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1. INTRODUCCION

Los metabolitos secundarios o productos naturales han sido utilizados desde la
antiglledad en la medicina tradicional para tratar diversas afecciones. Gracias al
avance de la ciencia y la tecnologia, al dia de hoy, la investigacién en productos
naturales constituye un inmenso campo de investigacién para la busqueda y

desarrollo de nuevas moléculas con actividad farmacoldgica.

En México existen al menos 306 especies de plantas que son utilizadas para el
tratamiento de la diabetes, las cuales estan distribuidas en 93 familias y 235
géneros. Las familias mas comunes son: Asteraceae, Fabaceae, Cactaceae,
Solanaceae y Euphorbiaceae." Entre ellas, alrededor de 50 especies se
encuentran en el Estado de Hidalgo. Algunas especies como Haplopappus
venetus, Zaluzania augusta (raices), Costus mexicanus, Sedum moranense, entre

otras, no cuentan a dia de hoy con estudios quimicos ni bioldgicos.

Con el propodsito de contribuir al conocimiento quimico y biolégico del género
Zaluzania en México y en el estado de Hidalgo, en este proyecto se pretende
aislar principios activos inhibidores de la enzima a-glucosidasa, a partir de la
especie Z. augusta. Ademas, se pretende comprobar el efecto hipoglucemiante de
la especie al evaluar la actividad de inhibicion de la enzima a-glucosidasa, asi
como la evaluacion de la actividad antioxidante por distintas técnicas. Esta especie
fue seleccionada, ya que a través de una busqueda bibliografica se encontré que
de entre mas de 150 especies utilizadas en medicina tradicional para el
tratamiento de la diabetes mellitus la composicion quimica de las raices de Z

augusta, no ha sido explorada.

' Andrade, A. & Heinrich, M. (2005): “Mexican plants with hypoglycaemic effect used in the

treatment of diabetes”, Journal of Ethnopharmacology, 99(3), pp. 326-348. Disponible en:
https://n9.cl/ybky9

(1)


https://n9.cl/ybky9
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2. ANTECEDENTES

2.1. Diabetes

La diabetes mellitus es un trastorno metabdlico crénico caracterizado por
presentar hiperglucemia, la cual, resulta de la deficiencia de insulina o por

insulinorresistencia.?

Cuando la hiperglucemia se presenta de forma duradera puede dar inicio a

padecimientos visuales, renales, cardiacos y circulatorios.

2.2. Clasificacion etiologica de la diabetes

Segun la OMS?3, la diabetes se puede clasificar en tres tipos:

® Diabetes mellitus tipo 1 (DM1): resultado de la deficiencia en la secrecion de
insulina.

® Diabetes mellitus tipo 2 (DM2): resultado de la resistencia a la insulina
combinado con una alteracién en la secrecion de insulina.

® Diabetes gestacional (DG): resultado de la hiperglucemia presentada por

primera vez durante el embarazo.

2. Deshpande, A., Hayer, M. & Schootman, M. (2008): “Epidemiology of Diabetes and Diabetes-
Related Complications”, Physical Therapy, 88, pp. 1254-1264. Disponible en:
https://n9.cl/8pika

8 (2023): “Diabetes”, World Health Organization. Disponible en: https://n9.cl/xdeey

(2)


https://n9.cl/8pika
https://n9.cl/xdeey
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2.2.1. Diabetes mellitus tipo 1

Este tipo de diabetes suele manifestarse comunmente durante la adolescencia,
aunque no esta limitada a esta etapa, porque puede aparecer a cualquier edad.
Ademas, se ha observado una mayor prevalencia en personas de raza blanca.* Se
presenta como resultado de la autodestruccién inmunitaria de las células
pancreaticas, se alcanza cuando el paciente ha destruido mas del 90% de sus
células pancreaticas. Por lo tanto, el paciente con DM1 tiene una alta deficiencia

en la secrecion enddgena de insulina.®

Estimaciones demuestran que la prevalencia de la DM1 es de aproximadamente
de 2 a 3 personas por cada 1000 habitantes y que equivale al 10% del total de

casos de diabetes.*

La DM1 no muestra una distincion significativa en términos de género o edad; sin
embargo, se observa una incidencia mas alta en hombres a partir de los 14 afios.
Ademas, entre el 90 y el 95% de los casos totales ocurre entre las edades de 14 y
34.4

4 (2017): Tratado de Diabetes Mellitus, 2a edicion, Madrid, Médica Panamericana.
5 Rang, H., Ritter, J., Flower, R. & Henderson, G. (2014): Farmacologia, 8a edicidon, Barcelona,

ELSEVIER.

(3)
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2.2.2. Diabetes mellitus tipo 2

La DM2 se presenta como resultado de la insulinorresistencia, generalmente en
pacientes obesos. Ademas, su incidencia tiende a aumentar con la edad, ya que la

funcién de las células B pancreaticas tiende a disminuir con el tiempo.®

En la etiologia de la DM2, la obesidad, la glucemia basal perturbada y la
capacidad trastornada de la tolerancia a la glucosa, son los factores mas
importantes que anteceden a la aparicion de la DM2.° La DM2 representa
alrededor del 90% de todos los casos de diabetes. Esta alta incidencia subraya la
necesidad de una deteccion temprana y la necesidad de la busqueda de nuevos

compuestos que puedan contribuir al tratamiento efectivo de esta enfermedad.*

2.2.3. Diabetes gestacional

Es una condicion que se presenta durante el periodo de gestacion y se caracteriza
por valores elevados de glucosa en sangre.* 8 Aunque estos niveles suelen ser
altos, generalmente no son lo suficientemente elevados para establecer diabetes.
Si es detectada en el segundo o tercer trimestre de gestacion, se clasifica como
DG, mientras que, si es detectada en el primer trimestre, corresponderia a DM2,

que previamente no habia sido detectada.*

6. Katzung, B., Masters, S. & Trevor, A. (2012): Basic and Clinical Pharmacology, 12a edicion,
Estados Unidos, McGraw-Hill.

(4)



LAIH BREPEY

Universidad Auténoma del Estado de Hidalgo

2.3. Diagnéstico de la diabetes

El diagndstico de la diabetes mellitus se puede realizar utilizando cuatro métodos

diferentes, tal como lo establece la American Diabetes Association.”

2.3.1. Prueba A1c (hemoglobina A glicada)

La hemoglobina A glicada (HbA1c), es una proteina conjugada, la cual se
encuentra unicamente en los globulos rojos de la sangre. Los globulos rojos
mueren constantemente y el cuerpo produce nuevos a diario. Dado que los
globulos rojos tienen una vida media de aproximadamente 90 dias o 3 meses, la
cuantificacion de la HbA1c se utiliza como un indicador para medir los niveles de
azucar en la sangre durante ese periodo. Por lo tanto, la medicion de la HbA1c
permite diagnosticar la diabetes y evaluar el comportamiento del azucar en la

sangre en los ultimos tres meses.?

La prueba de HbA1c presenta diversas ventajas en comparacion con otros
métodos para el diagndstico de la diabetes. Algunas de estas ventajas incluyen
menor tiempo de prueba, no es necesario ayunar antes de la prueba y no requiere
el consumo de bebidas especiales para realizar la prueba, ademas de que la
prueba no suele verse afectada significativamente por situaciones de

enfermedades agudas o estrés.*

American Diabetes Association: Diagnéstico. Disponible en: https://n9.cl/3bfhp
8 Eyth, E. & Naik, R. (2023): “Hemoglobin A1C”, StatPearls. Disponible en: https://n9.cl/2giqv

(s)


https://n9.cl/3bfhp
https://n9.cl/2qiqv
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Segun la American Diabetes Association, se definira como diabético al paciente

que presente un diagnostico mayor o igual al 6.5% de HbA1c. Por otro lado, se
dictara como prediabético a aquellos pacientes que obtengan un valor de HbA1c
en el rango de 5.7 a 6.4% y se considerara como paciente sano a aquel que
obtenga un valor por debajo de 5.7% de HbA1c (Tabla 1).”

Tabla 1. Diagndstico de diabetes en prueba de %HbA1c.

Diagnéstico Paciente sano Paciente prediabético Paciente diabético

%HbA1c <57 57-6.4 =26.5

2.3.2. Glucosa plasmatica en ayunas (GPA)

El analisis consiste en medir los niveles de GPA, con un ayuno de por lo menos 8
horas previo a realizar la prueba. Este analisis es una herramienta importante para
cuantificar la glucosa en el cuerpo y es una de las pruebas diagnédsticas clave para
determinar la diabetes y la prediabetes.” El ayuno permite obtener una medida
precisa de la glucosa en sangre en condiciones de reposo, lo que proporciona

informacion valiosa sobre la salud metabdlica del paciente.

Para poder definir a un paciente como diabético, este debe presentar valores de
GPA mayores o iguales a 7 mmol/L (126 mg/dL), mientras que sera diagnosticado
con prediabetes al obtener valores entre 100 y 125 mg/dL y por debajo de ellos (<

100 mg/dL) se tratara de un paciente sano (Tabla 2).”

Tabla 2. Diagnéstico de diabetes en prueba de GPA.

Diagndstico [GPA] (mg/dL)
Paciente sano <100
Paciente prediabético 100 - 125
Paciente diabético > 126

(e)
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2.3.3. Prueba de tolerancia oral a la glucosa (PTG)

La prueba de tolerancia oral a la glucosa mide la capacidad del cuerpo al procesar
el azucar en base a la concentracién de glucosa que hay en la sangre dos horas
después de ser administrada una bebida azucarada. Esta prueba es valiosa para
diagnosticar y monitorear trastornos relacionados con el metabolismo de la
glucosa, como la diabetes y la prediabetes. La medicién de los niveles de glucosa
en sangre después de la ingestion de glucosa, proporciona informacion importante

sobre como el cuerpo maneja y regula el aztcar.”

Para considerar a un paciente como diabético, este debe obtener una
concentracion de glucosa en sangre después de aplicar la prueba, igual o mayor a
200 mg/dL, para valores comprendidos entre 140 y 199 mg/dL se tratara de una
persona prediabética, mientras que, por debajo de ellos, sera una persona sana
(Tabla 3).7

Tabla 3. Diagnéstico de diabetes en prueba de PTG.

Diagndstico [Glucosa] (mg/dL)
Paciente sano <140
Paciente prediabético 140 - 199
Paciente diabético =200

2.3.4. Prueba de glucosa plasmatica aleatoria

Se refiere a la prueba mas rapida y accesible, sin embargo, también la mas
inexacta. Consiste en medir la glucosa plasmatica en cualquier dia y a cualquier
hora, refiriéendose a una persona diabética a aquella que obtenga una

concentracion de glucosa plasmatica mayor o igual a 200 mg/dL.”

)
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2.4. Tratamiento de la diabetes

2.4.1. Tratamiento no farmacolégico

Si bien las causas de la DM1 y DM2, son totalmente diferentes para ambas, los
habitos alimenticios saludables y el ejercicio fisico regular son la base en la cual
se apoya el tratamiento farmacoldgico respectivo. Dichas recomendaciones son
particulares de cada individuo, ya que deben ajustarse a cada persona que lo
requiera, dependiendo del requerimiento nutricional, habitos de alimentacion y

metas del tratamiento.*

2.4.2. Tratamiento farmacolégico

La mayoria de los pacientes diagnosticados con algun tipo de diabetes mellitus,
requieren tratamiento farmacolégico, dado que no logran mantener un control
adecuado en sus niveles de glucosa en la sangre. Para que la poblacion
diagnosticada con cualquier tipo de diabetes pueda tener control de sus niveles de
glucemia, existen actualmente mas de cinco tipos de farmacos hipoglucemiantes
con mecanismo de accion diferente, de los cuales existen una gran cantidad de
medicamentos disponibles.® Gracias a la amplia variacion disponible, estos
medicamentos permiten a los profesionales de la salud adaptar el enfoque

terapéutico a las necesidades individuales de cada paciente.

% Ayala, P., Calvo, C., Herrada, M., Lopez, M. & Tezanos, R. (2002): “Tratamiento farmacologico
de la diabetes mellitus”, Offarm, 21(10), pp. 120-124. Disponible en: https://n9.cl/54wgz

(s)


https://n9.cl/54wgz
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2.4.2.1. Sulfonilureas

Son una clase de compuestos organicos usados como farmacos orales
antidiabéticos. Contienen un nucleo general formado por un grupo sulfonilo unido

a la urea (Figura 1), del cual deriva su nombre: sulfonilureas.

00 O
\ 7/
S\ b
N)kN R,
H H

Figura 1. Estructura general de las sulfonilureas.

Desde 1946 han sido empleados en la terapia contra la DM2, debido a su efecto
insulinosecretor, por ello, son especialmente utiles en la etapa temprana de la
DM2, dado que, el farmaco ejerce su principal accion sobre las células B,
requiriendo que las células 3 sean funcionales, condicién que no cumple la DM1 ni
la DM2 en etapa avanzada. Este tipo de farmaco induce la secrecién de insulina,

que resulta en la disminucién de la glucosa plasmatica.®

Se conocen dos tipos de sulfonilureas, las cuales se han clasificado en base a su
descubrimiento y aspectos farmacocinéticos: de primera y segunda generacion.
Actuan de manera similar; sin embargo, debido a las diferencias estructurales, las
caracteristicas farmacocinéticas cambian. Las sulfonilureas mas usadas de la
primera generacién destacan: la tolbutamida (Figura 2) y la clorpropamida. Por
otro lado, entre las sulfonilureas de segunda generacibn mas empleadas se

distinguen la glibenclamida (Figura 3) y la glipizida.®

(o)
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Figura 2. Estructura de la tolbutamida.

Figura 3. Estructura de la glibenclamida.

2.4.2.2. Inhibidores de la enzima a-glucosidasa

Son un grupo de farmacos usados en el tratamiento de la DM2, aprobados en la
década de los 90, cuyo mecanismo de accion es inhibir la enzima a-glucosidasa.
Esto retrasa la absorcién de los carbohidratos por parte del organismo y, por lo
tanto, también reduce el incremento o variaciones en la glucemia posprandial en

alrededor de 3 mM."°

10 Akmal, M. & Wadhwa, P. (2022): “Alpha Glucosidase Inhibitors”, StatPearls. Disponible en:
https://n9.cl/2ktxtl
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Considerados como inhibidores competitivos dependientes de la dosis, inhiben de
forma reversible principalmente a la sacarasa y a la maltasa presentes en las
vellosidades intestinales que se encargan del desdoblamiento de la sacarosa y

maltosa en monosacaridos absorbibles (fructosa y glucosa).™®

Han sido desarrollados tres farmacos de esta clase: acarbosa (Figura 4), miglitol
(Figura 5) y voglibosa; sin embargo, este Ultimo solo se comercializa en Japon.* La
acarbosa (C2s5H43NO+g) es el farmaco mas empleado y mas estudiado de esta
categoria. La acarbosa posee una estructura de pseudo-tetrasacarido, que se
aisla como metabolito secundario de cepas de cultivo de Actinoplanes.'" La
estructura de pseudo-tetrasacarido se asemeja a la de los oligobmeros y
disacaridos que se obtienen a través de la digestion de los carbohidratos, por esta
razon tiene la capacidad de actuar como un inhibidor competitivo de la enzima a-

glucosidasa, por un periodo de 4 a 6 horas.

HO
HO, HO
HO HO"'
R o) /
HO  HN "o 7
3 HO
HO OH

Figura 4. Estructura de la acarbosa.

. Green, G., Evans, J. & Vong, A. (1996): “Pyrans and their Benzo Derivatives: Applications”,
Comprehensive Heterocyclic Chemistry Il, 5, pp. 469-500. Disponible en: https://n9.cl/vohrb
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El miglitol es un farmaco derivado de la 1-desoxinojirimicina, con formula quimica
CsH17NOs, posee una estructura quimica que es conocida como iminoaztcar.'? Al
poseer una estructura muy similar a los monosacaridos puede actuar como un
inhibidor competitivo de la enzima a-glucosidasa. Aunque la acarbosa y el miglitol
se asemejan estructuralmente a los hidratos de carbono, estos poseen diferencias
que hacen que el miglitol sea hasta seis veces mas potente al inhibir a la sacarasa

respecto a la acarbosa.®

OH
N o
N
H

S

\\\
HO : O
OH
Figura 5. Estructura del Miglitol.
2.4.2.3. Insulinas

La insulina es una hormona, la cual es utilizada como farmaco para el tratamiento
de la diabetes mellitus. Las insulinas disponibles en el mercado difieren entre si
desde la técnica de produccion por recombinacion de ADN, la secuencia de

aminodacidos, la concentracion, la solubilidad y el tiempo de accién biologica.®

2. Alonzi, D., Scott, K., Dwek, R. & Zitzmann, N. (2017): “Iminosugar antivirals: the therapeutic
sweet spot”’, Biochemical Society Transactions, 45(2), pp. 571-582. Disponible en:
https://n9.cl/jxiqu
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Desde principios del siglo XX ha sido utilizada para el tratamiento de la diabetes

mellitus tipo 1y 2.4

La insulina es indispensable en el tratamiento de la DM1, debido a la deficiencia
absoluta en la secrecidén de insulina enddgena, por lo cual, la supervivencia del

paciente con DM1 depende de la administracion de insulina exogena.

La mayoria de los pacientes con DM2 no requieren de insulina exdégena para su
supervivencia al inicio de la enfermedad; sin embargo, con el paso del tiempo se

requiere de insulina exdgena para su tratamiento.®

Las insulinas se clasifican de acuerdo a su tiempo de accion. Existen insulinas de
accién rapida, que tienen un inicio de accion muy rapido y una corta duracién de
accioén; de accion corta, con un inicio rapido y duracién de accion breve; de accion
intermedia, con un inicio y tiempo de accion intermedios; de accion prolongada,

con un tiempo de inicio y duraciéon de accion prolongados.®

2.4.2.4. Biguanidas

Son una clase de compuestos organicos utilizados ampliamente como farmacos
orales antidiabéticos. Contienen una estructura general conformada por una

molécula de biguanida (Figura 6), de la cual deriva su nombre: biguanidas.®

Figura 6. Estructura de la biguanida.

(13)
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Aunque han sido desarrolladas varias de estas, actualmente se utiliza unicamente

la metformina (Figura 7).

Con mas de 50 afios de experiencia en el mercado, la metformina es el farmaco
de primera eleccion y el mas utilizado para el tratamiento de la DM2. La
metformina actua inhibiendo la produccién hepatica de glucosa, por ello es de gran
ayuda al tratamiento farmacoldgico de la DM2, ademas de ejercer efectos de gran
importancia en la utilizacion de la glucosa y la captacion de la misma. La
metformina presenta ventajas en comparacion con la insulina y las sulfonilureas.
Estas ventajas incluyen la capacidad de estabilizar el peso corporal y la ausencia

de hipoglucemia.® 8

LI
N7 ONT ONH,
| H

Figura 7. Estructura de la metformina.

2.4.2.5. Tiazolidinediona

Las tiazolidinedionas, también llamadas glitazonas pertenecen a una clase de
compuestos organicos heterociclicos utilizados frecuentemente como agentes
antidiabéticos orales. Contienen una estructura general conformada por una
molécula de 2,4-tiazolidinediona (Figura 8), de la cual deriva su nombre:

tiazolidinedionas.

(14)
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Figura 8. Estructura de la 2,4-tiazolidinediona.

Las glitazonas son comunmente utilizadas como complemento farmacolégico junto
con otros hipoglucemiantes orales para el tratamiento de la DM2, haciendo su
efecto sobre la glucemia. Actuan incrementando la captacién de la glucosa y
utilizacién de la glucosa por parte de los tejidos, dicho efecto se asocia a una
mejora en los niveles de glucosa circulante y una reduccidon de la insulinemia sin
tener efecto en la hipoglucemia.* ® Han sido desarrolladas una gran cantidad de
este tipo de moléculas, por ejemplo, la troglitazona, fue el primer farmaco de esta
clase en comercialzarse. Por otro lado, la pioglitazona (Figura 9), es actualmente

el Unico farmaco de esta clase que se mantiene en uso clinico.*

O»_ @) N

S N

HN | —
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Figura 9. Estructura de la pioglitazona.

2.4.2.6. Meglitinidas

Este tipo de farmacos orales para el tratamiento de la DM2, son derivados de la

meglitinida (Figura 10).
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Figura 10. Estructura de la meglitinida.

Este tipo de farmacos son utilizados cuando el ejercicio fisico y la dieta por si
solos no son suficientes para controlar la DM2 en los pacientes.® Las meglitinidas
actuan como estimulantes de la secrecion de insulina, aunque su eficacia suele
ser menor en comparacion con otros farmacos.> ¢ Sin embargo, estos tienen la
ventaja de tener un tiempo de accion rapido, lo que reduce el riesgo de
hipoglucemias. Cuando el paciente esta en etapa avanzada de la enfermedad,
estos suelen ir acompanados con otros hipoglucemiantes. Actualmente en uso

clinico se utilizan la repaglinida y la nateglinida (Figura 11).

spelsal
gy

Figura 11. Estructura de la repaglinida (A) y nateglinida (B).
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2.5. Hidratos de carbono

Diversos términos han sido empleados cotidianamente por la comunidad cientifica
y la sociedad para referirse a ellos: carbohidratos, azucares, sacaridos y glucidos.
Constituyen las biomoléculas con mayor abundancia en la naturaleza con
aproximadamente el 75% de materia organica, son compuestos organicos

formados por carbono, hidrégeno y oxigeno.'3 14

Los hidratos de carbono cubren una amplia variedad de funciones, desde la
vertiente energética, constituyen el principal recurso de energia para el ser
humano (glucosa), como elemento estructural, componen la estructura fibrosa y
lefiosa de las especies vegetales y animales (celulosa), ademas de actuar como

precursores de ciertos lipidos y aminoacidos.'3 14
2.5.1. Clasificacion de hidratos de carbono

Estructuralmente, los carbohidratos son derivados aldehidicos o cetonicos de
polialcoholes y pueden ser clasificados con respecto al numero de unidades de

azUcares simples contenidos en monosacaridos, oligosacaridos y polisacaridos.'

8- Lozano, J., Galindo, J., Garcia, J., Martinez, J., Pefiafiel, R. & Solano, F. (2005): Bioquimica y
Biologia Molecular para ciencias de la salud, 3a ediciéon, Madrid, McGraw-Hill.
4. Laguna, J. & Pifia, E. (1990): Bioquimica, 4a edicion, México, SALVAT.
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2.5.1.1. Monosacaridos

También llamados azucares simples, son aquellas moléculas en las cuales, ya no
es posible llevar a cabo una fragmentacion por hidrolisis. Nombrados ademas
como cetosas, a aquellos con un grupo cetona en su estructura y aldosas, a
aquellos con un grupo aldehido en su estructura. Con respecto al numero de
atomos de carbono que componen la molécula, se conocen las triosas con tres
atomos de carbono, son los azucares mas pequenos, las tetrosas, las pentosas,
las hexosas y las heptosas, con cuatro, cinco, seis y siete atomos de carbono

respectivamente.’

Los azucares simples con mayor abundancia e importancia en los organismos

vivos, son la fructosa, la glucosa y galactosa (hexosas).'®

2.51.1.1. Glucosa

Recurso omnipresente en todos los organismos vivos, es el combustible principal
para las células vivas. Tanto para los organismos con respiracidon aerobia y
anaerobia, la glucosa es la principal fuente de energia. Entre los mayores
aportadores de glucosa (Figura 12) al organismo incluyen la sacarosa, la lactosa,

el jarabe de maiz de alta fructosa y el almidén (amilopectina y amilosa).'®

CH,OH
0

OH OH
OH

Figura 12. Glucosa.

15 Mckee, T. & Mckee, J. (2020): Bioquimica Las bases moleculares de la vida, 7a edicion,
México, McGraw-Hill.
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2.5.1.1.2. Fructosa

Presente en la fruta, vegetales y miel, es la cetosa mas comun. Cada gramo de
fructosa (Figura 13), da el doble de sabor dulce respecto a la glucosa. Por ello, es
el monosacarido mas empleado en la industria alimenticia como agente

edulcorante.®

CHZOHO\OH
OH CH,OH
OH

Figura 13. Fructosa.

2.5.1.1.3. Galactosa

Posee la misma férmula molecular que la glucosa y dispone de casi la misma
estructura. Diferenciadas unicamente por la posicion de uno de los grupos
hidroxilo (OH); sin embargo, dicha diferencia, cambia completamente las
propiedades quimicas de ambos monosacaridos. EI mayor recurso de aporte de
galactosa (Figura 14) es la lactosa, la cual se encuentra unicamente en productos

lacteos. Es indispensable para sintetizar una variedad de biomoléculas.'®

CH,OH
OH o)

OH
OH

OH

Figura 14. Galactosa.

6. Williams, C. (2003): “Galactose”, Encyclopedia of Food Sciences and Nutrition, pp. 2843-2846.
Disponible en: https://n9.cl/rgh7zl
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2.5.1.2. Disacaridos

Formados por la uniéon de dos unidades de monosacaridos a través del enlace O-
glucosidico, se forman por la condensaciéon entre un grupo hidroxilo del carbono
anomérico de uno de los monosacaridos y un grupo hidroxilo del otro
monosacarido. Los disacaridos mas importantes a nivel fisioldgico destacan

principalmente la sacarosa, la lactosa y la maltosa.'® '°

2.5.1.2.1. Lactosa

La lactosa (Figura 15) es un disacarido presente en la leche, denominado por ello
como azucar de leche, se forma en las glandulas mamarias de los mamiferos,'
por una molécula de galactosa y glucosa, enlazados por medio de un enlace -
glucosidico, entre el grupo hidroxilo del carbono anomérico de la galactosa al
grupo hidroxilo del carbono 4 de la glucosa.'® Al llevar a cabo una reaccion de
hidrolisis, esta origina D-glucosa y D-galactosa, tal como sucede en el intestino

delgado por accion de la enzima lactasa (Figura 26).'4

CH,OH
O
CH,OH OH
OH o_oO OH

OH OH
OH

Figura 15. Lactosa.

2.5.1.2.2. Maltosa

La maltosa (Figura 16), popularmente conocida como azucar de malta, no existe
en forma libre naturalmente, es un producto intermediario de la hidrdlisis del

almidon.'®
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Estructuralmente formado por la unién de dos moléculas de glucosa a través del
enlace glucosidico del carbono anomeérico de una molécula y el carbono 4 de otra.
Al ser hidrolizada en el intestino por accidon de la maltasa, da lugar a dos

moléculas de D-glucosa que seran absorbidas por el organismo (Figura 23).%4

CH,OH CH,OH
O O
OH OH
OH o OH
OH OH

Figura 16. Maltosa.

2.5.1.2.3. Sacarosa

La sacarosa (Figura 17), la cual es conocida y consumida mundialmente como
azucar de mesa, se sintetiza en las hojas y tallos de plantas, mas no en
animales.’ Se forma por la unién de una molécula de glucosa y una molécula de
fructosa a través del enlace glucosidico, el cual estad conectado a diferencia de la
maltosa y lactosa, en ambos carbonos anoméricos.' Cuando la enzima sacarasa
hidroliza una unidad de sacarosa en el organismo, da origen
correspondientemente a los monosacaridos que la conforman: una unidad de D-

glucosa y una de D-fructosa (Figura 25).

CH,OH
OH
OH © CH,OH
OH OH

Figura 17. Sacarosa.
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2.5.1.3. Oligémeros

Consisten en la union de pocas unidades de monosacaridos, generalmente de tres
a diez unidades. A nivel fisiologico, tiene importancia el trisacarido maltotriosa
(Figura 18), el cual se forma por la hidrolisis aleatoria del almidon. Al hidrolizar una
molécula de maltotriosa en el organismo por accién de la enzima a-glucosidasa

(maltasa), se liberan las tres moléculas de D-glucosa (Figura 24)."3

CH,OH CH,OH CH,OH
o) o) o)
OH OH OH
OH O O OH
OH OH OH

Figura 18. Maltotriosa.

2.5.1.4. Polisacaridos

Denominados ademas como glucanos, son una serie de macromoléculas
formadas por un gran numero de mondémeros de un azucar simple (Figura 19).
Estos pueden ir desde las diez unidades de monosacaridos hasta miles de
unidades monoméricas, con pesos moleculares de medianos a altos.' > Estos
difieren entre si debido al mondmero repetitivo, dependiendo de la longitud de la
cadena, por la posicion de los enlaces glucosidicos y por el grado de

ramificacion.!”

CH,OH [ CH,OH 1 CH,OH
o) o) 0
OH OH OH
OH O O OH
OH | OH |n OH

Figura 19. Amilosa (almidén).

7. Nelson, D. & Cox, M. (2019): Principios de Bioquimica, 7a, Omega.
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2.6. Digestion de hidratos de carbono

Los hidratos de carbono de la dieta se integran en su mayoria por polisacaridos.
Los almidones, la celulosa y las dextrinas representan las principales cadenas
poliméricas consumidas, ademas del disacarido sacarosa. A través de la digestion
de los hidratos de carbono, las cadenas poliméricas son hidrolizadas hasta

convertirlas en monosacaridos simples, para ser absorbidos por el cuerpo.™

El primer proceso digestivo de los carbohidratos se realiza en la boca, dicho
proceso comienza cuando el bolo alimenticio tiene contacto con la saliva. Ademas
de la lubricacion y humedad que aporta la saliva, en ella esta presente la enzima
a-amilasa salival, cuya accion consiste en iniciar la hidrolisis de los almidones
consumidos (amilosa y amilopectina). El proceso es realizado unicamente
mientras el bolo alimenticio es mantenido en la boca, puesto que la enzima a-

amilasa salival no es activa en el pH acido del estomago.

El proceso de digestién de los carbohidratos continia en el duodeno, efectuado
por la enzima a-amilasa pancreatica, sintetizada por el pancreas vy liberada en el
jugo pancreatico. La enzima a-amilasa pancreatica, con la misma actividad que la
a-amilasa salival continua con la hidrélisis de los polisacaridos hasta convertirlos
en su forma de disacaridos y oligosacaridos, esencialmente en maltosa y
maltotriosa. El proceso es realizado completamente dado al mayor tiempo de
contacto entre los polisacaridos y la a-amilasa pancreatica, variable de 3 a 5

horas."3

Los oligosacaridos remanentes y los disacaridos son hidrolizados finalmente a
monosacaridos por la accion de las carbohidrasas, principalmente por la maltasa,
la sacarasa y la lactasa, especificas para la maltosa y maltotriosa, la sacarosa y la

lactosa, respectivamente, liberando glucosa, fructosa y galactosa.’
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2.6.1. Enzimas glucosidasas

Representan un conjunto de enzimas, cuya funcidon consiste en catalizar la
hidrdlisis de hidratos de carbono en monosacaridos. Estas son indispensables en
el proceso digestivo, ya que ayudan a que el cuerpo pueda absorber la glucosa.
Reciben su nombre especifico en base al substrato sobre el cual actuan, por el

tipo de enlace hidrolizado y por el mecanismo de accion que llevan a cabo.'®

2.6.1.1. Amilasas
2.6.1.1.1. a-amilasa salival

Rompe los enlaces a-(1,4) glucosidicos de las moléculas de amilosa y

amilopectina, con el fin de generar oligémeros cortos (Figura 20, 21)."3

[ CH,OH
O
OH Amilosa
O
i OH |n
l a-amilasa salival
[ CH,OH
O
OH 3<m<10
O Oligbmeros
B OH |m

Figura 20. Representacion de la hidrélisis de la amilosa efectuada por la a-amilasa.

8 Inamdar, A., Sangawe, V. & Adhapure, N. (2022): “Enzymes in rhizosphere engineering”,

Rhizosphere Engineering, pp. 259-272. Disponible en: https://n9.cl/3x5am

(24)


https://n9.cl/3x5am

LAIH BREPEY

Universidad Auténoma del Estado de Hidalgo

CHZOH CH20H

OH OH )
7 |

CHOH

: . o

Amilopectina OH
O
OH n

a-amilasa salival

CHZOH CH20H 3<m<10
OH

CHOH
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Figura 21. Representacion de la hidrdlisis de la amilopectina efectuada por la a-amilasa.

2.6.1.1.2. a-amilasa pancreatica

Rompe los enlaces a-(1,4) de los oligdmeros de cadena mas corta generados por
la a-amilasa salival con el fin de generar principalmente, maltosa y maltotriosa
(Figura 22).13

CH,OH CH,OH
(0) (0)
OH OH
0] 0] a-amilasa pancreatica

OH Jm  OH ]
CHOH l CH,OH
o) o)

OH OH
Oligobmeros o @)
OH |m OH 0

CH,OH | 0=2,3
o (0] Maltosa y matotriosa

3<m<10

0]
OH m

Figura 22. Representacion de la hidrdlisis efectuada por la a-amilasa pancreatica sobre los

polisacaridos.
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2.6.1.2. a-glucosidasas
2.6.1.2.1. Maltasa

Hidroliza el enlace a-glucosidico de la maltosa o la maltotriosa, liberando dos o
tres moléculas de glucosa respectivamente (Figura 23, 24), que pueden ser

absorbidas por el organismo.'®

CH,OH CH,OH
O o
OH OH
OH 9 OH
OH OH
Maltosa
Maltasa
CH,OH CH,OH
(@) (@)
OH OH
OH OH OH OH
OH Glucosa OH

Figura 23. Representacion de reaccion efectuada por la maltasa sobre la maltosa.

CH,OH CH,OH CH2OH
@) 0] O
OH OH OH
OH O @] OH
OH OH OH
Maltotriosa Maltasa
CH,0OH CH,OH CH,OH
@) O O
OH OH OH
OH OH OH OH OH OH
OH OH OH
Glucosa

Figura 24. Representacion de reaccion efectuada por la maltasa sobre la maltotriosa.
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2.6.1.2.2. Sacarasa

Hidroliza los enlaces a-glucosidicos de la sacarosa, liberando una molécula de
fructosa y una molécula de glucosa (Figura 25), de forma que el organismo es

capaz de absorberlas.’®

CH,OH
o) CHZOHO\OH
OH
OH © CH,OH
OH OH
Sacarosa Sacarasa
CH,OH
o) CHzOHO\OH
OH
OH OH oH CH,OH
OH Glucosa OH Fructosa

Figura 25. Representacion de reaccion efectuada por la sacarasa sobre la sacarosa.

2.6.1.3. B-galactosidasa
2.6.1.3.1. Lactasa

Hidroliza el enlace B-glucosidico de la lactosa, produciendo una molécula de
galactosa y otra de glucosa (Figura 26), con el fin de poder ser procesadas por el

organismo.™3

CHQOH
CHZOH CHon
CH,OH
OH actasa Lactasa
j:r Lactosa Glucosa © Galactosa

Figura 26. Representacion de reaccion efectuada por la lactasa sobre la lactosa.
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2.7. Familia Asteraceae

La familia Asteraceae nombrada también como Compositae es el grupo de plantas
mas amplio de todo el mundo. La familia Asteraceae consta de 32,913 especies,

las cuales se agrupan en 1,911 géneros."®

Las Asteraceae tienen una distribucion cosmopolita, a excepcién de la Antartica,
se encuentran presentes a lo largo de las regiones tropicales y subtropicales de
Norte América, en los Andes, en las regiones del mar Mediterraneo, Asia central,

el este de Brasil, el sur de Africa y el suroeste de China.

De las 32,913 especies, la mayor parte corresponde a especies herbaceas vy el
resto corresponden al tipo arbusto o inclusive arboles, cuya distribucién se
encuentra principalmente en las regiones tropicales de Africa, América del Norte y

del sur y Madagascar.?°

Tabla 4. Géneros de Asteraceae mas abundantes en el mundo.

Género No. de especies aceptadas

Senecio 1600
Hieracium 1411
Vernonia 1000
Cousinia 687
Artemisia 474
Baccharis 400
Mikania 250

19 (2013): “Compositae”, The Plant List. Disponible en: https://n9.cl/4dnec
20.  Panero, Jose L. & Crozier, Bonnie. (2012): “Asteraceae”, Internet Archive, 27 de enero.
Disponible en: https://n9.cl/m631u
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La familia Compositae es de gran importancia a nivel mundial, debido a la gran
demanda alimenticia que cubren, como es el caso de Lactuca sativa, mejor
conocida como lechuga, Cynara scolymus (alcachofa) o Helianthus annuus
(girasol). Asi mismo, son apreciadas desde el punto de vista culinario, como lo son
Cichorium intybus o Taraxacum, para uso ornamental, incluyen diversas especies
tales como Tagetes erecta, conocida principalmente como flor de cempasuchil en

México, Dimorphotheca pluvialis o Cosmos atrosanguineus.

Chamaemelum nobile mayormente conocida como manzanilla, ha sido
ampliamente utilizada en medicina tradicional, asi como /nula helenium o

Santolina chamaecyparissus.

Los constituyentes quimicos de la familia Compositae han sido ampliamente
estudiados, dado su gran campo de aplicacion ya mencionado. Dichos estudios
quimicos han resultado en el aislamiento de mas de 5,000 metabolitos
secundarios, tales como esteroides, terpenos (diterpenos, sesquiterpenos y
triterpenos), alquenos, compuestos fendlicos: flavonoides, cumarinas, acidos
fendlicos, taninos, entre otros.?" 22 23. 24,25 | os terpenos son los mas comunes en
este género, siendo asi que se cuenta con un aproximado de 3,000 estructuras de

sesquiterpenos conocidas.?®

2. Kasterova, E., Revushkin, A. & Zibareva, L. (2019). “Secondary metabolites of some Siberian
species of plants tribe Cynareae (Asteraceae)”’, South African Journal of Botany, 125, pp. 24-
29. Disponible en: https://n9.cl/i4jbb7

22 Jepkoech, C., Kerubo, L., Nchiozem-Ngnitedem, V., Kenanda, E., Guefack, F., Mbaveng, A.,
Kuete, V. & Heydenreich, M. (2022). “Antibacterial secondary metabolites from Vernonia
auriculifera Hiern (Asteraceae) against MDR phenotypes”, Natural Product Research, 36, pp.
3203-3206. Disponible en: https://n9.cl/1fzjl

2% Urzta, A. (2004). “Secondary metabolites in the epicuticle of Haplopappus foliosus dc.
(Asteraceae)”, Journal of the Chilean Chemical Society, 49(2), pp. 137-141. Disponible en:
https://n9.cl/roh8z

24 Schwabe, T., Ferreira, M., Alvarenga, S. & Emerenciano, V. (2003). “Neural Networks for
Secondary Metabolites Prediction in Artemisia Genus (Asteraceae)”, Internet Electronic
Journal of Molecular Design. Disponible en: https://n9.cl/g6m86

25 Funck, V., Susanna, A., Stuessy, T. & Bayer, R. (2009). Systematics, Evolution, and
Biogeography of Compositae. Disponible en: https://n9.cl/odIb7
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2.7.1. Familia Asteraceae en México

México forma parte del conjunto de los doce paises megadiversos,?® siendo
Asteraceae la familia de flora mas grande y diversa comprendida en el territorio
nacional.?”- 2 En México, la familia Asteraceae ostenta una riqueza cuantiosa, la
cual registra 3,057 especies,?’ las cuales se agrupan en 417 géneros. Los géneros
mas notables por el nUmero de especies identificadas, asi como por el numero de
especies endémicas y microendémicas se muestran en la Tabla 5,2 refiriéndose a
especies endémicas a cuyas especies se extienden a lo largo del territorio
mexicano. Las especies microendémicas son aquellas especies cuyo linaje se

restringe a un solo estado del territorio nacional.

Tabla 5. Géneros de Asteraceae mas abundantes en México.

Género Especies Endémicas Microendémicas

Ageratina 167 135 41
Verbesina 164 138 43

Stevia 116 95 19
Erigeron 87 65 16
Brickellia 85 57 11
Acourtia 76 67 14

Bidens 68 43 15

26.
27.

(2023): “4 Qué es un pais megadiverso?", 17 de agosto. Disponible en: https://n9.cl/f4c5k
Villasefor, J. (2016): “Check list of the native vascular plants of Mexico”, Revista Mexicana de
Biodiversidad, 87, pp. 559-902. Disponible en: https://n9.cl/3dgm8

Villasefor, J. (2018): “Diversidad y distribucion de la familia Asteraceae en México”, Botanical
Sciences, 96(2), pp. 332-358. Disponible en: https://n9.cl/tbaea

28.
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Las especies de la familia Asteraceae poseen un perfil quimico deseable desde el
punto de vista farmacoldgico, ya que cuentan con propiedades farmacoldgicas
conocidas, tales como agentes antiinflamatorios, antitumorales, antiparasitarios y
antibacterianos, asi como efecto hepatoprotector, cicatrizante, entre otras. Por tal
razon, han sido ampliamente utilizadas en el territorio nacional como medicina

tradicional.?®

En el estado de Hidalgo, la familia Asteraceae es la mas extensa en cuanto al
nuamero de especies presentes, asi mismo encabeza la lista de las familias mas

utilizadas en la medicina tradicional.3°

Cientos de estudios cientificos han sido llevados a cabo en México con especies
de la familia Asteraceae, siendo algunos de ellos orientados al estudio de las

especies como agentes antidiabéticos.3' 32 3334

2. Lépez, V., Carifio, R. & Zurita, L. (2021): “Ethnopharmacology of the Asteraceae family in
Mexico”, Botanical Sciences, 99(3), pp. 455-486. Disponible en: https://n9.cl/eanhe

3. Pé¢rez, B., Villavicencio, M. & Ramirez, A. (2003): Lista de las plantas dtiles del estado de
Hidalgo, Pachuca, Universidad Auténoma del Estado de Hidalgo.

31 Rivera, S., Vasquez, A., Navarrete, A., Hernandez, M., Linares, E., Bye, R. & Mata, R. (2017):
“Anti-Hyperglycemic Activity of Major Compounds from Calea ternifolia”, Molecules, 22(2).
Disponible en: https://n9.cl/y0dts

82 Castilho, P. & Spinola, V. (2017): “Evaluation of Asteraceae herbal extracts in the
management of diabetes and obesity. Contribution of caffeoylquinic acids on the inhibition of
digestive enzymes activity and formation of advanced glycation end-products (in vitro),
Phytochemistry, 143, pp. 29-35. Disponible en: https://n9.cl/r3wnc

3. Martinez, A., Mazon, A., Cruz, |., Bye, R. & Mata, R. (2017): “Antidiabetic and Antihyperalgesic
Effects of a Decoction and Compounds from Acourtia thurberi’, Planta Medica, 83(6), pp. 534-
544. Disponible en: https://n9.cl/ygt20

3. Ramirez, G., Zavala, M., Pérez, J. & Zamilpa, A. (2012): “In Vitro Screening of Medicinal
Plants Used in Mexico as Antidiabetics with Glucosidase and Lipase Inhibitory Activities”,
Evidence-Based Complementary and Alternative Medicine, 2012. Disponible en:
https://n9.cl/vwcya
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2.8. Género Zaluzania

Se trata de un género de angiospermas, el cual fue descrito por primera vez por
Christiaan Hendrik Persoon, empleando como especie tipo a Zaluzania triloba, la
cual fue publicada en su libro titulado Synopsis Plantarum, tomo Il en 1807.%°
Compete a un género con apenas 14 especies aceptadas, de las 36 especies que

han sido descritas.3®

El género Zaluzania es nativo de México, presente en estados como Jalisco,
Guanajuato, Querétaro, Hidalgo, Aguascalientes, Durango, Puebla, Zacatecas,
Oaxaca, Coahuila, entre otros.?” A excepcidén de Zaluzania grayana, la cual ha

sido reportada encontrada en Arizona y Nuevo México.¢

La Tabla 6 muestra las especies aceptadas del género Zaluzania.3®

Tabla 6. Especies aceptadas del género Zaluzania.

Nombre Nombre

Z. augusta (Lag.) Sch. Bip. Z. megacephala var. coahuilensis Olsen
Z. augusta var. rzedowskii McVaugh Z. mollissima A. Gray

Z. delgadoana B.L. Turner Z. montagnaefolia Sch. Bip.

Z. discoidea A. Gray Z. parthenioides (DC.) Rzed.

Z. durangensis B.L. Turner Z. pringlei Greenm.
Z. grayana B.L. Rob. and Greenm. Z. subcordata W.M. Sharp

Z. megacephala Sch. Bip. Z. triloba (Ortega) Pers.

35 (2023): “Zaluzania Pers”, Tropicos. Disponible en: https://n9.cl/easr8n

%.  Torres. J., Zeferino. R., Ortiz, L., Téllez, M. & Escamilla, R. (2023): “Chemical Composition of
Plants of the Genus Zaluzania”, Natural Product Communications, 18(6), pp 1-10. Disponible
en: https://n9.cl/6yxnx

87. Suarez, M. & Villasefior, J. (2020): “Ecological niche overlap among species of the genus
Zaluzania (Asteraceae) from the dry regions of Mexico”, 153(3), pp. 337-347. Disponible en:
https://n9.cl/052zr
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El género Zaluzania ha sido empleado en la medicina tradicional en el territorio
nacional. Algunos reportes indican que las especies Z. augusta y Z. montagnifolia
poseen propiedades farmacoldgicas para el tratamiento de la diabetes." 38 Algunos
otros indican que las especies Z. montagnifolia y Z. triloba poseen propiedades
farmacologicas abortivas,?® 3° ademas de también poseer propiedades

analgésicas (tratamiento del dolor de estomago) y para el tratamiento de heridas.2°

2.8.1. Composicion quimica del género Zaluzania

La composicion quimica del género Zaluzania ha sido estudiada en algunas de las
especies que lo comprende. Es comun encontrar en este género lactonas
sesquiterpénicas y flavonoides principalmente, ademas de monoterpenos y
sesquiterpenos.®® Entre algunos de sus componentes comunes, se encuentra la
zaluzanina C (Figura 27), la cual ha sido reportada por diversos autores en Z.

augusta, Z. grayana, Z. triloba, Z. parthenoides 'y Z. robinsonii.38: 40 41,42, 43

3. Ruano, N., Pacheco, Y., Lozoya, G., Rubio, E., Ruiz, N., Martinez, Y., Cruz, R., Ramirez, A. &
Ramon, L. (2013): “Lipophilic constituents and some biological activities of hexanic extracts
from Zaluzania montagnifolia, (SCH. BIP.) SCH. BIP. (Asteraceae)”, Agrociencia, 47, pp. 335-
346. Disponible en: https://n9.cl/m7ley

3. Andrade, A. (2008): “Ethnobotanical study of the medicinal plants from Tlanchinol, Hidalgo,
México”, Journal of Ethnopharmacology, 122, pp. 163-171. Disponible en: https://n9.cl/97w0v

40. Romo, A., Cabrera, A., Ortega, A., Romo, J. (1967): “Constituents of zaluzania species-I|
Structures of Zaluzanin C and Zaluzanin D”, Tetrahedron, 23, pp. 3903-3907. Disponible en:
https://n9.cl/v7085

4. Spring, O., Buschmann, H., Vogler, B., Schilling, E. & Hoffmann, M. (1995): “Sesquiterpene
lactone chemistry of Zaluzania grayana from on-line LC-NMR measurements”, Phytochemistry,
39(3), pp. 609-612. Disponible en: https://n9.cl/0en02

42 Jolad, S., Wiedhopf, R. & Cole, J. (1974): “Tumor-Inhibitory Agent From Zaluzania Robinsonii
(Compositae)”, Journal of Pharmaceutical Sciences, 63, pp. 1321-1322. Disponible en:
https://n9.cl/kyl75

43 Dominguez, X., Marroquin, J. & Cardenas, E. (1975): “Isolation of Zaluzanin-C a citotoxic
sesquiterpenelactone from Zaluzania parthenoides”, Planta medica, 28, pp. 89-91. Disponible
en: https://n9.cl/4rtpm
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Se ha reportado ademas la presencia de zaluzanina A, zaluzanina B y zaluzanina

D en especies de este género (Figura 27).36. 38,40, 41, 42, 44

AcO

@) O

Figura 27. De izquierda a derecha, estructuras de la zaluzanina A, B, C y D.

Algunos flavonoides encontrados en algunas de las especies del género son:
kaempferol-3-metiléter (A), kaempferol-3,6-dimetiléter (B), quercetina-3-metiléter

(C) y quercetina-3,6-dimetiléter (D), entre algunos otros (Figura 28).4°

A B C D

R'=0OMe R'=OMe R'=0OMe R'=OMe
R®=H  R®*=0Me R*=H  R®*=OMe

Figura 28. Flavonoides presentes en el género Zaluzania.

4. Ortiz, L., Torres, J., Velazquez, R., Valdez, A., Gayosso, J., Cerda, C. & Joseph, P. (2013):
“Caracterizacion y Cuantificacion de la Zaluzanina A en el té de Zaluzania augusta”, Revista
Latinoamericana de Quimica, pp. 183. Disponible en: https://n9.cl/7mh5v

4. Qlsen, J. & Mabry, T. (1980): “Systematic implications of flavonols in Zaluzania”, Biochemical
Systematics and Ecology, 8, pp. 261-262. Disponible en: https://n9.cl/81icx
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Se ha reportado el aislamiento de esteroles: B-sitosterol y estigmasterol en Z.

parthenoides (Figura 29).43

Figura 29. B-sitosterol (A) y estigmasterol (B).

Ademas, se ha reportado el aislamiento de diterpenos tipo ent-kaureno: acido

gradiflorénico y acido ent-kaurenoico (Figura 30), para Z. montagnifolia.38

HO—\
O
Figura 30. Acido gradiflorénico (A) y &cido ent-kaurenoico (B).

Entre los 18 monoterpenos que han sido identificados en Z. montagnifolia,
destacan por su gran abundancia el alcanfor y borneol en hojas y flores. Entre sus
39 sesquiterpenos identificados, algunos componentes representativos por su gran

copiosidad son germacreno D y B-cariofileno.3¢ 46

4. Villa, N., Pacheco, Y., Rubio, E., Zarate, J., Castro, C. & Ramirez, S. (2018): “Zaluzania
montagnifolia: essential oil composition and biological properties”, Boletin Latinoamericano y
del Caribe de Plantas Medicinales y Aromaéticas, 17(3), pp. 249-258. Disponible en:
https://n9.cl/mfe6u
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2.9. Zaluzania augusta

Z. augusta es una especie endémica de México que fue documentada por primera
vez en 1861 por el botanico aleman Carl Heinrich Schult, la cual publicé en su libro

titulado Flora oder Botanische Zeitung.4": 4 4°

Conocida comunmente como cenicilla o limpia tunas (Figura 31), es un arbusto
que puede llegar a medir hasta 3 m de altura. Sus hojas son de color verde oscuro
con un tono grisaceo en la parte superior (el haz) cuyo tamano de hoja puede
alcanzar hasta los 8 cm de largo por 4 cm de ancho. Los peciolos de las hojas
pueden alcanzar hasta 1 cm de largo. Por lo general, presenta de 5 a 10 flores
liguladas en forma oblonga y de color amarillo, que tienen entre 5 y 8 mm de
longitud. Ademas, cuenta con un gran numero de flores del disco (internas), las
cuales presentan un color amarillo y tienen un tamafio que varia entre 2 y 3 mm de

largo, llegando a sumar de 60 a 100 flores internas.>

En lo que concierne a su distribucion geografica, Z. augusta se localiza en
Aguascalientes, Ciudad de México, Durango, Guanajuato, Hidalgo, Jalisco,
Michoacan, Morelos, Nayarit, Querétaro, San Luis Potosi, Tlaxcala, Veracruz y

Zacatecas (Figura 32).47-51

En la medicina tradicional, se emplea la infusién de la raiz de Z. augusta como un

remedio para tratar la diabetes.??

47.(2023): “Zaluzania augusta (Lag.) Sch. Bip.”, Tropicos. Disponible en: https://n9.cl/4oaxc

48 (1870): Flora oder Botanische Zeitung. Regensburg, 28. Disponible en: https://n9.cl/f2uoh

4. “Zaluzania augusta (Lag.) Sch. Bip”, Global Biodiversity Information Facility. Disponible en:
https://n9.cl/34xof

. Vibrans, H. (2011): “Zaluzania augusta (Lag.) Sch. Bip.”, Conabio. Disponible en:
https://n9.cl/72bgym

5. Olsen, J. (1975): “Zaluzania augusta (Lag.) Sch. Bip.”, Red de Herbarios del Noroeste de
México. Disponible en: https://n9.cl/ojyr4
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Figura 32. Distribucion de Z. augusta en México.*°
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3. JUSTIFICACION

Debido a los antecedentes sobre el uso de la especie Z. augusta en la medicina
tradicional para el tratamiento de la diabetes mellitus, se plantea llevar a cabo un
estudio para investigar la actividad hipoglucemiante de esta planta. Dicha actividad
se pretende evaluar mediante un ensayo in vitro de inhibicion de la enzima a-
glucosidasa, y si resulta positivo, sera de interés cientifico conocer las sustancias
mas abundantes en los extractos. Y finalmente, se pretende evaluar la capacidad
antioxidante por distintas técnicas, debido a la relacion que presenta la diabetes
tipo 2 con el estrés oxidativo,®? factor que da origen a enfermedades del sistema
nervioso central como el Alzheimer, desordenes autoinmunes y antiinflamatorios
como el cancer y artritis reumatoide, trastornos relacionados con el deterioro de la
visién, envejecimiento, entre otras enfermedades,’® 5 ademas de que el estrés

oxidativo tiene relacion directa con la aparicion de la diabetes.*®

Aunque algunas plantas del género Zaluzania han sido estudiadas, es bien
conocido que los metabolitos que una determinada especie es capaz de
biosintetizar depende de varios factores, como lo son el agua, el pH del suelo, tipo
de suelo, temperatura, altitud, entre otros, por lo tanto, cuando una misma especie

se desarrolla en ecosistemas diferentes, ésta puede generar metabolitos distintos.

52 Maritim, A., Sanders, R. & Watkins, J. (2003): “Diabetes, oxidative stress, and antioxidants: A
review”, Journal of Biochemical and Molecular Toxicology, 17(1), pp. 24-37. Disponible en:
https://n9.cl/pOt1w

53 Phaniendra, A., Babu, D., & Periyasamy, L. (2015): “Free Radicals: Properties, Sources,
Targets, and Their Implication in Various Diseases”, Indian Journal of Clinical Biochemistry,
30(1), pp. 11-26. Disponible en: https://n9.cl/kordg

5. Silbel, F. & Girkan, H. (2008): “The role of free radicals in ethiopathogenesis of diseases”,
Advances in Molecular Biology, (1), pp. 1-9. Disponible en: https://n9.cl/ckeuy

5. Florence, T. (1995): “The role of free radicals in disease”, Australian and New Zealand Journal
of Ophthalmology, 23(1), pp. 3-7. Disponible en: https://n9.cl/vrgjvq

(38)
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Por otro lado, en algunos casos los estudios realizados en afios anteriores, no
contaban con los métodos espectroscopicos avanzados del presente, por ello
dichos estudios presentaban limitaciones respecto a la elucidacion estructural de
los metabolitos aislados, dejando algunos de ellos inconclusos. Ademas, estudiar
una especie por primera vez, quimica y biolégicamente, pudiera conducir a
metabolitos nuevos que sean de interés, y por lo tanto, contar con una especie

que sea potencialmente util para el tratamiento de enfermedades.

Tomando en cuenta las consideraciones anteriores, este proyecto describe el
estudio quimico-farmacolégico de una especie de la familia Asteraceae: Z.
augusta, asi, este proyecto pretende contribuir al conocimiento de principios
activos hipoglucemiantes para su posible uso en el tratamiento de la diabetes, una

de las enfermedades mas comunes a nivel mundial.

(39)
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Obtener productos naturales que tengan actividad antidiabética a partir de Z.
augusta del Estado de Hidalgo, mediante aislamiento y caracterizaciéon de sus
principales metabolitos secundarios y evaluacion de la actividad hipoglucemiante

del extracto metandlico para su posible uso en el tratamiento de la diabetes.

4.2. Objetivos especificos

1. Determinar la actividad de inhibicién de la enzima a-glucosidasa del extracto

metanolico.

2. Aislar y caracterizar los principales metabolitos secundarios presentes en los

extractos por métodos cromatograficos y espectroscopicos.
3. Contribuir al conocimiento fitoquimico del género Zaluzania.

4. Llevar a cabo el primer estudio quimico-biolégico de las raices de la especie

Zaluzania augusta.

(40)
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Procedimientos generales

El aislamiento y purificacion de los metabolitos secundarios se realizd6 mediante
técnicas cromatograficas: cromatografia en columna y cromatografia en columna

flash en gel de silice de fase normal.

Durante el fraccionamiento se llevd a cabo el monitoreo de las separaciones
cromatograficas mediante cromatografia en capa fina (TLC), utilizando
cromatofolios de 0.2 mm de espesor. La visualizacion de las placas se realizdé con
una lampara de luz UV UPV modelo UVLS-28 a una longitud de onda de 254 nm.

También, se emple6é como agente revelador una solucion de cloruro de cobalto (II).

Se empled hexano, cloroformo (CHCI3), acetato de etilo (AcOEt), acetona y
metanol (MeOH) para la extraccion y separacion de los metabolitos secundarios,

los cuales fueron obtenidos de manera comercial y se destilaron previo a su uso.

Los experimentos de resonancia magnética nuclear (RMN) en 1D y 2D se
realizaron en un espectrometro Bruker Ascend 400. Los desplazamientos
quimicos de todos los espectros se dan en ppm y no estan referenciados con la
senal del disolvente residual, excepto el Espectro 11, el cual esta referenciado con
la sefal de la acetona-de residual (6c= 29.8). Las constantes de acoplamiento (J)

estan en Hz.

El punto de fusion fue determinado en un aparato Electrothermal modelo IA9000 y

no esta corregido.

El espectro infrarrojo (IR) se obtuvo en pelicula sobre una placa de seleniuro de

zinc en un equipo Perkin EImer modelo GX.

(41)
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La rotacion éptica a 25° ([a]?®) fue medida en un polarimetro Perkin Elmer modelo

341, utilizando lampara de sodio y de mercurio.

La determinaciéon estructural de rayos X de monocristal se realizé utilizando un
difractometro Gemini (Agilent), con detector Atlas usando radiacién de cobre, Cu
Ka (A= 1.54184 A), la correlacion e integracion de datos se llevé a cabo utilizando
los paquetes de software CryAlisPro. La solucion y el refinamiento de la estructura

se efectuaron en el programa Olex 2 v1.2.

Las absorbancias fueron registradas utilizando un espectrofotdmetro Thermo

Electron Corporation modelo Multiskan EX.

5.2. Colecta e identificacion botanica de especie

El material vegetal (Z. augusta) fue recolectado en el municipio de Epazoyucan,

Hidalgo, México, sobre la carretera Pachuca-Tulancingo, el 8 de octubre del 2022.

El ejemplar de la especie fue identificado por el profesor Manuel Gonzélez
Ledesma, director del Herbario del Area Académica de Biologia, ICBI (nimero de

depdsito JM Torres-Valencia 168).

5.3. Obtencion de extractos

5.3.1. Secado y molienda

El material vegetal fue separado en parte aérea y raiz de manera manual,
posteriormente, se secd a la sombra y a temperatura ambiente. El material fue

triturado mecanica y manualmente.
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5.3.2. Extracto metandlico

Se obtuvo el extracto metandlico de las raices de Z. augusta, para ello se efectud
una extraccién por maceracién a partir de 570.69 g de material vegetal seco y
molido (raices), con 1.45 L de MeOH por 8 dias a temperatura ambiente,
posteriormente, se filtré por gravedad y se concentré a presion reducida a una
temperatura de 40°C con ayuda de un rotavapor. Se obtuvo un rendimiento del
3.66% (20.9034 g de extracto seco).

5.3.3. Extracto con hexano, con cloroformo y con acetato de etilo

Se obtuvieron tres extractos de polaridades diferentes, para ello al extracto
metandlico seco de las raices de Z. augusta (10 g) se le adicciond hexanos (250
mL) y se dejo macerando durante 24 h. Posteriormente, se filtr6 y se separo la
fase de hexanos y el residuo no disuelto. La fase de hexanos obtenida se
concentrd. Al residuo insoluble en hexanos se le adiccionaron 250 mL de CHCl3 y
se dejé macerando 24 h. Pasadas las 24 h, se filtré para separar la fase de CHCI3
del residuo insoluble. La fase de CHCI3z obtenida se concentré en el rotavapor. Al
residuo insoluble en CHCI3 se le adicionaron 250 mL de AcOEt y se dejoé macerar
durante 24 h. Luego se filtr6 y se concentré en el rotavapor para obtener el
extracto de AcOEt.

Las fases organicas obtenidas de hexano, CHCI3 y AcOEt fueron secadas y

pesadas. El resto de sdélido insoluble se guardo.

Con el fin de eliminar restos de posibles compuestos no polares, el sélido obtenido
con CHCI3 y con AcOEt fueron lavados con hexanos, cuya fase organica de
hexanos obtenida y solido no disuelto fueron separados por filtracion, los solidos

obtenidos fueron secados.
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5.4. Extraccion y aislamiento de los principales metabolitos secundarios

Se realizé cromatografia en columna empleando 1 g del concentrado obtenido con
AcOEt de Z. augusta, usando la técnica de cromatografia rapida. La columna se
empaco con silice (138 g) y se eluyo utilizando un gradiente de elucién: hexano
(250 mL), hexano-AcOEt (90:10 — 10:90, 250 mL de cada sistema), AcOEt (250
mL) y metanol (200 mL). Se colectaron 45 fracciones de 60 mL, las cuales fueron

monitoreadas por TLC. Se obtuvo un polvo blanquecino en las fracciones 29-33.

Las fracciones 29-33 se cristalizaron mediante la adicion de propanol y hexano en
proporcion 1:3. En todas las fracciones puestas a cristalizar, a excepcion de la
fraccion 32, se obtuvieron cristales del compuesto 1, obteniendo 26.6 mg en 29,
2.3 mg en 30, 9.5 mg en 31 y 15.5 mg en 33, sumando un total de 53.3 mg del

compuesto 1 puro. (Figura 33)

-
24 23

Figura 33. Estructura del acido ceandtico.
El compuesto 1, se analizé mediante RMN de 'H y 3C en 1D y 2D en acetona

deuterada (acetona-ds), posteriormente, una vez que se conocié su estructura, fue

analizado en piridina deuterada (piridina-ds), este ultimo como medio de
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comparacién con lo reportado. Se obtuvo ademas su espectro IR y se analizé por

difraccion de rayos-X de monocristal.

Los eluatos 37-38 y 39-42 se combinaron en 2 fracciones primarias (A [37-38], B
[39-42]) de acuerdo con su la similitud presentada en TLC. Las fracciones A-B se

concentraron y se obtuvieron 16.3 mg de Ay 96.4 mg de B.

La fraccion A (16.3 mg), se purifico mediante cromatografia en columna, usando
silice (24 g) y se eluy6 con hexano-AcOEt (7:3 — 0:1, 50 mL de cada sistema). Se
colectaron 25 fracciones de 16 mL. En la fraccion 14 (6.5 mg), se obtuvo un sdlido

amarillo, el cual analizado por RMN de 'H, derivo en el compuesto 2 (Figura 34).

Figura 34. Estructura de la (—)-4'-O-metilcatequina.

La fraccion B (96.4), se purificé mediante cromatografia en columna, usando silice
(24 g) y se eluyd con hexano-AcOEt (7:3 — 3:7, 50 mL de cada sistema). Se
colectaron 25 fracciones de 18 mL. En la fraccion 4 (35.7 mg), se obtuvo un sdélido
amarillo, el cual analizado por RMN de 'H, derivd en la mezcla de compuestos 4
(Figura 35) y 5 (Figura 36).
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Figura 36. Estructura de la (—)-galocatequina.

Se realizé cromatografia en columna empleando 1 g del concentrado obtenido con
CHCI3 de Z. augusta, usando la técnica de cromatografia rapida. La columna se
empaco con silice (138 g) y se eluyd utilizando hexano-CHCI3 (60:40 — 10:90, 250
mL de cada sistema). Se colectaron 30 fracciones de 50 mL, las cuales fueron
monitoreadas por TLC. En la fraccion 18 se obtuvieron cristales, los cuales fueron
analizados mediante RMN de 'H, cuyo andlisis derivé en el compuesto 3 (22.2 mg)
(Figura 37).
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Figura 37. Estructura del B-sitosterol.

5.5. Determinacion de la capacidad antioxidante método DPPH

El ensayo antioxidante mide el decremento en la absorbancia del radical DPPH
(2,2-difenil-1-picrilhidracilo), dada la reaccién con el antioxidante de prueba (Figura
38).% Para evaluar esta actividad se siguio el protocolo reportado por Lim y Teo

(2019) con algunas modificaciones.®’

N02 NOZ
: A-H H :
02N N—N OzN N—N + A
pppH  NO DPPH-H NO,

Figura 38. Reaccion de actividad antioxidante con el radical DPPH.

. Friaa, O. & Brault, D. (2006): “Kinetics of the reaction between the antioxidant Trolox and the
free radical DPPH" in semi-aqueous solution”, Organic & Biomolecular Chemistry, 4, pp. 2417—
2423. Disponible en: https://n9.cl/q60w1

5. Lim, W. & Teo, S. (2019): “Identification of antioxidant properties of Morus rubra”, International
Journal of Complementary & Alternative Medicine, 12(1), pp. 31-34. Disponible en:
https://n9.cl/xcux1a
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Para evaluar esta actividad se utilizé el extracto metandlico de las raices de Z.

augusta (muestra). En tubos Eppendorf se mezclaron 200 pyL de la respectiva
dilucion del extracto metandlico de prueba (muestra) con 1000 pyL de una solucion
0.1 mM de DPPH (Tabla 7), se homogeneizé y se dejé en reposo por 30 min a
temperatura ambiente en oscuridad. Se midié la absorbancia a 517 nm una vez

completados 30 minutos de incubacion.

Tabla 7. Ensayo de la capacidad antioxidante DPPH.

Experimento Concentraciéon de muestra Volumen de Volumen de
(mg/mL) muestra (uL) DPPH (uL)

1 0.5 200 1000

2 0.1 200 1000

3 0.05 200 1000

4 0.02 200 1000

Se utilizé una solucion de Trolox como agente antioxidante de referencia, para ello,
se realizé una curva de calibracién, utilizando un gradiente de concentracion de
una solucién de Trolox. Se preparé una solucibn madre de Trolox a una
concentracion de 1000 uM (se utilizaron 12.515 mg de Trolox y se disolvieron en

50 mL de EtOH). La curva de calibracion se construyd de acuerdo a la Tabla 8.

Tabla 8. Curva de calibracion Trolox para DPPH.

. Concentracion de Trolox Volumen de Trolox Volumen de EtOH
Experimento

(UM) (uL) (ML)
1 1000 2000 0
2 800 1600 400
3 600 1200 800
4 400 800 1200
5 200 400 1600
6 100 200 1800
7 0 0 2000
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Los resultados fueron expresados como actividad antioxidante equivalente a mmol
de Trolox por gramo de extracto (mmol EqT/g), interpolando los datos obtenidos a

través de la ecuacion de la recta con la curva de calibracion obtenida.

5.6. Determinacion de la capacidad antioxidante método ABTS

El ensayo antioxidante mide el decremento en la absorbancia del radical ABTS™*
(acido 2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolin)-6-sulfénico), dada la reaccion con el

antioxidante de prueba (Figura 39).%8

CaHls - CoHs -

_ N SO, 5 N SO,
038 S ]©/ 3 S _< D/ +o
N= _ N=
T o T

N N
C,Hs  ABTS™ CHs  ABTS

Figura 39. Reaccién de actividad antioxidante con el radical ABTS™.

Para evaluar esta actividad se siguio el protocolo reportado por Kim et al. (2002)
con algunas modificaciones.®® El radical ABTS™, se obtuvo tras llevarse a cabo la
reaccion de ABTS 7 mM con persulfato potasico (2.45 mM, concentracion final),
incubados a temperatura ambiente y en oscuridad durante 16 horas. Una vez
formado el radical ABTS™, se diluyd con agua destilada hasta obtener un valor de
absorbancia de 0.70 (£0.02) a 754 nm (longitud de onda de maxima absorcién), a

esta disolucion se le llamo solucidon estandarizada.

. llyasov, |, Beloborodov, V., Selivanova, I. & Terekhov, R. (2020): “ABTS/PP Decolorization
Assay of Antioxidant Capacity Reaction Pathways”, International Journal of Molecular
Sciences, 21(3), pp. 1-27. Disponible en: https://n9.cl/f2b3v

% Kim, D, Lee, K., Lee, H. & Lee, C. (2002): “Vitamin C Equivalent Antioxidant Capacity (VCEAC)
of Phenolic Phytochemicals”, Journal of Agricultural and Food Chemistry, 50, pp. 3713-3717.
Disponible en: https://n9.cl/mfe6u
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En tubos Eppendorf se agregaron 980 pL de dilucién del radical ABTS™

estandarizada y se anadieron 20 yL de la dilucion del extracto metandlico de
prueba correspondiente (muestra) (Tabla 9). La absorbancia se midié

transcurridos 30 minutos de reaccion a 754 nm.

Tabla 9. Ensayo de la capacidad antioxidante ABTS.

Experimento Concentracion de muestra Volumen de Vqurrl?n de
(mg/mL) muestra (uL) ABTS™ (uL)

1 1 20 980

2 0.5 20 980

3 0.1 20 980

4 0.05 20 980

El antioxidante de referencia, Trolox, se analizé en un rango de concentraciones
de 0-1000 pM en EtOH, utilizando las mismas condiciones del método DPPH
(Tabla 8).

Los resultados fueron expresados como actividad antioxidante equivalente a mmol
de Trolox por gramo de extracto (mmol EqT/g), interpolando los datos obtenidos a

través de la ecuacion de la recta con la curva de calibracion obtenida.

5.7. Determinacion de la capacidad antioxidante método FRAP

El ensayo antioxidante mide el cambio en la absorbancia en la reaccion de
reduccion del complejo Fe(lll)-TPTZ al complejo Fe(ll)-TPTZ con el antioxidante
de prueba (Figura 40).6° Para evaluar esta actividad se siguid el protocolo

reportado por Benzie y Strain (2002) con algunas modificaciones.®’

60 Wojtunik, K. (2020): “Approach to Optimization of FRAP Methodology for Studies Based on
Selected Monoterpenes”, Molecules, 25(22). Disponible en: https://n9.cl/w93gn

6. Benzie, |. & Strain, J. (1996): “The Ferric Reducing Ability of Plasma (FRAP) as a Measure of
“Antioxidant Power”: The FRAP Assay”, Analytical Biochemistry, 239, pp. 70-76. Disponible en:
https://n9.cl/skt79
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Fe™—TPZT + A Fet2—TPZT + A

Figura 40. Reaccion de reduccion del complejo Fe®*-TPZT.

Para evaluar esta actividad se utilizd el extracto metandlico de las raices de Z.
augusta (muestra). Se prepard una solucion buffer de acetato de sodio y acido
aceético 0.3 M, a un pH de 3.6, una solucién de TPTZ 10 mM aforada con HCI y

una solucion de FeCls;-6H20 a una concentracion de 20 mM.

Para preparar el reactivo FRAP (complejo Fe(lll)-TPTZ), se mezclaron 25 mL de la
solucién buffer de acetato de sodio 0.3 M, 2.5 mL de la solucién TPTZ 10 mM y
2.5 mL de la solucién de FeClz-6H20 20 mM.

En tubos Eppendorf, se agregaron 10 uL de cada extracto metandlico de prueba a
su respectiva concentracion (Tabla 10), con 300 uL del reactivo FRAP recién
preparado y 30 yL de agua. La absorbancia de las muestras de estudio fue

medida a 593 nm después de 30 minutos de incubacion a oscuridad.

Tabla 10. Ensayo de la capacidad antioxidante FRAP.

Experimento Concentracion de Volumende  Volumende Volumen de
muestra (mg/mL) muestra (uL) FRAP (uL) H2O (ulL)
1 0.1 10 300 30
2 0.04 10 300 30
3 0.02 10 300 30
4 0.01 10 300 30

Se construyd una curva de calibracion, utilizando un gradiente de concentraciéon
de una solucién de FeS0O4-7H20. Se prepard una solucion madre de FeSO4-7H.0
a una concentracién de 1000 uM. La curva de calibracién se construy6 de acuerdo
ala Tabla 11.
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Tabla 11. Curva de calibracion FeSO4:7H20.

Experimento Concentracion de Volumen de Volumen de

FeS0O4-7H20 (UM) FeSO4:7H20 (uL) H20 (uL)
1 0 0 1000
2 100 100 900
3 250 250 750
4 500 500 500
3 750 750 250
6 1000 1000 0

Los resultados fueron expresados en pmol de FeSO4-7H20 por gramo de extracto
(Mmol FeS0O4-7H20/g), interpolando los datos obtenidos a través de la ecuacion de

la recta con la curva de calibracion obtenida.

5.8 Evaluacion de la actividad inhibitoria de la enzima a-glucosidasa

El ensayo de la actividad de la enzima a-glucosidasa mide la absorbancia del p-
nitrofenol generado a través de la hidrdlisis del p-nitrofenol-a-D-glucopirandsido (p-
NPG) (Figura 41) utilizado como sustrato para poder determinar la actividad

inhibitoria de la enzima a-glucosidasa del extracto de prueba.®?

OH HO NO,

O a-glucosidasa @)
Hﬂmo OH *
p-NPG \©\ OH OH
NO,

OH OH

p-nitrofenol

Figura 41. Hidrdlisis del p-NPG por la enzima a-glucosidasa

62. Lankatillake, C., Luo, S., Flavel, M., Lenon, G., Gill, H., Huynh, T. & Dias, D. (2021):
“Screening natural product extracts for potential enzyme inhibitors: protocols, and the
standardisation of the usage of blanks in a-amylase, a-glucosidase and lipase assays”, Red de
Plant Methods, 17(3), pp. 2-19. Disponible en: https://n9.cl/x3ygw
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Para evaluar la capacidad de inhibicion de los extractos, se siguieron protocolos
establecidos.% % Para ello se empled la enzima a-glucosidasa de Saccharomyces
cerevisiae a una concentracion de 0.1 U/mL disuelta en una solucién
amortiguadora de fosfatos (PBS, por sus siglas en inglés) 100 mM a un pH de 6.8.

El sustrato p-NPG fue disuelto en PBS a una concentracion de 5 mM.

Las mediciones realizadas fueron evaluadas por triplicado en placa ELISA de 96
pozos, mediante la adicion de alicuotas de 20 yL de los inhibidores de prueba
(extracto), 60 pyL de sustrato (p-NPG) y el volumen necesario de la solucion de
PBS para alcanzar un volumen total de 200 uL. Posteriormente, las mezclas de
reaccion fueron incubadas durante 5 minutos, a una temperatura de 37°C.
Después de este periodo de incubacion, se agregaron 30 pL de la solucién
enzimatica y se registro la absorbancia en el tiempo cero a 405 nm. Seguido, las
muestras se incubaron a 37°C durante 30 minutos y se registrd la absorbancia en

el tiempo final.

Como control positivo (CP), se empled acarbosa, en un rango de concentraciones
de 20 - 2x10-° mg/mL disuelta en PBS. Para el control negativo (CN), el blanco (B)
y el control negativo no enzimatico (CNnE), se procedié de la misma manera que

en los extractos de prueba, como lo indica la Tabla 12.

63 Kim, Y., Jeong, Y., Wang, M., Lee, W. & Rhee, H. (2004): “Inhibitory effect of pine extract on
alpha-glucosidase activity and postprandial hyperglycemia”, Nutrition, 21, pp. 756-761.
Disponible en: https://n9.cl/zjt20

64 Matsui, T., Yoshimoto, C., Osajima, K., Oki, T. & Osajima, Y. (1996): “In vitro survey of alpha-
glucosidase inhibitory food components”, Bioscience, Biotechnology, and Biochemistry, 60(12),
pp. 2019-2022. Disponible en: https://n9.cl/sz6lem
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Tabla 12. Ensayo de actividad inhibitoria de la enzima a-glucosidasa.

Solucion CP CN B CNnE
PBS 100 mM (uL) 120 120 150 150
Extracto de prueba (uL) 0 0 0 20
Acarbosa (uL) 20 O 0 0
p-NPG 0.5 mM (uL) 60 60 60 60
Solucién enzimatica 0.1 U/mL (uL) 30 30 O 0
MeOH (uL) 0 20 20

La actividad del extracto metandlico se calculd como porcentaje de inhibicidn,

utilizando la siguiente ecuacion:

o (DA — AAg) — (DAY — DAcnne)
Inhibiciéon (%) = 100%
(%) (DA, — DAg) °

Donde:
A= Diferencia de las absorbancias entre el tiempo 0 y 30 min.

M= muestra (inhibidor de prueba)

Se determind el valor de la concentracion inhibitoria media maxima (ICso) a partir

de ecuacion de la recta, interpolando los datos obtenidos.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Compuestos aislados de Z. augusta

El extracto metandlico de la raiz de Z. augusta, permitid el aislamiento mediante
técnicas cromatograficas del acido ceandtico (1), de la (-)-4'-O-metilcatequina (2),
del B-sitosterol (3) y una mezcla de dos compuestos (4 y 5). Las estructuras de
estos compuestos fueron elucidadas mediante el empleo de diversas técnicas
espectroscopicas, principalmente RMN en 1D y 2D, espectroscopia infrarroja y
Rayos X. De acuerdo a la literatura quimica, los compuestos 1 y 2, no habian sido
aislados en el género Zaluzania.*® Mientras que, el compuesto 3, no habia sido
aislado en la especie augusta, pero si en el género Zaluzania (Unicamente en Z.

parthenioides).3% 44

Compuestos del tipo triterpeno, flavonoides del tipo catequina y galocatequina no
han sido identificados ni aislados en especies de Zaluzania, siendo esta la primera

vez que caracterizan dos de ellos en el género.3¢

6.1.1. Elucidacién estructural del acido ceanético (1)

El compuesto 1 (53.9 mg), se aislé como un sdlido blanco cristalino. En el espectro
IR (Figura 42), se observaron bandas caracteristicas del estiramiento de los
enlaces polares C-H en 2944 cm!, una banda de estiramiento caracteristica de un
grupo alcohol (C-3) en 3471 cm™', una banda de absorcién de grupo carbonilo (C-2
y C-28) en 1687 cm™', ademas de una banda de absorcién de un grupo metileno
(C-20y C-30) en 1738 cm™.
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Figura 42. Espectro infrarrojo del compuesto 1 adquirido en pelicula.

En el espectro APT (Espectro 1), se pueden observar 30 sefales para atomos de
carbono, de los cuales, 6 corresponden a grupos metilo (CH3), 9 a metilenos (CH>),

6 a metinos (CH) y 9 correspondientes a carbonos cuaternarios (C).

En el espectro de RMN de '3C (Figura 43) en acetona-ds, se detectaron 30 sefiales
distintas (Tabla 13), que coinciden con numero de carbonos del compuesto 1.
Dichas sefales fueron asignadas en tu totalidad con ayuda del espectro APT y en

comparacion con los desplazamientos descritos por Li et al. (1997)°.

85 Li. X,, Cai. L. & Wu, C. (1997): “Antimicrobial compounds from Ceanothus americanus against
oral pathogens”, Phytochemistry, 46. Disponible en: https://n9.cl/3ga6bn
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Tabla 13. Datos de RMN 3C (400 MHz) en acetona-ds del acido ceanotico.

Carbono Tipo dc Carbono Tipo Oc

1 CH 653 16 CHz 32.0
2 C 1756 17 C 55.9
3 CH 842 18 CH 491
4 C 43.0 19 CH 470
S CH 56.5 20 C 150.7
6 CH2 184 21 CH, 304
7 CHz 34.0 22 CH2 36.7
8 C 42.9 23 CHs 305
9 CH 444 24 CHs 19.0
10 C 49.00 25 CHs 17.9
11 CHz 235 26 CHs 16.1
12 CH, 254 27 CHs 143
13 CH 385 28 C 176.6
14 C 41.5 29 CHs 109.0
15 CHz 298 30 CH2, 18.8

10 15 23
17 18 4 57 2 20

i

5 19 9 16
1413 23 1
29
1
l . A . e . stk A \
- T T T T r

8
1‘80 1;"0 léU 15‘0 140 150 120 l]I.D 160 a0 80 70 6‘0 50 4—‘0 3 2‘0
Figura 43. Espectro de RMN de '3C del compuesto 1 adquirido a 400 MHz en acetona-de.

ppm
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En el espectro de RMN de 'H en acetona-ds (Figura 44), se observaron cinco

sefales simples en 1.12, 1.09, 0.99, 0.98 y 0.93 ppm correspondientes a grupos
metilo Me-25, Me-23, Me-26, Me-27 y Me-24 respectivamente. Se observo una
sefal simple en 1.70 ppm correspondiente al Me-30 unido al alqueno. En 2.35 y
3.05 ppm se observaron dos sefales triples de dobles correspondientes a los
protones H-13 y H-19 respectivamente. La sefial simple en 2.55 ppm fue asignada
a proton H-1. La senal simple en 4.16 ppm se asigno al protdén base de oxigeno H-
3. Las senales simples en 4.73 y 4.60 ppm fueron asignadas a los protones
vinilicos H-29 y H-29’ (Tabla 14). Dichas sefales fueron asignadas con ayuda del
espectro HSQC (Espectro 2) y HMBC (Espectro 4), ademas de la comparacion

con los desplazamientos descritos por Li et al. (1997)8°.

Tabla 14. Datos de RMN "H (400 MHz) en acetona-ds del acido ceandtico.

Hidrégeno OH J (Hz)
1 2.55 (s)
3 4.16 (s)
13 2.35 (td) 4,12
19 3.05 (td) 5,11
23 1.09 (s)
24 0.93 (s)
25 1.12 (s)
26 0.99 (s)
27 0.98 (s)
29 4.73 (s), 4.60 (s)
30 1.70 (s)
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Figura 44. Espectro de RMN de 'H del compuesto 1 adquirido a 400 MHz en acetona-d6.

Las correlaciones del espectro HMBC (Espectro 4), se muestran en la siguiente
tabla, las cuales fueron utilizadas como medio de confirmacién en la asignacion de

los atomos de carbono e hidrogeno.

Tabla 15. Correlaciones en el espectro HMIBC (400 MHz) en acetona-de del acido ceandtico.

Hidrégeno Correlacion (C) Hidrégeno Correlacion (C)
1 3,5,9,25 16 15, 18, 22
2 1,3,25 17 13, 15, 16, 18, 21, 22
3 1, 23,24 18 12,13, 16, 19, 21, 22, 29
4 1,3,5,6, 23,24 19 18, 21, 22, 29, 30
5 1,3,6,7,23, 24,25 20 18, 19, 21, 29, 30
6 57 21 18, 19, 22, 29
7 5,6,9, 26 22 16, 18, 19, 21
8 6,7,9, 11,13, 15, 26, 27 23 3,5,24
9 1,5,7,11,12, 25, 26 24 3,5,23
10 1,3,5,6,9,11,25 25 1,5,9
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11 9,12,13 26 7,9
12 9,11,13,18 27 13,15
13 11,12, 15, 18, 19, 27 28 16, 18, 22
14 7,9,12,13, 15, 16, 18, 26, 27 29 19, 30
15 16, 27 30 19, 29

En el espectro de RMN de '3C en piridina-ds (Espectro 6), se identificaron 30
sefales distintas, confirmando el numero de atomos carbono del compuesto 1. Los
datos obtenidos comparados con los reportados en la literatura en el mismo

disolvente,®® se muestran en la Tabla 16.

Tabla 16. Comparacion de datos de RMN '3C (400 MHz) en piridina-ds del acido ceanotico.®®

Carbono Tipo &c Ref &c Exp Carbono Tipo &c Ref &c Exp

1 CH 67.0 66.8 16 CHz 329 32.7
2 C 1780 177.9 17 C 56.6 56.4
3 CH 847 84.5 18 CH 49.7 495
4 C 43.8 43.6 19 CH 476 474
5 CH 57.0 56.8 20 CcC 1512 1509
6 CHz 191 18.9 21 CHz 313 31.0
7 CH., 347 34.5 22 CH, 37.5 37.3
8 C 43.5 433 23 CHs 31.5 31.2
9 CH 451 44.8 24 CHs; 20.3 20.1
10 C 496 494 25 CHs 18.8 18.6
11 CH, 24.2 24.0 26 CHs 17.0 16.8
12 CH2 26.2 26.0 27 CHs 151 14.8
13 CH 39.1 38.9 28 C 1788 178.7

14 C 421 41.9 29* CHz 19.6 1095
15 CH2, 30.5 30.3 30* CHs 109.8 193

*Atomos de hidrégenos intercalados en su numeracion por la referencia.

(e0)
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En el espectro de RMN de 'H en piridina-ds (Espectro 7), se observaron cinco

sefales simples en 1.41, 1.37, 1.26, 1.13 y 1.05 ppm correspondientes a grupos
metilo Me-25, Me-23, Me-26, Me-27 y Me-24, respectivamente. Se observd una
sefal simple en 1.64 correspondiente al Me-30 unido al alqueno. En 2.76 y 3.49
ppm se observaron dos sefales triples de dobles correspondientes a los protones
H-13 y H-19, respectivamente. La sefal simple en 3.19 ppm fue asignada al protén
H-1. La sefal simple en 4.17 ppm se asigné al proton base de oxigeno H-3. Las
senales simples en 4.84 y 4.64 ppm fueron asignadas a los protones vinilicos H-29
y H-29’ (Tabla 17).

Los datos obtenidos comparados con los reportados en la literatura en el mismo

disolvente,®® se muestran en la Tabla 17.

Tabla 17. Comparacion de datos de RMN 'H (400 MHz) en piridina-ds del acido ceanético.®

Hidrégeno OH Ref on Exp JExp (Hz) JRef (Hz)
1 3.19 (s) 3.19 (s)
3 4.18 (s) 4.17 (s)
13 2.76 (dt) 2.76 (td) 12,3 12,3
19 3.49 (m) 3.49 (td) 11,4
23 1.42 (s) 1.37 (s)
24 1.27 (s) 1.05 (s)
25 1.38 (s) 1.41 (s)
26 1.15 (s) 1.26 (s)
27 1.07 (s) 1.13 (s)
29 1.66 (s) *4.84 (s), 4.64 (s)
30 4.85 (s), 4.66 (s) 1.64 (s)

*Atomos de hidrégenos intercalados en su numeracion por la referencia.

(s1)
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La rotacién optica especifica con lampara de sodio fue de [a]3® =+ 31.05(c 0.96,

MeOH), dicha rotacién oéptica concuerda con lo reportado en la literatura.®®
Ademas, se midio la rotacién oOptica especifica con lampara de mercurio a 578,
546, 436 y 365 nm (Tabla 18).

Tabla 18. Rotacion optica especifica a con lampara de mercurio a diferentes longitudes de onda.

Longitud de onda (hm) 578 546 436 365
[a]® +32.63 +37.26 +65.47 +108.21

El punto de fusion determinado para el compuesto 1, fue de 333-334°C, el cual

concuerda con lo reportado.®

Figura 45. Estructura molecular del acido ceanético (1) determinada por difraccién de rayos X.

6.1.2. Elucidacion estructural de la (-)-4'-O-metilcatequina (2)

Se aislaron 6.5 mg del compuesto 2 como un sélido amarillo

(62)
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En el espectro de RMN de '3C (Figura 46) en acetona-ds, se observaron 16

sefales distintas (Tabla 19), correspondientes al numero de carbonos del
compuesto 2. Dichas sefiales fueron asignadas en su totalidad con ayuda del
espectro HSQC (Espectro 8) y por comparacion con los desplazamientos descritos

por Marimoto et al. (1984)°%5,

Los datos obtenidos comparados con los reportados en la literatura en el mismo

disolvente,® se muestran en la Tabla 19.

Tabla 19. Comparacion de datos de RMN '3C (400 MHz) en acetona-ds de la (-)-4'-O-

metilcatequina.®®

Carbono Tipo &c Ref &cExp Carbono Tipo &c Ref &cExp

2 CH 82.1 82.6 8a C 1574 157.8

3 CH 68.0 683 1 C 133.0 1335

4 CH> 28.1 2891 2’ CH 115.0 115.0

4a C 1004 100.6 3 C 1469 147.2

C 156.4 156.9 4 C 1481 148.1
5
6

CH 952 955 CH 1120 112.1
C 1570 157.2 ’ CH 1196 1197
CH 96.1 96.2 OMe CHs ©56.3 56.3

0 N O O

66.  Marimoto, S., Nonaka, G., Nishioka, |., Ezaki, N. & Takizawa, N. (1984): “Tannins and Related
Compounds. XXIX. Seven New Methyl derivatives of Flavan-3-ols and 1,3-Diarylpropan-2-ol
from Cinnamomum cassia, C. obtusifolium and Lindera umbellata var. membranacea’,
Chemical and Pharmaceutical Bulletin, 6. Disponible en: https://n9.cl/a1s5h
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Figura 46. Espectro de RMN de '3C del compuesto 2 adquirido a 400 MHz en acetona-d6.

En el espectro de RMN de 'H en acetona-ds (Figura 47), se observaron tres
sefales multiples en 2.55, 2.93 y 4.03 ppm correspondientes a los protones H-4[3,
H-4a y H-3 respectivamente. En 3.98 y 4.62 ppm se observaron dos sefiales
dobles correspondientes al protdon base de oxigeno H-3 y al protéon H-2
respectivamente. Las sefales dobles en 5.90 y 6.05 ppm fueron asignadas a los
protones H-6 y H-8, respectivamente. La sefal doble de dobles en 6.87 ppm se
asigno al protén H-6’. En 6.93 y 6.93 ppm se observaron dos sefiales dobles
correspondientes a los protones H-5’ y H-2’, respectivamente. Las sefales simples
en 8.04 y 8.24 ppm se asignaron a los protones bases de oxigeno H-5 y H-7,

respectivamente.

Finalmente, se observd una sefal simple en 3.86 ppm correspondiente al grupo
metilo Me-4’, cuya union al atomo de oxigeno del C-4’ forma la 4’-O-metilcatequina
(Figura 34), dicha union se propone en base al acoplamiento del H-5 con los
hidrogenos del OMe del C-4’ en el espectro COSY (Espectro 9).

(64)
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Las sefales fueron asignadas en su totalidad, con ayuda del espectro COSY

(Espectro 9) y en comparacion con los desplazamientos descritos por Marimoto et
al. (1984)%. Los datos obtenidos comparados con los reportados en la literatura en

el mismo disolvente,®® se muestran en la Tabla 20.

OMe

7OH 50H 8 6 ‘

3 A
_ ‘U_d_.'\‘_._ =] o B "‘T"“"-‘h*._ il _1__ﬁ s _,a“h-'“_-‘l‘t‘.l ‘L.— S ,/" "\,__, AJ-W[ o

\\
84 82 B0 78 76 74 72 70 68 66 64 62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24
ppm

Figura 47. Espectro de RMN de 'H del compuesto 2 adquirido a 400 MHz en acetona-d6.

30H

Tabla 20. Comparacion de datos de RMN 'H (400 MHz) en acetona-ds de la (-)-4'-O-

metilcatequina.®®

Hidrogeno  on Ref onExp JExp (Hz) J(Hz)Ref

2 4.61(d) 4.62(d) 8 8
3 4.00 (m) 4.03 (m)
4a 3.20 (m) 2.93(dd) 16,5
4B 230 (m) 2.55(dd) 16,8
5.89(d) 5.90 (d) 2 2
6.03(d) 6.05 (d) 2 2
2 6.90 (d) 6.93 (d) 2 2

(e5)
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OMe 3.84 (s) 3.86(s)
5 6.95(d) 6.93(d) 8 8
6’ 6.81 (dd) 6.87 (dd) 2,8 2,8

Con base en la constante de acoplamiento observada para el atomo de hidrégeno
en la posicién 2, el sustituyente del C-2 esta en orientacion trans con respecto al

sustituyente en C-3.%6

La rotacién optica especifica a 25°C con lampara de sodio fue de [0]3° =— 7.2 (c
0.65, MeOH), dicha rotacion éptica es proxima al valor reportado en la literatura,®®
pero de signo contrario, teniendo en este caso el enantiomero levdgiro, la (-)-4'-O-

metilcatequina (Figura 34).

6.1.3. Elucidacion estructural del B-sitosterol (3)

El compuesto obtenido 3 (22.2 mg) se aislé como un sdélido cristalino.

En el espectro de RMN de 'H en CDCls (Figura 48), se observd una sefial multiple
en 3.41 ppm (J= 11, 5) correspondiente al proton H-3. La sefial doble en 5.33 ppm
(J= 4) se asigno al proton H-6. Las senales dobles en 0.81 (J=8), 0.85 (J=7) y
0.92 ppm (J= 6) fueron asignadas a los protones H-26, H-27 y H-21
respectivamente. En 1.01 y 0.68 ppm se observaron dos sehales simples
correspondientes a los protones H-18 y H-19. Se asign6 a dicho compuesto en

comparacion con datos reportados.f7- 68

67.  Prakash, V. & Prakash, |. (2012): “Isolation of Stigmasterol and B-Sitosterol from the
dichloromethane extract of Rubus suavissimus”, International Current Pharmaceutical Journal,
9. Disponible en: https://n9.cl/b8zckv

68 Cayme, J. & Ragasa, C. (2004): “Structure elucidation of B-stigmasterol and B-sitosterol from
Sesbania grandiflora (Linn.) Pers. and B-carotene from Heliotropium indicum Linn. by NMR
spectroscopy”, KIMIKA , 20. Disponible en: https://n9.cl/xedwme

(e6)
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Figura 48. Espectro de RMN de 'H del compuesto 3 adquirido a 400 MHz en CDCls.

6.1.4. Elucidacion estructural parcial de la (-)-4'-O-metilgalocatequina (4) y
de la (-)-galocatequina (5)

La mezcla de compuestos 4 y 5 fue aislada como un sélido amarillo (35.7 mg).

En el espectro de RMN de 'H en acetona-ds (Figura 49) se observaron tres
sefales multiples en 2.56, 2.87 y 4.03 ppm correspondientes a los protones H-4(3,
H-4a y H-3 respectivamente. En 4.13 y 4.59 ppm se observaron dos sefiales
dobles correspondientes al protdon base de oxigeno H-3 y al protéon H-2
respectivamente. Las sefiales dobles en 5.91 y 6.04 ppm fueron asignadas a los
protones H-8 y H-6 respectivamente. La sefal simple en 6.49 ppm se asigné a los
protones H-6' y H-2'. En 8.05 ppm se observé una senal simple correspondiente a
los protones bases de oxigeno H-3’ y H-5’. Las sefiales simples en 8.10 y 8.27

ppm se asignaron a los protones bases de oxigeno H-5 y H-7 respectivamente.
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Finalmente, se observd una sefal simple en 3.80 ppm correspondiente al grupo

metilo Me-4’, cuya unién al atomo de oxigeno del C-4° forma la 4'-O-
metilgalocatequina (Figura 35). Los datos obtenidos comparados con los

reportados,®® se muestran en la Tabla 21.

Tabla 21. Comparacion de datos de RMN 'H (400 MHz) de la (-)-4'-O-metilgalocatequina.®®

Hidrogeno ©on Ref* onExp ™™ JExp (Hz)** JRef(Hz)*

2 459 (s) 4.59 (d) 7
3 3.99 (m) 4.03(m)

4a 2.84 (dd) 2.87 (dd) 16,5 16,5
48 2.56 (dd) 2.56 (dd) 16, 8 16, 8
6 5.95(d) 6.04 (d) 2 2
8 5.86(d) 5.91(d) 2 2

2,6  6.42(s) 6.49(s)
OMe  3.80(s) 3.80(s)

*En metanol-d4

**En acetona-ds

OMe

3O0H,5'0H
50H
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Figura 47. Espectro de RMN de 'H del compuesto 4 adquirido a 400 MHz en acetona-d6.
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Con base en la constante de acoplamiento observada para el atomo de hidrégeno
en la posicidn 2, el sustituyente del C-2 esta en orientacion trans con respecto al

sustituyente en C-3.96

Ademas, se observd una sefal doble de dobles en 2.75 ppm (J= 16, 3)
correspondiente al proton H-4a. En 4.25 y 5.95 ppm (J= 2) se observaron dos
sefales dobles correspondientes al proton base de oxigeno H-3 y al protén H-8
respectivamente. La sefal simple en 6.62 ppm se asigno a los protones H-6’ y H-2’
(Espectro 10). Dichas sefales aparecen en menor abundancia a las reportadas en
el compuesto 4, con lo cual, se propone la mezcla de dos compuestos similares,
con cambio en el sustituyente en C-4’, este segundo compuesto se propone con
sustituyente OH en el C-4’, debido a la senal en 7.98 ppm, correspondiente al
protbn base de oxigeno H-4’, siendo asi la galocatequina (compuesto 5) el

compuesto en menor proporcién (Figura 36).5°

Por ultimo, se midi6 la rotacion optica especifica a 25°C con lampara de sodio de
la mezcla, con el fin de determinar unicamente el tipo de enantiomeros obtenidos,

se obtuvo que los compuestos estan en su forma levogira (-).

6% Nawi, L., Wan, Z., Ahmat, N., Puteh, C., Takaya, Y., Salihah, A., Adnan, N. & Zakirah, S.
(2023): “Chemotaxonomic Relationship of Oligomer Resveratrol in Three Malaysian
Dipterocarpus Species from the Taxonomic Tribe of Dipterocarpaceae”, Indonesian Journal
Chemistry. Disponible en: https://n9.cl/hmd12
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6.2. Evaluacion de la actividad inhibitoria de la enzima a-glucosidasa

Diversos investigadores han enfocado sus esfuerzos en la busqueda de productos
naturales que inhiban la enzima a-glucosidasa.”® ”"- 72 Algunos autores concluyen
que flavonoides y polifenoles asi como sus derivados glicosilados resultan ser
inhibidores efectivos de esta enzima.”® Con la finalidad de comprobar si las raices
de Z. augusta son responsables de la actividad biologica propuesta, se procedié a

determinar su efecto inhibitorio sobre a-glucosidasa.

El extracto metandlico de las raices de Z. augusta fue evaluado en un rango de
concentraciones entre 1.15 y 0.115 mg/mL. Los extractos mostraron tener
capacidad inhibitoria contra la enzima, con una ICso del orden de 0.18 mg/mL, en
comparaciéon con la acarbosa utilizada como control positivo (ICso= 0.47 mg/mL).
El ICso obtenido para el extracto, es mas de 2.5 veces mas pequefo que el
farmaco utilizado como comparacion (acarbosa), comprobando de esta manera el

efecto antidiabético supuesto por la medicina tradicional.

0. Abesundara, K., Matsui, T. & Matsumoto, K. (2004): “a-Glucosidase Inhibitory Activity of Some
Sri Lanka Plant Extracts, One of Which, Cassia auriculata, Exerts a Strong Antihyperglycemic
Effect in Rats Comparable to the Therapeutic Drug Acarbose”, Journal Of Agricultural and
Food Chemistry, 52, pp. 2541-2545. Disponible en: https://n9.cl/jdbrsc

. Andrade, A., Becerra, J. & Cardenas, R. (2008): “Alfa-glucosidase-inhibiting activity of some
Mexican plants used in the treatment of type 2 diabetes”, Journal of Ethnopharmacology, 116,
pp. 27-32. Disponible en: https://n9.cl/gwd70

2. Lankatillake, C., Luo, S., Flavel, M., Lenon, G., Gill, H., Huynh, T. & Dias, D. (2021):
“Screening natural product extracts for potential enzyme inhibitors: protocols, and the
standardisation of the usage of blanks in a-amylase, a-glucosidase and lipase assays”, Plant
Methods, 17(3). Disponible en: https://n9.cl/hmd12

3 Jung, M., Park, M., Lee, H., Kang, Y., Kang, E. & Kim, S. (2006): “Antidiabetic agents from
medicinal plants®, Current Medicinal Chemistry, 13(10), pp. 1203-1218. Disponible en:
https://n9.cl/43r2k
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Tabla 22. Inhibicion (%) e ICso del extracto MeOH de la raiz de Z. augusta.

Extracto metandlico de raices de Z. augusta

Concentracion (mg/mL) Inhibicion (%) 1Cso (mg/mL)

1.15 91.00
0.575 84.59 0.18
0.115 37.24
100
| T
el T
=
:_‘.:’ 60 .
= y = 24.417In(x) + 91.913
40 3
30
0 02 0.4 06 08 1 12

Concentracion muestra (mg/mL)
Gréfica 1. Inhibicion (%) vs concentracion muestra (mg/mL).

Tabla 23. Inhibicion (%) e 1Cso de la acarbosa.

Solucién acarbosa

Concentracion (mg/mL) Inhibicion (%) [Cso (mg/mL)

20 70.97
2 56.99
0.2 42.06
2x10-3 26.59 047
2x104 12.08
2x10°5 0.32

(71)
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Grafica 2. Inhibicion (%) vs concentracion acarbosa (mg/mL).

6.3. Determinacion de la capacidad antioxidante método DPPH

Como estudio extra y con el fin de comprobar si el extracto metandlico tiene
actividad relacionada con la capacidad antioxidante, se procedié a determinar su
posible efecto con los métodos DPPH, ABTS y FRAP.

El extracto metandlico de la raiz de Z. augusta fue sometido a evaluacién
antioxidante por el método DPPH utilizando un rango de concentraciones entre 0.5
y 0.02 mg/mL.

Los datos obtenidos fueron interpolados a partir de la curva de calibracion del
antioxidante de referencia Trolox (Grafica 3) para calcular el contenido de mmol
EqT/g. Se llegé a 903.4 mmol EqT/g para la concentracion mas alta y a 137.6

mmol EqT/g para la concentracion mas baja utilizada del extracto (Tabla 25).

Tabla 24. Curva de calibracion Trolox, ensayo DPPH y ABTS.

Solucién Trolox

Concentracion (uM) 1000 800 600 400 200 100 0
Absorbancia 0.2035 0.2380 0.3320 0.4560 0.5390 0.5805 0.6145

(72)
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Grafica 3. Curva de calibracion con Trolox, ensayo DPPH y ABTS.

A continuacion, se muestra la grafica con la curva concentracion-respuesta del

extracto metandlico evaluado.

Tabla 25. Absorbancia y mmol EqT/g del extracto MeOH de la raiz de Z. augusta, ensayo DPPH.

Extracto metandlico de raices de Z. augusta
Concentracion (mg/mL) 0.5 0.1 0.05 0.02
Absorbancia 0.2580 0.4750 0.5370 0.5650
mmol EqT/g 9034 3069 2076 137.6

900
800
700
600
500
400
300
200
100

mmol EqT/g

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
Concentracion extracto (mg/mL)

Grafica 4. mmol EqT/g vs concentracion de extracto (mg/mL), ensayo DPPH.
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6.4. Determinacion de la capacidad antioxidante método ABTS

El extracto metandlico de la raiz de Z. augusta fue sometido a evaluacién
antioxidante por el método ABTS utilizando un rango de concentraciones entre 1y
0.05 mg/mL.

Los datos obtenidos fueron interpolados a partir de la curva de calibracion del
antioxidante de referencia Trolox (Grafica 3) para calcular el contenido de mmol
EqT/g. Se llegd a 1535 mmol EqT/g para la concentracion mas alta 'y a 5.5 mmol

EqT/g para la concentracion mas baja utilizada del extracto (Tabla 26).

A continuacion, se muestra la grafica con la curva concentracion-respuesta del

extracto metanolico evaluado.

Tabla 26. Absorbancia y mmol EqT/g del extracto MeOH de la raiz de Z. augusta, ensayo ABTS.

Extracto metandlico de raices de Z. augusta

Concentracion (mg/mL) 1 0.5 0.1 0.05
Absorbancia 0.0055 0.0155 0.3485 0.6175
mmol EqT/g 1535.5 1510.5 678.0 5.5

1600 — e
1400
91200
|5_1000
1 goo
o
£ 600
= 400
200
0
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

Concentracion extracto (mg/mL)

Grafica 5. mmol EqT/g vs concentracion de extracto (mg/mL), ensayo ABTS.
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6.5. Determinacion de la capacidad antioxidante método FRAP

El extracto metandlico de la raiz de Z. augusta fue sometido a evaluacién
antioxidante por el método FRAP utilizando un rango de concentraciones entre 0.1

y 0.01 mg/mL.

Los datos obtenidos fueron interpolados a partir de la curva de calibracion del
antioxidante de referencia FeSO4-7H2O (Grafica 5) para calcular el contenido de
pmol FeSO04-7H20/g. Se llegd a 881.83 umol FeSO4-7H20/g para la concentracidon
mas alta y a 155.17 ymol FeSO4-7H20/g para la concentracion mas baja utilizada
del extracto (Tabla 28).

Tabla 27. Curva de valoracion con FeSO4°7H20, ensayo FRAP.

Solucién de FeSO4-7H.0

Concentracion (uM) 1000 750 500 250 100 0
Absorbancia 0.2545 0.2190 0.1610 0.0955 0.0710 0.0590

025 | e
w 02| e
= e
Socc | e
gows| e
(<
g o1 e y = 0.0002x + 0.0533
S R2 = 0.9912

0.05

0
0 200 400 600 800 1000

Concentracion FeSO,-7H,0 (uM)

Grafica 5. Curva de calibracion con FeS0O4°7H20, ensayo FRAP.

A continuacion, se muestra la grafica con la curva concentracion-respuesta del

extracto metanolico evaluado.
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Tabla 28. Absorbancia y ymol FeSO4°7H>0/g del extracto MeOH de la raiz de Z. augusta, ensayo
FRAP.

Extracto metandlico de raices de Z. augusta.

Concentracion (mg/mL) 0.1 0.04 0.02 0.01
Absorbancia 0.0055 0.0155 0.3485 0.6175
pumol FeSO4-7H20/g 881.83 42517 256.83 155.17

900
800
700
600
500
400
300
200
100

pmol FeSO,-7H,0/g

0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1
Concentracion extracto (mg/mL)

Grafica 6. pmol FeSO4°7H20/g vs concentracion de extracto (mg/mL), ensayo FRAP.
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CONCLUSIONES

1. Se aislaron tres compuestos del extracto metandlico de Z. augusta, cuyas
estructuras quimicas fueron elucidadas mediante el analisis de técnicas
espectroscopicas, principalmente por RMN de 'Hy ®C en 1D y 2D, ademas

de la comparacién con los datos espectroscopicos descritos previamente.

2. De los tres compuestos aislados se identifico el triterpeno acido ceandtico (1),

al flavonoide (-)-4'-O-metilcatequina (2) y al esterol 3-sitosterol (3).

3. Del extracto metandlico de Z. augusta se aislaron parcialmente dos
flavonoides del tipo galocatequina, cuyas estructuras quimicas fueron
elucidadas parcialmente mediante el analisis de técnicas espectroscopicas,
principalmente por RMN de 'H en comparacion con datos de la literatura

quimica.

4. Se obtuvieron los espectros de RMN de 'H y de '3C, APT, HSQC, HMBC, IRy

Rayos X en el compuesto de mayor interés aislado: acido ceandético.

5. A través de la busqueda bibliografica se determin6é que todos los compuestos
aislados no habian sido identificados ni descritos en la especie Z. augusta,
siendo esta la primera vez que el acido ceandtico (1), la (-)-4'-O-

metilcatequina (2) y el B-sitosterol (3) son aislados y descritos en la especie.

6. Se aislaron dos nuevos compuestos (acido ceandtico y (-)-4'-O-
metilcatequina), ademas de que se aisl6 el primer triterpeno (acido ceandtico)
y el primer compuesto del tipo catequina ((—)-4'-O-metilcatequina) en el género

Zaluzania.

7. Se aisl6 el primer esterol (B-sitosterol) en la especie augusta, el cual ya habia

sido identificado en Z. parthenioides.**
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8.

10.

Utilizando un gradiente de concentracion del extracto metandlico, la raiz de Z.
augusta fue evaluada en el ensayo de inhibicion de la enzima a-glucosidasa.
El extracto metandlico en su mayor concentracion, mostré tener una actividad
de inhibicién de la enzima a-glucosidasa excelente. Se calcul6 la ICso para el
extracto y se obtuvo una ICsp mas de 2.5 veces mejor que la acarbosa, el cual

es el farmaco mas utilizado de su tipo.

Todos los extractos demostraron tener propiedades antioxidantes, siendo la

técnica ABTS la que presento los valores mas altos.

Los resultados obtenidos en este estudio contribuyen al conocimiento
fitoquimico y farmacoldgico del género Zaluzania, ademas de que respaldan la
importancia de la investigacion quimica y farmacologica de las plantas, en
términos de proporcionar informacion sobre el perfil quimico de los géneros y
las especies que las comprenden y la relevancia de identificar compuestos con
actividad farmacolégica para que puedan ser utilizados en el tratamiento de

diversas patologias.
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8. ANEXOS

8.1. Compuesto 1, acido ceandético

8.1.1. Espectro 1. Espectro APT del compuesto 1 adquirido a 400 MHz en
acetona-ds.
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8.1.2. Espectro 2. Espectro HSQC del compuesto 1 adquirido a 400 MHz en
acetona-ds.
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8.1.3. Espectro 3. Espectro HSQC ampliacion del compuesto 1 adquirido a
400 MHz en acetona-ds.
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8.1.4. Espectro 4. Espectro HMBC del compuesto 1 adquirido a 400 MHz en
acetona-ds.
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8.1.5. Espectro 5. Espectro HMBC ampliaciéon del compuesto 1 adquirido a

400 MHz en acetona-de.
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8.1.6. Espectro 6. Espectro de RMN de 3C del compuesto 1 adquirido a 400
MHz en piridina-ds.
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8.1.7. Espectro 7. Espectro de RMN de 'H del compuesto 1 adquirido a 400
MHz en piridina-ds.
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8.1.8. Tabla 1, datos cristalograficos del compuesto 1

Férmula empirica C30H460s5
Peso molecular 486.7 g/mol
Temperatura/K 295

Sistema cristalino Ortorrombico
Grupo espacial P242424

alA 8.7938 (2)
b/A 17.4176 (3)
c/A 20.5276 (3)
Volumen/A3 3144.15 (10)
Z 4

P calculada @/CM® 1.155
Coeficiente de absorcion mm-" 0.614

F(000) 1200.0
Tamaiio de cristal/mm? 0.4x04x0.2

Radiacion

Intervalo de 6 para los datos colectados/®
Intervalos de indice

Reflexiones colectadas

Reflexiones independientes

Datos/ restricciones/ parametros

Bondad de ajuste en F?

indice final de R [1>=20 (I)]

indice final de R [todos los datos]
Parametro de Flack

Méaxima y minima diferencia de p(r)/ e A3

Cu Ka (A = 1.54184)

6.656 a 154.868
10sh<11,-19<k<21<-25<|<24
15107

6581 [Rint= 0.0274, Reigma = 0.0305]
6581/4/375

1.035

R+ = 0.0509, wR2 = 0.1385

R: = 0.0545, wR; = 0.1442
0.04(10)

0.26/-0.24

(s6)
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8.2. Compuesto 2, (-)-4'-O-metilcatequina

8.2.1. Espectro 8. Espectro HSQC del compuesto 2 adquirido a 400 MHz en

acetona-de.
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8.2.2. Espectro 9. Espectro COSY del compuesto 2 adquirido a 400 MHz en
acetona-ds.
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8.3. Compuesto 3, (-)-gallocatequina

8.3.1. Espectro 10, Espectro de RMN de 3C del compuesto 5 adquirido a 400
MHz en piridina-ds.
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