las muestrasNo obstante es necesario determinar la actividad biolégica de otras
saponinas previamente identificada en los extractgsya que estas corresponden a los
compuestos mayoritarios del extracto. Resgcto a los compuestos polifendlicogs necesario
evaluar la actividad biologica de otros compuestos, por ejemplb7a, el cual podria ser un
potente inhibidor enzimatico, ain siendo minoritario en el extracto, lo anterior con base a

reportes de la literatura.

Finalmente,y como recomendaciones de este trabajo, ptantea la utilizacion de otros métodos

de analisis multivariado con los que se puedan establecer diferencias en el perfil metabdlico de
muestras de acuerdacon su lugar de recoleccion. Ademas, cal fin de estudiar variaciones en

el perfil de compuestos polifendlicos se podria recurrir a un analisis metabolémico dirigido tipo
HPLCUV. En cuanto a los compuestos identificados por MS es necesaria la confirmacion de la
estructura mediante andlisis poa RMN y la determinacion de los valores de l§g para otras

saponinas y flavonoides.
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A. ANEXO: INFORMACION SUPLEMENTARIA
CAPITULO 2
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Figura S.2.1: EspectroCOSY para el extracto de hojas &assiflora ligularisJuss en metanal
da-KH2POren O a pH 6.0.
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Figura S2.2. EspectroHMBC para el extracto de hojas deassiflora ligularisJuss en metanal

d4-KH2POren O a pH 6.0.
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Figura S2.3: Espectro de RMNH (DMSQGds, 400 MHz) de la fracciénF13.5.3, contiene

compuestosl? y 17a en mezcla.
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Figura S2.4: Espectro de RMNH (DMSGds, 400 MHz) de la fraccion F13.9, contiene

compuestos25.
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Figura S2.5: Espectro de RMNH (DMSQds, 400 MHz) de la fraccion FB11, contiene

compuestos26.
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Figura S2.6: Espectro de RMNtH (DMSQGds, 400 MHz) de la fraccion 8.8, contiene compuestos
28.
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Figura S2.7: Espectro de RMNH (CDODd4, 400 MHz) de la fraccién B11.1, contiene

compuestosls.












