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Resumen y Abstract IX

Resumen

Los frutos de Physalis peruviana (Solanaceae), son reconocidos por su alto valor
nutricional, usos etnobotanicos y diversas actividades biolégicas reportadas. Son
utilizados principalmente para el tratamiento de la diabetes. Para la planta entera se
reporta la presencia de varios tipos de metabolitos, destacandose entre éstos,
compuestos tipo witaesteroides. El presente trabajo estuvo dirigido a la generacion de
una propuesta metodoldgica para la obtencion de metabolitos a partir de frutos de P.
peruviana, utiles como marcadores de un extracto con actividad hipoglicemiante. Para
ello se ensayaron y adaptaron metodologias propuestas en la literatura, dirigidas
principalmente hacia la obtenciéon de compuestos tipo witaesteroides, guiados ademas
por resultados de actividad de los extractos y fracciones, evaluados por el modelo de
sobrecarga oral de almidon (SOA) en ratas Wistar o ratones ICR. Se aislaron tres
compuestos, identificados como 5-hidroximetil-2-furancarboxaldehido, 43-
hidroxiwitandlido E y 3-O-isobutiril-B-D-fructofuranosil-2-O-decanoil-3,4-di- O-isobutiril-a-
D-glucopiranosido. Adicionalmente se detecté por GC-MS la presencia de tres
fitoesteroles (B-sitosterol, campesterol y estigmasterol), en una subfraccion proveniente
de la fraccion diclorometanica. Dos de los compuestos puros (5-hidroximetil-2-
furancarboxaldehido y 4p-hidroxiwitandlido E) se proponen como marcadores
terapéuticos y cuatro compuestos no activos, como marcadores analiticos de los frutos
de P. peruviana y sus extractos. El compuesto 5-hidroximetil-2-furancarboxaldehido se
propone adicionalmente como un marcador de la estabilidad térmica del extracto.
Ademas de proponer los marcadores, se establecieron las metodologias para obtenerlos
a escala laboratorio.

Palabras clave: Physalis peruviana, frutos, marcadores, actividad hipoglicemiante,
estandarizacion.

Abstract

The Physalis peruviana fruits (Solanaceae) are known for their high nutritional value,
ethnobotanical uses and reported biological activities. They are mainly used in the
diabetes treatment. Whole plant has several metabolites types, but the more abundant
are withasteroids. The present paper was aimed to generate a methodological way to get
identified metabolites to be used as markers for P. peruviana fruits extract with
hypoglycemic activity; for it there were tested and adapted methodologies proposed in the
literature to get withasteroids type compounds, guided also by the activity of the extracts
and fractions, tested in Wistar rats or ICR mice by oral overload of starch (SOA). Three
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compounds were isolated and identified as 5-hydroxymethyl-2- furancarboxaldehyde, 43-
hydroxiwithanolide E and 3-O-isobutyryl-B-D-fructofuranosyl-2-O-decanoyl-3 ,4-di-O-
isobutyryl-a-D-glucopyranoside. Additionally was detected by GC-MS the presence of
three phytosterols (B-sitosterol, campesterol and stigmasterol) in a sub-fraction from the
dichloromethane fraction. Two of the pure compounds (5-hydroxymethyl-2-
furancarboxaldehyde and 43- hydroxiwithanolide E) are proposed as therapeutic markers
and four not active compounds, as analytical markers of P. peruviana fruits and their
extracts. The compound 5-hydroxymethyl-2-furancarboxaldehyde is proposed additionally
as a marker of the thermal stability of the extract. In addition were established
methodologies to obtain to laboratory scale these markers.

Keywords: Physalis peruviana, fruits, markers, hypoglycemic activity, standardization.
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Introduccién

La Diabetes mellitus se situa entre las diez principales causas de muerte en los paises
occidentales, y a pesar de los avances en su control clinico, aun no se ha logrado
controlar sus consecuencias letales (Negri, 2005). De acuerdo con la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) se estima la prevalencia de la diabetes, para todos los grupos
de edad en todo el mundo, en 2,8% en 2000 y 4,4% en 2030; es decir, el numero total de
personas con diabetes se incrementara de 171 millones en 2000 a 366 millones en 2030
(Wild et al., 2004). En Colombia, la Asociacion Colombiana de Diabetes ha estimado que
el 7% de la poblacion colombiana mayor de 30 afios tiene Diabetes tipo 2 y alrededor de
un 30 a 40% de los afectados desconocen su enfermedad. En Colombia, la diabetes es
la tercera causa de muerte en las mujeres de 45 a 64 afos y la quinta en los hombres del
mismo grupo de edad. Esta enfermedad por su naturaleza croénica, la severidad de las
complicaciones y los medios que se requieren para su control se constituye en el
momento en una enfermedad altamente costosa (Martinez, et al.; 2007).

La Diabetes es una enfermedad cronica que se caracteriza por la presencia excesiva de
glucosa en la sangre, debido a que el cuerpo no produce insulina o no la utiliza
adecuadamente. Un 90% de los 171 millones de diabéticos del mundo, segun las
estimaciones, sufre diabetes tipo 2. Las personas con diabetes tipo 2 controlan el nivel de
glucosa en la sangre siguiendo un plan de alimentacion saludable, un programa de
ejercicios, bajando de peso y tomando medicacién oral (medicamentos hipoglicémicos)
(OMS, 2008).

Los farmacos utilizados como hipoglicemiantes orales controlan los valores de glicemia,
pero pueden presentar efectos secundarios, como hipoglicemia, intoxicacion por acido
lactico, malestar gastrointestinal o aumento de peso. Ademas muchos pacientes
necesitan tomar dos o tres medicamentos para alcanzar valores aceptables de glicemia,
lo que conlleva un alto costo econémico y una mayor probabilidad de interacciones con
otros tratamientos. Una alternativa para pacientes con diabetes tipo 2, es complementar
su tratamiento hipoglicemiante con productos de origen vegetal; incluso sustituyendo
totalmente la medicacion empleado fitoterapia, siempre y cuando la glicemia se
encuentre estabilizada, se mantengan unos habitos higiénico-dietéticos adecuados y el
meédico considere oportuna esta terapia. (Castilloy Solis, 2007).

En este sentido, mas de 1200 especies vegetales han sido descritas con propiedad
antidiabética; estas representan mas de 725 géneros en 183 familias. Las familias que
abarcan un mayor numero de éstas especies son Fabaceae, Asteraceae, Lamiaceae,
Liliaceae, Poaceae y Euphorbiaceae (Negri, 2005). Entre las especies que se utilizan en
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medicina tradicional como antidiabéticos soélo cerca del 50% han sido estudiadas
experimentalmente. En este sentido, la OMS promueve este tipo de estudios buscando
contribuir al desarrollo de un tratamiento econémico y efectivo de la diabetes (Castillo y
Solis, 2007).

Physalis peruviana (Solanaceae), es una de las diversas especies que son usadas
popularmente por pacientes diabéticos no insulino-dependientes; esta propiedad ha sido
objeto de diversos estudios en el Departamento de Farmacia de la Universidad Nacional
de Colombia (Bula y Cruz, 1993; Garcia y Sua, 1997; Mora, 2008), en los cuales se ha
comprobado la actividad hipoglicemiante de sus frutos.

P. peruviana (uchuva) es una especie de alta y facil produccién en Colombia; esto
aunado a la actividad hipoglicemiante reportada, permite proponerla como una alternativa
promisoria como coadyuvante en el tratamiento de la diabetes tipo 2. El Grupo de
investigacion en Tecnologia de Productos Naturales (TECPRONA), del Departamento de
Farmacia de la Universidad Nacional de Colombia con base en el potencial reportado
para los frutos de P. peruviana, tiene interés en la generacion de un producto
fitoterapéutico a base de esta especie. Para lo cual se requiere la estandarizacion de un
extracto o fraccion enriquecida de compuestos que contribuyan con la actividad; asi
como la seleccion de marcadores analiticos o terapéuticos de dicho extracto o fraccion.

La utilizacion de frutos de Physalis peruviana (uchuva), como materia prima para la
industria de productos fitoterapéuticos constituye una alternativa de aprovechamiento de
la fraccion de los excedentes de exportacién que cumplan con las caracteristicas de
calidad para la elaboracién de extractos y productos fitoterapéuticos; ademas el
suministro de la planta se encuentra garantizado por la disponibilidad y facilidad de
cultivos en Colombia. De esta manera, se genera un valor agregado a la “uchuva” dentro
de su cadena productiva (frutales y su industria).

El presente trabajo tuvo como objetivo, proponer un método para la obtencién de
metabolitos secundarios potencialmente (tiles como marcadores de un extracto con
actividad hipoglicemiante de frutos de P. peruviana; para lo cual se realizé una serie de
fraccionamientos al extracto etandlico, dirigidos a obtener compuestos que conservaran
la actividad. Con este fin se evalu6 la actividad hipoglicemiante a extractos, fracciones y
algunos metabolitos identificados.

Inicialmente el fraccionamiento fue dirigido hacia la busqueda de compuestos tipo
witaesteroides, teniendo en cuenta los reportes encontrados sobre su presencia en P.
peruviana. Sin embargo, en estudios realizados a ejemplares colombianos de los frutos
de esta especie, no habian sido aislados aun este tipo compuestos. Bajo esta premisa,
nuestra intencion fue obtener algun compuesto de este tipo para comprobar la existencia
de dichos compuestos especificamente en los frutos colombianos y verificar el grado de
participacion de éstos en la actividad hipoglicemiante del extracto. De esta manera los
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principales candidatos para ser marcadores del extracto con actividad hipoglicemiante
eran compuestos tipo witaesteroides.

De acuerdo con los reportes encontrados en la literatura, este tipo de compuestos son
encontrados en fracciones obtenidas con solventes de polaridad media como
diclorometano o acetato de etilo; motivo por el cual, las metodologias planteadas en este
estudio se enfocaron en fracciones diclorometanicas y de acetato de etilo. Sin embargo,
la obtencion del unico witandlido encontrado en este estudio no fue facil; pues fue
necesario modificar los procedimientos de extraccion en varias ocasiones para lograr
visualizarlo.

Los procesos de fraccionamiento dirigidos al reconocimiento de compuestos
mayoritarios, condujeron a la obtencion de fitoesteroles, de dos compuestos utiles como
marcadores terapéuticos (uno de ellos un witandlido) y otro compuesto (un éster de
sacarosa) que aunque no esta relacionado con la actividad, si es util como marcador
analitico, por su exclusividad hasta el momento en esta especie. Estos compuestos
fueron obtenidos por medio de técnicas convencionales que conllevan a la inversién de
gran cantidad de tiempo y solventes; por lo que la utilizacién de equipos como HPLC
preparativo, podria ser de gran ayuda para evitar estos inconvenientes. Las metodologias
generadas en este estudio, establecen las bases para proponer metodologias
optimizadas que permitan disponer de cantidades suficientes de los marcadores
propuestos, para los ensayos de preformulacion, formulacion y control de calidad del
extracto.

En general, en este documento se presentan las metodologias utilizadas para la
obtencion de los compuestos aislados y propuestos como marcadores; dando especial
importancia a la metodologia utilizada para la obtencién del witandlido, el cual fue aislado
bajo condiciones especificas de procesamiento del fruto. Asi mismo, se muestra la
manera en que fueron identificados los compuestos aislados y los resultados obtenidos a
partir de la evaluacion de actividad hipoglicemiante de extractos, fracciones y algunos
metabolitos.

El presente trabajo tuvo como fin, alcanzar los siguientes objetivos:
Objetivo general

Establecer un método para la obtencion de metabolitos secundarios potencialmente utiles
como marcadores de extractos de frutos de Physalis peruviana L. con actividad
hipoglicemiante.

Objetivos especificos

- Establecer una metodologia para obtener fracciones enriquecidas con actividad

hipoglicemiante, a partir de frutos de uchuva.
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Aislar, purificar e identificar metabolitos potencialmente utiles como marcadores;
desde fracciones enriquecidas con actividad hipoglicemiante de los frutos de P.

peruviana.

Evaluar la actividad hipoglicemiante de fracciones enriquecidas y/o compuestos
obtenidos a partir de frutos de P. peruviana.

Proponer compuestos o grupos de metabolitos secundarios como marcadores
analiticos o terapéuticos de un extracto y/o producto fitoterapéutico de P.

peruviana.



1.Marco Referencial

1.1 Fitoquimicay actividad biologica de Physalis
peruviana L.

Aunque no es clara la procedencia de Physalis peruviana L., existen indicios de que es
originaria del Peru y fue aclimatada en los altiplanos de Brasil y Chile (Flérez et al., 2000;
Fisher et al., 2005). Fue introducida por los espafioles en Sudafrica hace mas de 200
anos como fruto antiescorbuto. Desde Sudafrica ha sido distribuida a Kenia, Zimbabue,
Australia, Nueva Zelanda, Hawai y la India. Crece como una planta silvestre y
semisilvestre en las zonas tropicales altas entre los 1.500 y 3.000 m.s.n.m. (Fl6rez et al.,
2000). En Colombia esta especie se cultiva en los Departamentos de Antioquia, Boyaca,
Cesar, Cundinamarca, Huila, Magdalena, Narifio, Putumayo, Quindio y Tolima, a
altitudes desde 1300 a 3700 msnm, mientras que en Nueva Zelanda crece al nivel del
mar (Fisher et al., 2005).

La especie Physalis peruviana L. pertenece a la familia Solanaceae y al género Physalis,
el cual incluye mas de 120 especies en el sur y norte de América (Ahmad et al., 1999a);
(Lan et al., 2009). Esta especie se conoce con diversos nombres comunes segun el pais
(Bernal y Correa, 1998), como se muestra en la Tabla 1-1.

Tabla 1-1: Nombres comunes de Physalis peruviana L.

Pais Nombres comunes

Bolivia “‘Awei llamantu”, “Capuli”, “Motojobobo embolsado”, “Ruru chinchi chinchi”

Chile “Bolsa de amor”, “Capuli”

Colombia “Uchuva”, “Uchuba”, “Uchubo”, “Alquenque”, “Buchuvba”, “Capuli”,
“Guachuvo vejigén”, “Guchuba”, “Guchero”, “Tomate”, “Vejigdn”

Peru “Aguaymanto”, “Capuli”, “Tomate de bolsa”

Venezuela “Cuchuva”, “Huevo de sapo”, “Topotopo” y “Topo-topo”

Ecuador “Uvilla”

Eninglés “Golden berry” o “Cape gooseberry”

Adaptado de Bernal y Correa (1998)
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El producto comercial de P. peruviana es el fruto, una baya jugosa en forma de globo,
con un diametro que oscila entre 1,25 y 2,5 centimetros y pesa entre 4 y 10 gramos, que
esta cubierto por un caliz formado por cinco sépalos que lo protege contra insectos,
pajaros, patéogenos y condiciones climaticas extremas (Florez et al., 2000; Trinchero et
al., 1999; Mayorga et al., 2001). En la actualidad, Colombia es el mayor productor de
uchuva del mundo, seguido por Sudafrica (Flérez et al., 2000; Fisher et al., 2005;
Mayorga et al., 2001; Cedefio y Montenegro, 2004).

Segun el DANE (calculos CCIl), las exportaciones de uchuva representaron en 2003 el
48% del total de las frutas exportadas (excluyendo banano), lo cual la posiciona como el
primer producto promisorio de exportacion (Fisher et al., 2005; Salazar et al., 2008).

Los frutos de P. peruviana tienen un alto valor nutricional, por lo que son consumidos en
fresco y se emplean para preparar ensaladas, cocteles, helados, mermeladas y otros
alimentos (Fisher et al., 2005; Trinchero et al., 1999). En Colombia ademas es utilizado
popularmente en el tratamiento de pterigios, para “fortificar el nervio éptico” y limpiar
cataratas, purificar la sangre, disminuir problemas de garganta, para el tratamiento de
diabetes, como diurético, expectorante, para fortalecer dientes y evitar su caida, como
amebicida, expectorante, antiséptico y cicatrizante (Bernal y Correa, 1998); ademas se
utiliza en el tratamiento de cancer, leucemia, hepatitis y reumatismo (Wu et al., 2009). En
la Tabla 1-2 se presentan algunos usos terapéuticos de P. peruviana en la medicina
tradicional (Garcia y Lozano, 2002).

Tabla 1-2: Usos terapéuticos de Physalis peruviana en medicina tradicional

Parte de la Uso tradicional Formas de administracion
Planta
- . Zumo de la fruta, dos gotas dos
Contra los pterigios y la conjuntivitis ;
veces al dia
Expectorante Infusién
Fruto . o Frutos exprimidos mezclados con
Tratamiento de albuminuria agua
Para fortificar los dientes y evitar su caida L
; Consumo diario del fruto crudo
Contra la diabetes
Flor Tratamiento de la tos rebelde Infusion: tres tomas al dia
Antiséptico y cicatrizante de heridas Pulve~r|zadas mezcladas con cenizas
de lefa
Hojas Diurético, antiespasmaédico, antiasmatico,
tratamiento de la litiasis renal, gota, Infusion
tuberculosis y depresién nerviosa
Hojas y Sobre contusiones, torceduras y Frescos o secos en forma de
tallos dislocaciones éseas pomadas 0 como cataplasma
5:1&:2:; Diurético, antilitiasico, antipirético Maceracion en alcohol

Adaptado de Garcia y Lozano (2002)
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1.1.1 Estudios fitoquimicos de P. peruviana

Bernal y Correa (1998), proporcionan una valiosa informacion acerca de los
constituyentes quimicos encontrados en Physalis peruviana desde 1930 hasta 1990; en
donde se destacan principalmente compuestos del tipo witaesteroide, como se evidencia
en la Tabla 1-3.

Tabla 1-3: Compuestos quimicos aislados de P. peruviana entre 1930 y 1990.

Parte analizada Tipo de compuesto Compuestos aislados

Fisalina A
2,3-dihidrowitanolido E
4B-hidroxiwitandlido E

Witandlido E
Fisalolactona
Witandlido S
Witaesteroides, Perulactona
terpenos 583,6B-epoxi-1B,14a,173,20-tetrahidroxi-24-
enolido
Fisalolactona B, perulactona B, witaperuvina D
3-O-B-D-glucopirandsido de fisalolactona B
24-metilenocolesterol
Sitosterol.

Hojas

Acido 16-hidroxioxohexadecansico

Fruto carotenos .
Carotenoides

Alcaloides Higrina

Raiz Witaperuvina F
Witaperuvina G
Fisalinas
Witaperuvina

Witaesteroides

Cultivo de Terpenos Acetato de isofucosterilo
tejidos P Cicloartenol
Isofucosterol

Adaptado de Bernal y Correa (1998).

En la Tabla 1-4 se exponen los estudios fitoquimicos realizados a P. peruviana entre
1991 y 2010 para cada 6rgano de P. peruviana. Los compuestos aislados en los ultimos
afos, comprenden principalmente compuestos tipo witaesteroide, alcaloides, glicosidos,
flavonoides y vitaminas como a, B y y-tocoferol, vitamina K1, B-Caroteno y calisteginas
(Figura 1-1).
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Figura 1-1: Algunos compuestos aislados de P. peruviana

Caempferol

Peruvianéxido (Arun y Asha, 2007)

(Lan et al., 2009)

4p-niaroxiwitanoinao =

Fiperundlido A (Lan (Baumann y Meier, 1993)
et al., 2009)

HO

HO

HO
oH

vanowynia e

(Asano et al., 1997)

(1S,2S)-1-fenilpropano-1,2-diol 2-O-B-D-glucopiranosido
(Mayorga et al., 2001)

Tabla 1-4: Compuestos identificados en P. peruviana entre 1991 y 2010
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Pa?”e Tipo de Compuestos identificados Referencia
analizada compuesto
. 3p-acetoxitropano y dos isémeros N- Kubwabo et al., 1993
Alcaloides metilpirrolidinilhigrina
Fiperunolide A
Fiperunolide B
Fiperundlido C
Fiperundlido D
Partes Peruvianoxide Lan et al., 2009; Fang
aéreas, Fiperundlido E et al., 2010; Baumann y
(hojas) Witandlidos | Fiperundlido F Meier, 1993.
1,10-seco witaperuvina C
4B-hidroxiwitandlido E
Visconolido
Witandlido F
Witafisandlido
Flavonoides No especificados Wu et al., 2006
Calices Witanclidos 4B-h!drox_iw?tan()l_ido E Dinan Qt al., 1997;
28-hidroxiwitandlido E Sakurai et al. 1976
1-O-trans_-Clnam0|I-B-D-glucoplranosn-(1—»6)-B- Latza et al., 1996
D-glucopiranosa
1S,2S)-1-fenilpropano-1,2-diol 2-O-B-D-
glucopiranésido
P-ment-4(8)-ene-1,2-diol 1-O-a-L- Mayorga et al., 2001
arabinopiranosil-(1-6)-8-D-glucopirandsido
- 1-fenilpropane-1,2-diol y p-ment-4(8)-ene-1,2-diol
Glucssidos  1=3"5 5°H_glucopiranosil-(1—6)-B-D-
glucopiranésido de etil3-hidroxioctanoato
3-O-B-L-arabinopiranosil-(1—6)--D-
glucopiranésido de butil (3R)-hidroxibutanoato Mayorga et al., 2002
Fruto 3-0-a-L-arabinopiranosil-(1—6)-3-D-
glucopiranésido de butil(3S)-hidroxibutanoato
a, By y-tocoferol
Vitamina k1
Vitaminas Vitamina C Ramadan y Moérsel,
Vitamina A 2003
B-caroteno
Acidos grasos
Yen et al., 2010;
Witandlidos | 4B-hidroxiwitandlido E , witandlido E Baumann y Meier,
1993
Alcaloides Calisteginas A3, B1, B2, y C1 Asano et al., 1997
Alcaloides Figrina Keith et al., 1992
Raiz Velasquez, 2004;
Witandlidos | 4B-hidroxiwitandlido E Castillo et al., 2006;
Calderén, 2009
17B-h|(.irOXI-1.4,2('.)-ep0XI-1-9X0-|;22R]-3B -[O-B-D- Ahmad et al., 1999a
glucopiranosil]-wita-5,24-dienolido
Witandlidos 4B-hidroxiwitanolido E Calderén, 2009
Planta (20R,22R)-50,6[3,140,20,27-pentahidroxi-1-
entera oxowit-24-enolido, y (20S,22R)-583,63-epoxy- Ahmad et al., 1999b
4B,14B,15a-trihidroxi-1-oxowit-2,24-dienolido
Flavonoides | Quercetina y campferol Arun y Asha, 2007
Alcaloides (+)-Fisoperuvina Zaed et al., 2009
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1.1.2 Witandélidos

Los compuestos tipo witaesteroides son los mas reportados para la especie Physalis
peruviana (Tabla 1-4). De acuerdo con Eich (2008), los witaesteroides junto con
capsaicinoides y saponinas esteroidales, representan metabolitos secundarios
especificos de algunos taxones de solanaceas. Sin embargo, los witaesteroides se
constituyen en los metabolitos mas abundantes y reconocidos en la familia Solanacea,
siendo Physalis el género que contiene mayor cantidad de witandlidos y compuestos
relacionados, aunque éstos también se presentan con gran frecuencia en el género
Withania. Considerando el nivel de oxidacion biogenética, el género Physalis es el mas
evolucionado de la familia Solanaceae, contando con la presencia de metabolitos
polioxigenados como los witaesteroides, que presentan funciones lactona, epoxido y
enona (Tomassini et al., 2000).

Se denominaron originalmente witandlidos a un conjunto de esteroides naturales de
veintiocho atomos de carbono, los cuales contienen el esqueleto base del ergostano, y
en el cual los carbonos 22 y 26 se encuentran oxidados formando una d-lactona (San
Feliciano et al., 2008). El primer witandlido descubierto fue witaferina; aislado de las
hojas de Whitania somnifera (L.) Dun. (Solanaceae) por Yarden y Lavie (1962). Este
metabolito representd un nuevo tipo de esteroides caracterizados por una lactona a-B-
insaturada y hasta la fecha se han descubierto alrededor de 400 witandlidos o
congéneres en 58 especies de solanaceas, pertenecientes a 22 géneros (Eich, 2008).

Los witandlidos pertenecen al grupo de los witaesteroides, compuestos derivados del
ergostano que se encuentran polioxigenados y estan presentes principalmente en la
familia Solanaceae; no obstante, también se han encontrado en algunas plantas de las
familias Leguminoseae y Taccacedae. Los witaesteroides se clasifican en 8 grupos de
acuerdo a la estructura formada por su funcion lacténica en C-26 (Tomassini et al., 2000).
En la Tabla 1-5 se presentan los esqueletos basicos de cada tipo.

Por sus caracteristicas estructurales, la mayoria de estos compuestos suelen aislarse de
los extractos obtenidos con disolventes de polaridad media, como cloroformo y éter
etilico o con disolventes mas polares, como metanol y etanol. También se han aislado
witanolidos poco polares de extractos realizados con hexano. Por otra parte,
ocasionalmente estos compuestos se presentan como glicésidos o como sulfatos.

Dentro de las actividades bioldgicas reportadas para los witaesteroides se encuentran
antiinflamatoria, inmunomoduladora, antitumoral, tripanosomicida, entre otras (Tomassini
et al., 2000).
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Tabla 1-5: Esqueletos basicos de witaesteroides

Tipo de witaesteroide

Esqueleto basico

Descripcion

Witandlido

Son los mas abundantes

Se conocen como precursores de
witafisalinas y acnistinas; se
subdividen en dos clases
principales de acuerdo con la
orientacién (a o B) de la cadena
lateral ubicada sobre el C-17: del
tipo a se encuentran reportados
36, mientras que entre los P
witandlidos se han reportado
alrededor de 132 sustancias

Fisalina

Son moléculas de estructuras
bastante complejas, ya que
ademas de presentar la lactona
tipica de witaesteroides, tienen
una y-lactona fusionada al anillo
D. Son derivados esteroidales del
tipo 13,14-seco-16,24 ciclo
ergostano con, carbonilo en C-15

Witafisalina

Tienen el esqueleto ergostano-
carboxilico de los witandlidos
intacto, pero se aproximan a las
fisalinas por presentar la lactona
de 5 miembros ligada al anillo D

Acnistina

fratl

Tienen una cadena lateral

biciclica insertada en C-17.

Ixocarpalactona

Presentan un anillo y-lacténico
saturado con orientacion tipo ;
por alteraciones debidas a un
grupo hidroxilo en C-22.

Adaptada de Tomassini et al. (2000)
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Tabla 1-5: (Continuacion)

Tipo de witaesteroide Esqueleto basico Descripcion

O

Estan relacionados con
witaesteroides cuyo C-28 es
oxidado a alcohol primario.

Perulactona

=

Adaptada de Tomassini et al. (2000)

1.1.3 Actividad biolégica de P. peruviana

Entre las actividades reportadas para P. peruviana se encuentran principalmente
actividad antiinflamatoria, antioxidante, antidiabética/hipoglicemiante y
anticancer/citotdxica. Esta ultima asociada directamente a witandélidos, compuestos muy
comunes en esta planta. En la Tabla 1-6 se resumen las actividades reportadas para los
diferentes 6rganos de P. peruviana.

1.1.4 Ensayos clinicos

En un estudio de tipo experimental prospectivo, con disefio de prueba cruzada (2 x 2),
desarrollado en el afio 2007 en el Laboratorio de Analisis Clinicos y Microbioldgicos
‘KRISMARC” de Peru, se encontré que la ingesta de Physalis peruviana (aguaymanto)
reduce en adultos jovenes la glicemia postprandial, a los 90 y 120 minutos. El estudio se
llevd a cabo con 26 personas voluntarias (edad promedio 25.03 + 2.74 afos, IMC
promedio 22.76 + 1.48 kg/m2), quienes fueron divididos aleatoriamente en dos grupos: el
grupo | ingirié 25 g de frutos de P. peruviana y luego de 40 minutos se le administré una
sobrecarga de glucosa, mientras que al grupo Il sélo se le administré esta ultima. Las
muestras de sangre fueron tomadas a los 30, 60, 90 y 120 minutos. Luego de 3 dias se
intercambiaron los tratamientos. Se encontrd en el grupo control un promedio de glicemia
basal de 89.2 + 7.75 mg/dl, a los 30 minutos postprandial 130.6 £ 14.92 mg/dI, a los 60
minutos 116.2 £ 16.57 mg/dl, a los 90 minutos 106.3 £ 13.65 mg/dl y a los 120 minutos
93.1 £ 10.55 mg/dl. En el grupo problema se obtuvieron glicemias de 85.9 + 10.99 mg/dl,
123.6 + 13.65 mg/dl, 109.1 £ 13.69 mg/dl, 96.8 + 12.12 mg/dl y 86.3 + 13.22 mg/dI
respectivamente. A los 90 minutos postprandial hubo una diferencia muy significativa (p <
0.01) y a los 120 minutos, una diferencia significativa (p < 0.05) entre los valores de
glicemia de ambos grupos (Rodriguez y Rodriguez, 2007).
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Tabla 1-6: Actividades bioldgicas reportadas para cada 6rgano de P. peruviana

Parte de la
planta

Actividad reportada

Extracto, fraccion o
metabolito

Referencia

Planta entera

Hojas

Partes aéreas

Célices

Frutos

Actividad antihepatoma

Induccién de apoptosis en células
humanas, antitumoral

Actividad antioxidante

Actividad antiinflamatoria y
antioxidante

Actividad antihepatotéxica

Apoptosis en células
cancerigenas

Actividad citotdxica contra células
cancerigenas (Pulmén, mama,
higado)

Actividad antiinflamatoria

Actividad antimicrobiana

Hipoglicemiante, antioxidante

Actividad antidiabética

Leve actividad antiinflamatoria

Extracto etandlico

Extracto etandlico

Extracto etandlico

Extracto etandlico

Extracto acuoso

Extracto denominado
SCEPP-5.

Witandlidos

Fraccién denominada
Pp-D28-LF

Jugo de pulpa frutos

Fruto entero, Extracto
hidroalcohdlico,

Extracto

Jugo de los frutos

Wu et al., 2004a.

Wu et al., 2004b; Wu et al., 2006;
Zavala et al., 2006.

Wu et al., 2005; Wu et al., 2006.
Wu et al., 2006.

Arun y Asha, 2007.

Wu et al., 2009.

Lan et al., 2009.

Franco et al., 2007.

Bernal y Correa, 1998.

Rodriguez y Rodriguez, 2007; Bula y
Cruz, 1993; Garcia y Sua, 1997;
Mora, 2008; Pinto et al, 2009;
Ramadan y Mérsel, 2003; Rodriguez
y Rodriguez, 2007

Mora et al., 2008

Pardo et al., 2008.

1.1.5 Toxicidad

En un estudio realizado en el Departamento de Farmacia de la Universidad Nacional de
Colombia a 29 especies de Angiospermas colombianas, entre ellas Physalis peruviana,
se encontrd que el extracto etandlico de P. peruviana presentd una alta letalidad frente a
Artemia salina; una larva que ha sido util para la seleccion de especies vegetales como
fuente de principios bioactivos, pues el estudio de la letalidad que producen los extractos
sobre estas larvas es relacionada con otras actividades biolégicas como citotoxicidad. La
concentracion letal 50 (CLsg) que presentaron las partes aéreas de P. peruviana fue de
42 ug/mL (Sanabria et al., 1997).

En los frutos de una muestra de P. peruviana colectada en el Reino Unido se detecté por
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS) la presencia de
Calisteginas A3, B1, B2, y C1; alcaloides polihidroxilados tipo nortropano. Estos
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alcaloides presentan potente actividad contra glicosidasas. La potente inhibicién in vitro
de B-glucosidasa y a-galactosidasa de mamiferos determinada en este estudio, plantea
la posibilidad de toxicidad en seres humanos que consumen grandes cantidades de
plantas que contienen estos compuestos (Asano et al., 1997).

Arun y Asha en 2007 realizaron estudios de toxicidad aguda al extracto acuoso de las
hojas de P. peruviana a dosis de 1250 mg/kg. Los animales (ratas) fueron observados a
las 0.5, 2, 4, 8, 24 y 48 horas después de la administracién, evaluando sintomas
toxicoldgicos o clinicos durante dos semanas. Al inicio y final del estudio, se monitored
peso y temperatura corporal, estado de la materia fecal y suministro de comida y agua.
De acuerdo con los resultados obtenidos, los animales tratados con el extracto acuoso
(1250 mg/kg) no presentaron ningun signo téxico microscépico o clinico significativo en
los tiempos observados. La tasa de mortalidad fue cero, lo que confirma que la dosis letal
50 (DLso) fue mayor que 1250 mg/kg en ratas Wistar. Los parametros bioquimicos séricos
y hematolodgicos de las ratas tratadas con el extracto no mostraron cambios significativos
comparados con las ratas control.

1.2 Diabetes mellitus

La Diabetes mellitus es una enfermedad metabdlica caracterizada por hiperglicemia e
intolerancia a la glucosa, ya sea debido a la deficiencia de insulina
o deterioro de la eficacia de la accidon de la insulina, o una combinacion de ambos. La
OMS reconoce tres tipos de diabetes: la diabetes de tipo 1, que se caracteriza por la
ausencia de sintesis de insulina; la diabetes de tipo 2, que tiene su origen en la
incapacidad del cuerpo para utilizar eficazmente la insulina, generalmente como
consecuencia del exceso de peso o la inactividad fisica, y la diabetes gestacional que
corresponde a una hiperglicemia que se detecta por primera vez durante el embarazo
(American Diabetes Association, 2010; OMS, 2008).

En la diabetes tipo 1, en el momento del diagndstico se aprecia la virtual desaparicion de
las células B del pancreas encargadas de producir insulina debido a un proceso
autoinmune (tipo 1 autoinmune) o si éste no es apreciado, tipo 1 idiopatico. Aparece por
lo general antes de los 30 afios, pero puede manifestarse a cualquier edad. Se
caracteriza por insulinopenia, que determina el cuadro clinico y su tratamiento (Florez,
1997). Sus sintomas, que pueden aparecer bruscamente, consisten en una produccion
excesiva de orina (poliuria), sed (polidipsia), hambre constante, pérdida de peso,
alteraciones visuales y fatiga (OMS, 2008).

La diabetes tipo 2 (DM2) es mucho mas frecuente y, en general, de aparicion mas tardia.
Suele asociarse a la obesidad y previamente fue denominada diabetes no dependiente
de insulina. El pancreas secreta cantidades muy variables de insulina, de forma que su
concentracion plasmatica puede ser normal o incluso superior a la normal, pero
relativamente insuficiente para mantener niveles normales de glicemia. Esto indica que
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en DM2 puede existir una resistencia a la accion de la insulina, es decir, una excesiva
producciéon hepatica de glucosa y una deficiente utilizaciéon periférica a pesar de la
presencia de la insulina, por lo que se puede hablar de una deficiencia relativa en la
secrecion pancreatica de la hormona (Florez, 1997; Gerich et al., 2001).

La diabetes gestacional se manifiesta con mayor frecuencia en afroamericanos,
hispanos/latinos estadounidenses e indios americanos. También es mas comun en
mujeres obesas y en mujeres con antecedentes familiares de diabetes. Durante el
embarazo, la diabetes gestacional requiere de un tratamiento para normalizar los niveles
de glucosa en la sangre de la madre, con el fin de evitar complicaciones en el bebé. El
70% de las mujeres que tuvieron diabetes gestacional desarrollaran diabetes tipo 2 en
algun momento de su vida. Luego del embarazo, entre el 5% y el 10% y entre un 20% y
un 50% en los 5-10 anos siguientes. (American Diabetes Association, 2006).

Existen otros tipos de diabetes que se producen debido a trastornos genéticos
especificos (como diabetes de adulto en la juventud), cirugias, medicamentos,
desnutricion, infecciones y otras enfermedades. Esos tipos de diabetes representan entre
el 1% y el 5% del total de los casos diagnosticados (American Diabetes Association,
2006 y 2010).

Es posible diagnosticar diabetes, cuando existe una glucosa en plasma iguales o
superiores a 200 mg/dl (11.1 mmol/l) durante una prueba oral de tolerancia a la glucosa
(en inglés, OGTT o PG) y esto es confirmado con la prueba en ayunas (por mas de 8h)
de glucosa plasmatica (FPG) con valores iguales o superiores a 126 mg/dl (7.0 mmol/l);
realizando repeticiones de las pruebas. Otra forma es realizando pruebas de glucosa
aleatorias en las que se observan valores de glucosa iguales o superiores a 200 mg/dI
(11.1 mmol/l) y la existencia de sintomas de diabetes (Tabla 1-7) (American Diabetes
Association, 2006 y 2010; Organizacion Mundial de la Salud, 1985).

Tabla 1-7: Criterios de diagndstico de alteracion de la glucosa plasmatica

Muestra Normoglicemia Tolerancia de glucosa Diabetes
Glucosa plasmatica en
ayunas (FPG) <110mg/dL 110-126mg/dL (IFG) =126 mg/dL
Glucosa plasmatica a las
2h de ingesta de glucosa <140 mg/dL 140-200mg/dL (IGT) 2200mg/dL
(OGTT o PG)
Aleatorios 2 200mg/dL + sintomas

IGT: Tolerancia a la glucosa, IFG: Alteracién de glicemia en ayunas. Adaptado de American Diabetes
Association (2006, 2010).
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Cuando la diabetes no esta bien controlada, el nivel de azlcar en la sangre aumenta,
fendmeno conocido como hiperglicemia. Un nivel alto de azlcar en la sangre puede
provocar problemas en muchas partes del cuerpo, especialmente en rifiones, corazon,
vasos sanguineos, ojos, pies y nervios; ademas puede provocar presion arterial alta y
endurecimiento de las arterias (arteriosclerosis). Dichos factores pueden originar
enfermedades cardiacas y vasculares (Fundacién Nacional del Rifién, 2007a).

1.2.1 Tratamiento

La terapéutica de la diabetes se centra en dos objetivos intimamente relacionados: a)
mejorar la utilizacion de la glucosa y otros nutrientes en los tejidos (aminoacidos, glicerol,
acidos grasos y cuerpos ceténicos) y b) normalizar al maximo posible los niveles de
glicemia sin perturbar de manera notable el estilo de vida del paciente (Flérez, 1997).

El tratamiento actual del enfermo diabético exige un abordaje multiple, el cual se basa en
la dieta ajustada a las necesidades vitales de cada persona y en el empleo de insulina o
de diversos farmacos orales que, por uno u otro mecanismo, consiguen reducir los
niveles de glicemia (Flérez, 1997; Gerich et al., 2001).

= Insulina

La insulina es un polipéptido de 51 aminoacidos (5,8 kD) sintetizado por las células {3 del
pancreas. Hasta hace pocos afios, la insulina utilizada clinicamente procedia de la
extraccion de pancreas bovinos y porcinos. En la mayoria de los paises actualmente se
utiliza insulina humana (pureza del 100 %), obtenida por tecnologia recombinante a partir
de ADN plasmidico inyectado en Escherichia coli (Fl6rez, 1997).

La insulina es secretada por las células B del pancreas; esta glandula pesa cerca de
200g, esta situada abajo y detras del estdbmago, produce ademas, otras dos hormonas
importantes en el organismo, la somatostatina (células 8) y el glucagén (células a) entre
las cuales existe una relacion, en parte de tipo paracrino (Negri, 2005; Flérez et al., 1997;
Gerich et al., 2001). El glucagon estimula la secrecion de insulina y de somatostatina,
mientras que la somatostatina inhibe la secrecion de insulina y glucagon. El flujo
sanguineo circula en el islote desde las células 3 hacia las a y 8, de este modo la
somatostatina ha de pasar por la circulacion general para poder llegar a las células a y B;
en cambio, la insulina puede desempenar cierto papel paracrino y estimular la secrecion
de glucagoén y polipéptido pancreatico (células PP) (Florez, 1997).

El tratamiento con insulina suele ser usado en pacientes con diabetes tipo1, sin embargo,
también se usa en pacientes con diabetes tipo 2 en los que las terapias tales como la
modificacion de la dieta, ejercicio y antidiabéticos orales no han logrado mantener el
control glucémico. Algunos pacientes con diabetes tipo 2 requieren tratamiento con
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insulina en dosis de 0,4 a 0,6 U/kg por dia, como en pacientes con diabetes tipo 1
(Gerich et al., 2001).

= Hipoglicemiantes orales

Segun la Asociacion Latinoamericana de Diabetes (2006), el tratamiento con
antidiabéticos orales debe iniciarse en toda persona con diabetes tipo 2 que no haya
logrado alcanzar las metas de control glicémico después de un periodo de tres a seis
meses con cambios terapéuticos en el estilo de vida (CTEV). Para considerar que los
CTEV han sido efectivos la persona debe haber logrado modificaciones en el régimen
alimentario, reduccion del 5 a 7% del peso corporal (si éste estaba excedido) e
incremento de la actividad fisica programada. Si no se observa una reduccion gradual de
las glicemias que permita predecir que la persona va a alcanzar la meta en el plazo de
tres a seis meses, puede ser necesario adelantar el inicio del tratamiento farmacoldgico.

Sin embargo, también puede iniciarse el tratamiento con antidiabéticos orales desde el
momento del diagndstico cuando el grado de descontrol de la diabetes permite anticipar
que los CTEV no van a bastar para reducir gradualmente las glicemias y alcanzar las
metas de control glicémico al cabo de 3 a 6 meses. Este es el caso de las personas con
glicemias en ayunas mayores de 240 mg/dL (13.3 mmol/L) y/o HbA1c mayor de 8.5%, en
particular cuando han perdido peso asociado a sintomas de hiperglicemia (Asociacion
Latinoamericana de Diabetes, 2006).

Los agentes antidiabéticos orales incluyen las sulfonilureas, meglitinidas y analogos de la
meglitinida, inhibidores de la a-glucosidasa, y tiazolidinedionas; los cuales pueden ser
utilizados como monoterapia o en combinacion para lograr el control glicémico (Gerich et
al., 2001). En la Tabla 1-8 se encuentran los hipoglicemiantes més utilizados, en la dosis
requerida, de acuerdo con la dolencia que acompana a la diabetes; asi mismo las
contraindicaciones y efectos secundarios causados por cada farmaco.

Sulfonilureas

Son derivados de las sulfamidas, en los cuales la estructura sulfonilurea constituye el
grupo esencial de la actividad hipoglicemiante. Dentro de las mas comunes se
encuentran gliburida, glipizida y glimepirida. Este tipo de antidiabéticos actuan
estimulando la secrecion de insulina cuando se unen a receptores en las células beta-
pancreaticas. Para ello, las sulfonilureas actuan con gran afinidad sobre receptores
asociados a los canales de K* sensibles a ATP; como consecuencia de esta accion, el
canal se cierra y la despolarizacion causada facilita la secrecion de insulina (Florez,
1997; Gerich et al., 2001).

Meglitinidas y anélogos de medglitinida

Las meglitinidas tales como repaglinida y analogos de meglitinida como nateglinida, al
igual que las sulfonilureas, estimulan la liberacién de insulina al cerrar los canales de
potasio dependientes de ATP en las células B del pancreas. Comparadas con las
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sulfonilureas, éstas inician la accion con mayor rapidez, pero son de

(Gerich et al., 2001).

Tabla 1-8: Uso de hipoglicemiantes o antidiabéticos orales

corta duracion

Grupo/Medicamento Dosis inicial Indicacion Contraindicacién Efectos
(méxima) secundarios
) Acidosis Lactica

Obesidad ~ S
Biguanidas Dislipidemia Edad > 80 afios Hipoxia
. 500 mg [2,500 mg] ) . Insuficiencia cardiaca | Trastornos gas-
. Metformina Resistencia a la Emb . inal
insulina mbarazo trointestinales

Anorexia

Sulfonilureas

e  Clorpropamida | 5.0 mg/dia [15 mg] Deficiencia insulinica
. Glibenclamida | 2.5 mg/dia [20 mg] Glucosa en ayunas Embarazo Hipoglicemias
e  Gliburida 1.5 mg/dia [12 mg] >250 mg/dl Enfermedad renal Aumento de peso
. Microgliburida | 5.0 mg/dia [40 mg] Glucosa postprandial Alergia a las sulfas
. Glipizida 5.0 mg /dia [20 mg] >300 mg/dI
e Glimepirida 1.0 mg/dia [8 mg]
Inhibidores de alfa (R),be_5|dad_ | En}barazo |
glucosidasa 25 mg antes de la . eS|§tenC|a ala nfermedad renal Trastornos
h o insulina Enfermedad intestinal . .
. Acarbosa comida principal ) . . . gastrointestinales
. Miglitol [100 mg] Hlpergllce_mla cronica N
postprandial Cirrosis hepatica
Cetoacidosis
Obesidad Enfermedad
Tiazolidinedionas 15 Resistencia a la cardiovascular
- mg [45 mg] . ) .
. Pioglitazona 4mg [8 mg] insulina Hepatopatias Aumento de peso
. Rosiglitazona Hiperglicemia Uso de
postprandial contraceptivos orales
Embarazo
Meglitinidas aeflmegua deltljnsulma Embarazo y lactancia Hinogli .
e Repaglinida 0.5 mg [4.0 mg] oras de comida Maternal Ipogiicemia

e Nateglinida

60 mg [120 mg]

variables
Insuficiencia renal

Diabetes tipo 1
Hipersensibilidad

Aumento de peso

Tomado de: Barceld et al. (2009).

Biguanidas

Los derivados de compuestos biguanidicos, entre los cuales el unico aceptado
actualmente es la metformina, no provocan liberaciéon de insulina (Flérez, 1997). Su
accion principal es la disminucion de la produccion hepatica de glucosa, aunque también
pueden mejorar la eficacia de la captacién de glucosa por los tejidos periféricos (Gerich

etal., 2001).

Inhibidores de la a-glucosidasa

Para que los carbohidratos de la dieta se absorban, deben ser hidrolizados en
monohidratos en el tubo intestinal. Los polisacaridos, oligosacaridos y disacaridos son
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transformados en monosacaridos mediante la hidrdlisis producida por las a-glucosidasas
(glucoamilasa, sacarasa, maltasa y dextrinasa), que se encuentran en la superficie
luminal de las microvellosidades intestinales, estando su maxima concentracion en el
tercio superior del duodeno desde donde desciende progresivamente hasta el ileon. Los
inhibidores de la a-glucosidasa tales como acarbosa y el miglitol, reducen la formacion de
monosacaridos y, consiguientemente, la disponibilidad de la glucosa y otras hexosas
para ser absorbidas en el intestino (Florez., 1997).

Tiazolidinedionas

Se caracterizan por sensibilizar o incrementar la accién de la insulina sin que aumente su
secrecion, por lo que son Uutiles en situaciones en que se desarrolla resistencia a la
insulina. Entre las mas estudiadas de encuentran troglitazona, seguido de pioglitazona y
ciglitazona. (Florez, 1997).

= Plantas antidiabéticas

Las plantas utilizadas etnofarmacoldgica y experimentalmente como hipoglicemiantes,
comprenden mas de 725 géneros en 183 familias que van desde algas marinas y hongos
a plantas superiores (Tabla 1-9) (Negri, 2005).

Tabla 1-9: Principales familias de plantas que poseen actividad hipoglicemiante

Familia Especies con reportes de actividad Especies totales
hipoglicemiante en la familia
Fabaceae 127 18.000
Asteraceae 98 21.300
Lamiaceae 36 3.500
Liliaceae 35 6.460
Poaceae 30 10.000
Euphorbiaceae 30 7.000

Tomado de: Negri (2005).

Actualmente se conocen mas de 200 compuestos quimicos de origen vegetal con
actividad hipoglicemiante, que pertenecen a distintos grupos quimicos; el grupo mas
numeroso es el de los hidratos de carbono, seguido de los alcaloides, y en menor
medida, péptidos y terpenos. Algunos de ellos producen hipoglicemia como efecto
secundario de su toxicidad, especialmente hepatotoxicidad, mientras que otros tienen un
potencial terapéutico real y su estudio en profundidad puede servir para el desarrollo de
nuevos farmacos antidiabéticos (Negri, 2005). Es asi como de la leguminosa Galega
officinalis L. (lila de Francia), planta ampliamente usada como hipoglicemiante oral en
Europa Occidental durante la Edad Media, se aisl6é galegina o guanidina isoamilica, que
sirvié6 como modelo para la sintesis de la biguanida metformina (Castillo y Solis, 2007).
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De acuerdo con Negri (2005), los mecanismos implicados en la accién de las plantas
como hipoglicemiante, estan relacionados con los siguientes factores:

e Aumento de la liberacion de insulina a través de la estimulacion de las células B-
pancreaticas

¢ Resistencia a las hormonas que aumentan la cantidad de glucosa en sangre

e Aumento del numero y de la sensibilidad de los sitios receptores de insulina

e Disminucion de la pérdida de glucégeno

e Aumento del consumo de glucosa en érganos y tejidos

e Eliminacién de radicales libres

¢ Resistencia a la peroxidacion de los lipidos

e Correccion de los trastornos metabolicos causados en lipidos y proteinas y

e Estimulacién del aumento de la microcirculacion de la sangre en el cuerpo.

Algunos de los parametros importantes que se deben tener en cuenta para evitar efectos
toxicos de las plantas son: identificacion de la parte de la planta utilizada, estandarizacion
quimica y biolégica del extracto, estabilidad del extracto, dosis terapéutica, efectos
secundarios, interacciones con alimentos y medicamentos, y contra-indicaciones; los
cuales deben ser incorporados a la farmacopea nacional. La toxicidad es influenciada por
la parte de la planta utilizada en la preparacion del extracto, método de preparacion y via
de administracion. La alergenicidad y fotosensibilizacién son otros aspectos de toxicidad,
que representan un riesgo significativo (Negri, 2005).

1.2.1 Modelos para evaluar actividad antidiabética
/hipoglicemiante de productos naturales

Recientemente, se ha desarrollado una gran diversidad de modelos animales para
comprender mejor la patogénesis de la Diabetes mellitus e introducir nuevos
medicamentos en el mercado para tratar esta enfermedad. La diabetes es estudiada en
animales (ratas, ratones, perros, conejos, etc.) utilizando modelos in vivo e in vitro; en la
mayoria de estudios, principalmente con productos naturales derivados de plantas, han
sido probados modelos de diabetes inducida por agentes quimicos. (Fréde y Medeiros,
2008).
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= Modelos animales in vivo para Diabetes mellitus

La diabetes puede ser inducida farmacolégica, quirdrgica o genéticamente en diversas
especies animales. Los modelos in vivo mas utilizados para el estudio de diabetes son en
roedores tratados con aloxano (31%) y estreptozotocina (STZ, 69%); la accién citotoxica
de estos agentes diabetogénicos es mediada por especies reactivas de oxigeno, sin
embargo, ambos tienen diferentes mecanismos de accion (Fréde y Medeiros, 2008;
Negri, 2005). A continuacién se describen los modelos por induccion farmacolégica de
diabetes, mas utilizados:

Ensayo con estreptozotocina

Estreptozotocina (STZ) es un glucdsido nitrosourea natural aislado de Streptomyces
achromogenes que estimula la produccion de radicales libres como el 6xido nitrico. STZ
ingresa a las células [ del pancreas via transportadores de glucosa, causando
alquilacion en el ADN; lo que conduce a la destruccion de las células B de los islotes de
Langerhans del pancreas. Este xenobiético se ha utilizado para inducir la diabetes con la
consiguiente deficiencia de insulina. La dosis mas comun para inducir la diabetes
insulino-dependiente en ratas es 60mg/kg; una sola dosis puede producir en las ratas un
modelo experimental de la diabetes tipo Il. El problema potencial con STZ es que sus
efectos toxicos no se limitan a las células pancreaticas uUnicamente, pudiendo causar
dafno renal, estrés oxidativo, inflamacion y disfunciéon endotelial (Negri, 2005; Frode y
Medeiros, 2008).

Ensayo con Aloxano

Aloxano, un derivado de la pirimidina, es una toxina muy selectiva de las células B-
pancreaticas que causa inhibicion de la glucoquinasa (enzima encargada de controlar la
secrecion de insulina en funcion de la concentracion de glucosa en sangre). Este modelo
presenta problemas debido a su inestabilidad quimica, metabolismo rapido y factores
tales como la dieta que hacen casi imposible establecer una relacioén clara entre la dosis
de aloxano y su concentracion efectiva en pancreas (Negri, 2005). La dosis intravenosa
comunmente utilizada en ratas es 65mg/kg, pero cuando se administra por via
intraperitoneal o subcutanea su dosis efectiva debe ser mayor, por ejemplo, via
intraperitoneal una dosis inferior a 150 mg/kg puede ser insuficiente para inducir la
diabetes en esta especie. En ratones, las dosis varian entre 100-200 mg/kg,
administrados por via intravenosa (Frode y Medeiros, 2008).

Otros modelos animales in vivo menos utilizados en la actualidad, son los modelos
quirurgicos, en los cuales se extrae completamente el pancreas; y genéticos, que pueden
ser animales que desarrollan diabetes espontanea, o inducida mediante la utilizacion de
ingenieria genética (Fréde y Medeiros, 2008).

Sobrecarga oral de carbohidratos
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En el modelo de sobrecarga oral de carbohidratos se evalia el posible efecto
hipoglicemiante por la administracion oral de los extractos, fracciones o compuestos
puros obtenidos del material vegetal en animales normoglicémicos; a los cuales se les ha
inducido una hiperglicemia transitoria mediante una sobrecarga oral de carbohidratos
como glucosa, sacarosa, maltosa y almidon (2000 mg/kg) (Mora, 2008). EI modelo busca
evaluar la modificacion causada por la administracion oral de productos naturales, a los
resultados tipicos que se obtienen mediante una prueba oral de tolerancia a la glucosa
(OGTT); sin embargo, en el modelo de SOC ademas de glucosa, son utilizados otros
carbohidratos. Los niveles de glucosa en sangre son evaluados con respecto a la
administracion del carbohidrato, a las horas 0 (antes de inducir la hiperglicemia
transitoria.), 1, 2, y 4.

=  Estudios In vitro

Los estudios in vitro, sirven como herramienta complementaria para explorar hallazgos
obtenidos con modelos in vivo y avanzar en el mecanismo de accion de un producto
natural. Los agentes antidiabéticos convencionales pueden afectar diferentes vias del
metabolismo de la glucosa, como la secrecion de insulina, la captacién de glucosa por los
organos diana, y la absorcién de nutrientes. Existen estudios in vitro, en los cuales se
evalla la secrecion de insulina (con lineas celulares aisladas de los islotes pancreaticos
0, con lineas celulares secretoras de insulina), o la captacion de glucosa. (Frode y
Medeiros, 2008). Otro de los enfoques terapéuticos en este tipo de estudios, es disminuir
la hiperglicemia postprandial al retardar la absorcion de la glucosa mediante la inhibicion
de enzimas como la a-amilasa y la a-glucosidasa (Wang et al., 2010).

1.3 Marcadores quimicos de una droga o producto
vegetal

1.3.1 Definicién

El término “marcadores” ha sido introducido recientemente en el campo de productos
fitoterapéuticos, por lo que se encuentra muy poca informacién en la literatura acerca de
ellos. Con respecto a su definicion, la EMEA: European Medicines Agency (2008)
establece para marcadores:

“Constituyentes quimicamente definidos o grupos de constituyentes de una sustancia o
producto a base de plantas medicinales, que son de interés para propdsitos de control de
calidad; independientemente de su actividad terapéutica. Los marcadores, sirven para
calcular la cantidad de sustancia(s) vegetal, o de preparaciones en los productos de
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plantas medicinales; siempre y cuando, el marcador haya sido determinado
cuantitativamente en la sustancia o preparacion vegetal”.

En Colombia, el Ministerio de la Proteccion Social (2004), mediante el Decreto 2266, en
el cual se reglamentan los regimenes de registros sanitarios, y de vigilancia y control
sanitario y publicidad de los productos fitoterapéuticos; establece la siguiente definicion
para un marcador:

“Constituyente natural de una parte de una planta que se puede utilizar para garantizar la
identidad o calidad de una preparacion vegetal, pero que no es necesariamente causante
de la actividad bioldgica o terapéutica de la planta”.

1.3.2 Clasificacioén

Los marcadores presentan varias clasificaciones; pues a medida que se ha ido
implementando su utilizacion, se han ido identificando diversos tipos de marcadores. A
continuacién se presentan algunas clasificaciones encontradas en la literatura:

La EMEA (2008) reconoce, ademas de constituyentes con actividad terapéutica
conocida, marcadores activos y marcadores analiticos como los constituyentes de una
sustancia o producto a base de plantas. A continuacion se describe cada uno:

= Constituyentes con actividad terapéutica conocida: Constituyentes que
generalmente son aceptados por contribuir sustancialmente con la actividad

= Marcadores activos: constituyentes o grupos de constituyentes que son aceptados
por contribuir a la actividad terapéutica, pero no son responsables del efecto
terapéutico completo. Son utiles para propésitos de control.

= Marcadores analiticos: constituyentes o grupos de constituyentes que sirven
Unicamente para propositos analiticos.

De acuerdo con Busse (2000), los constituyentes de una droga vegetal pueden
clasificarse en diversos grupos que podrian ser determinantes para propésitos analiticos
y terapéuticos. Desde el punto de vista terapéutico son de interés tres grupos: principio(s)
activo(s), marcadores activos (o terapéuticos) y marcadores negativos. Un cuarto grupo;
los marcadores analiticos (o inactivos) son de interés, cuando no se logra identificar
constituyentes de relevancia terapéutica en una droga vegetal. Los principios activos y
los marcadores pueden ser compuestos o clases de metabolitos secundarios. A
continuacioén se define cada tipo de marcador:
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Marcadores de relevancia terapéutica:

Principio(s) activo(s): constituyentes con actividad terapéutica, para los cuales se
ha logrado establecer una alta correlacion entre la presencia y concentracion de
estos compuestos o clases de metabolitos secundarios con la eficacia de la droga o
sus preparaciones. A este grupo pertenece un grupo muy limitado de drogas
vegetales. Ejemplo; preparaciones de Aloe.

Marcadores activos o marcadores terapéuticos: son constituyentes asociados con
la actividad presentada por la droga, pero que no explican la totalidad de la respuesta
farmacoldgica observada. Ejemplos de marcadores activos, son las terpenlactonas y
los flavonoides glicosilados de Ginkgo biloba, asi como hiperforina e hipericina para
Hierba de San Juan.

Marcadores negativos: Son constituyentes no deseados como toxinas o alérgenos.
A este grupo pertenecen también, sustancias que interfieren con la absorcién de
constituyentes activos. Ejemplos de sustancias con relevancia toxicolégica son los
valepotriatos de la valeriana.

Marcadores de relevancia analitica:

Los marcadores analiticos o inactivos, corresponden a compuestos o clases de
metabolitos secundarios que apoyan el seguimiento analitico en procesos de
normalizacion o estandarizacién, asi como el control de calidad de material vegetal,
extractos y fitoterapéuticos. Estos constituyentes no tienen actividad terapéutica o
ésta no ha sido evaluada. Se utilizan cuando no se conocen o no estan disponibles
principios activos o marcadores activos.

Recientemente, Li et al. (2008) propusieron una nueva clasificacién para los marcadores
quimicos, en ocho categorias denominadas: componentes terapéuticos, bioactivos,
sinérgicos, caracteristicos, principales, correlativos, toéxicos y componentes generales
acoplando perfiles cromatograficos con analisis espectroscopico. En la Tabla 1-10, se
resumen las ocho categorias con los intereses del control de calidad y las desventajas de
cada tipo de marcador quimico. Cabe aclarar, que un componente puede pertenecer a
varias categorias; éstas de describen brevemente a continuacion.

= Componentes terapéuticos: Poseen los efectos terapéuticos directos de una
droga vegetal. Pueden ser utilizados como marcadores quimicos para ensayos

tanto cualitativos, como cuantitativos.
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= Componentes bioactivos: Componentes de una droga o producto vegetal de
estructura quimica diferente; que no presentan efectos terapéuticos directos; pero la
combinacién de sus bioactividades, contribuye con el efecto terapéutico. Estos
pueden ser utilizados como marcadores quimicos para la evaluacion cuantitativa y
cualitativa.

= Componentes sinérgicos: No contribuyen directamente a los efectos terapéuticos o
a bioactividades relacionadas. Sin embargo, actian sinérgicamente para reforzar
bioactividades de otros componentes, modulando asi el efecto terapéutico de la
droga o producto vegetal. Pueden ser utilizados como marcadores quimicos para la
evaluacion cuantitativa y cualitativa.

= Componentes caracteristicos: Pueden contribuir a los efectos terapéuticos y deben
ser ingredientes especificos y/o Unicos de la droga vegetal. Pueden ser utilizados
como marcadores quimicos para la evaluacién cuantitativa, cualitativa y estudios de
estabilidad.

Tabla 1-10: Marcadores quimicos, Intereses y desventajas

Categoria Intereses en el control de calidad Desventajas
Componentes terapéuticos Indican eficacia No siempre son obtenidos
Componentes téxicos Aseguramiento de inocuidad Necesidad de amplios
estudios toxicoldgicos
Componentes bioactivos Pueden indicar eficacia No siempre indican calidad
general
Componentes principales Pruebas de estabilidad y coherencia No siempre indican calidad
general
Componentes caracteristicos Identificacion cualitativa No siempre son obtenidos
Componentes sinérgicos Revelan acciones sinérgicas de varios Necesidad de amplios
componentes estudios farmacolégicos
Componentes correlativos Prediccién de periodos de almacenamiento, Necesidad de amplios
métodos de extraccion y algunas veces sitio de estudios fitoquimicos

coleccion, etc.

Componentes generales acoplando Indican calidad general cuando son usados Analisis de datos de
perfiles cromatograficos con acoplando espectros con perfiles cromatograficos masas.
espectros.

Adaptada de Li et al. (2008)

= Componentes principales: Son los mas abundantes (o significativamente mas
abundantes que otros componentes) en la droga o producto vegetal. No son
componentes caracteristicos y su bioactividad puede ser desconocida. Pueden ser
utilizados como marcadores quimicos para el analisis tanto cuantitativo como
cualitativo y especialmente, para diferenciacion y evaluaciéon de estabilidad.
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= Componentes correlativos: Componentes correlativos en drogas vegetales que
guardan una relacion entre si. Por ejemplo, estos podrian ser precursores, productos
o0 metabolitos de una reaccion quimica o enzimatica. Pueden ser utilizados como
marcadores quimicos para evaluar la calidad de drogas vegetales originadas de
diferentes regiones geograficas y almacenadas por periodos de tiempo diferentes.

= Componentes toxicos: La literatura de la medicina tradicional China y los estudios
toxicologicos modernos, han documentado algunos componentes toxicos de drogas
vegetales. Por ejemplo, el acido aristoléquico y los alcaloides de la pirrolizidina
pueden causar nefrotoxicidad y hepatotoxicidad respectivamente.

= Componentes generales acoplando perfiles cromatograficos con espectros:
Son componentes comunes y especificos presentes en una especie, género o familia
particular. Estos pueden ser utilizados con perfiles cromatograficos para fines de
control de calidad.

En Colombia, legalmente aun no existe una clasificacion de los marcadores. Con relacion
a constituyentes para el control de calidad de un producto fitoterapéutico, Sharapin
(2000) plantea que se requiere definir los marcadores o principios activos; en donde los
marcadores son grupos de sustancias que pueden estar presentes y permiten lograr la
identificacion de la planta, y los principios activos, son aquellas sustancias capaces de
ejercer las actividades farmacolégicas. Al respecto, la legislacién vigente en Colombia
presenta las siguientes definiciones:

= Principio activo: Compuesto o mezcla de compuestos que tiene una accion
farmacolégica (Presidencia de la Republica de Colombia, 1995).

= Marcadores: Constituyente natural de una parte de una planta que se puede utilizar
para garantizar la identidad o calidad de una preparacion vegetal, pero que no es
necesariamente causante de la actividad biolégica o terapéutica de la planta
(Ministerio de la Proteccion Social, 2004).

1.3.3 Criterios de seleccion:

Recientemente la agencia europea de medicamentos EMEA (2008), realizé un analisis
en cuanto a temas relacionados con marcadores quimicos para el control de calidad de
drogas vegetales o productos a base de plantas medicinales, y recomienda tener en
cuenta, en la medida de lo posible, los siguientes criterios para la seleccion de un
marcador quimico:

- La seleccioén de los marcadores debe ser justificada.
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- Los marcadores deben ser adecuados para su proposito (por ejemplo,
identificacion, cuantificacion, control analitico, estabilidad).

- Los marcadores deben conectar pasos del proceso de produccion y medidas de
control de calidad.

- Los marcadores se utilizan con fines cuantitativos y cualitativos. Los marcadores
propuestos constituyen una herramienta importante para vincular la droga activa
(sustancia vegetal (s) y / o preparacion a base de hierbas) a el producto vegetal
independientemente de si tienen alguna actividad terapéutica o no. En general, el
(los) mismo (s) marcador(es) es (son) usado (s) desde la sustancia vegetal hasta
el final de la vida util, del producto terminado. Todas las excepciones deben estar
justificadas.

- Los limites de aceptacion para el contenido de un marcador propuesto deben ser
especificados y justificados.

- Puesto que la sustancia vegetal o preparado vegetal en su totalidad es
considerado como el principio activo, no sera suficiente una mera determinacion
de la estabilidad del marcador. La estabilidad de otras sustancias presentes en la
sustancia vegetal o en la preparacion a base de hierbas, deberia, en la medida de
lo posible, ser demostrada también (por ejemplo, por perfiles cromatograficos
apropiados). También habra que demostrar que su contenido sigue siendo

proporcional comparado con el perfil inicial.

= Para analisis cuantitativo, deben considerarse los siguientes pasos:

- Si estan presentes los componentes con actividad terapéutica conocida, su
contenido debe ser determinado cuantitativamente.

- Silos componentes responsables de la actividad terapéutica, no se conocen, pero
se conoce un marcador activo, este marcador activo debe ser seleccionado para
el analisis cuantitativo a menos que se justifique lo contrario.

- Si no es posible la seleccion de componentes responsables de la actividad
terapéutica o de un marcador activo, para el anadlisis cuantitativo; debe
seleccionarse un marcador analitico; teniendo en cuenta los siguientes principios:

a) La prioridad debe ser que el marcador seleccionado permite una prueba

especifica para la sustancia activa.
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b) El marcador debe servir como medio para calcular la cantidad de
sustancia activa (sustancia vegetal o preparacion vegetal) en el producto
final (producto medicinal vegetal).

c) La seleccion de los marcadores para analisis cuantitativo, permite el
analisis cuantitativo de cada sustancia activa en el producto final.

- En el caso de productos combinados, si no es posible seleccionar un marcador
separado para cada sustancia activa, el analisis puede ser realizado en conjunto,

si se justifica debidamente.

Para el analisis cualitativo, se deben ser considerados los siguientes pasos:

- Laeleccion de los marcadores utilizados para identificacién debe ser justificada.

- Un marcador adecuado es un compuesto Unico o un grupo de compuestos.



2.Parte experimental

2.1 Obtencién de marcadores

Para la obtencion de marcadores de frutos de P. peruviana se llevé a cabo un estudio
fitoquimico enfocado hacia la evaluacion y adaptacion de metodologias propuestas en la
literatura, para la obtencion de compuestos tipo witaesteroides. Para el fraccionamiento
ademas se tuvieron en cuenta (hasta donde fue posible), los resultados de actividad
hipoglicemiante de los extractos y fracciones; esto, con el fin de aislar, purificar e
identificar metabolitos potencialmente utiles como marcadores; desde fracciones
enriquecidas con actividad hipoglicemiante de los frutos de P. peruviana.

Informacion general

Para el monitoreo y analisis de los extractos y fracciones obtenidas se utilizd
cromatografia en capa delgada (CCD), con frecuencia cromatografia liquida de alta
eficiencia (HPLC) y en algunos casos cromatografia de gases acoplada a masas (GC-
MS). El fraccionamiento de extractos fue realizado por cromatografias en columna
sucesivas y en algunos casos HPLC preparativa. Para la identificacion de fracciones
purificadas se utilizaron técnicas espectroscépicas como RMN, IR, GC-MS, HPLC-MS,
espectrometria de masas por ionizacion electrospray (ESI-MS) y comparacion de los
datos obtenidos con los reportados en la literatura.

Solventes, reactivos y patrones

Los solventes utilizados fueron grado técnico (destilados antes de su uso), grado
analitico, HPLC (Merck® y J.T. Baker®) o deuterados (Sigma-Aldrich). Los reactivos y
patrones fueron grado analitico (Merck®) o USP. El etanol empleado para extracciones
fue 96%, grado técnico-Licorera de Cundinamarca.

Cromatografia en columna

Las cromatografias en columna abierta (CC), se realizaron utilizando como fase
estacionaria Silica gel 60 (0.040 - 0.063 mm) para CC (Macherey-Nagel®), Sephadex®
LH-20 (Sigma-Aldrich®) o silica LiChoprep® RP18 (40-63 pm) (Merck®) para
cromatografia liquida; segun el caso. Se utilizaron las fases méviles isocraticas y/o en
gradiente; con solventes como éter de petrdleo (EP), tolueno, hexano, cloroformo,
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diclorometano, acetato de etilo y metanol. Los solventes utilizados fueron grado técnico
(destilados antes de su uso), grado analitico o HPLC.

Cromatografia en capa delgada

Para las cromatografias analiticas en capa delgada, se utilizaron placas preparadas de
silica gel G (Merck®) y cromatoplacas de silica gel 60 F254 (Merck®); empleando en
todos los ensayos luz UV, reactivo de vainillina/ H,SO, (Vainillina 1% y H,SO4 5% en
etanol) y reactivo de Dragendorff, como reveladores. Los solventes utilizados para las
CCD fueron grado analitico.

- Preparacion del reactivo de Dragendorff:

Mezclar 850 mg de subnitrato de bismuto con 40 mL de H,O y 10 mL de acido acético
glacial (solucién A), Disolver 8 g de yoduro de potasio en 20 mL de H,O (solucion B).
Mezclar proporciones iguales de solucion A y solucion B, para obtener una solucion
madre, que se puede almacenar durante varios meses en un frasco oscuro. Mezclar 10
mL de solucion madre con 20 mL de acido acético glacial y diluir con H,O a 100 mL.

HPLC analitica

A cada extracto y fraccion obtenida le fue realizado su respectivo perfil cromatografico;
para ello se utilizé un equipo HPLC Agilent 1200 series con detector UV-DAD,
procesando a 210, 220, 230, 254, 280 y 350 nm. Se utilizé una columna RP-18
LiChroCART®  (250-4), con precolumna RP-18 LiChroCART® (4-4); mantenidas a
temperatura ambiente (20°C).

Las muestras fueron diluidas en acetonitrilo 0 metanol, segun el caso; a continuacion
fueron sometidas a ultrasonido a una temperatura de 35-50°C y centrifugadas a 10000
revoluciones por minuto, durante 5 minutos. Las muestras filtradas con filtros de jeringa
(0,45 pm), se inyectaron de la siguiente manera: 10 pyL de una solucién 20 mg/mL para
extractos, 10 mg/mL para fracciones purificadas y 2 mg/mL para compuestos puros.

Para la elucion se utilizé agua (solvente A) y acetonitrilo (solvente B), a una velocidad de
flujo de 1mL por minuto; utilizando dos tipos de gradiente de nominados HPLC-a y HPLC-
b:

- HPLC-a: 5-95% (B en A) por 60 min y 95% (B en A) durante 10 min. El gradiente
de elucién fue seguido por una post-corrida de 10 min en las condiciones iniciales
para equilibrar la columna.

- HPLC-b: 25-75% (B en A) por 15 min 'y 75-100% (B en A), 10 min.
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HPLC semipreparativa

Para el fraccionamiento por HPLC semipreparativa se utilizd un equipo marca Merck
Hitachi, con detector UV-VIS L-4250; Bomba: L-6000A e interface D-6000. Como fase
movil se utilizd un sistema de elucion isocratico MeCN-agua (70-30), con flujo de 2
mL/min y el cromatograma fue monitoreado a 220 nm. Se utilizd6 una columna RP-18
LiChroCART® (250-4) HPLC a temperatura ambiente. El volumen de inyeccién fue 150
ML de una solucion 20 mg/mL.

Resonancia magnética nuclear (RMN)

Los experimentos de resonancia magnética nuclear ('H, '*C, DEPT 90, DEPT 135,
COSY, HMQC y HMBC) fueron realizados en un equipo Bruker de 400 MHz. Las
muestras se disolvieron en solventes deuterados, CDCI; o metanol-d.,.

Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS)

Los ensayos de GC-MS, se realizaron en un cromatografo Hewlett Packard de Columna
Capilar Modelo Agilent 6850 serie Il y HP-1, acoplado a un espectrometro de masas
Hewlett Packard Agilent 5975B VL MSD, por impacto electronico (El). El tiempo de
corrida fue de 20 minutos, con una temperatura inicial del inyector de 150°C, temperatura
inicial de la columna 100°C y una rampa de 20°C/min. Las identificaciones tentativas de
los compuestos, se basaron en la coincidencia de los espectros de masa obtenidos para
cada pico, con los de las bases de datos de masas NIST (National Institute of Standards
and Technology) y Wiley.

Espectroscopia IR

Los espectros IR de las fracciones se obtuvieron en un equipo ATl Mattson Génesis
Series FTIR™ con transformadora de Fourier. Las muestras se disolvieron en cloroformo,
la solucién se colocd sobre una pastila de KBr, formando una pelicula sélida al
evaporarse el solvente.

Espectrometria de masas por ionizacién electrospray

Los espectros de masas por ionizacion electrospray (ESI), fueron adquiridos por
inyeccion directa en un espectrometro APl 4000 triple cuadrupolo/trampa de iones lineal.
Los compuestos puros fueron disueltos en MeOH usando ionizacién por electrospray en
modo positivo o negativo. Siempre se realiz6é un analisis entre 100,00 y 1000,00 m/z.
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2.1.1 Adquisicion y adecuaciéon del material vegetal

Los frutos de Physalis peruviana se adquirieron de distribuidores mayoristas de frutos de
uchuva tipo exportacion y de cultivos ubicados en el Municipio de Subia Cundinamarca.
Los frutos utilizados fueron los excedentes de exportacion. El grado de madurez de los
frutos fue clasificado de acuerdo con la Norma Técnica Colombiana NTC 4580
(ICONTEC, 1999).

Los frutos (calidad nacional, con calices) fueron separados de sus calices vy
seleccionados teniendo en cuenta los requisitos generales de calidad de la uchuva. Para
ello, éstos fueron separados de las unidades dafiadas y/o contaminadas con hongos para
ser lavados posteriormente con abundante agua. Los frutos seleccionados (Figura 3-1)
fueron licuados con etanol (EtOH) 96% (200 mL de EtOH/ kg fruto) durante 1 minuto. El
jugo obtenido fue procesado de manera independiente, como material vegetal seco
(Metodologia I) y como extracto mismo (Metodologia Il) (Figura 2-1).

2.1.2 Obtencion de extractos

= Metodologiall

Para disponer de material vegetal seco, el jugo hidroalcohdlico fue extendido sobre un
plastico en una bandeja para ser secado a 45-50 °C durante 72h en un horno de aire
circulante. La lamina obtenida fue fragmentada y licuada rapidamente para obtener el
material seco y pulverizado con un rendimiento del 12%. Este, fue sometido a extraccion
por percolacion independientemente con etanol del 96% y diclorometano a temperatura
ambiente. Los solventes fueron removidos por destilacion a presion reducida en
rotavapor para obtener los extractos etandlico (EEt) y diclorometanico (ED-MV)
respectivamente (Figura 2-1).

= Metodologialll

Por separado, el jugo hidroalcohdlico fue filtrado con un lienzo y el filtrado obtenido fue
denominado extracto EJF, para realizar el respectivo fraccionamiento. Para efectos de
analisis HPLC; 1 ml de EJF, fue secado con aire frio (proporcionado por un secador
convencional) directo sobre la muestra, evitando someterlo a calentamiento.
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Figura 2-1: Obtencion de extractos
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2.1.3 Fraccionamiento y purificacion del extracto EEt

Con el fin de evaluar la influencia de realizar el procedimiento de fraccionamiento (con un
solvente u otro) al extracto EEt, sobre la actividad hipoglicemiante; se decidié plantear
cuatro propuestas de fraccionamiento diferentes (Procedimientos A-D). En el
procedimiento A se separé el aceite sobrenadante observado en EEt, para ser
fraccionado de manera independiente del EEt sin el aceite (Figura 2-2). Los
procedimientos B y C, consisten en una serie de fraccionamientos liquido-liquido con
diferentes solventes a partir del extracto etandlico (EEt) obtenido del material pulverizado,
como se muestra en las Figuras 2-3 y 2-5. El procedimiento D se realiz6é siguiendo la
metodologia propuesta por Lan et al. (2009) y se ilustra en la Figura 2-6.

= Fraccionamiento de EEt - Procedimiento A

El extracto (EEt) presentaba una fase aceitosa (AS) que fue separada por decantacion.
Tanto el aceite sobrenadante, como el extracto etandlico sin el aceite (EE) fueron
sometidos a fraccionamiento y a evaluacion de su actividad hipoglicemiante.
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» A1- Fraccionamiento del aceite sobrenadante (AS):
Para el fraccionamiento del aceite sobrenadante AS, se realizd un
fraccionamiento grueso en cromatografia en columna abierta (CC), sobre silica
gel, con solventes de polaridad creciente (éter de petréleo, diclorometano, acetato
de etilo y metanol); obteniendo cuatro fracciones denominadas segun el solvente
con el que se obtuvo: EP-AS, DCM-AS, AE-AS, y ME-AS (Figura 2-2).

Figura 2-2: Fraccionamiento de EEt Procedimiento A
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CCsucesivas

MST
HPLC FA-PREP
(31.8 mg) prep. 7| (13 mg)
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actividad (-)

» A2- Fraccionamiento del extracto etandlico sin el aceite (EE):
Para el fraccionamiento de EE, se llevé a cabo una particion liquido-liquido con
CHCI,/H,0, obteniendo una fase diclorometanica y una acuosa. A continuacion la
fase diclorometanica (FD) se sometié al mismo fraccionamiento planteado para
AS, obteniendo las fracciones: EP-FD, DCM-FD, AE-FD, y ME-FD (Figura 2-2).
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De estas fracciones, se selecciond la fraccion obtenida con acetato de etilo (AE-
FD), para ser fraccionada, debido a que presentdé algunos compuestos
mayoritarios, bastante visibles en su perfil HPLC y presenté actividad al igual que

las demas fracciones.

Estudio de la fraccion AE-FD

La fraccion AE-FD, obtenida mediante fraccionamiento por CC de la fraccion
diclorometanica (FD) derivada de EE, fue seleccionada para un fraccionamiento adicional
(Figura 2-2). 40g de AE-FD fueron sometidos a CC con silica gel, eluyendo con CH,CIy,
AcOEt y MeOH en gradiente. Se colectaron 150 fracciones, que fueron reunidas
finalmente en 23 (F1-AE a F23-AE); el seguimiento de la columna se realizé por
cromatografia en capa delgada (CCD) utilizando como sistema de elucion CH,Cl,-AcOEt
(60-40). Las 23 fracciones obtenidas fueron analizadas por HPLC y CCD. Se priorizaron
las fracciones mayoritarias, que mostraron cromatogramas menos complejos y
presentaban sustancias que revelaban con los reactivos de vainillina y Dragendorff. Para
posteriores purificaciones fueron seleccionadas las fracciones 4 y 11; denominadas F4-
AE y F11-AE respectivamente.

Purificacion de la fraccion F4-AE

La fraccion F4-AE (6.5 g), obtenida a partir de AE-FD fue sometida a CC con silica gel,
eluyendo con un sistema en gradiente aumentando la polaridad (CH,Cl,-AcOEt-MeOH).
Se colectaron un total de 78 fracciones. El seguimiento de la columna se realizé por CCD
utilizando como fase moévil CH,Cl,-AcOEt (60:40). Las fracciones 36-39 presentaron
cristales, por lo cual fueron sometidas a recristalizaciones sucesivas con MeOH hasta
obtener unos cristales de color blanco, solubles en cloroformo. Esta muestra
(denominada MST) fue analizada por RMN 'H y cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (GC-MS).

Purificacion de la fraccion F11-AE

2g de la fraccion 11 obtenida a partir de AE-FD (F11-AE) fueron sometidos a CC en silica
gel, empleando como sistema de elucién CHCI;-MeOH en gradiente. El seguimiento de la
columna se realizé por CCD utilizando como fase moévil CHClz-acetona (60:40) y
revelador vainillina/H,SO,4. Se obtuvieron un total de 115 fracciones, que fueron reunidas
en 19 fracciones finales. Entre estas, la fraccion 6 (AFD11-6; 1.449 g) resulté ser la
fraccién mayoritaria y revel6 con los reactivos de Dragendorff y vainillina, por lo que fue
seleccionada para un fraccionamiento posterior.

La muestra AFD11-6 (1.4 g) se sometié a purificacion por CC con silica gel y CHCI;-
acetona, en gradiente de polaridad creciente. Se colectaron un total de 70 fracciones que
fueron reunidas por semejanza en el perfil por CCD, en 16. Entre estas fracciones, la
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fraccion 14 fue la mayoritaria (225 mg) y la menos compleja, por lo cual fue sometida a
una nueva CC utilizando como fase estacionaria Sephadex LH-20 y como fase movil
hexano-CH,Cl,-MeOH (2-1-1) para obtener 13 fracciones en total. Las subfracciones 4 a
10 fueron reunidas, en la fraccion que se denomind F4. La fraccion F4 (100 mg) se
sometié a purificacion por CC al vacio; utilizando en este caso como fase estacionaria
silica RP18 y como una fase movil mezclas de acetonitrilo-agua en gradiente, iniciando
con 30% MeCN vy finalizando en 100% MeCN; utilizando parte de la metodologia
propuesta por Baumann y Meier (1993). Se obtuvieron un total de 68 fracciones, reunidas
finalmente en 10. Las fracciones mayoritarias (5 y 6) fueron reunidas y esta nueva
fraccion (80mg), que se denomin6é F5RP, fue sometida a una nueva CC utilizando el
sistema de elucion: CHCI;-Me,CO-MeOH en gradiente y silica gel. Se colectaron 50
fracciones reunidas finalmente en 8. La fraccién mayoritaria fue la fraccion 5, la cual se
identific6 como F5-5RP.

Esta fraccion (F5-5RP) se sometié a analisis RMN 'H y el espectro mostré que el
compuesto aun no se encontraba completamente puro. Por esta razén, se decidio
realizar HPLC semipreparativa buscando purificar dicha fraccion (ElI cromatograma se
muestra en el Anexo A). Después de este procedimiento, se obtuvieron 13 mg de la
fraccibn mayoritaria (F4-PREP), la cual fue sometida a experimentos RMN tanto
unidimensionales como bidimensionales. Adicionalmente fue evaluada su actividad
hipoglicemiante en el modelo de sobrecarga oral de almidon.

= Fraccionamiento de EEt - Procedimientos B, Cy D

Los procedimientos B y C, consisten en una serie de fraccionamientos liquido-liquido con
diferentes solventes a partir del extracto EEt. En el procedimiento B (Figura 2-3) se
realizd un desengrasado inicial con EP al igual que en el procedimiento C (Figura 2-5);
sin embargo, la diferencia radicé en que mientras el residuo acuoso-1-B fue sometido a
particion liquido-liquido con diclorometano para obtener un segundo residuo acuoso
(Residuo acuoso 2-B) y una fraccion diclorometanica (DCM-B). Al residuo acuoso 1-C del
procedimiento C (Figura 2-5), se le realiz6 con acetato de etilo para obtener la fraccion
AcOEt-C y el residuo acuoso 2-C.

Figura 2-3: Fraccionamiento de EEt mediante el procedimiento B
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Posteriormente, tanto el residuo acuoso 2-B, como el residuo acuoso 1-C de los dos
procedimientos, fueron sometidos a particion liquido-liquido con butanol, para obtener las
fracciones ButOH-B y ButOH-C respectivamente (Figuras 2-3 y 2-5). Para estudios de
actividad, fueron seleccionadas las fracciones DCM-B y AcOEt-C, por la polaridad de las
mismas.

Adicionalmente la fraccion DCM-B, fue seleccionada para un fraccionamiento posterior,
en vista de que en su perfil por CCD se observo una sustancia mayoritaria con Rf (0.5)
bien diferenciado de las demas.

Purificacion de la fraccion DCM-B

La fraccion DCM-B (5g) obtenida a partir de EEt por el procedimiento B, fue sometida a
purificacién utilizando una CC flash, siguiendo la metodologia empleada por Calderon
(2009), para el fraccionamiento de la fase organica obtenida por particién con
diclorometano-agua al extracto metandlico de las raices de P. peruviana. Se utilizd como
fase estacionaria silica gel y como sistema de elucion solventes de polaridad creciente:
hexano (100%), hexano-AcOEt (1:1), hexano-AcOEt (1:9) y AcOEt-MeOH (1:1),
obteniendo cuatro fracciones, como se muestra en la Figura 2-4.

Figura 2-4: Purificacion de la fraccion DCM-B
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A estas fracciones se les realizd CCD y se seleccioné como fraccion de interés la
fraccion AcOEt-MeOH (1-1), la cual contenia la sustancia de interés; esta sustancia,
reveld al UV (254 nm) y con el reactivo de vainillina-H,SO,. El fraccionamiento posterior
se orientd al aislamiento de dicha sustancia. Para ello, se utilizaron 330 mg de AcOEt-
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MeOH (1-1), para ser sometidos a CC con silica gel y un sistema de elucién isocratico
Tolueno-AcOEt (1:9). En la primera fracciéon se obtuvo la sustancia de interés. La CCD
evidencié que la sustancia obtenida no era un compuesto puro, por este motivo se
sometid a una nueva CC con silica gel, utilizando el sistema de elucién isocratico AcOEt-
Tol (8-2). La muestra de interés se obtuvo en las fracciones 2 y 3 y fue denominada F2
(11 mg). Para la identificacion de F2, ésta fue sometida a experimentos de RMN uni- y
bidimensional y a GC-MS.

Figura 2-5: Fraccionamiento de EEt mediante el procedimiento C
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El procedimiento D fue desarrollado siguiendo el fraccionamiento primario planteado por
Lan et al. (2009); teniendo en cuenta que ellos, lograron aislar 17 witandlidos (de los
cuales diez fueron nuevos) a partir de partes aéreas (tallos y hojas) de P. peruviana. El
procedimiento consistio en un fraccionamiento liquido-liquido al extracto EEt (Figura 2-6),
con acetato de etilo y agua (1:1), para obtener la fraccion AcOEt-D. Esta fraccion fue
sometida a particion con n-hexano-metanol-agua (10:7:3), para obtener la fraccion
hidroalcohdlica, que resultd ser la fraccion seleccionada por Lan et al (2009), para
posteriores fraccionamientos. Sin embargo, en este trabajo no se continuo el
fraccionamiento al residuo hidroalcoholico-D; una vez que no se observo por CCD en
ninguna de las fracciones obtenidas, compuestos con caracteristicas de witanolidos. Para
efectos de evaluacién hipoglicemiante, se seleccioné la fraccion HEX-D; por ser la
fraccion con mayor cantidad de compuestos observados por CCD.

Figura 2-6: Fraccionamiento de EEt mediante el procedimiento D
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2.1.4 Fraccionamiento y purificacion del extracto ED-MV

Al extracto diclorometanico obtenido directamente del material vegetal (ED-MV) se le
realizé el mismo fraccionamiento planteado para AS y FD (procedimiento A). ED-MV fue
sometida a un fraccionamiento grueso en cromatografia en columna abierta (CC), sobre
silica gel, con solventes de polaridad creciente (éter de petréleo, diclorometano, acetato
de etilo y metanol); obteniendo cuatro fracciones denominadas segun el solvente con el
que se obtuvo: EP-ED-MV, DCM-ED-MV, AE-ED-MV, y ME-ED-MV (Figura 2-7).

Figura 2-7: Fraccionamiento de ED-MV
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= Estudio de la fraccion DCM-ED-MV

20 g de la fraccion DCM-ED-MV fueron sometidos a un fraccionamiento mediante una
CC, utilizando un sistema de elucién en gradiente de polaridad creciente (EP-CHCI;-
AcOEt-MeOH). Se recogieron 184 fracciones, reunidas finalmente en 15. Entre las
fracciones finales, la fraccion 4 (F4CM) correspondié al componente mayoritario, de los
detectados por CCD. Esta fraccion fue analizada por GC-MS y evaluada en el modelo de
sobrecarga oral de almidéon (SOA), en el cual no presenté actividad hipoglicemiante, por
lo cual se decidid no continuar con su purificacion.
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2.1.5 Fraccionamiento y purificacion del extracto EJF

El extracto EJF (jugo hidroalcohdlico filtrado) se llevé a un embudo de separacion para
ser desengrasado con éter de petréleo (200 mL / litro, x 5 veces). El residuo acuoso
desengrasado fue dejado en reposo por 16 horas, hasta que se formaron dos fases. La
fase inferior del embudo (con menor cantidad de sélidos en suspension) fue colocada en
un embudo de separacion para ser sometida a particion liquido-liquido con CH,Cl, (50mL
/ 500 mL, x 5 veces). La fraccién diclorometanica obtenida fue secada con sulfato de
sodio anhidro, concentrada en rotavapor a 30 °C y llevada a sequedad a temperatura
ambiente; para obtener la fraccion FDF (Figura 2-8).

Figura 2-8: Fraccionamiento y purificacion del extracto EJF
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La fraccién FDF fue sometida a una cromatografia en columna (CC) flash con silica gel y
ayuda de vacio, utilizando cuatro sistemas de elucién: hexano (100%), hexano-AcOEt (1-
1), hexano-AcOEt (1-9) y AcOEt-MeOH (1-1) (Figura 2-8), propuestos por Calderon
(2009) para la fraccién diclorometanica obtenida del extracto metandlico de raices de P.
peruviana.

A continuacion se selecciond como fraccion de interés, la obtenida con el sistema AcOEt-
MeOH (1-1), una vez que en ella se encontraba el compuesto tipo witandlido. A esta
fraccion se le realizé una nueva CC con silica gel y un sistema de elucién en gradiente,
iniciando con Tolueno-AcOEt (6:4) hasta AcOEt (100%). De las fracciones resultantes se
reunieron las fracciones 11 a 18, las cuales presentaron un sélido blanco. Esta fraccion
(11-18), fue sometida a recristalizaciones sucesivas con AcOEt. Al compuesto purificado
(Fw) se le realizaron, experimentos RMN 'H, "*C y de espectrometria de masas (EM)
para su identificacion y se sometié a evaluacion de actividad hipoglicemiante.

2.2 Ensayos de actividad hipoglicemiante

Para evaluar la actividad hipoglicemiante, se utilizé el modelo de sobrecarga oral (SO);
un modelo tipo tamizaje en el cual se evalua el posible efecto hipoglicemiante de los
extractos, fracciones o compuestos administrados a animales normoglicémicos a los
cuales se les induce una hiperglicemia transitoria mediante una sobrecarga oral de
carbohidratos (glucosa, maltosa, sacarosa) (Mora, 2008). Este modelo, basicamente se
fundamenta en la prueba oral de tolerancia a la glucosa (OGTT).

La OGTT es una prueba para detectar diabetes o evaluar riesgo de diabetes a futuro en
pacientes asintomaticos, que permite verificar la forma como el cuerpo metaboliza la
glucosa (American Diabetes Association, 2010). Esta prueba consiste en medir la
glucosa dos horas después de administrar por via oral, 75g de glucosa, tras una noche
de ayuno (Organizacion Mundial de la Salud, 1985; American Diabetes Association,
2010). En este sentido el modelo de SO esta dirigido a evaluar la modificacion de los
resultados que se obtienen normalmente para la OGTT.

2.2.1 Protocolo experimental

Consideraciones éticas

El protocolo utilizado se realizd siguiendo metodologias referenciadas en la literatura
cientifica, con el compromiso de reducir en lo posible las molestias y el dolor al animal,
empleando el menor numero de animales que garantice la validez de los resultados.
Ademas, el personal participante en el experimento estaba debidamente entrenado y con
la experiencia necesaria en el cuidado y uso de animales de laboratorio.

Se acataron las pautas establecidas en la Resolucion Colombiana 008430 de 1993
(Ministerio de Salud, 1993), asi como recomendaciones internas de la Universidad
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Nacional y del Bioterio del Departamento de Farmacia, relativas al manejo y cuidado del
animal de experimentacion. La disposicion de los residuos biolégicos se realizd de
acuerdo a los protocolos de riesgo biologico establecidos en la Universidad. El presente
trabajo fue aprobado por el Comité de Etica de la Facultad de Ciencias de la Universidad
Nacional de Colombia.

Animales de experimentacion

Se utilizaron ratones ICR con pesos alrededor de 30g o ratas Wistar entre 200 y 250 g de
peso, criadas y mantenidas bajo condiciones estandar de fotoperiodo (12 h luz/ 12 h
oscuridad), temperatura ambiental (22 + 2°C), ayuno durante 12h, con libre disponibilidad
de agua y esquemas de sanitizacién de su micro y macroambiente.

Vehiculo

Como vehiculo para la preparacion del agente inductor, compuesto patron, extractos,
fracciones primarias y fracciones purificadas; se utilizd una mezcla de Agua-
Propilenglicol-Glicerina USP (80-10-10); 1mL / 100g de peso corporal.

Sustancia inductora

La hiperglicemia transitoria fue inducida por sobrecarga oral del almidon USP (SOA) a
una dosis de 2000 mg/kg; ésta se administr6 mezclada con cada tratamiento.

Compuesto patron

Como patrén se utilizd una solucion de acarbosa (Sigma) preparada con el vehiculo a
una concentracién de 2 mg/mL; dosis de 20mg/kg.

Muestras evaluadas

La muestras evaluadas, se disolvieron en una mezcla de Agua-Propilenglicol-Glicerina
(80-10-10) en una concentracion de 50 mg/mL para extractos y fracciones primarias
(dosis: 500mg / kg) y 25 mg / mL para fracciones purificadas (dosis: 25 mg / kg).

Via de administracion

La administracion de todos los tratamientos, incluyendo la SOA, se realizo por via oral a
cada animal con el volumen equivalente a las dosis preestablecidas.
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Descripcion del experimento

Los animales fueron divididos en 10 grupos (con el nimero de unidades de acuerdo al
numero de tratamientos) para ser sometidos a ayuno durante 12 horas. Al iniciar el
experimento (hora cero) se determinaron los niveles basales de glucosa a todos los
animales. La sobrecarga oral del almidén se administré con cada tratamiento.

Los niveles de glucosa en sangre (NGS) fueron medidos a la hora 1, 2 y 3 después de la
administraciéon oral de los tratamientos. Las muestras de sangre fueron tomadas
mediante la técnica de puncién del seno retroorbital con capilares de hematocrito
heparinizados, para ser analizadas inmediatamente. La lectura de los NGS se realizo
mediante la utilizacion de tiras reactivas (Accu-Chek® Advantage Il Control mg/dL (Céd.
148) de Roche®) en un glucometro (Accu-Chek®). Al final del experimento los animales
fueron sacrificados por dislocacion cervical.

2.2.2 Analisis estadistico

Para el experimento se siguid un disefio estadistico de bloques completos al azar,
bloqueando por peso para controlar el “efecto caja’. De esta manera se garantizé que
factores externos que pudieran afectar la respuesta, lo hicieran de la misma manera en
todos los animales de una misma caja.

Los resultados fueron expresados, como la media aritmética de los valores + desviacion
estandar de la media y fueron analizados estadisticamente mediante ANOVA de dos
vias; seguido de un test Bonferroni para comparaciones multiples. Se consider6 que la
diferencia entre los grupos tratados y el grupo control fue significativa (*), cuando p<0.05.
Los calculos estadisticos y las graficas, fueron procesados usando GraphPad Prism
version 4.00 para Windows.






3.Resultados y discusion

3.1 Obtencién de marcadores

El estudio fitoquimico de los frutos de P. peruviana, permitié obtener los extractos EEt y
ED-MV desde el material vegetal pulverizado (Metodologia 1), y el extracto EJF a partir del
jugo hidroalcohdlico filtrado (Metodologia Il) (Figura 2-1). El fraccionamiento y purificacion
de dichos extractos permitié la identificacion de 15 compuestos, de los cuales tres se
obtuvieron como compuestos puros y los demas, fueron identificados en las fracciones
purificadas MST y F4CM por GC-MS. El estudio fue acompafado de un monitoreo
permanente por HPLC, utilizando los dos métodos de elucidén descritos en la parte
experimental (seccion 2.1.1, HPLC-a y HPLC-b). Los respectivos cromatogramas
obtenidos por HPLC, permitieron de un lado hacer un seguimiento del fraccionamiento y
por otro, obtener un perfil caracteristico del extracto y sus fracciones, bajo las condiciones
analizadas.

3.1.1 Material vegetal

El proceso de seleccion de material vegetal, permitié obtener 70% de frutos con las
caracteristicas preestablecidas (Figura 3-1). El 30% restante corresponde a calices, frutos
verdes, rajados y con deterioro causado por hongos. No obstante, este rendimiento esta
sujeto al tipo y calidad del fruto adquirido.

Figura 3-1: Frutos de P. peruviana, seleccionados para el estudio fitoquimico
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3.1.2 Obtencion de extractos

= Extractos obtenidos por la metodologia I: EEt y ED-MV

Los extractos EEt y ED-MV presentaron un rendimiento del 44.8% y 7,5%
respectivamente, con relacion al material vegetal pulverizado. De acuerdo con
Hostettmann et al. (2008), estos porcentajes son apropiados; pues generalmente la
extraccion con solventes alcohdlicos ofrece un espectro mas grande del material polar y
apolar de la muestra, que un solvente de baja polaridad como el diclorometano; con el
cual, se obtiene un extracto rico en compuestos lipofilicos.

Lo anterior es confirmado con los perfiles obtenidos por HPLC (Figura 3-2); en donde es
posible observar en el extracto EEt compuestos de polaridades altas, medias y bajas;
siendo que la mayoria, presentan valores bajos de absorbancia. Por su parte, el extracto
ED-MV, presenta principalmente compuestos de baja polaridad, que si bien estan
presentes en EEt; en ED-MV presentan mayor absorbancia, lo que sugiere que estan en
mayor concentracion. Adicionalmente, en ED-MV se observan picos no detectados en
EEt.

Figura 3-2: Perfiles HPLC de los extractos EEt y ED-MV
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= Extracto obtenido por la metodologia ll: EJF

A partir de 1 kg de fruto seleccionado, se obtuvo 1L de jugo hidroalcohdlico filtrado (EJF,
Figura 2-1). El perfil HPLC-a, mostré compuestos principalmente de mediana a alta
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polaridad; esto debido, probablemente, a la ausencia de las semillas en dicho extracto
pues al realizar una cromatografia en CCD del extracto diclorometanico de éstas, se
observé Unicamente compuestos de baja polaridad. Comparando el perfil de EJF (Figura
3-3) con el de EEt, se evidencia que EEt abarca mayor cantidad de compuestos que EJF
y éste a su vez presentd mas compuestos que el extracto obtenido con diclorometano
directamente desde el material vegetal (ED-MV).

Figura 3-3: Perfil HPLC del extracto EJF
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Condiciones como se describieron en la parte experimental para HPLC-a, seccion 2.1.1. Deteccién a 210 nm. EJF: jugo
hidroalcohodlico filtrado (diluido en MeOH).

3.1.3 Fraccionamiento y purificacion del extracto EEt

En general, el fraccionamiento de los extractos fue dirigido al estudio de fracciones de
polaridad media-alta, una vez revisados los reportes sobre obtencién de witaesteroides;
pues en primera instancia, este trabajo estuvo dirigido a la obtencion de compuestos de
este tipo por su limitada distribucién en la naturaleza (principalmente en Solanaceas) y los
diversos reportes existentes sobre este tipo de compuestos en P. peruviana. Sin embargo,
no se descartaron otros compuestos mayoritarios que se fueron encontrando en el
proceso de fraccionamiento y que presentaban alguna caracteristica util para proponerlos
como marcadores.

Del extracto EEt, se estudiaron las fracciones: AE-FD (Figura 3-4), de donde se logro
purificar MST y F4-PREP; vy la fraccion DCM-B, de donde se obtuvo F2. Las fracciones
purificadas fueron identificadas por métodos cromatograficos y espectroscopicos.

En la Figura 3-4, se muestran los perfiles cromatograficos por HPLC del extracto EEt vy,
las fracciones FD y AE-FD, seleccionadas para ser sometidas a purificacion. En los
perfiles es evidente la secuencia de fraccionamiento, y ademas, es posible observar las
caracteristicas de cada extracto y fraccion en las condiciones de HPLC utilizadas. Asi, la
fraccion FD, muestra un perfil menos complejo que el extracto (EEt) de donde proviene y
a su vez, el perfil de AE-FD es menos complejo que el de FD, fraccién primaria de donde
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proviene por CC. El fraccionamiento y purificacion de AE-FD permitié la obtencion de MST
y F4-PREP.

Figura 3-4: Perfil cromatografico por HPLC EEt, FD y AE-FD.
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Adicionalmente en la Figura 3-5, se presenta el cromatograma del extracto EEt de donde
se obtuvo DCM-B (Figura 2-3 y 2-4) y el cromatograma de F2 (fraccion purificada desde
DCM-B); componente mayoritario con tr alrededor de 2.6 min. El perfil cromatografico por
HPLC de la fraccion DCM-B, se llevé a cabo utilizando las condiciones HPLC-b, una vez
que éstas permitieron realizar el seguimiento del pico con tg alrededor de 2.6 min; el cual
aumenta su absorbancia, a medida que aumenta la longitud de onda (208 < 220 < 237 <
254 nm); por lo cual, se presenta el cromatograma correspondiente a 254 nm. No
obstante, las muestras también fueron eluidas con las condiciones HPLC-a, encontrando
el pico de interés (F2), alrededor de 6.9 minutos (Figura 3-6).

Entre los extractos y fracciones diclorometanicas obtenidas en este estudio, el pico
correspondiente a F2, fue observado Unicamente en la fraccion diclorometanica obtenida
con el procedimiento B. En el extracto etandlico, F2 fue observado en algunos perfiles; la
caracteristica en comun de los extractos etandlicos en los que aparecia, fue un tiempo de
almacenamiento mas prolongado que los demas; por lo cual se genera la necesidad de
realizar estudios sobre el contenido (cuantificacion) de este compuesto en extractos de
frutos de P. peruviana sometidos a procesos de almacenamiento y/o cambios de
temperatura.
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La diferencia entre la fraccion DCM-B y las otras fracciones primarias obtenidas con
diclorometano (FD, DCM-ED-MV y FDF), puede ser debida a la obtencion del extracto
crudo; por ejemplo, a pesar que FD y DCM-ED-MV, fueron obtenidos desde el material
vegetal pulverizado, al igual que DCM-B; FD fue obtenida desde el extracto EE, DCM-ED-
MV se obtuvo partir del extracto diclorometanico obtenido directamente desde el material
vegetal y DCM-B desde el extracto EEt desengrasado con éter de petréleo (EP); por su
parte, FDF se obtuvo desde el extracto EJF desengrasado con EP. Lo anterior evidencia
la influencia de los solventes utilizados para el proceso de obtencion de extractos o
fracciones, sobre la composicion quimica de los mismos.

Figura 3-5: Perfil cromatografico por HPLC-b de EEt, DCM-B y F2, procedimiento B
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Figura 3-6: Perfil cromatografico por HPLC-a de F2.
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3.1.4 Fraccionamiento y purificacion del extracto ED-MV

Del extracto ED-MV, obtenido directamente del material vegetal pulverizado, se purifico la
fraccion DCM-ED-MV, hasta obtener FACM. EIl perfil cromatografico por HPLC del
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extracto ED-MV (Figura 3-7), presentd principalmente componentes de polaridad baja; a
diferencia del extracto etandlico (EEt), o el jugo desengrasado (EJF); los cuales
presentaron compuestos mayoritarios de mayor polaridad, como MST, 4PREP, F2 y Fw
respectivamente (Figuras 2-2; 2-4 y 2-8); adicionalmente, se evidencia que al extraer el
material pulverizado directamente con diclorometano, se obtienen componentes
principalmente lipofilicos, como lo menciona Hostettmann et al. (2008). DCM-ED-MV
mostré un pico ancho como componente mayoritario con tg 64.0 (Figura 3-7), por lo cual
fue analizada por GC-MS, junto con su fraccion purificada F4CM.

Figura 3-7: Perfil cromatografico por HPLC de ED-MV y su fraccion DCM-ED-MV.
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3.1.5 Fraccionamiento y purificacion del extracto EJF

A partir de 10 kg de fruto seleccionado, procesado como jugo hidroalcohdlico y filtrado, se
obtuvo 1L de EJF, el cual fue desengrasado con éter de petroleo. A partir del residuo
acuoso resultante, se obtuvieron 50 mg de la fraccion FDF, la cual presentd en su perfil
por HPLC-a, componentes principalmente de mediana a alta polaridad; destacandose un
componente mayoritario con tiempo de retencion (tgr) de 23.9 (Figura 3-8). La misma
muestra fue eluida utilizando el sistema de elucion por HPLC-b; encontrando el pico
mayoritario en 7.7 minutos (Figura 3-9). Se decidio utilizar las condiciones HPLC-b para
analisis posteriores de esta muestra, teniendo en cuenta que se invierte menos cantidad
de tiempo en el analisis y que bajo esas condiciones, es posible hacer el seguimiento al
pico de interés.

El perfil CCD de FJF, presentd un componente mayoritario (R= 0.39), que reaccioné
positivamente tanto con el reactivo de Dragendorff, como con el reactivo de vainillina
(Figura 3-9). Al purificar dicha sustancia (Fw) y realizar el analisis por HPLC-b, se



Resultados y discusion 51

comprobd que Fw corresponde al pico mayoritario (tr=7.7) observado en el perfil de la
fraccion FJF (Figura 3.10).

La fraccion FDF, fue obtenida inicialmente para verificar la presencia o ausencia del
compuesto F2 identificado en la fraccion DCM-B; buscando verificar la influencia de los
procesos de calentamiento en la presencia de dicho compuesto. Se encontrd, que F2 no
aparece en el perfil cromatografico HPLC ni CCD; lo cual indica que este compuesto es
producto de los procesos de calentamiento y almacenamiento a los que fue expuesto
tanto el material vegetal, como el extracto EEt de donde se obtuvo la fraccion DCM-B.

El fraccionamiento de FDF, permitié purificar el compuesto denominado Fw, que
corresponde al pico (tgr de 7.7) mayoritario del perfil cromatografico (Figura 3 -10); el cual
resultd activo en el modelo de SOA y segln los experimentos RMN'C, 'H, DEPT 135,
DEPT 90 y masas se identificé como un witandlido.

Figura 3-8: Perfil HPLC-a de la fraccién FDF
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Figura 3-9: CCD de la fraccién FDF

Fase movil: AcOEt-tolueno (9-1), reveladores: vainillina y Dragendorff, el componente sefialado fue
nuestro compuesto de interés.
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Figura 3-10: Perfil HPLC-b de la fraccién FDF
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obtenida desde el jugo hidroalcohdlico filtrado y desengrasado; Fw: fraccién purificada a partir de FDF.

3.1.6 Andlisis de los procedimientos ensayados para obtener los
marcadores

Las ultimas tendencias para el analisis y caracterizacion fitoquimica de extractos con fines
de estandarizacion, incluye la identificacién de compuestos en extractos y fracciones
empleando equipos de ultima tecnologia y/o combinaciones de ellos, que permiten agilizar
y mejorar dicho andlisis y caracterizacion. Sin embrago, adicionalmente se hace necesario
el aislamiento e identificacion de algunos componentes (preferiblemente tipicos de la
especie o la familia y en lo posible mayoritarios), para establecer particularidades que
caracterizan el extracto en estudio.

Con el objeto de obtener los compuestos Utiles como marcadores de los frutos de P.
peruviana, se realizd un estudio fitoquimico por dos metodologias diferentes. Por la
metodologia | (M-l) se obtuvo el extracto EEt a partir del material pulverizado y por la
metodologia 2 (M-Il) se obtuvo el extracto EJF, que corresponde al jugo filtrado obtenido
desde el jugo hidroalcohdlico. Las diferencias entre las dos metodologias, se basan en
que mientras en la M-I el extracto fue sometido a aumentos de temperatura (aprox. 50 °C)
para el proceso de secado tanto del jugo hidroalcohdlico, como del extracto EEt; en la M-
I, se evitd al maximo, la exposicion a procesos de calentamiento.

La metodologia M-II, fue propuesta inicialmente para verificar la presencia de F2 en los
frutos de P. peruviana, luego de encontrar en la literatura que dicho compuesto se forma
por procesos de calentamiento y/o almacenamiento (Capuano y Fogliano, 2011; Severin
et al., 2010); lo cual fue confirmado en los perfiles por HPLC y CCD, indicando que F2, es
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producto del proceso empleado para la obtencion del extracto. Esto apoya (nuevamente)
la importancia de la seleccion apropiada de los procesos de obtencién de extractos.

El realizar la obtencién de extractos por ambas metodologias, permitid la comparacién
entre los perfiles cromatograficos, para evidenciar por un lado, la influencia de la
temperatura sobre la composicion quimica de los extractos y por el otro, en el caso de M-
I, se permitié facilitar la obtencién de un witandlido (Fw), el cual fue el principal
compuesto de interés del presente estudio; demostrandose la importancia de tener en
cuenta los procesos de secado, molienda y obtencién de extractos para la obtencién de
los compuestos de interés (marcadores).

Adicionalmente los resultados obtenidos, por la utilizacion de varias metodologias de
fraccionamiento (procedimientos A-D), muestran la importancia de tener en cuenta los
procesos de secado, molienda y obtencion de extractos, a la hora de replicar
metodologias; pues como se evidencia en el presente estudio, las metodologias que se
intentaron reproducir de la literatura, no presentaron resultados semejantes; esto debido
muy posiblemente a que no se tuvieron en cuenta los procesos iniciales de cada estudio,
porque siempre se trabajé desde el extracto EEt.

Recientemente, en la literatura se encuentran reportados diversos estudios sobre el
analisis de drogas vegetales, utilizando HPLC o UHPLC acoplado a masas; empleando
diferentes tipos de detectores alternativos a los tipicos UV utilizados. Por ejemplo, Song et
al. (2010) proponen un nuevo enfoque para la exploracion rapida de marcadores
analiticos para el control de calidad del extracto granulado de Salviae miltiorrhizae, por
analisis robusto de los principales componentes (RPCA), un analisis estadistico
multivariado; con ultra-cromatografia liquida de alta eficiencia-UV-espectrometria de
masas cuadrupolo-tiempo de vuelo (UHPLC-UV-Q-Tof MS). Kongkiatpaiboon et al.
(2011) realizaron un analisis comparativo por HPLC con DAD (diode array detector) o
ELSD (evaporative light scattering detector) sobre la tendencia de acumulacion de
especies de alcaloides de Stemona en 42 muestras del género. La seleccion de los
marcadores quimicos de Bulbus fritillariae 'y el analisis de artemisinina en Artemisiae
annuae, se realizé utilizando una serie de técnicas cromatograficas como GC-FID, GC-
MS, HPLC-UV, HPLC-ELSD y HPLC-MS (Li et al., 2008).

En el presente estudio, se observé que la identificacion de compuestos desde el perfil por
HPLC del extracto etandlico es bastante dificil, pues utilizando concentraciones de 20
mg/mL, las absorbancias de todos los componentes fueron muy bajas, lo que hizo dificil
observar algun compuesto mayoritario sobresaliente en dicho perfil (a excepcién de las
muestras del extracto etandlico que contenia F2, la cual era la sustancia mas desatacada
del perfil del extracto en condiciones HPLC-a); por lo anterior, fue necesario realizar un
fraccionamiento primario, que permitid evidenciar algunos componentes mayoritarios, en
el perfil por HPLC. Por ejemplo, la fraccion FDF fue obtenida luego de realizar sélo un
paso (desengrasado) de fraccionamiento liquido-liquido al extracto EJF (Figura 2-1) y en
éste, ya se observé una agrupacion bien diferenciada de compuestos de mediana a alta
polaridad, entre los cuales el mayoritario es Fw (Figuras 3-8 a 3-10).
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Para el analisis de extractos de baja polaridad (hexano o diclorometano), es
recomendable un analisis GC-MS, el cual permite tener un conocimiento general del
extracto, mediante el uso de los datos de masas contenidos en algunas bases de datos;
como se realizé con la fraccion DCM-ED-MV. Esta técnica de caracterizacion permite
obtener de manera rapida y eficiente, un panorama de algunos compuestos volatiles
(como aceites esenciales), acidos grasos, triglicéridos, grasas saturadas, entre otros
compuestos comunmente encontrados en este tipo de fracciones. GC-MS es una técnica
ampliamente utilizada para el estudio de extractos de baja polaridad (Halimi et al., 2011;
Liu et al., 2006; Kawasaki et al., 1998; Vargas et al., 2010; Kim et al., 2007); sin embargo,
generalmente presenta como desventaja, la dificultad de acceso a este tipo de equipos,
por su alto costo, y en el caso de compuestos que no concuerdan con las bases de datos
de masas, la identificacion por este método es mas dispendiosa.

El analisis por HPLC permiti6 obtener un perfil cromatografico del extracto y sus
fracciones, aportando informacion sobre los componentes mayoritarios de la muestra; lo
cual permitio seleccionar las fracciones a purificar. Adicionalmente, en algunos casos los
tiempos de retencidon generan informacion acerca de componentes presentes en la
muestra; sin embargo, para esto es necesario contar con patrones.

Las metodologias utilizadas para la obtencion de marcadores en general, fueron
metodologias de extraccion fraccionamiento y purificacion convencionales; por las
limitaciones de acceso a equipos de alta tecnologia como GC-MS, HPLC-MS y HPLC en
escala preparativa, entre otros; que permiten identificar mayor cantidad de compuestos,
en menor cantidad de tiempo. Por ejemplo, el uso de patrones de compuestos muy
conocidos como los esteroles, algunos flavonoides y otros compuestos de facil
adquisicion en el mercado, para la identificacion por HPLC, unido al aislamiento e
identificacion de compuestos especificos (poco conocidos o de dificil acceso) permite
conocer mas ampliamente el extracto etandlico. No obstante, las metodologias
propuestas son aplicables en nuestro contexto; y sirven como punto de partida para
generar propuestas aplicables a métodos mas eficientes; teniendo en cuenta las
propiedades fisicas y quimicas de los compuestos identificados.

Entre las metodologias propuestas en la literatura, para la obtenciéon de witandlidos sélo
parte de dos de ellas fueron aplicables en este estudio: la metodologia empleada para el
analisis por HPLC propuesta por Baumann y Meier (1993), que se denomind en este
estudio como HPLC-b y un paso de la metodologia empleada para la fraccion
diclorometanica obtenida por Calderon (2009) a partir de las raices de P. peruviana, que
consistid en un fraccionamiento por CC flash con cuatro sistemas de elucion (hexano
(100%), hexano-AcOEt (1-1), hexano-AcOEt (1-9) y AcOEt-MeOH (1-1), Figura 2-8). Esta
etapa de fraccionamiento fue empleada con las fracciones DCM-B y FDF. Este hecho,
pudo deberse, a que existen diversos factores que pueden afectar la variabilidad del
extracto; entre ellas, que la mayoria de reportes para el aislamiento de witandlidos son de
resultados obtenidos desde las hojas o raices de P. peruviana; de hecho, en los mismos
frutos, también puede variar la composicion del extracto, por factores como la region
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geografica de donde se origina, la seleccion del material vegetal y las condiciones en los
procesos de secado, extraccioén y fraccionamiento.

En el proceso de obtencion de los compuestos propuestos como marcadores, se observo
que variaciones en las metodologias empleadas, generan fracciones con composicion
quimica diferentes. Por tanto, para obtener resultados reproducibles debe evitarse
modificaciones a las metodologias propuestas.

A partir del extracto obtenido por la metodologia I, se obtuvieron los compuestos puros
denominados F4-PREP, y F2; y las fracciones purificadas MST y F4CM, en las cuales se
identificaron algunos compuestos mayoritarios. Mientras que el extracto obtenido por la M-
I, permitié la obtencién de Fw como compuesto mayoritario. De los compuestos obtenidos
e identificados, seis fueron utiles como marcadores de tipo analitico o terapéutico.

3.2 Determinacion estructural de los compuestos
identificados y/o purificados

A partir de los frutos de P. peruviana estudiados, se logré obtener cinco fracciones
purificadas, que fueron identificadas por métodos cromatograficos y espectroscopicos.
Estas son:

= F4DCM, obtenida a partir de la fraccion DCM-ED-MV del extracto ED-MV (Figura
2-7)

= MST (una mezcla de esteroles) y F4-PREP (un glucdsido), obtenidos de la fraccion
AE-FD (Figura 2-2),

= F2, purificada de la fraccion diclorometanica DCM-B e identificada como un
furancarboxaldehido (Figura 2-4),

= FW, un witandlido, aislado del extracto diclorometanico, obtenido desde FDF
(Figura 2-8).

3.2.1 Identificacién por GC-MS de compuestos presentes en
FACM

El analisis de los perfiles por cromatografia de gases acoplada a masas de la fraccién
DCM-ED-MV vy su fraccién purificada FADCM (Figuras 3-11 y 3-12) sugieren la presencia
de acidos grasos y compuestos relacionados. En la Tabla 3-1 se presentan los
compuestos reportados por la base de datos NIST, que presentaron porcentajes de
coincidencia superiores al 75% y en los anexos B y C, la totalidad de los resultados
arrojados por la base de datos. A pesar de la alta coincidencia reportada por la base de
datos, no es posible asegurar que estos compuestos estén presentes en P. peruviana.
Llaman especialmente la atencion los compuestos seis (linoleato de 2-cloroetilo) y ocho
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(biciclo[10.1.0]tridec-1-eno), una vez que no han sido reportados compuestos clorados en
esta especie y el tiempo de retencion del compuesto 8 (tg= 15.8 min) no coincide con su
estructura, teniendo en cuenta que seria menos retenido que algunos de los compuestos
asignados a los primeros picos. Por otro lado, al pico ocho, correspondiente al compuesto
mayoritario tanto en la fraccion DCM-ED-MV (21.42%), como en la subfraccion FACM
(56.09%), le fue asignada la estructura de un compuesto volatii que no ha sido
previamente reportado en frutos de P. peruviana, a pesar que el aroma de esta fruta ha
sido ampliamente estudiado (Mayorga et al., 2001). Ramadan y Mérsel (2003) estudiaron
el aceite de los frutos de P. peruviana; encontrando acidos grasos y altas cantidades de
grasas poliinsaturadas, asi como la presencia de triacilgliceroles, fitoesteroles y vitaminas.

El compuesto biciclo[10.1.0]tridec-1-eno (Figura 3-13) ha sido encontrado en el extracto n-
hexano de los frutos de Bereberise integrrima de Iran (Halimi et al., 2011), en pimientos
(Capsicum annuum L.) inoculados artificialmente con Colletotrichum gloeosporioides y C.
acutatum (Kim et al., 2007); asi mismo, en volatiles de las raices de Angelica pubescens
(Song et al., 2004) y en aceites esenciales de Tussilago farfara L. (Liu et al., 2006).

Figura 3-11: Cromatograma obtenido por GC-MS para la fraccion DCM-ED-MV
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Figura 3-12: Cromatograma obtenido por GC-MS para F4CM
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Tabla 3-1: Compuestos identificados por comparacion de los espectros de masa
obtenidos, con los generados por las bases de datos utilizadas para DCM-ED-MV y su

fraccion FACM

Tiempo Contenido Nivel de
N° de Nombre del compuesto reportado coincidencia
retencion (%) (%)
DCM-ED-MV
1 7.6 (E,E)-2,4-decadienal 3.33 91
2 7.8 (E,E)-2,4-decadienal 4.05 91
3 12.7 acido n-hexadecanoico 1.67 97
4 12.9 acido hexadecanoico, etil éster 3.64 98
5 13.9 acido (Z,2)-9,12-Octadecadienoico 21.42 91
6 14.0 linoleato de 2-Cloroetilo 12.68 90
7 15.6 cloruro de octadeca-9,12-dienoilo 1.79 76
8 15.8 biciclo[10.1.0]tridec-1-eno 21.65 93
FACM
9 3.4 p-xileno 4.65 97
10 11.8 miristato de isopropilo 2.67 91
11 15.0 2-etilhexil éster del acido 3-(4-metoxifenil)-2- 3.07 96
Propenoico
8 15.8 biciclo[10.1.0]tridec-1-eno 56.09 94
12 16.2 acido 1,2-bencenodicarboxilico mono (2-etilhexil) éster 14.84 91
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Figura 3-13: Estructura quimica de biciclo[10.1.0]tridec-1-eno, compuesto mayoritario de
F4ACM y DCM-ED-MV

3.2.2 Identificacion de fitoesteroles en MST

La fraccion MST, fue obtenida como un sélido blanco soluble en cloroformo. En el
espectro RMN 'H se observa un gran nimero de sefiales en la region alifatica (sefiales
bajo 3 ppm), junto con una sefal (multiplete) alrededor de 3.55 ppm, que puede atribuirse
a protén de metino oxigenado y algunas sefales de olefinas entre 4.65 y 5.35 ppm (Figura
3-14). El analisis por GC-MS permitio identificar en MST, por comparacion directa de sus
espectros de masas con las bases de datos NIST y Wiley, los fitoesteroles: B-sitosterol
(pico 1; 21%), campesterol (pico 2; 17%) y en menor proporciéon estigmasterol (pico 3;
6%) (Tabla 3-2 y Figura 3-15). Los tres compuestos, presentaron un porcentaje de
coincidencias con las bases de datos entre 97 y 99%. Los demas componentes de la
mezcla también fueron comparados con las bases de datos mencionadas, pero sus
porcentajes de coincidencia con los espectros de masas de las moléculas propuestas
fueron por debajo del 50%; lo cual no fue suficiente sustento para la identificacion por este
método de dichos componentes.

En general, el cromatograma de gases obtenido para esta muestra (Figura 3-15) exhibe
una mezcla compleja de componentes con tiempos de retencidén (tr) muy cercanos entre
si. Por las caracteristicas de la fraccion MST y considerando la infraestructura disponible
para la purificacion de una fraccidon como ésta, se decidié no continuar la misma.

Los fitoesteroles son esteroles exclusivos de las plantas que se encuentran distribuidos
ampliamente en la naturaleza; existen alrededor de 44 esteroles reportados, de los cuales
los principales son [(-sitosterol (24a-etilcolesterol), campesterol (24a-metilcolesterol) y
estigmasterol (24a-etilcolesterol, C-22 insat.) (Kritchevsky y Chen, 2005).

La actividad biolégica mas conocida y estudiada de los fitoesteroles es su efecto reductor
del colesterol en la sangre (Han et al., 2008; Kritchevsky y Chen, 2005; Ling y Jones,
1995). Varios estudios, sugieren que este tipo de compuestos juegan un papel importante
en la proteccion contra el cancer (Awad et al., 2000; Ling y Jones, 1995), lo cual ha
generado gran interés en su investigacion y comercializaciéon (Kritchevsky y Chen, 2005).
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Figura 3-14: Espectro RMN 1H de MST (CDCI3, 400 MHz)

Figura 3-15: Cromatograma de gases obtenido para MST
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Condiciones como de describen en la parte experimental, seccién 2.1.1. Identificacién de los picos: (1) B-sitosterol, (2)
campesterol, (3) estigmasterol.
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Un estudio dirigido a analizar el contenido de esteroles en vegetales y frutas de China,
mostré que en los vegetales estudiados, este contenido varid entre 1.1 y 53.7 mg/g de
porcion comestible, siendo que coliflor, brécoli y lechuga romana presentaron la mayor
concentracion de estos compuestos. En los frutos, el contenido osciloé entre 1.6 y 32.6
mg/g y naranja, mandarina y mango, presentaron las mayores concentraciones (Han et
al., 2008).

En cuanto a actividad hipoglicemiante de fitoesteroles, se encuentran varios reportes; por
ejemplo, estigmasterol y B-sitosterol presentaron un efecto sinérgico entre si, como
hipoglicemiantes por via oral; el estudio se realizé utilizando una mezcla (S-9-4) que
contenia 34% y 64% de cada fitoesterol, respectivamente y al evaluar los compuestos
individualmente no mostraron efectos hipoglicemiantes (Jamaluddin et al., 1994). Un
metabolito planteado como posible intermediario necesario para el metabolismo de [3-
sitosterol (estigmast-4-en-3-ona), aislado de las vainas vacias de Parkia speciosa, produjo
84% de actividad hipoglicemiante a dosis de 100 mg/kg de peso corporal, comparado con
111% de actividad de Glibenclamida a 5 mg/kg de peso corporal. Este compuesto fue
propuesto como hipoglicemiante oral (Jamaluddin et al., 1995).

Tabla 3-2: Esteroles identificados a partir de MST

Tiempo de lon
#_del retencion Nombr(_e,del compuesto Estructura molecul % de .
pico . (proporcién en la muestra) concordancia
(min.) ar
1 25.772 beta-sitosterol (21%) 414 m/z 97
2 25.168 campesterol (17%) 400 m/z 99
3 25.359 estigmasterol (6%) 412 m/z 99
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Un extracto diclorometanico obtenido por maceracion de las raices pulverizadas de
Ibervillea sonorae, en el cual el analisis quimico mostro la presencia de esteroles, indujo
una clara reduccién de la glicemia en ratas saludables (p<0.05) y con diabetes inducida
por aloxano (Alarcon-Aguilar et al., 2005). En varios estudios, 5-campestenona; un
fitoesterol oxidado, disminuyo los niveles de glucosa en sangre y orina (Hovenkamp et al.,
2008; lkeda et al., 2006; Konno et al., 2005; Field et al., 2004 y Suzuki et al., 2002).

3.2.3 Determinacion estructural de F2

El compuesto F2 aislado de la fraccion DCM-B (Figura 2-7), fue analizado por IR (Anexo
D); el espectro presentd una banda a 3400 cm™, debida a la tensién del enlace OH;
ademas una banda en 1650 cm™, asociada a un grupo carbonilo y bandas entre 1120-
1050 cm™ de funcion de éter ciclico (C-O-C) (Silverstein, 2005). El espectro RMN 'H
(Figura 3-16) muestra unicamente cuatro sefales, de las cuales dos aparecen en la region
aromatica a 6 6.53 (1H, d, J= 3.5 Hz) y & 7.23 (1H, d, J= 3.5 Hz) y por su multiplicidad y
constantes de acoplamiento, deben estar acoplando entre si. En la regién olefinica
aparece una sefal a 6 4.72 (2H, s). La otra sefial aparece a campo mas alto & 9.58 (1H,
s), siendo una sefal tipica de aldehido.

Figura 3-16: Espectro RMN 'H DE F2 (CDCls, 400 MHz)
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El espectro RMN '*C (Figura 3-17) muestra sefiales para cuatro carbonos, uno de ellos (3
177.7) corresponde a un carbonilo de aldehido; lo cual es confirmado con el espectro
proténico (sefial a & 9.58; 1H, s) y HMQC, en donde se observa la conectividad con el
proton cuya sefal se observa a ©& 9.58. A 0 57.6 aparece una sefial para un
hidroximetileno que se confirma con el experimento HMQC (Figura 3-18), en el cual, este
carbono presenta conectividad con la sefial en & 4.73 (2H, s). Las sefales con 6 110.0 y
122.8 corresponden a carbonos aromaticos y presentan conectividad respectivamente con
los protones con sefales a & 6.53 y 7.23; los cuales presentan acoplamiento entre si, de
acuerdo con el espectro COSY; en el cual, Unicamente se observa acoplamiento entre
estos dos protones (Figura 3-19). Las sefales a 8 152.3 y 160.6 corresponden a carbonos
cuaternarios, de acuerdo con el analisis complementario de los espectros '°C, DEPT 135
(Figura 3-17) y HMQC.

Figura 3-17: Espectro *C y DEPT 135 de F2 (CDCl;, 100 MHz).

\ DEPT 135
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Con la informacion disponible no fue posible llevar a cabo la completa elucidacion
estructural de F2, por lo cual fue necesario el analisis por espectrometria de masas. Este
analisis, permitid obtener el cromatograma y el respectivo espectro de masas ilustrados
en las Figuras 3-20 y 3-21. El cromatograma indica una muestra con un componente en
una proporcion de 97.73% (tr= 6.774), con ién molecular de 126 m/z, que corresponde a
la féormula molecular CsHsO3. La comparacién del espectro de masas obtenido, con las
bases de datos NIST y Wiley arroj6 como resultado la molécula 5-(hidroximetil)-2-
furancarboxaldehido (Figura 3-22), con una coincidencia del 91% para F2.

La confirmacion de la estructura se realizé mediante la asignacion de los desplazamientos
quimicos para los protones y carbonos de la molécula, el analisis de acoplamientos entre
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protones y las correlaciones observadas en los espectros RMN uni- y bidimensionales
(Figura 3-23).

Figura 3-18: Espectro HMQC de F2 (CDCI3, 400 MHz).

ppm (t2)

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos por espectrometria de masas, los datos
obtenidos de los experimentos de RMN y la comparacion de los datos con la literatura, se
logré confirmar la estructura 5-hidroximetil-2-furfural (5-HMF), para el compuesto F2. En la
Tabla 3-3 se encuentran los datos de RMN obtenidos para F2, comparados con los
reportados por Li et al. (2009).

El compuesto 5-hidroximetil-2-furfural, presenta entre otros, los sinénimos: 5-
(hidroximetil)-2-furancarboxaldehido, 5-hidroximetilfurfural y 5-HMF. Este compuesto es
un aldehido aromatico de origen natural (Lin et al., 2008); recientemente fue aislado de
una alga roja marina (Laurencia undulata) y presentd propiedades antioxidantes
significativas (Li et al. 2009). Adicionalmente, 5-HMF se encuentra patentado, como
agente de origen natural, no toxico y eficaz contra la formaciéon de células falciformes
(Safo et al., 2006). Asi mismo, Safo et al. (2006), consideran que éste y los compuestos
heterociclicos de cinco miembros patentados por ellos, pueden ser utilizados para inducir
hipoxia en tejidos; caracteristica que es util en combinaciéon con terapias para algunos
tipos de cancer (por ejemplo el uso de agentes bioreductivos) y para ayudar a prevenir el
dafo causado por la radioterapia.
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Figura 3-19: Espectro COSY de F2 (CDCI3, 400 MHz).
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Segun Capuano y Fogliano (2011), 5-HMF también puede formarse como intermediario
en la Reaccion de Maillard o por degradacion directa de azucares (Figura 3-24) bajo
condiciones acidas durante el tratamiento térmico (aun a bajas temperaturas). En
alimentos su concentracion aumenta drasticamente al aumentar la temperatura, o tiempo
de almacenamiento (Capuano y Fogliano, 2011; Severin et al., 2010). Recientemente se
realiz6 una extensa revision acerca de 5-HMF vy acrilamida; dos compuestos
considerados como probables o potenciales carcinégenos para humanos o que al ser
metabolizados por humanos, generan compuestos potencialmente carcindgenos; sin
embargo, de acuerdo con los reportes encontrados en la literatura, aun no es claro si la
exposicion humana a 5-HMF representa un riesgo potencial para la salud (Capuano y
Fogliano, 2011).

Este compuesto se encuentra entre otros, en productos de panaderia, malta, jugos de
fruta, café y vinagre; destacandose el café como mayor contribuyente de 5-HMF en la
ingesta dietaria. En la Tabla 3-4, se presentan los niveles de 5-HMF reportados para
distintos alimentos (Capuano y Fogliano, 2011).



Resultados y discusion 65

Figura 3-20: Cromatograma de F2 obtenido por GC-MS

Abundance TIC: 1.D\datams
4800000 & f7a

3400000

3000000 ‘

1800000 |

500000

200000 .

100000 ‘

15375 azsa T
) S

. . . r r T T e e e e
Time— 4.00 .00 s.00 10l00 1zloo 1aloo 16.00 1slo0 zoloo 22zl00 2aloo 2cloo

Ver condiciones en la parte experimental (seccion 2.1.1).

Figura 3-21: Espectro de masas obtenido para F2 vs sugerido por la base de datos*.
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Figura 3-22: Estructura quimica de F2 (5-(hidroximetil)-2-Furancarboxaldehido)
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Figura 3-23: Espectro HMBC de F2 (CDCl;, 400 MHz)
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El compuesto 5-HMF puede ser usado como marcador de calidad (limite maximo para
considerar el producto de buena calidad), de un amplio rango de alimentos procesados
como frutas procesadas, café, miel y leche; asi como para el monitoreo de procesos de
calentamiento aplicado a productos a base de cereales (Capuano y Fogliano, 2011). Por
ejemplo, Rada-Mendoza et al. (2004), estudiaron el contenido de 5-HMF en 38 muestras
comerciales de mermeladas y 18 de alimentos infantiles a base de frutas encontrando
mayor concentracion de 5-HMF en las mermeladas. Las variaciones en el contenido de 5-
HMF pueden ser un indicio de las diferencias en las condiciones de procesamiento de un
producto (Rada-Mendoza et al., 2004; Rada-Mendoza et al., 2002).

Tabla 3-3: Datos de RMN para F2 y 5-hidroximetil-2-furfural (5-HMF)

F2 S-hidraximetik2-furfural [Lin et al, 2008)
Posicion [CDCI3, 400/100 MHz) [CDHCI3, 400100 MHz)

&C &H HMBC &C &H HMBC
1 177,7 9,59 [1H, 5} 2 1776 8,60 [1H, =) 2
2 1524 & 1524
3 1228 T7,23(1H,d,1=35Hz) 2,5 1225 7,22(1H,d,J=36H) 2,456
4 1100 &53 (1H,d,1=35 Hz) 2,56 1098 £52 [1H,d, 3.6Hz) 2,3,5
5 160,7 3,6 1604
B 576 473 [2H, =) 2v4 576 4,72 (2H, d, 2.1 Hz) 45

La prueba de los niveles de 5-HMF vy diastasa, ha sido utilizada para medir la calidad de la
miel durante mas de 75 anos (Fallico et al., 2004). De acuerdo con lo reportado por White
(1994), la cantidad de 5-HMF en los productos procesados, es relativa (como se
menciond anteriormente); pues dependiendo de la materia prima, su procesamiento y
tiempo de almacenamiento, los niveles de este compuesto pueden variar. Esto fue
comprobado, por Fallico et al. (2004), quienes encontraron, que mientras la miel de
Castanea sativa L. calentada durante una semana no presentdé una cantidad apreciable
de 5-HMF, la miel de naranja (Citrus aurantium L.) después de cuatro dias a la misma
temperatura, excede los limites legales (15 mg/kg). Teniendo en cuenta lo anterior, se
hace necesario, establecer los limites de 5-HMF en el extracto EEt; y por tanto un
procesamiento adecuado que permita no exceder esos limites.

Considerando los objetivos del presente trabajo, y los antecedentes de 5-HMF; este
compuesto puede ser un excelente marcador del extracto etandlico (EEt), obtenido desde
el material vegetal pulverizado; y de acuerdo con la clasificacion planteada por Li et al.
(2008), 5-HMF corresponde a un marcador correlativo del extracto. La utilizacion de este
compuesto como marcador (correlativo), permite evidenciar la calidad del extracto,
garantizando la estabilidad y uniformidad del procesamiento del mismo y permitiendo
controlar la formacién de 5-HMF. Adicionalmente, en el modelo de sobrecarga oral de
almidén, este compuesto presentd actividad hipoglicemiante (Figura 3-36); lo cual indica
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que dicho compuesto puede estar asociado con la actividad del extracto y podria

considerarse también un marcador terapéutico.

Tabla 3-4: Contenido de 5-HMF de algunos productos alimenticios

Productos alimenticios

Contenido de 5-HMF (mg/kg)?

Café

Café instantaneo

Café descafeinado
Achicoria

Malta

Cebada

Miel

Cerveza

Mermelada

Jugos de frutas

Vino (rojo)

Galletas

Pan blanco

Pan tostado

Pan (snacks)

Cereales para el desayuno
Alimentos para bebés (a base de leche)
Alimentos para bebés (a base de cereales)
Fruta seca

Almendras tostadas
Vinagre (de vino)

Vinagre balsamico

100-1900
400-4100
430-494
200-22500
100-6300
100-1200
10.4-58.8
3.0-9.2¢
5.5-37.7
2.0-22.0
1.0-1.3°
0.5-74.5
3.4-68.8
11.8-87.7
2.2-10.0
6.9-240.5
0.18-0.25
0-57.18
25-2900
9

0-21.52
316.4-35, 251.32

Adaptada de Capuano y Fogliano (2011). °mg/L.
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Figura 3-24: Esquema de reaccion propuesto para la formacion de 5-HMF
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3.2.4 Determinacion estructural de F4-PREP

La fraccion F4-PREP obtenida desde la fraccion AE-FD (Figura 2-2), se aisl6 como un
compuesto cristalino altamente higroscopico, su espectro IR presenté bandas importantes
a 1750 cm™ correspondiente a C=0 de éster y entre 3200 y 3500 cm™ una banda ancha
que sugiere la presencia de OH en la molécula (Anexo E).

En el espectro RMN 'H de F4-PREP se observa un gran nimero de sefiales entre d 3.2-
4.2; regidn en la que resuenan protones de azucares; el doblete a & 5.58; corresponde un
protén anomérico (Figura 3-25). El espectro RMN *C y DEPT 135 muestran doce sefiales
en la region de los esqueletos de azucares (entre 50 y 105 ppm), indicando que el
compuesto esta constituido por dos hexosas. El resto de sefiales corresponde a cuatro
carbonilos (6 172.8, 175.7, 176.0 y 177.9), siete metilos (6 14.1, 18.7, 18.7, 18.7, 18.8,
18.9 y 19.1), ocho metilenos (& 22.6, 24.6, 29.1, 29.2, 29.2, 29.3, 31.8, 31.8) y tres
metinos (& 33.9, 33.9, 34.0) en la region alifatica, que corresponden a la aglicona (Figura
3-26).

Figura 3-25: Espectro RMN 'H de F4-PREP (CDCls, 400 MHz).
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Los desplazamientos quimicos de los dos carbonos anomeéricos, corresponden a las
sefales con & 103.8 (carbono cuaternario) y 89.4; este ultimo presenta conectividad en
HMQC con el protén & 5.58 (1H, d, J = 3.7 Hz). Partiendo del proton anomérico, se
identificaron en el espectro COSY (Figura 3-27) las sefales correspondientes a esta
unidad de azucar y el espectro HMQC permitié conocer la sefial de "*C a la cual estaba
ligado cada proton (Tabla 3-5). Ademas es posible inferir que se trata de un a-glicésido,
teniendo en cuenta que los protones anoméricos de este tipo resuenan entre o 4,8-5,3
(San Feliciano et al., 2008); asi como el desplazamiento quimico del carbono anomérico
(6<100) y la constante de acoplamiento (3.7 Hz) que sugieren que H-1 esta en posicion
ecuatorial.

Al revisar la literatura, se encontré que en el Departamento de Farmacia de la Universidad
Nacional de Colombia, Franco (2006) realizé un estudio a los calices de P. peruviana, y
aislé un compuesto (glicésido) denominado glicosido 1. Este compuesto, Unicamente ha
sido reportado en la tesis de doctorado de Franco (2006) y presentd una importante
actividad antiinflamatoria (Franco, 2006).

Figura 3-26: Espectros RMN DEPT135 y 13C de F4-PREP (CDCl;, 100 MHz).
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Los datos obtenidos por el analisis RMN para el compuesto F4-PREP, fueron comparados
con los obtenidos por Franco (2006); encontrando similitud casi exacta entre los
desplazamientos quimicos de *C e 'H (Tabla 3-5). En el espectro de masas ESI| de F4-
PREP, se observo el ién pseudo-molecular [M+Na]" a 729.35 m/z que corresponde a la
férmula C34Hss015Na y coincide con lo reportado por Franco (2006); indicando un peso
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molecular de 706 g/mol para el compuesto (Anexo F). Por lo anterior se logré confirmar
que el compuesto corresponde al éster de sacarosa reportado por Franco (2006).

En su estudio Franco (2006), no asignd un nombre a la estructura elucidada para
“glucdsido 17, por lo cual, con la ayuda del programa ACD/ChemSketch 6.0, se genero el
nombre: 3-O-isobutiril-B-D-fructofuranosil-2-O-decanoil-3,4-di-O-isobutiril-a-D-
glucopiranosido, para la molécula (Figura 3-28).

Figura 3-27: Espectro COSY de F4-PREP (CDCl3, 400 MHz).
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Los ésteres de sacarosa son muy comunes en especies de la familia Solanaceae; el
primer reporte de este tipo de metabolitos fuera de esta familia fue encontrado para
Spergula arvensis L. (Caryophyllaceae); sin embargo, recientemente también se han
encontrado en especies de las familias Asteraceae, Cannaceae y Polygalaceae (Eich,
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2008). En el género Physalis, se han aislado este tipo de compuestos Unicamente en dos
especies: a partir de los frutos de Physalis nicandroides fueron aislados cinco ésteres de
sacarosa (Maldonado et al., 2006) y de los tallos y flores de Physalis viscosa L. fue

aislado physalosido A (Ovenden et al., 2005).

Tabla 3-5. Datos de RMN 'H y *C para F4-PREP y Glucésido 1

Posicion

F4-PREP

(CDCI3, 400/100 MHz)

Glucésido 1 (Franco, 2006)

(CDCI3, 400/100 MHz)

5C 6H 6C 6H
Unidad de glucosa
1 89.4 5.58 (1H,d, 3.7 Hz) 89.4 5.59 (1H, d, 3.7 Hz)
2 70.1 4.96 - 4.91 (2H, m) 70.1 4.96 - 4.90 (2H, m)
3 69.0 5.48 (1H, td, 10.1 Hz) 69.0 5.48 (1H, dd, 10.4, 9.4 Hz)
4 68.2 4.96 - 4.91 (2H, m) 68.2 4.96 - 4.90 (2H, m)
5 72.2 4.13-4.18 (1H, m) 72.2 4.12-4.19 (1H, m)
6 61.6 3.59 (2H, m) 61.6 3.60 (2H, m)
Unidad de fructosa
1 64.7 3.57 (1H, d, 12.0 Hz); 3.46(1H, d, 12.0 Hz) 64.7 3.58 (1H, d, 12.0 Hz); 3.45(1H, d, 12.0 Hz)
2' 103.8 103.8
3 79.4 5.19 (1H, d, 8.1 Hz) 79.3 5.20 (1H, d, 8.1 Hz)
4 71.2 4.57 (1H, t, 8.2 Hz) 71.2 4.56 (1H, t, 8.2 HZ)
5' 82.6 3.94 (1H, tt, 8.3, 2.3 Hz) 82.6 3.94 (1H, m)
6' 59.7 3.89 (1H, m); 3.74 (1H, m) 59.7 3.90 (1H, m); 3.74 (1H, m)
Sustituyente en 2
1" 172.8 172.9
2" 33.8 2.26 (2H, m) 33.8 2.25 (2H, m)
3" 24.6 1.54 (2H, m) 24.6 1.54 (2H, m)
4" 29.3 1.24 (12H, s ancho) 29.3 1.24 (12H, s ancho)
5" 29.2 " 29.2 "
6" 29.2 " 29.2 "
7" 29.1 ! 29.1 "
8" 31.8 " 31.8 "
9" 22.6 " 22.6 "
10" 14.1 0.87 (2H, t, 7.0 Hz) 14.1 0.87 (2H, t, 7.0 Hz)
Sustituyente en 3
I 175.7 175.7
2 33.9 2.45 (1H, m) 33.9 2.45 (1H, m)
3™ 18.7 1.08 (3H, d, 7.0 Hz) 18.8 1.07 (3H, d, 7.0 Hz)
am 18.7 1.09 (3H, d, 7.0 Hz) 18.7 1.08 (3H, d, 7.0 Hz)
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Sustituyente en 4

1 176.0 176.0

2 33.9 2.51 (1H, m) 33.9 2.51 (1H, m)

3 18.8 1.12 (3H, d, 7.0 Hz) 18.7 1.13(3H, d, 7.0 Hz)
g 18.7 1.06 (3H, d, 7.0 Hz) 18.7 1.06 (3H, d, 7.0 Hz)

Sustituyente en 3'

1 177.9 177.9

2" 34.0 2.75 (1H, m) 34.0 2.75 (1H, m)

3 19.1 1.32(3H, d, 7.0 Hz) 18.9 1.32(3H, d, 7.0 Hz)
qm 18.9 1.29 (3H,d, 7.0 Hz) 18.9 1.29(3H,d, 7.0 Hz)

Se cree que los ésteres de sacarosa, por sus propiedades como antibioticos, repelentes
de insectos y antifungicos, protegen las plantas de insectos depredadores e infecciones
por hongos (Singh, 2003). Los ésteres de sacarosa son utiles como retardadores de
maduracion de peras y ciruelas (Dinamarca et al., 1989), como coadyuvantes en la etapa
de filtracion, de desechos de la clarificacion de jugos de la cafia de azucar, produciendo
una mayor recuperacion de sacarosa y presentando ventajas sobre otros, por el hecho de
ser un producto no i6nico, no contaminante y biodegradable (Albarracin et al., 2005).

Al éster de sacarosa aislado en este trabajo le fue evaluada la actividad hipoglicemiante,
encontrandolo no activo en el modelo estudiado. Este compuesto, segun la literatura
consultada y la informacion obtenida hasta el momento, no ha sido encontrado en otra
especie; de hecho el unico reporte encontrado fue el de Franco (2006) de los calices de P.
peruviana; por lo cual se constituye en un marcador de esta especie.

De acuerdo con lo anterior, la distribucion de este compuesto es restringida (o poco
conocida aun), y teniendo en cuenta la clasificacion de marcadores quimicos propuesta
por Busse (2000); este compuesto puede considerarse como un marcador analitico; una
vez que en el modelo de sobrecarga oral de almidon, no fue activo, pero puede ser util en
el control de calidad del extracto y/o en procesos de estandarizacion. No obstante, se
hace necesario plantear una metodologia que permita identificar y cuantificar este
compuesto desde el extracto; debido a que este estudio estuvo enfocado principalmente a
la obtencion e identificacion de la estructura y a la evaluacion de la posible actividad
hipoglicemiante de los compuestos identificados; buscando clasificarlos dentro de algun
tipo de marcadores quimicos.
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Figura 3-28: Estructura molecular para F4-PREP (un éster de sacarosa)

HC

3.2.5 Determinacioén estructural de Fw

Fw fue aislado desde la fraccion FDF (Figura 2-8) obtenido por particion liquido-liquido
desde el extracto EJF desengrasado (Figura 2-1), como un sélido cristalino incoloro (10
mg). Presenta un Rf de 0.3 en CCD con el sistema de elucion AcOEt-Tolueno (9:1) y
revela con los reactivos de Dragendorff y vainillina-H,SO,. El espectro RMN "H (Figura 3-
29) de Fw, mostré sefiales tipicas de un witandlido, de acuerdo con lo reportado por San
Feliciano et al. (2008). Entre las sefales caracteristicas se observan cinco sefiales
singlete (6 1.38, 1.40, 1.07, 1.85 y 1.97) que corresponden a cinco metilos de los
carbonos C-18, C-19, C-21, C-27 y C-28 respectivamente.

A 5 4.82 (1H, dd; J = 13.1, 3.6 Hz) aparece una sefal tipica de la cadena lateral d-lactona
a-B-insaturada. Adicionalmente, aparecen las sefales con 6 6.19 (1H, d, J = 10 Hz) y 7.07
(1H, dd, J = 10, 6 Hz) que corresponden a los protones de los carbonos C-2 y C-3
respectivamente, pertenecientes al doble enlace del anillo A. El proton del C-4 del anillo A,
aparece a 0 3.67 (1H, d, J = 6 Hz); sefnal tipica que indica la sustitucion B en dicho
carbono por un hidroxilo (San Feliciano et al., 2008; Sakurai et al., 1976; Calderon, 2009;
Castillo et al.,, 2006; Velasquez, 2004). Finalmente, entre las sefales importantes se
encuentra, la sefal del protén del C-6 que aparece a & 3.23 (1H, s ancho),
desplazamiento caracteristico del carbono oxidado que se encuentra formando el grupo
epoxi del 4B-hidroxiwitandlido E. Estos datos fueron comparados con los reportados por
Sakurai et al. (1976) y se muestran en la Tabla 3-6.
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Figura 3-29. Espectro RMN 1H de Fw (CD3;0D, 400 MHz).
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El espectro RMN "C (Figura 3-30) mostré 28 sefiales, entre las cuales dos corresponden
a carbonilos [6 203.9 (C-1) y 168.7 (C-26)] los carbonos de la lactona aparecen a 6 82.4
(C-22), 32.8 (C-23), 153.1(C-24) y 121.5 (C-25) y 168.7 (C-26). Adicionalmente, se
observaron las senales del sistema 583,63-epoxi, a © 64.4 (C-5) y 61.6 (C-6). En general, la
asignacion de los carbonos se realizé con base en los datos RMN 3C, HMQC, DEPT 90 y
135 y datos de la literatura, de la siguiente manera: &: 203.9 (C-1, C); 133.0 (C-2, CH);
144.6 (C-3, CH); 70.7 (C-4, CH); 64.4 (C-5, C); 61.6 (C-6, CH); 26.8 (C-7, CH,); 38.1 (C-8,
CH); 34.9 (C-9, CH); 48.9 (C-10, C); 21.8 (C-11, CHy); 35.2 (C-12, CHy); 55.1 (C-13, C);
83.4 (C-14, C); 30.6 (C-15, CH,); 37.0 (C-16, CHy,); 88.2 (C-17, C); 20.4 (C-18, CH3); 16.2
(C-19, CHy); 79.4 (C-20, C); 19.0 (C-21, CHj3); 82.4 (C-22, CH); 32.8 (C-23, CH,); 153.1
(C-24, C); 121.25 (C-25, C); 168.7 (C-26, C); 11.9 (C-27, CH3); 20.2 (C-28, CHj3). El
espectro HMQC se muestra en la Figura 3-31.
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Los datos obtenidos en los experimento RMN, fueron concordantes con los reportados en
la literatura para 4B-hidroxiwitandélido E (Calderén, 2009; Castillo et al., 2006; Shingu et
al., 1993; Velasquez, 2004; Sakurai et al., 1976).

Adicionalmente, Fw fue sometida a espectrometria de masas ESI, encontrando un ion
pseudo-molecular [M+Na]* de 525.25 m/z que corresponde a la formula CysH39OgNa
(Anexo G); lo cual coincide con lo reportado por Calderon en 2009, confirmando que Fw
corresponde a 4p-hidroxiwitanolido E (4bHWE) (Figura 3-32).

Figura 3-30: Espectro RMN 13C, DEPT 90 y 135 de Fw (CD3;0D, 100 MHz).
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Los witaesteroides han sido encontrados abundantemente en P. peruviana colectada en
diferentes paises (Tabla 1-3 y 1-4). Para el fruto solo han sido reportados dos compuestos
tipo witaesteroide: 4bHWE y witandlido E (Baumann y Meier, 1993; Yen et al., 2010;
Sakurai et al. 1976). 4bHWE fue aislado por primera vez a partir de las hojas de P.
peruviana, por Kirson et al. (1976), y en el mismo afio, por Sakurai et al. (1976).

Este compuesto, ha sido reportado principalmente para la especie Physalis peruviana; sin
embargo, también ha sido aislado desde las hojas de Physalis cinerascens, otra especie
del mismo género (Maldonado et al., 2005). El witaesterioide: 4bHWE, identificado en el
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presente estudio; fue detectado Unicamente en uno de los extractos de los cinco
procedimientos ensayados.

El compuesto 4bHWE, se encuentra distribuido en todas las partes de la planta de P.
peruviana y en general, se ha observado que se encuentra mayor cantidad en las raices;
en cuanto al fruto, se encuentra mayor cantidad en los frutos verdes que en los maduros
(Baumann y Meier, 1993; Calderon, 2009). Bajo esta premisa, si el objetivo es aislar este
compuesto, se recomienda hacerlo a partir de las raices o de los frutos verdes; pues se
obtendra mayor cantidad del compuesto desde estos 6rganos.

Figura 3-31: Espectro HMQC de Fw (4bHWE); (CDClI3, 400 MHz).
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En estudios realizados a ejemplares colombianos de P. peruviana el compuesto 4bHWE,
ha sido aislado unicamente de las raices (Calderdn, 2009; Castillo et al., 2006; Velasquez,
2004) e identificado y cuantificado por HPLC en frutos, hojas y calices por Calderén
(2009); quien hallé en plantulas, una concentracion mas alta en hojas que en raices y en
plantas adultas, mayor concentracién en raices que en hojas y en las partes
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reproductivas, el caliz tiene una mayor concentracion en comparacion a los frutos. La
metodologia HPLC utilizada por Calderén (2009), fue ensayada en este estudio; sin
embargo, no se encontraron los mismos resultados; por lo cual se decidié utilizar la
propuesta por Baumann y Meier (1993), la cual presentd resultados eficientes en las
condiciones trabajadas.

En este trabajo fue necesario aislar el compuesto a partir del fruto, debido por un lado, a
la necesidad de confirmar la presencia de dicho compuesto especificamente en los frutos
de P. peruviana y por otro lado, a la necesidad de obtener el compuesto, para ser usado
como patron para el control de calidad, de materia prima vegetal y extractos, para
procesos de estandarizacion, etc., y ademas, para evaluar su actividad hipoglicemiante,
buscando clasificarlo en un tipo de marcador.

En general, los witandlidos presentan diversas actividades bioldgicas; entre ellas,
antimicrobiana, antiinflamatoria, inmunomoduladora, antitumoral, tripanosomicida, entre
otras (Tomassini et al., 2000). Cinco witandlidos, aislados de los frutos de Withania
coagulans presentaron actividad hipoglicemiante en el modelo se sobrecarga oral de
sacarosa y en el de estreptozotocina (Maurya et al., 2008).

Tabla 3-6. Datos de RMN para el compuesto Fw (4B3-hidroxiwitanélido E)

Fw 4B-hidroxiwitandlido E (Sakurai et al., 1976)
Posicién (CD30D, 400 MHz) [CDCl5-CD30D (4:1)]
6C 6H 6H

2 133 6.19 (1H, d, J = 10 Hz) 6,18 (1H, d, J = 10 Hz)

3 144,6 7.07 (1H, dd, J = 10, 6 Hz) 7.02 (1H, dd, J = 10, 6 Hz)

4 70,7 3.67 (1H, d, ) = 6 Hz) 3.67 (1H, d, J= 6 Hz)

6 61,6 3.23 (1H, s ancho) 3.25 (1H, s ancho)

18 20,4 1.38(3H, s) 1.37 (3H, s)

19 16,2 1.40 (3H, s) 1.43 (3H, s)

21 19 1.07 (3H, s) 1.07 (3H, s)

22 82,4 4.82 (1H, dd,J=13.1, 3.6 Hz) 4.85 (1H, dd, J=10, 7.5 Hz)

27 11,9 1.85 (3H, s) 1.88 (3H, s)

28 20,2 1.97 (3H, s) 1.97 (3H, s)

Recientemente se reportd que 4bHWE presenta actividad anticancerigena significativa,
frente a lineas celulares de cancer de pulmoén humano (Yen et al., 2010), mama e higado
(Lan et al., 2009).
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4bHWE de acuerdo con la literatura consultada, es casi exclusivo de P. peruviana; por lo
cual se constituye en un buen marcador de los frutos de esta especie. Adicionalmente,
utilizando una metodologia adecuada, la obtencion de este compuesto es relativamente
facil, principalmente si se obtiene a partir de las raices, que de acuerdo con Calderon
(2009), es el d6rgano de plantas adultas en el que existe mayor cantidad de dicho
compuesto. Sin embargo, aunque obtenerlo desde el fruto es un poco mas dispendioso; el
fruto, es mucho mas accesible y no requiere la destruccion de una planta entera como
sucede al trabajar con las raices. No obstante, ya existen alternativas para el uso de las
raices; como los cultivos in vitro, propuestos por Velasquez (2004).

En cuanto a su identificaciéon por HPLC, en una matriz compleja como lo es el extracto
etandlico de los frutos de P. peruviana, es un poco dificil; pues como ya se menciond
anteriormente, el extracto EEt, mostré varios componentes, los cuales en su mayoria
presentaron absorbancias muy bajas. Por este motivo, se recomienda obtener la fraccion
FDF para realizar el analisis y cuantificacién por HPLC de 4bHWE en los frutos de P.
peruviana, pues en dicha fraccion, este compuesto es el mayoritario.

Figura 3-32: Estructura molecular de 4B-hidroxiwitandlido E

3.3 Actividad hipoglicemiante

Los ensayos para evaluar la actividad hipoglicemiante se realizaron en el modelo de
sobrecarga oral de almidén (SOA), utilizando como patréon acarbosa. Estos ensayos,
ademas de confirmar la actividad de algunos extractos y fracciones de frutos de P.
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peruviana, permitieron proponer de los tres compuestos puros obtenidos, dos como
marcadores terapéuticos y uno como marcador analitico de los frutos de P. peruviana. Los
extractos, fracciones y metabolitos estudiados con sus respectivos resultados se
presentan a continuacion.

El modelo de SOA fue seleccionado, luego de evaluar el modelo de sobrecarga oral de
glucosa (SOG), en el cual no se evidencio la actividad hipoglicemiante en ninguno de
extractos (EEt y ED-MV) y fracciones (A.S., F. acuosa y FD.) estudiadas (datos no
presentados). Los resultados obtenidos por el modelo de SOA, nos condujeron a
descartar que el efecto sobre glucosa de los extractos estudiados, tenga que ver con
mecanismos a nivel sanguineo; por lo cual se decidié evaluar dicha actividad con el
modelo de SOA; en el cual se utilizé como patrén positivo, un hipoglicemiante inhibidor de
las a-glucosidasas que actua a nivel intestinal.

3.3.1 Efecto hipoglicemiante de extractos y fracciones primarias
de P. peruviana

Con el objeto de comprobar la actividad hipoglicemiante de los frutos de P. peruviana, se
evaluo el extracto etandlico (EEt) obtenido desde el material pulverizado. Asi mismo,
fueron evaluadas las fracciones primarias de EE, para verificar cual de ellas conservaba o
acentuaba la actividad. Las fracciones evaluadas fueron: aceite sobrenadante (AS),
fraccion acuosa (F. acuosa) y fraccion diclorometanica (FD) (Figura 2-2). Adicionalmente
se evaluo el extracto diclorometanico obtenido directamente del material pulverizado (ED-
MV) (Figura 2-1). Los resultados se muestran en la Tabla 3-7 y en la Figura 3-33.

Los valores de los NGS de los animales normoglicémicos a la hora cero, fueron en
promedio 63 mg/dL. La induccién de la hiperglicemia transitoria por la ingesta oral de
almidon, incrementd mas de cuatro veces los niveles de glucosa en plasma de los
animales tratados con el vehiculo (comparando los resultados a la hora 0 y 1, Figura 3-
33), observandose el mayor valor para los NGS en la hora 1; momento en el cual
empiezan a disminuir. Esto coincide con lo observado en algunos estudios realizados en
el Departamento de Farmacia de la Universidad Nacional de Colombia, con el modelo de
sobrecarga oral de glucosa (SOG) por la ingesta oral de glucosa (Mora, 2008; Murillo et
al., 2006; Ospina et al., 1995) y con lo reportado por Islam et al. (2009), quienes
observaron los mismos comportamientos en el mismo modelo.

En cuanto al patron acarbosa (un inhibidor de la a-glucosidasa), éste presenté la mayor
disminucion de los NGS tanto en la hora 1, como en las demas horas del experimento con
respecto al vehiculo (p<0.05); lo cual da solidez a los resultados, ya que esto confirma
que el modelo es capaz de evidenciar la actividad hipoglicemiante. Este comportamiento,
también fue observado en los demas ensayos realizados.
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Tabla 3-7: Efecto de los extractos y fracciones primarias de los frutos de P. peruviana

sobre la hiperglicemia inducida por almidon en ratas normoglicémicas.

. NGS (mg/dL)
Tratamiento

HORAO HORA 1 HORA 2 HORA 3
Vehiculo B5+7 230+ 10 207 £ 24 183 +20
Acarbosa Bo+ 7 178 + 32% 190+ 24* 179 +12
EE 67 £ 8 192 £ 25* 184+ 16 164 £22
A5 B2+ 7 206 £37 20229 18217
F.Acuosa B0+ 6 200+ 328 200+ 28 174 +20
FD 59+7 187 + 26* 186 + 22 181 +16
EDCM 63+ 10 201+ 34% 153 + 34 181 +16

Los resultados se expresan como la media + D.E. de n= 10 animales por tratamiento. * indica un cambio significativo en los
niveles de glucosa en sangre (NGS) en mg/dL, frente al vehiculo (p<0.05).

Figura 3-33: Efecto de los extractos y fracciones primarias de los frutos de P. peruviana

sobre la hiperglicemia inducida por almidon en ratas normoglicémicas.
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Los resultados se expresan como la media + D.E. de n= 10 animales por tratamiento. * indica un cambio significativo en los
niveles de glucosa en sangre (NGS) en mg/dL, frente al vehiculo (p<0.05). Test de Bonferroni.
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Estudios clinicos han demostrado que la ingesta de inhibidores de la a-glucosidasa
interfiere con la degradacion de hidratos de carbono, reduciendo su tasa de absorcién y
por tanto, disminuyendo los niveles de glucosa postprandiales; previniendo de esta
manera la aparicion de diabetes y sus complicaciones (Chen et al., 2011; Florez et al.,
1997). El hecho de que el extracto o fraccion estudiada presente un efecto similar a la
acarbosa sobre los NGS, podria indicar que actian por mecanismos semejantes; sin
embargo, teniendo en cuenta la complejidad que caracteriza a un extracto o fraccion; ésta
hipotesis solo tendria validez realizando ensayos orientados a establecer el mecanismo
de accion de compuestos presentes en el extracto.

De acuerdo con el analisis estadistico, los extractos EEt y ED-MV al igual que la fraccion
FD, presentaron diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) a la hora 1 frente al
control negativo (vehiculo) en el modelo de SOA, disminuyendo los niveles de glucosa en
sangre. A la hora 2 Unicamente el tratamiento con el patron (acarbosa) mostré diferencias
estadisticamente significativas con el vehiculo (p<0.05), mientras que en la hora 3
ninguno de los tratamientos evidencia efectos sobre los niveles de glicemia en sangre
(Figura 3-33).

La actividad hipoglicemiante del extracto EEt, coincide con los estudios previos
realizados en el Departamento de Farmacia de la Universidad Nacional de Colombia -
Sede Bogota, en los cuales se demostré actividad hipoglicemiante en frutos de P.
peruviana (Bula y Cruz, 1993; Garcia y Sua, 1997; Mora, 2008). Mora y colaboradores
(2010) demostraron actividad antidiabética del extracto (jugo) liofilizado de frutos de P.
peruviana, en el modelo de diabetes experimental inducida por estreptozotocina en ratas
Wistar; y que este extracto ademas, modula el estatus antioxidante de los animales
disminuyendo la peroxidacion lipidica y la glicacion de proteinas, aumentando los niveles
de enzimas antioxidantes (catalasa y superdxido dismutasa), al igual que la capacidad
antioxidante total del plasma.

Pinto y colaboradores (2009) evaluaron la actividad antihiperglicemiante y antihipertensiva
de frutos nativos del Peru, entre ellos los de Physalis peruviana (aguaymanto), basados
en la actividad antioxidante sobre el ensayo de captacién de radicales libres con 2,2-
difenil-1-picrilhidrazil y la funcionalidad en la inhibicion de a-amilasa, a-glucosidasa y de la
enzima convertidora de angiotensina | (ECA), enzimas relevantes para el manejo de
hiperglicemia e hipertension asociados a la diabetes tipo 2. En este estudio se encontro
una relacion directamente proporcional entre el contenido de compuestos fendlicos y la
actividad antioxidante en modelos in vitfro de los extractos etandlicos de los frutos
estudiados (Pinto et al., 2009). La ingesta de frutos de Physalis peruviana redujo la
glicemia postprandial a los 90 y 120 minutos en adultos jovenes (Rodriguez et al., 2007).

Los resultados obtenidos confirman la actividad hipoglicemiante de los frutos de P.
peruviana, reportada popularmente y en la literatura; la cual es atribuida principalmente a
mediaciones en el estatus antioxidante del organismo. Esta actividad soporta el potencial
de fitoterapéuticos elaborados a base de estos frutos, como una estrategia para
complementar la terapéutica para la diabetes.
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Por otro lado, los resultados obtenidos a partir de este ensayo, permitieron seleccionar la
fraccion FD y el extracto ED-MV; para posteriores fraccionamientos ya que fueron activos
en el modelo de SOA; lo cual indica que hay mayor probabilidad de encontrar compuestos
relacionados con la actividad en estas fracciones.

3.3.2 Efecto hipoglicemiante de fracciones obtenidas a partir de
FD

Los resultados obtenidos a partir del ensayo de SOA, realizado con las fracciones
obtenidas desde FD, se muestran en la Tabla 3-8 y en la Figura 3-34. Los tratamientos
utilizados para este ensayo fueron: fraccion éter de petroleo (EP-FD), fraccion
diclorometénica (DCM-FD), fraccion acetato de etilo (AE-FD), fraccion metandlica (Me-FD)
(Figura 2-2) y FACM, una fraccion purificada desde la fraccion diclorometanica (DCM-ED-
MV) del extracto ED-MV (Figura 2-7).

Tabla 3-8: Efecto de fracciones obtenidas a partir de FD sobre la hiperglicemia inducida
por almidén en ratas normoglicémicas.

Tratamiento NGS (mg/dL)
HORA 0 HORA 1 HORA 2 HORA 3
Vehiculo 777 138+ 15 150+ 13 127 +£11
Acarbosa 7316 115 + 8* 112 £ 11* 98 + 12*
EP-FD 69 %10 111 +17% 124 + 9% 114+ 12
DCM-FD 7114 126 + 20 121 + 14* 105 + 16*
AE-FD 72+9 152+ 13 123 +11* 111+ 12
Me-FD 76+ 8 129+ 21 130 + 20* 112+ 19
FACM 719 134 +13 145+ 14 125+ 15

Los resultados se expresan como la media = D.E. de n= 10 animales por tratamiento. * indica un cambio significativo en los
niveles de glucosa en sangre (NGS) en mg/dL, frente al vehiculo (p<0.05).

De acuerdo con los resultados que arroja el analisis estadistico, en general se mantiene la
actividad en las fracciones obtenidas a partir de FD. Los tratamientos que presentaron
diferencias estadisticamente significativas frente al control negativo (vehiculo) fueron: la
fraccion EP-FD, en la hora 1 y 2 (p<0.05), la fraccion DCM-FD en la hora 2 y 3 (p<0.05) y
las fracciones Me-FD y AE-FD en la hora 2 (p<0.05). Todas las fracciones mencionadas
actian disminuyendo los niveles de glucosa en sangre. El control positivo (acarbosa)
presentd diferencias estadisticamente significativas frente al tratamiento vehiculo, a las
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horas 1, 2 y 3 (p<0.05); mientras que los resultados de la fracciéon F4ACM no evidenciaron
diferencias estadisticamente significativas frente al vehiculo.

Figura 3-34: Efecto de algunas fracciones obtenidas a partir de FD sobre la hiperglicemia
inducida por almidén en ratas normoglicémicas
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Los resultados se expresan como la media = D.E. de n= 10 animales por tratamiento. * indica un cambio significativo en los
niveles de glucosa en sangre (NGS) en mg/dL, frente al vehiculo (p<0.05). Test de Bonferroni.

Como se puede observar en los resultados obtenidos, todas las fracciones obtenidas a
partir de FD mostraron actividad hipoglicemiante; por lo cual no fue posible continuar
aplicando el criterio de fraccionamiento bioguiado, para la obtencién de los compuestos
marcadores. Para ello se consideraron otros elementos como el perfil cromatografico por
HPLC y la presencia de componentes que reaccionaron positivamente al reactivo de
Dragendorff y vainilliva-H,SO,4 por CCD.

La fraccion AE-FD presento el perfil por HPLC mas sencillo (menor cantidad de picos) que
las demas y adicionalmente presentdé componentes que reaccionaron con el reactivo de
Dragendorff y vainilliva-H,SO,4 en los ensayos de CCD, por lo cual se decidi6é purificar
dicha fraccidon. La fraccion DCM-FD por su parte, fue descartada para purificaciones
adicionales teniendo en cuenta los resultados obtenidos para la fracciéon F4CM; la cual
presentaba una apariencia fisica y un perfil cromatografico muy similar con esta fraccion.
Asi mismo, la fraccion EP-FD present6 un perfil con componentes mucho mas apolares
que las fracciones mencionadas anteriormente, que no eran de nuestro interés.
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Con respecto a la evaluacion de actividad bioldgica de fracciones de frutos de P.
peruviana, segun la literatura consultada, Unicamente se encontro el estudio realizado por
Mora (2008), en el cual se evaluaron algunas fracciones utilizando el modelo de
sobrecarga oral de glucosa (SOG); entre estas, la fraccion diclorometanica del extracto
etandlico de cascara-pulpa-semillas y el liofilizado de los frutos, presentaron los mejores
perfiles de actividad hipoglicemiante. Estos resultados fueron tenidos en cuenta a la hora
de seleccionar las fracciones para el estudio de su actividad hipoglicemiante en el
presente estudio.

3.3.3 Efecto hipoglicemiante de fracciones primarias obtenidas
del EE por metodologias diferentes.

Parte de los objetivos del presente trabajo, era establecer una metodologia para obtener
fracciones enriquecidas con actividad hipoglicemiante; para lo cual fue necesario emplear
diferentes metodologias de fraccionamiento al EEt (Figuras 2-2, 2-3, 2-5 y 2-6). Se
seleccionaron las fracciones de mediana a baja polaridad obtenidas en cada
fraccionamiento, para verificar si existia alguna influencia de los procedimientos
realizados, sobre la actividad hipoglicemiante. A continuacién se muestran los resultados
de actividad de las fracciones seleccionadas.

En la Tabla 3-9 y en la Figura 3-35 se presentan los resultados obtenidos a partir del
ensayo de SOA realizado a algunas fracciones obtenidas del EEt por diferentes
metodologias. Los tratamientos utilizados para este ensayo fueron: fraccion hexanica
(HEX-D) obtenida por el procedimiento D (Figura 2-6), fraccién acetato de etilo (AcOEt-C)
obtenida por el procedimiento C (Figura 2-5), fraccién diclorometanica (DCM-B) obtenida
por el procedimiento B (Figura 2-3), fraccion purificada obtenida desde ED-MV (F4CM)
(Figura 2-7) y fraccion diclorometanica obtenida desde AS (DCM-AS) por el procedimiento
A (Figura 2-2).

Como se observa en los resultados del analisis estadistico, en la segunda hora todas las
fracciones actuan evitando el aumento de los niveles de glucosa sanguinea en los
animales estudiados (p<0.05); manteniendo de esta forma la actividad presentada por el
extracto EEt. La acarbosa evidencia la capacidad del modelo para evaluar la actividad
hipoglicemiante, presentando diferencias estadisticamente significativas frente al vehiculo
en la hora 1y 2 (p<0.05). Ademas de presentar actividad en la hora 2, la fraccion HEX-D
mostro diferencias estadisticamente significativas frente al vehiculo en la hora 1 (p<0.05)
y AcOEt-C en la hora 3 (p<0.05) mostré diferencias estadisticamente significativas frente
al vehiculo, pero aumentando los niveles de glucosa sanguinea.

Algunas fracciones de polaridad similar (como la fraccion FD, DCM-FD y AE-FD) a las
fracciones seleccionadas, fueron estudiadas anteriormente y también mostraron actividad
hipoglicemiante; por lo cual se puede concluir, que el orden de fraccionamiento, no influyé
sobre la actividad en las fracciones del extracto EEt, estudiadas por el modelo de SOA.
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Tabla 3-9: Efecto de algunas fracciones obtenidas por diferentes metodologias a partir de
frutos de P. peruviana sobre la hiperglicemia inducida por almidén en ratones
normoglicémicos.

) NGS (mg/dL)
Tratamiento

HORA O HORA 1 HORA 2 HORA 3

Vehiculo 7Bt5 133+ 15 161+ 17 105+£11
Acarbosa 7ot 5 105 £8* 102 £ 9* 99+ 18
HEX-D B8t 6 104 £ 7* 111+ 15* 118+ 15
AcOEt-C 7711 1206 115+ 18* 139+ 22%
DCM-B 79+ 4 116+ 17 108+ 10* 116+ 28
DCM-ED-MV 80t7 135+ 12 124 £ 10* 118+ 16
DCM-AS 7ot 4 128+13 123+ 10% 115+13

Los resultados se expresan como la media + D.E. de n= 10 animales por tratamiento. * indica un cambio significativo en los
niveles de glucosa en sangre (NGS) en mg/dL, frente al vehiculo (p<0.05).

Figura 3-35: Efecto de algunas fracciones obtenidas por diferentes metodologias sobre la
hiperglicemia inducida por almidén en ratones normoglicémicos.
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Los resultados se expresan como la media = D.E. de n= 10 animales por tratamiento. * indica un cambio significativo en los
niveles de glucosa en sangre (NGS) en mg/dL, frente al vehiculo (p<0.05). Test de Bonferroni.
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Asi mismo, es posible inferir que para fines de utilizacion de materia prima (droga
vegetal), para la generacion de productos fitoterapéuticos con actividad hipoglicemiante a
base de frutos de P. peruviana, podria usarse indistintamente el extracto, o cualquiera de
las fracciones estudiadas en el presente trabajo; pues éstas, mantienen la actividad del
extracto. No obstante, teniendo en cuenta que la actividad es equivalente y que las
fracciones pueden presentar problemas de toxicidad, asociados a residuos de los
solventes empleados, se recomienda utilizar el extracto.

3.3.4 Efecto hipoglicemiante de fracciones purificadas

La actividad hipoglicemiante de la fraccion purificada MST (mezcla de fitoesteroles) y la
de los compuestos aislados: 4PREP identificado como 3-O-isobutiril-B-D-fructofuranosil-2-
O-decanoil-3,4-di-O-isobutiril-a-D-glucopiranosido  (un éster de sacarosa), F2 (5-
hidroximetil-2-furancarboxaldehido) y Fw (4bHWE) fue evaluada en el mismo modelo
(SOA) empleado para evaluar la actividad hipoglicemiante de los extractos y fracciones
que los contenian. Los resultados se registran en la Tabla 3-10 y en la Figura 3-36, salvo
los correspondientes a Fw (4bHWE), que se presentan en la Tabla 3-11 y en la Figura 3-
37.

Tabla 3-10: Efecto de algunos metabolitos obtenidos a partir de frutos de P. peruviana
sobre la hiperglicemia inducida por almidén en ratones normoglicémicos.

] NGS (mg/dL)
Tratamiento

HORA O HORA 1 HORA 2 HORA 3
Vehiculo 104 +10 153 +11 139+ 20 114 + 15
Acarbosa 103+9 128 £ 25 117 £ 22 113+18
MST 110+9 147 £ 26 124 £ 15 121 +18
F4-PREP 102+ 10 145 + 18 138 + 37 128 + 58
F2 102 +7 190 + 50 130+ 33 130 + 37

Los resultados se expresan como la media + D.E. de n= 10 animales por tratamiento. * indica un cambio significativo en los
niveles de glucosa en sangre (NGS) en mg/dL, frente al vehiculo (p<0.05).

El andlisis estadistico, mostré que el ensayo es valido, una vez que el patron positivo
(acarbosa) presentd diferencias estadisticamente significativas a las horas 1 y 2 del
experimento, frente al control negativo (vehiculo).

Entre las fracciones purificadas estudiadas, F4-PREP no presentd, durante el ensayo
diferencias estadisticamente significativas frente al vehiculo. Por su parte, F2 y MST
presentaron diferencias estadisticamente significativas frente al vehiculo en la hora 2
(p<0.05) y FW a la hora 1 (p<0.05).
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Figura 3-36: Efecto de algunos metabolitos aislados de los frutos de P. peruviana sobre la
hiperglicemia inducida por almidén en ratones normoglicémicos.
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Los resultados se expresan como la media + D.E. de n= 10 animales por tratamiento. * indica un cambio significativo en los
niveles de glucosa en sangre (NGS) en mg/dL, frente al vehiculo (p<0.05). Test de Bonferroni.

Como se puede observar, en general, en todos los ensayos se evidenciaron diferencias
entre el vehiculo y los extractos, fracciones y compuestos estudiados, a diferentes horas
del ensayo; sin embargo, para fines del presente estudio esto no fue considerado como
relevante, pues el interés de los ensayos era verificar si los tratamientos tenian o no un
efecto sobre los niveles de glucosa en sangre, independientemente de la hora en que se
produce; pues esto, estda mas relacionado con la biodisponibilidad, farmacocinética y
mecanismo de accion, que con el efecto hipoglicemiante como tal.

El presente estudio, corresponde al primero (de acuerdo con la literatura consultada), en
reportar los compuestos 4bHWE vy 5-hidroximetil-2-furancarboxaldehido como
hipoglicemiantes. Por su parte, la fraccion purificada MST, contiene tres fitoesteroles
(beta-sitosterol, campesterol y estigmasterol); de los cuales, como ya se menciond
anteriormente, a beta-sitosterol y estigmasterol se les ha reportado un efecto sinérgico
como hipoglicemiantes por via oral en ratas con diabetes inducida por aloxano
(Jamaluddin et al., 1994). Adicionalmente, en el mismo modelo, estigmast-4-en-3-ona; un
metabolito planteado como posible intermediario necesario para el metabolismo de [3-
sitosterol, fue propuesto como hipoglicemiante oral, ya que produjo 84% de actividad
hipoglicemiante a dosis de 100 mg/kg de peso corporal, comparado con 111% de
actividad de Glibenclamida a 5 mg/kg de peso corporal (Jamaluddin et al., 1995).
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Tabla 3-11: Efecto de Fw (4bHWE) sobre la hiperglicemia inducida por almidéon en
ratones normoglicémicos.

Tratamiento NGS (mg/dL)
HORAQ HORA 1 HORA 2 HORA 3
Vehiculo B5+6 210+19 134+ 34 108 + 19
Acarbosa B5+5 116 + 20* 97 +11% 94+ 8
Fw 73+11 155 + 38% 118+ 12 107 + 10

Los resultados se expresan como la media = D.E. de n= 10 animales por tratamiento. * indica un cambio significativo en los
niveles de glucosa en sangre (NGS) en mg/dL, frente al vehiculo (p<0.05).

Figura 3-37: Efecto de Fw (4bHWE) aislado de los frutos de P. peruviana sobre la
hiperglicemia inducida por almidén en ratones normoglicémicos.
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Los resultados se expresan como la media = D.E. de n= 10 animales por tratamiento. * indica un cambio significativo en los
niveles de glucosa en sangre (NGS) en mg/dL, frente al vehiculo (p<0.05). Test de Bonferroni.

Adicionalmente, un extracto diclorometanico obtenido por maceracion de las raices
pulverizadas de Ibervillea sonorae; en el cual el analisis quimico mostrd la presencia de
esteroles; indujo una clara reduccion de la glicemia en ratas saludables (p<0.05) y con
diabetes inducida por aloxano (Alarcon-Aguilar et al., 2005). En varios estudios, 5-
campestenona; un fitoesterol oxidado, disminuyd los niveles de glucosa en sangre y orina
(Hovenkamp et al., 2008; Ikeda et al., 2006; Konno et al., 2005; Field et al., 2004 y Suzuki
et al., 2002).

Teniendo en cuenta los antecedentes de fitoesteroles como hipoglicemiantes y los
resultados obtenidos en este ensayo para MST, es claro que estos compuestos estan
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asociados a la actividad hipoglicemiante que presenta el extracto de los frutos de P.
peruviana estudiado. Lo anterior indica, que los compuestos B-sitosterol, campesterol y
estigmasterol podrian ser propuestos, de acuerdo con Li et al. (2008); como marcadores
sinérgicos, ya que no contribuyen directamente a los efectos terapéuticos o a
bioactividades relacionadas; pero, Io mas probable es que actiuen sinérgicamente para
reforzar bioactividades de otros componentes y/o de ellos mismos como lo comprobd
Jamaluddin et al. (1994), modulando asi el efecto terapéutico de la droga vegetal y sus
extractos.

3.3.5 Compuestos propuestos como marcadores quimicos para
los frutos de P. peruviana

El compuesto 5-hidroximetil-2-furancarboxaldehido (F2); corresponde a un marcador
correlativo, pues segun Li et al. (2008), estos pueden ser precursores, productos o
metabolitos de una reaccion quimica o enzimatica. Este tipo de marcadores pueden ser
utilizados como marcadores quimicos para evaluar la calidad de drogas vegetales
originadas de diferentes regiones geograficas y almacenadas por periodos de tiempo
diferentes. Adicionalmente, puede ser un marcador terapéutico, de acuerdo con la
clasificacion propuesta por Busse (2000), una vez que resulté activo como
hipoglicemiante en el modelo de SOA.

4bHWE resulté activo en el modelo de SOA; lo cual sugiere su utilidad como marcador
terapéutico. 4bHWE, puede ser el mas indicado para hacer estudios de identificacion para
el control de calidad del extracto dado (con respecto a 5-hidroximetil-2-
furancarboxaldehido); teniendo en cuenta que la concentracion de 5-hidroximetil-2-
furancarboxaldehido, varia con el tiempo de almacenamiento o con tratamientos térmicos
(Capuano y Fogliano, 2011; Severin et al.,, 2010). Los compuestos propuestos como
marcadores terapéuticos, aun no presentan reportes en la literatura consultada,
relacionados con actividad hipoglicemiante, lo cual es un aporte del presente trabajo.

El compuesto 3-O-isobutiril-B-D-fructofuranosil-2-O-decanoil-3,4-di-O-isobutiril-a-D-
glucopiranosido (un éster de sacarosa) se propone, como marcador analitico de acuerdo
con la clasificacion dada por Busse (2000); pues este compuesto, no presenta relacion
alguna con la actividad, pero a la fecha es un compuesto conocido Unicamente para la
especie P. peruviana (segun la literatura consultada). No obstante, es importante tener en
cuenta, que este compuesto es altamente higroscépico, lo cual podria generar
inconvenientes de manipulacion.

Los fitoesteroles: beta-sitosterol, campesterol y estigmasterol, se proponen como
marcadores sinérgicos, una vez que existen reportes de su influencia en la actividad
hipoglicemiante. Aunque la fraccion MST, en la cual fueron identificados, mostré actividad
hipoglicemiante, es probable que estos fitoesteroles no sean los responsables de dicha
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actividad, pero si actuen sinérgicamente con otros compuestos o entre ellos mismos,
como lo reporta Jamaluddin et al. (1994).

Lo aqui propuesto requiere ser soportado con estudios adicionales que permitan
establecer metodologias de analisis eficientes para la identificacion precisa desde los
extractos, de los compuestos considerados en el presente estudio, potencialmente utiles
como marcadores; de tal manera, que se tengan en cuenta en gran medida, los criterios
propuestos por la EMEA (2008) para seleccionar compuestos marcadores.



4.Conclusiones y recomendaciones

4.1 Conclusiones

El desarrollo del presente trabajo, permiti6 ademas de generar metodologias para
la obtencion de metabolitos secundarios utiles como marcadores de extractos de
frutos de Physalis peruviana L. con actividad hipoglicemiante; contribuir con el
conocimiento de la composicién quimica de los frutos de ejemplares colombianos

de P. peruviana.

Los compuestos; 3-O-isobutiril-B-D-fructofuranosil-2-O-decanoil-3,4-di-O-isobutiril-
a-D-glucopiranosido (4PREP), 5-hidroximetil-2-furancarboxaldehido (F2) y 4-
hidroxiwitandlido E (Fw) aislados como compuestos puros, (a excepcion del

4bHWE) aun no han sido reportados en el género Physalis.

En general, tanto los extractos como las fracciones evaluadas, presentaron
diferencias estadisticamente significativas frente al vehiculo (p< 0.05),
disminuyendo los NGS en el modelo de SOA; a excepcion de las fracciones
primarias A.S. y F. acuosa; la fraccion purificada F4CM y el compuesto
denominado F4-PREP.

El presente estudio, corresponde al primero, de acuerdo con la literatura
consultada, en reportar actividad hipoglicemiante para los compuestos 4bHWE y

5-hidroximetil-2-furancarboxaldehido.

Los resultados de actividad hipoglicemiante permitieron proponer los siguientes

compuestos como marcadores:
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v' 5-hidroximetil-2-furancarboxaldehido (F2), se propone como marcador
correlativo y terapéutico.

v' 4B-hidroxiwitandlido E, como marcador terapéutico.

v" El compuesto 3-O-isobutiril-B-D-fructofuranosil-2-O-decanoil-3,4-di-O-isobutiril-
a-D-glucopiranosido (un éster de sacarosa), se propone como marcador
analitico.

v' Los fitoesteroles: beta-sitosterol, campesterol y estigmasterol, se proponen

como marcadores sinérgicos.

4.2 Recomendaciones

e Las metodologias adoptadas para la obtencion de marcadores; estuvieron sujetas
a la infraestructura disponible en el area de trabajo; por lo cual se recomienda,
evaluar metodologias complementarias con equipos que permitan en lo posible,

disminuir la inversion de tiempo y de solventes.

e Generar una metodologia estandarizada que permita la identificacion,
cuantificacion y control analitico, de manera precisa de los compuestos

marcadores en el extracto.

e Realizar los estudios pertinentes de estabilidad, de los compuestos propuestos
como marcadores dentro del extracto; de tal forma que permitan soportar la
seleccion del tipo de marcador, teniendo en cuenta los criterios propuestos por la

EMEA (2008) para seleccionar compuestos marcadores.

e Realizar analisis por GC-MS de las fracciones DCM-ED-MV, FACM vy de patrones,
bajo las mismas condiciones experimentales, que permitan calcular indices de
Kovats para confirmar o descartar la presencia de los compuestos reportados por
la base de datos.

o Realizar ensayos de actividad, orientados a la evaluacion del mecanismo de

accion de los compuestos aislados.



A. Anexo: Cromatograma por HPLC
preparativa de la fraccion F5-5RP
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Condiciones descritas en la parte experimental, seccién 2.1.1.






B. Anexo: Reporte de la base de
datos para DCM-ED-MV

Library Search Report

Data Path : D:\MSDCHEM\IMN\DATA\SERVICICS\DIANAPAOLAMED130810%

Data File : 3.D

Acg On : 13 Aug 2010 17:22

Operator :

Sample : Fr Diclorometanoc

Misc H

ALS Vial =: 3 Sample Multiplier: 1

Search Libraries: D:\Database\NIST05a.L Minimum Quality: 0
D:\Database‘\wileyTn.1l Minimum Quality: 0

Unknown Spectrum: Apex minus start of peak

Integration Events: Chemstation Integrator - events.e

Pk# RT Area% Library/ID Reff CRSH# Qual

1 7.579 3.33 D:\Database\NIST05a.L

2, -Decadienal, (E,E)- 24069 025152-84-5 91

2, 4-Decadienal, (E,E)- 24067 025152-84-5 91

2, -Decadienal 24041 002363-88-4 91
2 7.792 4.05 D:\Database\NIST05a.L

2, 4-Decadienal, (E,E)- 24070 025152-84-5 91

2, i-Decadienal, (E,E)- 24067 025152-84-5 91

2, 4-Decadienal 24041 002363-88-4 91
3 12.723 1.67 D:\Database\NIST05a.L

n-Hexadecanoic acid 96235 000057-10-3 47

n-Hexadecancoic acid 96233 000057-10-3 95

n-Hexadecanoic acid 96234 000057-10-3 91
4 12.956 3.64 D:\Database\NIST05a.L

Hexadecanolc acid, ethyl ester 114844 000628-97-7 98

Hexadecanolic acid, ethyl ester 114848 000628-97-7 97

Tetradecancic acid, ethyl ester 96268 000124-06-1 95
5 13.864 21.65 D:\Database\NISTO05a.L

9,12-0Octadecadiencic acid (Z,Z)- 111993 000060-33-3 91

Cycloundecene, l-methyl- 33533 088828-82-4 91

2-Chloroethyl linoleate 148820 025525-76-2 91
6 14.043 12.68 D:\Datzabase\NIST05a.L

Z-Chloroethyl linoleate 148820 025525-76-2 90

9,12-0Octadecadiencic acid (Z,Z)-, 154542 003443-82-1 76

2-hydroxy—1- (hydroxymethyl)ethyl e

ster

13-Tetradece-1l-yn—-1-ol 62946 1000131-00-4 76

7 14.070 2.60 D:\Database\NISTO05a.L
1, 2-Dihydro(4H)anthra(l, 2-d) (1,3)o 101908 1000098-77-3 30
xazine-7,12-dione
5, 5-Dimethyl-2-piperidin-1-y1-5,6- 101158 015091-02-8 14
dihydro-4H-benzothiazol-7-one
Decahydronaphtho [2, 3-b] furan-2-one 157218 1000303-15-6 12
, Ba-methyl-5-methylene-3-[[methyl
(I-methyl-piperidin-4-yl)amino]lmet
hyl]-
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8 14.090 2.19 D:\Database\NIST05z.L
1, 2-Ethanedicl, 1,2-diphenyl-, (R* 67282 000655-48-1 38
JRE)- (/-0
3-Decen-l-yne, (Z)- 15194 061827-88-1 30
T7-Propylidene-bicyclo[4.1.0]heptan 15272 082253-09%-6 27

9 14.836 1.49 D:\Database\NIST05z.L

Palmitoyl chloride 108201 000112-67-4 35
1, 15-Pentadecanedioic acid 106727 001460-18-0 30
Undecanedicic acid 68187 001852-04-6 27

10 15.565 1.79 D:%\Database\NIST05a.L
9,12-0Cctadecadiencoyl chleoride, (Z, 123597 007459-33-8 76
Z) -
E,Z-1,3,12-Nonadecatriene 100228 1000131-11-3 62
Tricyclo[4.2.1.1(2,5)]decane 15234 049700-70-1 58

11 15.83% 21.42 D:\Database\NISTO05a.L
Bicyclo[l0.1.0]tridec-1-ene 4174k 054766B-91-5 493

4,1/-0ctadecadienal, (Z)- 101505 Ubbb54-35-49 BY
Z,E-7,11-Hexadecadien-1-yl acetate 112001 051607-94-4 B&

12 15.882 6.15 D:\Database\NIST05a.L
Imidazole, 4-fluorce-5-aminocarbeny 12388 033300-35-5 9

Goitrin 12426 000500-12-9
2-Benzothiazolamine, 6-nitro- 53738 006285-57-0

[f=Y-]

13 16.406 0.91 D:\Database\NIST05a.L
Pentanoic acid, phenylmethyl ester 51115 010361-3%-4 64
Decanoic acid, phenylmethyl ester 100114 042175-41-7 64
N-Cbz-.gamma.-amino-n-butyric acid 82857 005105-78-2 59

14 18.245 2.74 D:\Database\NIST05a.L

Z-1, 6-Tridecadiene 43180 1000130-98-3 50
9,17-0Octadecadienal, (Z)- 101505 056554-35-9 48
Cyclopentene, l-pentyl- 16319 004291-98-9 46

15 18.691 1.92 D:\Database\NIST05a.L
Imidazo(l, 2-a)pyrimidine, 6-methyl 23748 0269%55-11-3 50
—-5-oxo0-1,2, 3, 5-tetrahydro-
4-Ethylbenzoic acid, octadecyl est 171937 10002%2-35-1 40
er
3, 4-Dimethoxy-dl-phenylalanine 74882 033522-62-2 38

16 19.848 2.87 D:\Database\NIST05a.L
4-Furan-2-yl-7-methoxy-2, 3, 31, 4,5, 106204 1000310-51-1 11
9b-hexahydrofuro[3, 2-c]guinoline
1H-Azepine, hexahydro-1-(1,2,3,4-t 106332 023853-67-0 11
etrahydro-4,5,8-trimethyl-2-naphth
vl)-
1-[4-Nitrobenzyl]hypoxanthine 105968 074539-06-3 11

17 19.875 2.38 D:\Database\NIST05a.L
1,4-Diazapine, 2,3-dihydro-6-(4-ni 62328 108262-26-09 11
tropyrazel-1-yl) -
1, 3-Cycleopentanedicarboxylic acid, 47803 002435-36-1 10
dimethyl ester
1H-Benz [de]isoquineoline-1, 3(2H)-di 117803 1000142-25-3 10
one, 6-amino-2-(2-pyridinyl)-

18 20.449 4.19 D:\Database\NIST05a.L
1-(3-n-Propoxyphenyl)-2-propanone 62102 1000122-90-0 18
oxime
Benzenemethanamine, N-[[[4-hydroxy 95439 074454-78-7 18
phenyllethyl]lcarbonyl]-
Propane-1, 3—diol 4-nitro-benzenebe 62337 085107-43-3 15
ronate

19 20.561 2.34 D:\Database\NIST05a.L

Ferrocene, [(hydroxyimino)methyl]l- 77756 032679-08-6 25
. (Z)-
4H-1-Benzopyran-4-one, 3-(l-piperi 779242 040302-78-2 11
dinvyl)-
2,4'-Dimethoxydiphenyl 77925 058751-07-8 11

DIAN-IVAN.M Fri Aug 13 17:44:36 2010



C. Anexo: Reporte de la base de
datos para F4ACM

Library Search Report

Data Path : D:\MSDCHEM\1\DATA\SERVICIOS\DIANAPAOLAMED130810%

Data File : 2.D

Acg On : 13 Rug 2010 16:52

Operator :

Sample i M

Misc :

ALS Vial : 2 Sample Multiplier: 1

Search Libraries: D:\Database\NIST05a.L Minimum Quality: 0
D:\Database\wileyin.l Minimum Quality: 0

Unknown Spectrum: Apex minus start of peak

Integration Events: Chemstation Integrator - events.e

Tk RT Areal Library/1ID Reff CRAS# Qual
1 3.394 4.65 D:\Database\NISTO05a.L
p-Xylene 4946 000106-42-3 97
p-Xylene 4947 000106-42-3 95
o-¥Xylene 4945 000095-47-6 95
2 11.812 2.67 D:\Database\NIST05a.L
Isopropyl Myristate 105618 000110-27-0 91
Isopropyl Myristate 105619 000110-27-0 91
Isopropyl Myristate 105615 000110-27-0 91
3 13.152 3.51 D:\Database\NIST05a.L
n-Hexadecanoic acid 96233 000057-10-3 38
Isopropyl Myristate 105619 000110-27-0 35

Piperidin-1-y1-(4-triflucromethyl- 96657 1000295-07-2 22
phenyl)-methanone

4 14.839 10.56 D:\Database\NIST05a.L
Palmitoyl chloride 108201 000112-67-4 38
Undecanoyl chloride 59460 017746-05-3 27
Iridecanedioic acid, dimethyl este 106737 001472-87-3 22

5 15.035 3.07 D:\Database\NIST05a.L
2-Propenoic acid, 3-(4-methoxyphen 118577 005466-77-3 96

yl)-, 2-ethylhexyl ester

Z-Ethylhexyl trans-4-methoxycinnam 118568 083834-5%-7 95
ate

2-Propenoic acid, 3-(4-methoxyphen 118574 005466-77-3 94
yl)-, 2-ethylhexyl ester

6 15.84Z2 56.09 D:\Database\NIST05a.L

Bicyclo[10.1.0]tridec-1-ene 41746 054766-91-5 94
9,17-0Octadecadienal, (Z)- 101505 056554-35-9 87
5-Dodecyne 33494 018780-12-2 &8

7 15.970 1.70 D:\Database\NIST05a.L
1H-Indene, Z2-butyl-3-hexyl- 96368 (054986-54-8 18
Spiro(trans-2-n-butylcyclchexanol- 84508 1000128-19-7 10
3,6"'-piperidin-2'-one]
Thiophene, 2- (decylthio)- 95949 (054986-42-4 10

8 16.260 14.84 D:\Database\NIST05a.L
1, 2-Benzenedicarboxylic acid, mono 110586 004376-20-9 91
(2-ethylhexyl) ester
Phthalic acid, 6-ethyloct-3-yl 2-e 175198 1000315-53-8 90
thylhexyl ester
1, 2-Benzenedicarboxylic acid, diis 168519 027554-26-3 &8
ooctyl ester
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9 21.026 2.90 D:\Database\NIST05a.L

.beta.-Humulene 59811 000116-04-1 41
Azulene, 1,2,3,5,6,7,8,8a-cctahydr 60034 003691-11-0 38
o-1,4-dimethyl-7- (1-methylethenyl)

-, [15-(1.alpha.,7.alpha., 8a.beta.

)1-

Azulene, 1,2,3,5,6,7,8,8z-octahydr 60031 003691-11-0 38
o-1,4-dimethyl-7- (1-methylethenyl)

-, [15—-(l.alpha.,7.alpha., 8a.beta.

)1-

DIAN-IVAN.M Fri Aug 13 17:14:48 2010
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E. Anexo: Espectro IR de F4-PREP
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