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RESUMEN

Las Chrysobalanaceas son una familia de plantas ampliamente estudiadas en
busca de su correcta clasificacion taxondmica. Su abundancia y distribucion hacen
de esta familia de plantas objeto de estudio fitoquimico. En este trabajo se presentan
resultados del estudio fitoquimico del extracto metandlico-acuoso (1:1) de las partes
aéreas y frutos de la especie Exellodendron coriaceum Prance. En un trabajo
anterior, por maceracion del material vegetal seco y triturado de E. coriaceum con
solventes de creciente polaridad (hexano, cloroformo, cloroformo-metanol 9:1,

metanol y metanol-agua 1:1) se obtuvieron los correspondientes extractos.

En el presente trabajo el extracto metandlico-acuoso fue tratado por dos
procedimientos. Para el procedimiento A se tratd el extracto con cromatografia en
columna de silica gel en fase inversa RP-18 y en el procedimiento B por una
columna de exclusion molecular Sephadex LH-20. Las fracciones resultantes de
ambos procedimientos se estudiaron por cromatografia de capa fina en fase normal,
cromatografia de columna y capa preparativa, obteniéndose los compuestos 1, 2y 3
mediante el procedimiento A y los compuestos 4, 5 y 6 del procedimiento B. La
estructura del compuesto 4 se propone como quercetina sustituida en las posiciones
6 y/06 8.

Las subfracciones provenientes del procedimiento A, F-35 a 42, F-43 a 49 y
F-50 a 68, en conjunto con las obtenidas del procedimiento B, Sp*-25 a 41, Sp’-78 a
88, Sp>-8 a 11, Sp®-12 a 17, Sp*-28 a 36 y Sp*-37 a 41, se sometieron a estudios de
actividad inhibitoria de la enzima glucosa-6-fosfatasa, obteniéndose entre 72 y 94%
de inhibicién del sistema de G-6-Pasa en microsomas intactos, y entre 6 a 31% en

microsomas rotos.

Palabras claves: Chrysobalanaceae, Exellodendron coriaceum, actividad

hipoglicemiante.



Los abajo firmantes asignados por la Universidad Central de Venezuela, como
integrantes del jurado examinador del Trabajo Especial de Grado fitulado “Estudio
Fitoquimico de los Metabolitos Secundarios del Extracto Metandlico Acuoso de
Exellodendron coriaceum Prance”, presentado por la T.S.U en Quimica pura Adriana
Carolina Del Valle Medina, certificamos que este trabajo cumple con los requisitos

exigidos por nuestra Magna Casa de Estudios para optar por el titulo de Licenciada

en Quimica.
//é)\mafré g
Diana Carrasco Dr. Gustavo Cabrera
(Tutora) (Tutor)
/ /p%g%f
Dr. Jaifb Bermudez ra. Beth Diaz

(Jurado) | *  (Jurado)

vi



AcOEt
AcOH
BuOH
°C

CC
CCF
CDCls
Chl
CH,Cl,
C7H1e

d

dd
EtOH
E. coriaceum
g

H,O
HCOOH
HEPES
Hz
CCP
iPrOH

J

m

LDL
MeOD
MeOH
mg

nm
EDTA

ABREVIATURAS
Desplazamiento quimico
Acetato de etilo
Acido Acético
Butanol
Grado centigrado
Cromatografia en columna
Cromatografia de capa fina
Cloroformo deuterado
Cloroformo
Diclorometano
Heptano
Doblete
Doblete de doblete
Etanol
Exellodendron coriaceum Prance
Gramo
Agua
Acido Férmico
Acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinaetanosulfonico
Hertz
Cromatografia de capa fina preparativa
Isopropanol
Constante de acoplamiento spin-spin (Hz)
Multiplete
Lipoproteina de baja densidad
Metanol deuterado
Metanol
Miligramo
Nanometro

Etilendiamin acetato tetrasédico

Vii



MHz

mL

PAS
ppm

Rf

RMN
RMN *H
RMN *3cC
SDS

S.a

uv

Mega Hertz

Mililitro

p-anisaldehido en &cido sulfarico

Partes por millon

Factor de retencion

Resonancia Magnética Nuclear
Resonancia Magnética Nuclear de protones
Resonancia Magnética Nuclear de carbono
Dodecil sulfato de sodio

Singlete

Singlete ancho

Triplete

Ultravioleta

viii



INDICE

INTRODUCCION

CAPITULO I. MARCO REFERENCIAL. ..o

1.1
1.2.

1.3.

1.4.

1.5.
1.6.

Las Chrysobalanaceas

Género Exellodendron..........

1.2.1.

Descripcidn botanica y distribucion de E. coriaceum Prance...

Relacion del género Exellodendron con Parinari..........................

Metabolitos secundarios en las Chrysobalanaceas.......................

1.4.1.
1.4.2.

Justificacion

Objetivos de la Investigacion

1.6.1.
1.6.2.

Flavonoides...............

Terpenos

Objetivo General

Objetivos Especificos

CAPITULO Il. METODOLOGIA EXPERIMENTAL.......cvvvveeeeeeeeeeeeeeeee,

2.1.

Materiales y métodos

2.1.1.

21.2.

Materiales................

2111,
2.1.1.2.
2.1.1.3.
2.1.1.4.

Material vegetal.

Soportes cromatografiCos............ooooiiiiiiiiiininnn.

Solventes.........

Reactivos para revelado de placas y reacciones de

Coloracion...............

2.1.1.5. Reactivos para bioensayos sobre la enzima Glucosa-

6-fosfatasa

2.1.1.6.
2.1.1.7.

Equipos...........

Instrumentos para bioensayo sobre la enzima

Glucosa-6-fosfatasa..

Métodos

21.2.1.

Cromatograficos

35
35
35
35
36
37

37

39
39

39
39
39



2.1.2.2. Bioensayo sobre la enzima Glucosa-6-fosfatasa.........

2.2. Fraccionamiento del Extracto Metandlico-Acuoso (1:1) de E.

(o0 ] (1= (110 | o FE TR

2.2.1. Procedimiento A. Cromatografia en fase inversa.............

2.2.2. Procedimiento B. Cromatografia de exclusion molecular...

CAPITULO III. DISCUSION DE RESULTADOS........cceeeieieieeieieee
3.1, Analisis cromatografiCo............cooeiiiiii
3.1.1. Del extracto metandlico-acuoso (1:1) de E. coriaceum......
3.1.2. Procedimiento A.......ooiriii
3.1.3. Procedimiento B.........o.oiiiiiii e

3.2. Resultados de los ensayos bioldgicos sobre inhibicién de Glucosa-

6-fosfatasa........ccoeeeeeeeiiiiin.

CONCLUSIONES. . ..
RECOMENDACIONES. . ... e

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

40

47
47
51

55
55
55
55
75

87

93

94
95



11

INTRODUCCION

Durante muchos afios la humanidad ha buscado en la naturaleza un refugio
para aliviar muchas de sus dolencias. En la antigiiedad los conocimientos obtenidos
a partir del uso de las plantas como fuente de alimento, medicinal e incluso como
proteccion y transporte, fueron otorgados mediante tradicion oral entre los
integrantes de dichas sociedades antiguas. A partir de esta informacion, las
sociedades contemporaneas se han visto en la facultad de disefiar una cantidad
innumerable de medicamentos, como alternativas a los padecimientos.

Las plantas son aliados importantes para la salud mundial y debido a esto la
relevancia de su estudio, no solo en su inmensa variedad botanica sino también
guimica. El area de esta ciencia dedicada al estudio de estos organismos es llamada
Fitoquimica®, y una de sus finalidades es obtener mas y mejores opciones para el
tratamiento de diversas afecciones. Si bien esta finalidad es muy resaltante, las
plantas también poseen compuestos de interés para la investigacion de diversos
productos no asociados con la medicina®.

Estos compuestos, producidos por las plantas y de interés para la fitoquimica
son llamados metabolitos secundarios o productos naturales. A diferencia de los
compuestos del metabolismo primario, como los carbohidratos, lipidos y proteinas,
los productos naturales parecen no tener una utilidad para el organismo que lo
sintetiza®.

Los metabolitos secundarios son propios de una especie y muchas veces
también sirven para clasificar un grupo de plantas que posean en comun un
producto natural. Estos compuestos son polifuncionales y no son faciles de clasificar
en un determinado grupo quimico. Reciben la siguiente clasificacién general:
terpenos, alcaloides, compuestos fenélicos y compuestos alifaticos®.

La clasificacion taxonomica de la planta a estudiar segun Ghillean Prance es
la siguiente:

Reino Plantae

Subreino Tracheobionta
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Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Rosidae
Familia Chrysobalanaceae
Genero Exellodendron

Especie Exellodendron coriaceum Prance

El género Exellodendron posee otras cinco especies dentro de su
clasificacion; Exellodendron cordatum, Exellodendron barbatum, Exellodendron
gardneri, Exellodendron gracile y Exellodendron coriaceum®*. Sin embargo, la
especie Exellodendron coriaceum es la especie tipo para este género, que se
distribuye desde Venezuela hasta Brasil Central®.

Por mucho tiempo se ha discrepado respecto a considerar la familia de las
Chrysobalanaceae como una familia separada o una subfamilia de las Rosaceae. A
pesar de esto mediante estudios fitoquimicos las Chrysobalanaceae han logrado
separarse como una familia aparte®*.

De las Chrysobalanaceae se han realizado diversos estudios por distintos
grupos de investigacion donde se ha obtenido resultados en estudios biolégicos de
actividad hipotensora, hipoglicemiante, antiviral, antiparasitaria, antifingica, etc”.
Esto y su amplia distribucion en regiones tropicales y subtropicales, convierten a
esta familia de plantas objeto de estudio fitoquimico.

En 2009, en una investigacion realizada por la Dra. Diana Carrasco, de
acuerdo a la Federacion Internacional de Diabetes (DIF), la prevalencia de esta
enfermedad en las Américas para el afio 2000, se estimdé en 35 millones de
personas, de los cuales 19 millones (54%) residen en América Latina y el Caribe.
Segun esta organizacion, para el afio 2025 la cantidad de personas que padeceran
esta enfermedad sera de 64 millones, de las cuales se pronostica que 40 millones
(62%) se encontraran en América Latina y el Caribe®.

De igual forma, en esta investigacion se menciona que segun la Organizacion
Mundial de la Salud se reconocen 3 tipos de diabetes: Tipo I, o insulino dependiente;

Tipo 2, no insulino dependiente y Tipo 3 o diabetes gestacional. En los tres casos
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existen problemas en la secrecion de insulina, aunado a un incremento de la
secrecion de la hormona glucagén, ambas hormonas producidas en el pancreas, lo
que aumenta la produccidbn hepatica de glucosa por glucogendlisis o

neoglucogendlisis®.
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CAPITULO I. MARCO REFERENCIAL

1.1. Las Chrysobalanaceas

Es una familia de arboles compuesta por 17 géneros y 525 especies,
distribuida en regiones tropicales y subtropicales, especialmente en Suramérica y el
Caribe. Esta familia subdivide sus géneros en cuatro tribus: Chrysobalanaceae, que
incluye a los géneros Chrysobalanus, Grangeria, Licania y Parastemon; Couepieae,
gue contiene a los géneros Acioa, Coupeia y Maranthes; Parinarieae, con los
géneros Bafodeya, Exellodendron, Hunga, Neocarya y Parinari; y por ultimo la tribu
Hirtella, que incluye a los géneros Atuna, Dactyladenia, Hirtella, Kostermanthus vy
Magnistipula®.

En Venezuela los géneros encontrados hasta ahora son: Acioa,
Chysobalanus, Coupeia, Exellodendron, Hirtella, Licania y Parinari, siendo estos
altimos dos géneros con mayor abundancia de especies y ademas con mas estudios

fitoquimicos®.

1.2. Género Exellodendron

El nombre de este género fue dado por el Dr. A. W. Exell®, sin embargo la
primera descripcion de este género se le atribuye a Ghillean Tolmie Prance
publicada en 1972°.

Las especies de este género son arboles o arbustos con flores hermafroditas
de 6-7 mm de largo. Como se observa en la Fig. 1. las hojas enteras, glabras en el
haz, glabras o densamente lanadas en el envés, sin cavidades estomatales.
Inflorescencias en paniculas terminales. Fruto con una drupa carnosa; endocarpio
liso, delgado y duro, con un pico apretado a un lado de la base y una linea simple de

dehiscencia®.
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Fig. 1. Imagen de hojas, tallos y fruto de un espécimen de Exellodendron
coriaceum’

Se han descrito y aceptado 5 especies: Exellodendron cordatum,
Exellodendron barbatum, Exellodendron gracile, Exellodendron gardneri vy
Exellodendon coriaceum, de las cuales esta Ultima es considerada la especie tipo de
este género, es decir, la especie cuya descripcion puede ser sistematizada para todo
el género®

La distribucién geografica del género Exellodendron se limita a América del

Sur, especificamente en Venezuela, Brasil, Surinam y Guyana®.
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1.2.1. Descripcién botanica y distribucion de Exellodendron coriaceum

Prance

Es un arbol de hasta 10 m de alto. Hojas con estipulas de 2 mm de largo,
peciolos de 5-6 mm de largo, por encima canaliculadas; laminas oblongas elipticas,
de 9-12 x 3-7,5 cm, cuneadas hasta subcuneadas en la base, con acumen de 1-1,5
cm de largo, glabra por encima, densamente aracnoides debajo; nervadura central
prominente en ambas superficies; venas primarias 13-19 pares, no prominentes. Las
inflorescencias densas axilares o terminales paniculas de flores son mucho mas
cortas que las hojas, con pubescencia de color gris plateado. Las bracteas y
bractéolas son de unos 1-3 mm de largo*®.

Llegan a tener hasta 5 pétalos, blanco y 7 estambres, con estaminoides
representados Unicamente por inflamaciones en el circulo estaminal u
ocasionalmente con 1 6 2 filamentos cortos. Sus frutos son redondos u ovalados,
basalmente estrechos, de 1,5-2,5 cm de largo, 1,2-2 cm de ancho; epicarpio suave y
sin vellosidades; mesocarpio carnoso y delgado; endocarpio delgado y dura, con una
superficie lisa, con baja densidad forrada en el interior con pelos suaves, cortos y
plateados™®.

Otros nombres dados a esta especie son Ferolia coriacea (Benth.) Kuntze y
Parinari coriacea Benth®.

Su distribucién geogréfica se encuentra en América del sur, especificamente

Fig. 2. Mapa de distribucién geogréfica de la especie Exellodendron coriaceum
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en las zonas indicadas en el mapa de la Fig. 2. Este tipo de clima abarca paises

como Venezuela, Guyana y Brasil (Amazénico)°®.
1.3. Relacion del género Exellodendron con Parinari

Ya en 1972, G.T. Prance hacia una referencia en su monografia
Chrysobalanaceae, publicada en el volumen 9 de la revista Flora Neotropica, de la
poca similitud entre ciertas especies del género Parinari. La Unica similitud entre
ellas era el septum falso del ovario, por lo que dividié este género en 7 distintos, de
donde unas 5 especies de Parinari originarias de América resaltaban por su gran
diferencia entre las demas. Estas 5 especies americanas fueron catalogadas dentro
del género Exellodendron, donde hoy en dia siguen siendo las Unicas especies

descritas®*®.

1.4. Metabolitos secundarios en las Chrysobalanaceas
1.4.1. Flavonoides

El término flavonoides denota un grupo muy amplio de compuestos
polifendlicos caracterizados por una estructura comprendida por un anillo A derivado
de la cadena del policétido, un anillo B, derivado del acido shikimico y tres &tomos
de carbono que unen los anillos A y B, correspondiente a la parte alquilica del
fenilpropano. Es por ellos que se les conoce como unidades Cis: Cg-C3-Cg y el
esqueleto recibe el nombre de nucleo de flavano* (Fig. 3.).

Estos pueden contener un anillo central heterociclo (y-pironas) que son los
mas abundantes, o una cadena abierta: chalconas, como precursores de los
anteriores. La proporcion de oxigenacion varia y puede estar como grupo hidroxilo,
metoxilo, dioximetileno y aun formando glicésidos. Las polimerizaciones son
frecuentes, hay muchos mondmeros, algunos dimeros, pocos trimeros y tetrameros;
la mayoria son polimeros entre los cuales se encuentran los taninos condensados®.

En esta familia de plantas se ha reportado la presencia de estos compuestos

lo cual es una caracteristica del reino vegetal.
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Fig. 3. Estructura basica del ntcleo flavano®?.

Los flavonoides naturales suelen presentar al menos tres hidroxilos fendlicos
y se encuentran generalmente combinados con azlcares en forma de glicosidos,
aunque también se presentan con relativa frecuencia como agliconas. Varios
subgrupos de flavonoides son clasificados de acuerdo con la sustitucion del anillo C,
exceptuando las chalconas, las cuales al no estar cicladas, no poseen anillo C.

Ejemplos de las estructuras de estos subgrupos de flavonoides se muestra en la Fig.
4.1

3

2 = 4

8 1 | B
7 0.2 A5 o)
6 3

5 4 o

FLAVONOIDE FLAVAN-3-OL ANTOCIANIDINA

] @ @

0 0 g
FLAVONA FLAVANONA CHALCONA

Fig. 4. Estructuras de subgrupos de flavonoides®®.

Las propiedades fisicas dependen de la clase de flavonoide considerado y su
forma (libre, glicésido 6 sulfato). Por ejemplo las flavonas, flavonoles y auronas (Fig.

5.), debido al sistema conjugado son compuestos soélidos con colores que
comprenden desde el amarillo muy tenue hasta el rojo.
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Fig. 5. Estructura general de flavonoles y auronas?

Las antocianidinas son de colores rojo intenso, morado, violeta y azul. Las
flavanonas y flavanonoles debido al carbono quiral C, presentan el fenomeno de la
rotacion Optica. Los glicésidos son en general sélidos amorfos, mientras que las
agliconas y los altamente metoxilados son cristalinos. La solubilidad depende de la

forma en que se encuentren y el nimero y clase de sustituyentes presentes**.

La biosintesis de estos compuestos en las plantas presenta la misma via
precursora para todos los tipos de flavonoides y la diferenciacion en la oxidacion de
algunas posiciones puede resultar una caracteristica quimiotaxonémica de la planta,
tener alguna funcién biolégica o simplemente ser generado como un producto de la

descomposicién del material vegetal®.

Esta biosintesis tiene una ruta mixta, es decir, convergen dos compuestos
provenientes de distintas partes del metabolismo primario. El anillo A proviene de la
ruta de la malonil coenzima A y el anillo B y la cadena C3 provienen de la ruta del
acido shikimico™.

Un tricétido se cicliza y se condensa con una molécula de acido p-cumarico.
La enolizacion del ciclo proveniente de la ruta de la malonil CoA da origen al anillo
aromatico A en las chalconas y flavanonas. Estas a su vez son los precursores de
las demas clases de flavonoides. Es importante recalcar que este proceso de

biosintesis sustenta el hecho de que en la mayoria de flavonoides el anillo A este
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meta-oxigenado, es decir como es caracteristico de los anillos aromaticos originados

por la via de la malonil CoA,; por otro lado, el anillo B proveniente de la ruta del 4cido

shikimico, generalmente es orto-oxigenado™*
H O@chos-coA CH,COS-CoA

+ (]02H
p-Cumaril CoA Malonil CoA

OH O

l OH
HO OH @ Apigenina
@ l H @ O
HO. 0 e OH O HO 0J.
O on

Isosahpurpol /
OH O
OH O @ OH

Genistefna oy  Aromadendrina
HO O ',l'©/ l
\ .
OH O
Naringenina

Apiforol  OH OH
e
+ +
HO. o) HO 0,
OJ @ .
OH

Apigenidina Pelargonidina

Fig. 6. Biosintesis de flavonoides y sus derivados®.

En este esquema (Fig. 6.) se presenta la evolucién de los flavonoides. Luego
de la condensacion de una molécula de p-cumaril CoA con tres moléculas de Malonil
CoA™, en la cual interviene la enzima chalcona-sintetasa (CHS) que cataliza esta
condensacion, se da la ciclacion por medio de la chalcona-isomerasa (CHI) que

cataliza esta reaccion para la obtencion de la flavanona correspondiente?.
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En el caso de este esquema, después de la obtencion de la chalcona
Isosalipurpol, la chalcona-isomerasa interviene en la obtencion del siguiente
producto, la flavanona Naringenina®.

Las flavanonas por accion de la flavanona-3-hidroxilasa son transformadas a
flavononoles. En el caso de la naringenina de la Fig. 6. la misma fue transformada en
Aromadendrina®.

Esta naringenina también puede ser transformada en la flavona
correspondiente (apigenina), por medio de la intervencién de la flavona-sintetasa

que cataliza la deshidrogenacion entre C, y Cs*.

Para la formacion de las antocianidinas es necesario reducir el grupo
carbonilo en C4; La enzima asociada con esta reduccidn se conoce como
dihidroflavonol-reductasa. En el esquema de la Fig. 6., se puede observar que por
medio de esta reduccion la aromadendrina puede ser transformada a su flavan-3,4-
diol. Estos compuestos son inestables y se convierten rapidamente en
antocianidinas como la pelargonidina. Este Gltimo paso es catalizado por una enzima

llamada antocianidina-sintetasa (ANS)*.

Existen antocianidinas que no poseen el grupo —OH en el Csz. Para su
formacion se propone al 4-hidroxifavanol como intermediario. En el caso de la Fig.
6., el apioforol. En esta reduccion interviene la enzima flavanona-4-reductasa (FNR)
en presencia de NADPH. De esta forma, como Uultimo paso se obtiene la

antocianidina apigenidina®.

El flavononol aromadendrina puede convertirse a kanferol por medio de la

deshidrogenacion entre C, y C3 mediada por la enzima favonol-sintetasa (FLS)®.

Mediante el andlisis fitoquimico de especies de la familia Chrysobalanaceae
se ha observado reiteradamente la presencia de flavonoides en esta familia.
Estudios resaltan la presencia de tres tipos de flavonoides, mayormente glicosilados,

en distintas especies de Chrysobalanaceas; la miricetina, quercetina y kanferol; los
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cuales se encuentran dentro de los marcadores quimiotaxondmicos para esta familia
de plantas®®. Los glicésidos son metabolitos vegetales de gran importancia. Su
nombre hace referencia al enlace glicosidico que se forma cuando una molécula de
azlicar se condensa con otra que contiene un grupo hidroxilo®. Para los flavonoides
aislados en esta familia, se reportan muchos glicésidos de los nucleos de miricetina,

quercetina y kanferol®.

En 2006 fueron reportados varios derivados de miricetina glicosilados, por el
grupo de investigacién de la Universidad Federal do Para de Peres, A, y la
Universidad de Studi di Firenze. Estudio realizado por los investigadores Gallori, S. y
Vincieri, F, del extracto hidroalcohdlico al 70% de las hojas de Chysobalanus icaco
L.

El extracto fue purificado por HPLC/DAD con una columna de RP-18 analitica
LiChroCART® Purosphere STAR RP-18 (4u), aplicando un gradiente de solvente
lineal desde agua acidificada con &cido acético hasta pH 3,2, acetonitrilo y metanol y
HPLC/MS usando esas mismas condiciones®’.

En este estudio reportaron miricetina-3-O-rutendsido (1), miricetina-3-O-
ramnésido (2), y quercetina-3-O-ramnésido (3) cuyas estructuras se encuentran en
la Fig. 7.%".
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Fig. 7. Flavonoides glicosilados aislados de Chrysobalanus icaco L1819,

La especie Chrysobalanus icaco L. es tradicionalmente utilizada en infusiones
para el control de la glicemia en pacientes con diabetes en Brasil. En dicho estudio
también se encontrd la presencia de rutina (4) (Fig. 8.) en este extracto!’. Se ha
reportado en diversos estudios que este favonol posee actividad antioxidante,

antiinflamatoria y antiarterioesclerética®®.

Fig. 8. Estructura de la Rutina®®.
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En 2012 en la Universidad Central de Venezuela, en un trabajo conjunto entre
la Facultad de Ciencias y la Facultad de Medicina se realiz6 un estudio fitoquimico
de Coupeia paraensis con ensayos de toxicidad e inhibicion de la glucosa-6-
fosfatasa. Del extracto metandlico se aislaron los flavonoides rutina (4), miricetina (5)
y quercetina (6). Con respecto a la actividad biologica, se reportd que la actividad
hipoglicemiante de este extracto fue de un 41% en inhibicion de la glucosa-6-
fosfatasa en microsomas intactos y que no poseia una citotoxicidad en células Vero,
en todo el rango de concentraciones utilizadas para la determinacion (0,7-50 pug/mL),

es decir, resultd inocuo?’.

Quercetina Miricetina

Fig 9. Estructuras de la quercetina (6) y la miricetina (5)*

La quercetina ha demostrado tener propiedades contra la arterioesclerosis,
mejorando la vasorrelajacion dependiente del endotelio en la aorta, disminuye la
presion arterial sistolica, y reduce la hipertrofia cardiaca y la cantidad de proteina en
la orina en ratas hipertensas. Entre las otras bondades de la quercitina esta la
regulacion del metabolismo de lipidos a través de la estimulacion de la actividad de
la lip6lisis°.

En un estudio clinico realizado en la India en 2014, se utilizaron pacientes
diagnosticados con diabetes tipo 2 a los cuales se los dividi6 en dos grupos. Un
grupo recibiria Metformina 500 mg diario y el otro grupo recibiria una formulacion

estandarizada de extractos acuosos de seis hierbas, en una pastilla de 500 mg/dia,
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la cual poseia un contenido de berberina de 1,27%, quercetina en un 0,01% y acido
gélico en 3,09%. El criterio de valoracion primario fue el efecto sobre el cambio de la
linea de base en la glucosa en sangre (Glucosa en sangre en ayunas y glucosa en
sangre postprandial) y hemoglobina glicosilada (HbA1c)*'.

Después de 24 semanas, los resultados medido en ayunas sobre glucosa en
sangre postprandial mostr6 una disminucion del 25,52% y 24,22% en el grupo
tratado con formulacion estandarizada de seis hierbas, comparado con 31,46% y
24% de reduccion en el grupo tratado con metformina (diferencia de tratamiento
estimada -10,8; IC del 95%: -22,63 a 1,03 y -0,36; -12,1 a 11,38, respectivamente).
La reduccion de HbAlc también fue similar para el grupo tratado con la formulacion
poliherbal y Metformina (diferencia de tratamiento estimada 0,01; IC del 95%: -0,51 a
0,53). Sin embargo, la disminucién del nivel medio de colesterol total fue mas
pronunciada en el grupo tratado con PHF (diferencia de medias estimada 61,3; IC
95%: 55,32 a 67,28) que el grupo tratado con metformina (diferencia de medias
estimada 41,12; IC del 95%: 34,92 a 47,32) y ademas hubo significacion estadistica
entre los grupos de tratamiento en el nivel de colesterol total al final del tratamiento
de seis meses (diferencia de tratamiento estimada 20,18; IC del 95%: 12,34 a
28,02). El estudio demostré que la ingesta diaria de esta formulaciéon que contenia el

flavonol quercetina disminuyé el nivel glucémico y mejoré la homeostasis lipidica®’.

Para la especie de estudio Exellodendron coriaceum Prance, en el afio 2009,
se aisl6 del extracto de cloroformo diversos derivados de la quercitina, el cual se ha
considerado uno de los marcadores quimiotaxonémicos de las Chrysobalanaceas.
En este estudio, dicho extracto se obtuvo por maceracion de las partes aéreas y
frutos con solventes de polaridad creciente desde hexano, hasta metanol-agua en
proporcion 1:1. Todos los extractos se sometieron a ensayos de actividad antiviral
con el virus de fiebre amarilla cepa vacunal 17D. El extracto metandlico-acuoso
mostréo un 60% de inhibicion de la replicacion del virus a una concentracion de 25

ug/mL, con respecto a los otros extractos®.
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Este estudio fue realizado por la Dra. Diana Carrasco, en la Facultad de
Ciencias de la Universidad Central de Venezuela y es el Unico estudio conocido
sobre la especie Exellodendron coriaceum Prance. Entre los compuestos que se
aislaron y caracterizaron de los extractos de cloroformo, metanol y butanol estan la
quercetina-3-O-ramnésido (fig. 5), quercetina-3-O-a-L-ramnopiranosil-(1—2)-a-L-
ramnopiranosido  (7), quercetina-3-O-B-L-galactopirandsido  (Hiperina)  (8),
quercetina-3-O-a-L-arabindsido (9) y quercetina-3-O-a-L-ramnopiranosil-(1-6)-p-D-

galactopirandésido (10) (Fig. 10)°.

OH
OH

Fig. 10. Derivados de quercetina aislados de Exellodendron coriaceum®

Con los derivados 7, 8, 9 y 10 de quercetina se realizaron ensayos de
actividad hipoglicemiante sobre el sistema G-6-Pasa microsomal, obteniéndose que
todos poseen efecto en la inhibicion de la actividad de esta enzima a una

concentracion de 160 pg/mL, con valores que van de 24,3% a 52,3% en microsomas
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intactos. Mientras que en microsomas rotos los valores de actividad se encontraron
entre 26,74% a 49,77%".

También logré aislar dos agliconas, cuyas estructuras no se encuentran
reportadas como marcadores quimiotaxonomicos de esta familia de plantas sin
embargo, la ruta biosintética de estos compuestos hace posible los distintos
derivados con el esqueleto flavonoidal. Entre las agliconas encontradas en el
extracto de cloroformo estan 2',5,7-trihidroxi-3',5'-dimetoxiflavona (11) y la 7-metoxi-
apigenina (12) (Fig. 11)°.

(12)
OH O

Fig. 11. Agliconas aisladas de Exellodendron coriaceum Prance®?.

1.4.2. Terpenos
Otra familia de compuestos ampliamente reportada para la familia de las
Chrysobalanaceas son los terpenos”.
La unidad fundamental que define a los esqueletos de estos compuestos
contiene 5 atomos de carbono y se le conoce como isopreno (Fig. 12). No es
frecuente encontrar esta molécula en las plantas sino que se encuentra asociada a

otras unidades iguales o a otras moléculas®.
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HaC /CH2
HZC// :

Fig. 12. Estructura del isopreno?

De manera general los terpenos responden a lo que se conoce como la regla
del isopreno, es decir, la secuencia de los atomos que conforman un terpeno es tal
gue pueden localizarse varias unidades consecutivas de isopreno. Esto no siempre
se evidencia, ya que pueden derivarse estructuras cuyo numero de atomos de
carbono no sea un multiplo de 5, pues son frecuentes las reacciones de degradacion
0 bien pueden suceder rearreglos en los esqueletos que conducen a secuencias
anormales de la unidad de Cs".

Debido a esto, una clasificacidon de los terpenos segun las unidades de

isopreno que contengan dicha estructura puede darse de la siguiente forma*®:

Tabla 1. Clasificacibn de los terpenos segun las unidades de isopreno que
contengan en su estructura®®

Tipo de terpeno | Unidades de isopreno que contiene

Monoterpenos 2
Sesquiterpenos 3
Diterpenos 4
Sesterpenos 5
Triterpenos 6

8

Carotenoides
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Fig 13. Resumen de biosintesis general de terpenos®.

El isopentenil bifosfato y su isémero dimetilalil difosfato (DMAPP) son los
precursores activados en la biosintesis de terpenos en reacciones de condensacion
catalizadas por prenil transferasas para dar lugar a prenil bifosfatos como geranil
difosfato (GPP), precursor de monoterpenos, farnesil difosfato (FPP) precursor de
sesquiterpenos y geranilgeranil difosfato (GGPP) precursor de diterpenos®®.

El grupo de los terpenos, como antes se menciona, incluye hormonas
(giberelinas y acido abscisico), pigmentos carotenoides (carotenos y xantofilas),
esteroles (ergosterol, sitosterol, colesterol), derivados de los esteroles (glicosidos
cardiacos), latex y aceites esenciales. Aunque las citoquininas y las clorofilas no son

terpenos, contienen en su estructura una cadena lateral que es un terpeno. A la vista
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de esta variedad de compuestos, es evidente que muchos terpenos tienen un
I°,

importante valor fisiol6gico y comercia
Para la familia de las Chrysobalanaceas se han reportado una gran variedad

de compuestos de este tipo, entre los que resaltan los nucleos de lupano, oleanano,

ursano, curcubitano, kaurano y clerodano®.

CH,

Fig. 14. NUcleos triterpenoidales encontrados en Chrysobalanaceas?

Del estudio de Couepia paraensis anteriormente mencionado®, se aislaron 8
triterpenos cuyos nucleos estan asociados a los reportados continuamente para las
Chrysobalanaceas. En este estudio se aislaron el B-sitosterol (13), éster metilico del

acido betulinico (14) y éster metilico del acido oleanodlico (15) del extracto de
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cloroformo. Mientras que del extracto cloroformo-metanol (9:1) se aislaron los
siguientes acidos: oleandlico (16), pomalico (17), ursolico (18), betulinico (19) y 6-B-

hidroxibetulinico (20)%.

Fig. 15. Compuestos terpenoidales aislados de Couepeia paraensis®

De los extractos que contenian cloroformo y cloroformo-metanol realizaron un
estudio de citotoxicidad en células Vero, obteniendo que solo resultaron inocuos en
concentraciones menores a 3,1 ug/ml después de 24 horas de incubacién. De igual
forma se estudio el efecto de los mismos ante la actividad de la glucosa-6-Pasa, a

una concentracion de 160 pg/mL. El Unico extracto con actividad significativa fue el
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de metanol (41% en inhibicibn en microsomas intactos), del cual se obtuvieron los

flavonoides ya mencionados?*.

Otra especie estudiada para conocer su contenido de terpenos es Licania
arianeae Prance, la cual fue estudiada en Brasil en el afio 2008, por el grupo de
investigacién de Carvalho, M?,

En este caso tomaron las hojas y raices de la planta para realizar extractos
por maceracion utilizando hexano y metanol. Luego de distintas particiones
obtuvieron mas de 20 compuestos de nucleo oleanano y ursano, incluyendo dos
saponinas, el acido 3B-O-B-D-glucopiranosil-24-hidroxiursa-12-en-28-oico (34) y
acido 3p-0O-B-D-glucopiranosil-19a,24-dihidroxiursa-12-en-28-oico (36), nuevas para

la biblioteca de compuestos aislados de las Chrysobalanaceas®*.

R1 R2 R3 R4
oOH OH H H
aOH OH H Me
aOAc OAc H Me

BOH H H H
BOAc H H H
BOH OH OH H

R] R2 R3 R4 Rj
0OH H H H H
aOH OH H H H
oOH OH H H Me
0OAc OAc H H Me
oOH OH H OH H
o OH OH H OH Me
0OAc OAc H OH Me
B—O—glc OH H H H
B—O—glc(Ac)4 OAc H H H
B-O—glc OH H OH H
B-O—glc(Ac)y OAc H OH H
BOH H H H H
BOACc H H H H
BOH H OH OH H
BOH H OH OH Me

Fig. 16. Compuestos terpenoidales aislados de Licania arianeae®*
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Las saponinas son glicosidos de alto peso molecular, que consisten en
azucares enlazados a triterpenos o esteroides. Tienen propiedades detergentes,
muestran actividad hemolitica, pueden ser amargas al gusto y toxicas en organismos

marinos?>.
1.5. Justificacion

Las Chrysobalanaceas como familia de plantas han sido objeto de estudio
tanto de la botanica como de la fitoquimica. En esta area es de interés el hallar
compuestos que puedan servir como marcadores quimiotaxondmicos Yy/o
compuestos que promuevan la cura de diversas enfermedades o sean eficaces en el
tratamiento de éstas. El grupo de productos naturales perteneciente a la Escuela de
Quimica de la Universidad Central de Venezuela ha hecho aportes significativos a la
biblioteca de compuestos que se encuentran en las Chrysobalanaceae, debido a los
numerosos estudios fitoquimicos que se han realizado con distintas especies de esta
familia.

En el caso de Exellodendron coriaceum Prance, la motivacion del estudio del
extracto de metanol-agua (1:1) radica en su importante actividad antiviral frente al
virus de fiebre amarilla® y en el estudio de su composicién quimica del cual no se

posee informacién en el estudio previo donde se menciona este extracto.
1.6. Objetivos

1.6.1. Objetivo General
Realizar el estudio fitoquimico del extracto metandlico acuoso de Exellodendron

coriaceum Prance.
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1.6.2. Objetivos Especificos

Aislar y purificar los metabolitos secundarios presentes en el extracto metandlico
acuoso de Exellodendron coriaceum Prance.

Caracterizar por técnicas espectroscépicas de resonancia magnética nuclear (RMN-
'H, RMN-*C), espectrometria de masas (EM) e infrarrojo (IR) los metabolitos
secundarios aislados del extracto metandlico acuoso de Exellodendron coriaceum
Prance.

Evaluar la actividad hipoglicemiante de fracciones o compuestos aislados del

extracto metandlico acuoso de Exellodendron coriaceum Prance.
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CAPITULO Il. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

2.1. Materiales y métodos
2.1.1. Materiales
2.1.1.1. Material vegetal®

Exellodendron coriaceum fue recolectada en las cercanias del Rio Sipapo,
Municipio Autana, Estado Amazonas, en octubre de 1998. La recoleccién e
identificacion del espécimen estuvo a cargo del Dr. Anibal Castillo del Centro de
Botanica de la Escuela de Biologia de la Universidad Central de Venezuela. El
material estudiado consistié en las partes aéreas y frutos de la planta.

El material fresco se secé en estufa a 30°C y se moli6. ElI proceso de
extraccion fue mediante su maceracion sucesiva del material con solventes de
creciente polaridad: hexano, cloroformo, cloroformo/metanol 9:1, metanol y
metanol/agua 1:1.

La maceracion se llevo a cabo por 48 a 36 horas con cada solvente y luego se
filtr6 la solucion. La evaporacion del solvente se llevo a cabo a presion reducida y de
esta forma se obtuvieron los distintos extractos. En el caso del extracto metandlico-
acuoso (1:1) la masa obtenida fue de 21,21 g, resultando en un 1,53% del material
vegetal utilizado inicialmente (1389 g). En la siguiente figura se observa el proceso

de obtencién de cada extracto de manera esquematica.
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Material Vegetal

Hexano
Ext. Hexano Residuo
EH
CHCI,
Ext. CHC|3 Residuo
- . CHCI/MeOH 9:1

l '

Ext. CHCI,/MeOH  Residuo

ECM ‘ MeOH
Ext. MeOH l
Exd Residuo
‘ MeOH/ H,0 1:1
BuOH/H,0 ¢ l
Ext. BUOH Bt MeGHHD Residuo
EMH
EB

Fig. 17. Esquema de obtencién de los extractos crudos de las partes aéreas y frutos
de Exellodendron coriaceum Prance®

2.1.1.2. Soportes cromatograficos
a) Cromatografia en columna: silica gel 60 RP-18 (40-63 um), sephadex LH-20.
Se utilizaron columnas cromatogréficas de vidrio con las siguientes especificaciones
de largo x ancho, en centimetros:
Columna F: 63x3 cm
Columna Sp: 90x2,5 cm
Columna A: 45x2,5 cm

Columna B: 64x0,9 cm
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Columna C: 45x1 cm

b) Cromatografia de capa fina: placas de aluminio silica gel 60 Fzs4 con indicador
de fluorescencia. Placas de aluminio silica gel 60 RP-18.

c) Placas preparativas de silica gel 60. Fzs4, 20x20 cm, 0,25 mm de espesor.
MERK.

2.1.1.3. Solventes

Agua destilada Cloroformo

Etanol Isopropanol

n-Butanol Metanol

Acido acético Acetona

Acido férmico 85% Heptano

Acetato de etilo Hexano

2.1.1.4. Reactivos para revelado de placas y reacciones de

coloracion

p-Anisaldehido-acido sulfarico®

Para preparar este revelador se mezclan 0,5 ml de p-anisaldehido con 10 mL
de acido acético glacial. A esta mezcla se le agregan 85 mL de etanol y 5 mL de
acido sulfurico concentrado.

La placa se sumerge en 5 mL la mezcla de revelador p-anisaldehido-acido
sulfurico, en una placa de Petri de cristal, se deja secar y se calienta a 100°C por 5-
10 minutos. Luego es evaluada en el visible o en lampara UV-365 nm.

Los diversos compuestos derivados de plantas, fenoles, terpenos, azlcares y
esteroides dan coloracion violeta, azul, rojo, gris o verde dependiendo de su

estructura®.

Ester del 4cido 2-aminoetil-difenilbérico (Naturstoff)**
Se disuelve 1 g del reactivo éster del acido 2-aminoetil-difenilbérico

(Naturstoff) en 100 mL de metanol.
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Luego de secar bien la placa cromatogréfica, se rocia o se sumerge la placa
durante 1 segundo en la solucion del reactivo y se deja secar. Como segundo paso
se sumerge la placa en una solucion de parafina/hexano, se deja secar y se irradia
con luz UV a 365 nm. Con este reactivo la fluorescencia es dependiente de la
estructura del compuesto.

Con este método de revelado de placas los glicosidos de quercetina,
miricetina y luteolina dan una coloracidon naranja. Los glicésidos de kanferol,
apigenina e isoramnetina coloraciones entre amarillos y verdes®.

En luz UV de 365 nm, la glucosa, fructosa y lactosa dan coloracién azul palida

en contraste con el fondo negro palido de la placa*.

Cloruro férrico 10%2°
Se pesa 1 gramo de cloruro de hierro y se disuelven en 10 mL de agua
destilada.

Reaccion con cloruro de hierro al 10%*

Se prepara una solucion acuosa del extracto al 2% y se colocan 3 mL de esta
solucién en un tubo de ensayo. Se le agrega una gota de disolucion de cloruro de
hierro al 10%. El resultado de la prueba dependeréa del tipo de tanino contenido en el
extracto. Se debe observar una coloracion verde a azul.

Esta solucién se puede utilizar para revelado de placas, observandose colores

que van desde azul, verde o rojo.

Acido clorhidrico concentrado®

Se agrega 1 mL de acido clorhidrico concentrado sobre 5 mL de solucion
acuosa del extracto al 2%. Se calienta en bafio de agua y se observa la coloracion.
En el caso de taninos condensados, debe formarse un sélido globular rojo conocido

como flobafeno.
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2.1.1.5. Reactivos para bioensayos sobre la enzima Glucosa-6-

fosfatasa®
a) Glucosa-6-fosfato
b) Histona II-A
c) Dodecil sulfato de sodio (SDS)
d) HEPES
e) EDTA
f) Sacarosa
g) Hidréxido de sodio
h) Reactivo Folin-Ciocalteu

2.1.1.6. Equipos

i) Tartrato de sodio-potasio
j) Carbonato de sodio

k) Sulfato cuprico

l) Heptamolibdato de amonio
m) Acido ascorbico

n) Acido sulfarico 37 N

0) Albumina bovina

e Lampara UV GL-25. Multibanda UV — 254/366 nm

e Balanza analitica Mettler Instrumente AG CH- 8606

e Plancha de calentamiento con agitacion Corning 6795 - 220

2.1.1.7. Instrumentos para bioensayo sobre la enzima Glucosa-6-

fosfatasa®

a) Centrifuga Sorvall Instruments (Duport) Modelo RC5C. Rotor 5534
b) Ultracentrifuga Beckmann, modelo L5-75 B; rotor 30 de titanio

c) Cava Ultra-low regulable
d) pHmetro

e) Espectrofotometro Pharmacia, modelo Novaspec II

f) Espectrofotometro Beckmann de doble haz DU-640

2.1.2. Métodos

2.1.2.1. Cromatogréaficos

e Cromatografia de columna en fase normal (silica) y fase inversa (RP-18).

e Cromatografia de capa fina en fase normal (silica) y fase inversa (RP-18).
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e Cromatografia de capa fina preparativa en fase normal.

e Cromatografia de columna por exclusion molecular (LH-20).

2.1.2.2. Bioensayo sobre la enzima Glucosa-6-fosfatasa

Las rutas metabdlicas responsables de la produccion de glucosa en el higado
son la gluconeogénesis y la glicogendlisis. La enzima Glucosa-6-fosfatasa cataliza el

paso final de ambas rutas metabélicas®’.

La enzima glucosa-6-fosfatasa hepética estéd situada en la membrana del
reticulo endoplasmético (RE) y su sitio activo se encuentra en el lumen del RE
mientras que todas las otras enzimas involucradas el metabolismo del glucégeno, la
gluconeogénesis y la glucdlisis se encuentran en otra parte de la célula. Para
mantener una actividad enzimatica normal de la Glucosa-6-fosfatasa, in vivo o in
vitro, son necesarias la subunidad catalitica de la enzima y una proteina reguladora
de fijacibn de calcio, denominada proteina estabilizante (SP). Por lo tanto, es
necesario transportadores para los sustratos y productos de la enzima glucosa-6-

fosfatasa a través de la membrana del REZ’.
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Fig. 18. Representacion esquematica de las vias del metabolismo hepatico de la
glucosa y el papel de la glucosa-6-fosfatasa. Las flechas oscuras indican las vias por
las que la glucosa es producida por el higado cuando los niveles de glucosa en
sangre son bajos o en tiempos de estrés. La proyeccion del 6valo del lado derecho
es una representacion de la glucosa-6.fosfatasa hepatica dentro del reticulo
endoplasmatico. Leyenda: G-6—Pase = glucosa-6-fosfatasa; SP = proteina
estabilizante de unidn al calcio; T1 = proteina de transporte de glucosa-6-fosfato; T 2
= proteina de transporte de fosfato / pirofosfato; T3 = Proteina de transporte de
glucosa; P = fosfato; G = glucosa®’

Hay tres proteinas de transporte denominadas T1, T2y T3 (o GLUT 7), que
transportan glucosa-6-fosfato, fosfato y glucosa, respectivamente (Fig. 18) a través
de la membrana del RE. Para que la glucosa-6-fosfatasa hepatica microsomal tenga

actividad in vivo al menos cinco proteinas diferentes son necesarias®’

Como productos de esta reaccion estan la glucosa y el fosfato inorganico (Pi),
por lo que la actividad de esta enzima puede ser medida mediante la desaparicion
del sustrato o la aparicion de alguno de sus productos, en este caso, del fosfato

inorganico®2°.

" ¢ Glucasa—p-fosfalasa .
trlucasa — 6 — fasfato Glucasa + Pi Ec. 12
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El fosfato inorganico obtenido en esta reaccion puede ser cuantificado
colorimétricamente por la formacion de un complejo azul con el heptamolibdato de
amonio en medio acido, cuya absorbancia es determinada a una longitud de onda de
820 nm. El heptamolibdato de amonio es conveniente a este método ya que también

detiene la reaccion?®?°,

Para diferenciar si el compuesto al que se le esta determinando su capacidad
de inhibicién de la enzima, actla sobre el transportador T1 o sobre la subunidad
catalitica (SUC), se utilizaron microsomas intactos y microsomas rotos. En el caso
de los microsomas rotos, al carecer de membrana limitante, el sustrato tiene libre
acceso a la SUC. Estos se obtienen mediante la incorporacién de histonas durante
el ensayo. Las histonas son unas proteinas que rompen la integridad de las

estructuras microsomales?®%°,

Para la preparacion de los microsomas se utilizé el siguiente procedimiento?®:
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Ratas Sprague Dawley (180-200 g)

SR, TR i
Higado

|

{

HomogenatoLde higado en
~sacarosa 0,32 M*

AR B e e —————

B Centrifuga20.000g |
| T=4-8 C t=20 min |

Liquido sobrenadante . Sedimento

| Ultracentrifuga 105.000 g
L4 T=4.8 Ci t=60.min

Liquido | Sedimento
| Sobrenadante | |(microsomas)

Limmppntsn e o

' Suspender en sacarosa |
025 M

Repartir en tubos eppendorf y almacenara-80 C

1
L v AN e A e P

*Sacarosa 0,32 M; MgCl; 3mM
**Sacarosa 0,25 M; HEPES 5mM; MgCl, 1mm pH 6,5

Fig. 19. Esquema de obtencién de microsomas?®

Para el ensayo general de la enzima se utilizé6 Glucosa-6-Pasa 5 mM, tanto
con histonas (+H), como sin histonas (-H), en la siguiente tabla se resume la

cantidad de reactivos necesarios para prepararlas:
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Tabla 2. Preparacion de los sustratos®®?°

G-6-P EDTA 0,1 HEPES Histonas*
100mM (pL) | mM (pL) 1M (uL) | H,O (pL) | (tipo II AS) | Vi (mL)
pH 6,5 pH 6,5 pH 6,5 (pL)
-H 1570 -
- | 250 100 80 2
+H 1370 200

Pasa se llevo a cabo por la siguiente metodologia descrita por Burchell y co

a)

b)

d)

f)

g)
h)

La determinacion de la actividad de las subfracciones sobre la enzima G-6-
|.6,27,28,29_
Se utilizaron tubos para los ensayos sin histonas (-H) por triplicado, y para el
blanco por duplicado. En total ocho tubos para cada conjunto de control y
subfraccion a evaluar.

Para los controles se colocé en cada tubo 40 uL de sustrato y 40 yL de agua.
Para los ensayos experimentales se afiade 40 pL de la subfraccién disuelta a
la concentracion deseada en lugar de agua.

Se diluyeron los microsomas hasta una concentracién final de 1 mg de
proteina/mL en sacarosa al 0,25 M, 5 mM HEPES y 1 mM MgCl,, se llevo el
pH a 6,5.

Se colocaron los tubos en una gradilla a temperatura controlada de 30°C.

Se adicionaron 20 pL de los microsomas a cada uno de los tubos y se incubo
por 10 min.

Se detuvo la reaccién tubo por tubo, incluyendo a los blancos, en el orden e
intervalo de tiempo en que se colocaron los microsomas, afiadiendo 0,9 mL
del reactivo de parada, el cual consta de una mezcla de soluciéon de
(NH4)sM07024 0,42% en H,SO,4 0,5 M, SDS 5% y acido ascoérbico 10% en una
proporcién de 6:2:1. Por ultimo se anadié 20 puL de los microsomas a los
blancos.

Se incubd la gradilla por 20 minutos, en un bafio a 46°C.

Se determind la absorbancia de cada uno de los tubos a 820 nm
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I) La actividad enzimatica se expresa en ymoles de Pi/hora x mg de proteina.

En la siguiente figura se muestra un esquema se resume la metodologia utilizada

para la determinacién de la actividad de la enzima G-6-Pasa en las subfracciones.

Sustrato G-6-P (5mM)

l ‘, l

Blanco Control Compuesto
-H +H -H +H -H +H
!
Microsomas

Incubacién por 10 min
I T=30°C =

l

Reactivo de parada

A
Microsomas ———4{

Incubacién por 20 min
T=46°C

i

Absorbancia 8§20 nm

Fig. 20. Esquema del procedimiento del egsayo para medir actividad sobre G-6-
Pasa

La determinacion de fosfato inorganico liberado en la reaccion se llevo a cabo
utilizando una curva de calibracién. Se partié de una solucion de KH,PO4 1 M y por
dilucion de esta se obtuvieron las soluciones para construir dicha curva (10, 25, 50,
75y 100 mM con un volumen final de 100 pL)®.

Para determinar la cantidad de proteina se siguio el procedimiento de Lowry y

col*® modificado por Markwell y col®!. Este método combina la reaccién de Biuret de
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los enlaces peptidicos de las proteinas con los iones cobre del reactivo en medio
alcalino y la reduccion del reactivo de Folin-Ciocalteu por los residuos de tirosina y
triptéfano de las proteinas. Esta reaccion intensifica el color del complejo cobre-
proteina®?%%°,

Para determinar la concentracion de proteinas, los valores de densidad 6ptica
obtenidos de este procedimiento se llevaron a una curva de calibracion de
concentracion vs. densidad Optica, construida con soluciones patron de albumina
sérica de bovino 500 ug/mL. Por diluciones de esta solucion madre se prepararon
500uL de soluciones de 25, 50, 75 y 100 pg/mL. Como blanco se utilizé una solucion
que solo contenia agua. En la siguiente figura se encuentra un esquema del

procedimiento de determinacién de proteinas®.

Microsomas (20 pl)

EESEREESE R A T S

480 uL de H,0 -~ 1,5 ul del Reactivo de Lowry*
Reposo t = 10 min

150 pL Folin-Ciocalteus (1:1)
?Reposo t= 40 min|
T
| Medir absorbancia a 660 nm |
3 H

L

*Reactivo de Lowry: 100 A + 1B
A: Na,CO3 2%, NaOH 0,4%, KNaC4H4O¢ 0,16%, SDS 1%
B: CuSO4 4%

Fig. 21. Determinacion de proteinas?®
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2.2. Fraccionamiento del Extracto Metandlico-Acuoso (1:1) de Exellodendron

coriaceum Prance

2.2.1 Procedimiento A

Se pes6 1086,50 mg del extracto metandlico-acuoso y se sembrd en la
Columna F que contenia aproximadamente 100 g de silica gel 60 RP-18.

Para eluir se utilizaron 200 mL de cada mezcla de solventes indicada en la
siguiente tabla.

Tabla 3. Mezclas utilizadas para la elucion de la columna de RP-18

Mezcla Proporcién (v/iv%)
H,O 100
80:20
H,O/EtOH 60:40
40:60
EtOH 100

Se obtuvieron un total de 192 fracciones, las cuales se les designo la letra F-#
(numero de la fraccion).

Se realiz6 andlisis cromatografico por CCF en fase inversa hasta la F-68
utilizando mezclas de CH3CN/H,O y EtOH/H,0. Las fracciones F-68 hasta F-192 se
analizaron mediante CCF en fase normal y se utiliz6 como fase mévil cloroformo y
mezclas ChlI/EtOH 9:1 y 8:2. Segun los resultados obtenidos por estos andlisis, se
unieron fracciones; lo cual dio un total de 15 subfracciones. En la siguiente tabla se

indica la subfraccién y la masa obtenida para cada una.



Tabla 4. Subfracciones obtenidas de la columna RP-18

Subfraccién | Masa Subfraccion (mg) Observaciones
F-0a3 223,0
F-4y5 100,70 Sélido marrén
F-6a9 111,50
F-10a 13 22,00
F-14 a 20 89,90
F-22 a 27 221,00
F-28 a 34 54,30
F-35a42 48,04
F-43 a 49 88,54
F-50 a 68 52,89 Solido amarillento
F-69 a 97 1022,23 Aceite amarillo
F-98 a 165 164,52
Eigg i?? Sélido blanco
F-166 a 192 38,31
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De estas 15 subfracciones, se sometieron a posterior separacioén, dos de

ellas: la subfraccion F-0 a 3y la F-98 a F-165.

La subfraccién F-98 a F-165, de masa 164,52 mg, se sometié a CC en fase

normal utilizando la Columna A con 16,5 g de silica gel y como eluyente cloroformo

hasta etanol. A estas fracciones se les denomind A-# (nimero de la fraccion), y se

obtuvieron un total de 291 fracciones.

Mediante analisis cromatografico en CF en fase normal de estas 291

fracciones se unieron las siguientes subfracciones:

Tabla 5. Subfracciones obtenidas de la Columna A

Subfracciones Masa (mg)
A-0a?2 44,48
A-3a13 31,59

A-13 a 23 512
A-24 a 67 7,37
A-68 a 125 7,25
A-180 a 200 19,56
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A-201 a 236 5,29
A-237 a 250 1,15
A-251 a 291 3,77

De esta columna se obtuvo la subfraccion A-0 a 2 con una masa de 44,48 mg.
Por andlisis en CCF en fase normal se observaron 2 manchas de distintos Rf y con
buena separacion por lo que se sometié a otra CC con la Columna B utilizando 4,44
g de silica gel. Se utilizé heptano hasta cloroformo y luego mezclas de Chl/EtOH en
proporciones 9:1 y 1:1. A las fracciones obtenidas de esta CC se les denominé B-#
(numero de la fraccién) y se obtuvieron un total de 52 fracciones. Por andlisis de
CCF se reunieron de la siguiente forma

Tabla 6. Subfracciones obtenidas de la Columna B (fase normal)

Subfraccion | Masa Subfraccion (mg)
B-1a14 13,48
B-15a31 9,96
B-32a52 14,00

De esta columna se obtuvo la subfraccién B-1 a 14. Por analisis de CCF
mostraba un solo compuesto puro de masa de 13,48 mg y se le designé el nombre
de Compuesto 1. Esta subfraccién se sometié a analisis por RMN de *H, *3C.

La subfraccion denominada F-0 a 3 (223,0 mg) se separ6 mediante
cromatografia de placa preparativa fase normal, sembrando entre 20 y 25 mg,
utilizando una fase movil de BuOH/iPrOH/AcOH/H,0 en proporciones 3:1:1:1. Luego
del tratamiento adecuado de raspado, extraccion y filtracion, se obtuvieron los
compuestos 2 (2,0 mg) y 3 (2,5 mg) a los cuales se les sometié a analisis por RMN
4 y 18¢

En el siguiente esquema se resume el fraccionamiento del extracto

metanodlico-acuoso de E. coriaceum.



Columna RP-18 (H,0O -
> EtOH)
15 Subfracciones

Subfraccion F-98 a 165 Subfraccion F-0 a 3
Masa 164,5 mg Masa 272,50 mg
Columna A (Chl -> CCP con
EtOH) BUOH/iPrOH/AcOH/H,O
9 Subfracciones en proporciones 3:1:1:1
Subfraccion 1 (A-0 a 2), Banda 1 (Rf = 0,15)
Masa 44,48 mg Compuesto 2 (2,0 mg)
Columna B (Heptano -> Banda 2 (Rf = 0 49
ChI:EtOH 1:1) anda 2 (RT=0,49)
3 Subfracciones Compuesto 3 (2,5 mg)
Subfraccién 1 (B-1 a 14)

Compuesto 1 (13,48 mg)

Fig. 22. Esquema de fraccionamiento del extracto metandlico-acuoso 1:1 de E.
coriaceum por el procedimiento A
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2.2.2. Procedimiento B

Este procedimiento se realizé por duplicado, en el primer caso se pesaron
1064,49 mg del extracto y para el segundo caso se pesaron 1012,83 mg del
extracto. En ambos casos se sembrd la cantidad sobre una la Columna Sp,
conteniendo aproximadamente 50 g de Sephadex LH-20.

Para eluir, se utilizaron 200 mL de agua destilada y mezclas H,O/EtOH en las

siguientes proporciones

Tabla 7. Mezclas de solventes utilizadas para la elucién de la columna de Sephadex

LH-20
Mezcla Proporcion (v/v%)
H,O 100
H,O/EtOH 50:50
EtOH 100

Las fracciones obtenidas en ambas columnas se les denominé Sp'-#, para el
primer caso y Sp”-# para el segundo respectivamente. Se obtuvieron 106 fracciones
para el primer caso y 76 para el segundo caso. Se realiz6 CCF en fase normal
utilizando mezclas de EtOH/Chl en proporciones 9:1, 8:2 y 1:9 como eluente y se

logré unir las siguientes subfracciones:
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Tabla 8. Subfracciones obtenidas de las dos columnas realizadas con el
Procedimiento B

Subfraccion Masa Subfraccion (mg) Observacion
Spt-0a3 460,60
Spt4ai12 115,15
Sp™-13a?24 293,19
Sp™- 25 a 41 71,84 Solido marrén
Sp*- 42 a 77 247,63
Sp*- 78 a 88 27,51
Sp*-89 a 106 26,81
Sp*-0a7’ 380,98
Sp*-8all 31,20
Sp®-12a 17 42,06
Sp* 18 a 22 135,78
Sp*-23a 27 33,67 Sélido marrén
Sp®- 28 a 36 17,71
Sp” 37 a4l 40,46
Sp* 42 a 57 6,22
Sp* 58 a 76 48,91

Mediante analisis por CCF en fase normal utilizando Chl/EtOH 9:1 como fase
moévil se unieron las subfracciones Sp'-89 a 106 y Sp?-23 a 27 y se les sometié a CC
en fase normal utilizando cloroformo hasta acetato de etilo y luego una mezcla de
AcOEt/EtOH en proporcién 8:2. A las fracciones obtenidas de esta columna se les
nombré C-# (nimero de la fraccion) y se obtuvieron un total de 83 fracciones que

mediante andlisis por CCF se unieron de la siguiente forma

Tabla 9. Subfracciones obtenidas de la Columna C (fase normal)

Subfraccion Masa Subfraccion (mg)
C-1la23 2,02
C-24a43 3,53
C-45a79 3,20
C-80a83 1,12




53

De esta columna la subfraccién C-24 a 43, por analisis de CCF se mostro
como una sola mancha, lo cual sugeria la presencia de un compuesto puro. Se le

denominé compuesto 4 y se lo sometié a RMN *H.

Se realizaron dos placas de cromatografia de placa preparativa para la
subfraccion Sp'-13 a 24, sembrando aproximadamente 25 mg por placa y utilizando
una fase movil de Chl/MeOH/H,0 en proporcion 75:30:4. Luego de su tratamiento se
obtuvieron dos compuestos, llamados compuesto 5 (1,0 mg) y compuesto 6 (1,5 mg)

respectivamente. Ambos fueron sometidos a anélisis por RMN *H.

En el siguiente esquema se resume el procedimiento de fraccionamiento del

extracto metandlico-acuoso de E. coriaceum segun el procedimiento B.



Columna 1.
7 Subfracciones

Columna Sp

Columna 2. 10
Subfracciones

Subfraccién Sp'-
13 a 24 (293,19

Subfraccion 7
(Sp'-89 a 106)

Subfracciéon 5
(Sp2-23a 27)

Masa 33,67 mg

Subfraccion 7y 5.
Masa 60,48 mg

mg) Masa 26,81 mg
CCP con
— Chl/MeOH/H,0O en
proporcion 75:30:4
Banda 1 (Rf =
|| 0,92) Columna C.
Compuesto 5 (1,0 Subfracciones: 4
mg)
Banda 2 (Rf = Subfraccion 2 (C-
|| 0,95) 24 a 43).
Compuesto 6 (1,5 Compuesto 4 (3,53
mg) mg)
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Fig. 23. Esquema de fraccionamiento del extracto metandlico-acuoso 1:1 de E.

coriaceum por el procedimiento B
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CAPITULO lIl. DISCUSION DE RESULTADOS

3.1. Analisis cromatografico

3.1.1. Del extracto metandlico-acuoso (1:1) de E. coriaceum

En CCF en fase inversa se observaron manchas marrones, azules y amarillas

al revelar con PAS

3.1.2. Procedimiento A

Una vez obtenidas las primeras 68 fracciones secas, se procedi6 a realizar su
andlisis por CCF en fase inversa. Utlizando como eluyente CH3;CN/H,O en
proporciones 8:2 y 7:3, se observaron manchas de diversos colores al revelar con
PAS. Estas fracciones fueron pesadas luego de ser agrupadas por los Rf de las
distintas manchas como indica la Tabla 10 y las masas correspondientes para cada

una se encuentran en la Tabla 4.

Tabla 10. Observaciones en el visible del andlisis por CCF en fase inversa de las
fracciones F-0 a F-68, usando como revelador PAS.

Soporte; Fase

Subfracciones s Observaciones
movil

Punto de siembra revela color verde claro
Se observo una mancha marrén muy tenue con el

F-0a3 . ) mismo Rf (=0,84) para todos los puntos de
Fase inversa; .
CH,CN/H,0 7:3 siembra
3 ' Punto de siembra revela verde oscuro
F-4y F-5 Se observo una mancha marrén con el mismo Rf

(=0,5) para los dos puntos de siembra

Punto de siembra revela verde oscuro
F-6a9 Se observaron manchas rosadas con el mismo Rf
(=0,71) para todos los puntos de siembra

Fase inversa;

CH.CN/H,O 8:2 Punto de siembra revela verde oscuro

Se observaron manchas azules (Rf = 0,37) y
rosadas (=0,71) todos los puntos de siembra

F-10a 13

F-14 a 20 Punto de siembra revela verde oscuro




56

Se observaron manchas rosadas (Rf = 0,74) y
marrones (Rf = 0,80) para todos los puntos de
siembra

F-22 a 27

F-28 a 34

F-35a42

F-43 a 49

Fase inversa;
CH3CN/H>0 8:2

Punto de siembra revela marrén intenso
Eluye como una linea marron por toda la placa,
dejando una mancha marrébn mas oscura con un
Rf=0,9

Punto de siembra revela marron claro.
Se observan al menos 3 bandas separadas:
amarilla, naranja y marrén

Punto de siembra revela marrén. No se observo
ninguna separacion de bandas, solo un punto
marrén cerca de la linea de solvente

En cuanto a estas fracciones se observo solo una
linea continua de color marrén con un punto
marrén cerca de la linea del solvente. Punto de
siembra es marrén oscuro.

F-50 a 68

Fase inversa;
CH3CN/H>0 8:2

Punto de siembra revel6 marron oscuro
Se observan al menos 4 bandas poco resueltas,
del punto de siembra a la linea del solvente: gris,
azul, marrén y azul claro.

De igual forma se realizé su andlisis por CCF en fase normal, y al eluir en

mezclas de Chl/EtOH 2:8 y 1:9 no se observé separacion de alguna banda.

De la fraccion 69 en adelante, se observé en todas, en mayor 0 menor

cantidad, un sélido blanco amarillento, de olor fuerte a grasa. Se realiz6 una placa

en fase reversa de F-69 hasta F-78 utilizando como fase moévil CH3CN/H>,O en

proporcién 1:1, pero se observé que no habia ningun desarrollo de bandas en la

placa, por lo que se cambié a placas de fase normal para analizar estas fracciones.

Se utilizé cloroformo como fase movil para las fracciones de F-69 en adelante,

obteniéndose placas como la siguiente figura
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Fig. 24. Placa en fase normal de F-69 a 80, F-81 a 97, F-100, F-102 y F-109. Eluida
con Chl, revelada con PAS y fotografiada en luz visible.

De esta manera se realiz6 la unién de la subfraccion F-69 a 80 con F-81 a 97.
A partir de la fraccion 98 el solido obtenido era totalmente blanco, por lo que se no
se uni6 con la subfraccion F-69 a 97.

Al analizar las fracciones 99, 100 y 101, se obtuvo que la fraccién 100 era la
Unica que poseia una banda amarilla con un Rf=0,87 (Fig. 24), por lo que no se unié
con el resto de las subfracciones. Sin embargo, al tener una masa pequeia (3,85
mg) y un perfil cromatografico que sugiere la presencia de varios compuestos, no fue
posible el aislamiento de ese compuesto por los métodos cromatograficos
disponibles.

De la fraccion 98 en adelante se reunid hasta la fraccién 165, para obtener
164,52 mg que luego fueron sembrados en la columna denominada A. De esta se
obtuvo la subfraccién A-0 a 2 con una masa de 44,48 mg y mediante analisis de
CCF, revelando con PAS, se observaban solo dos bandas en la placa, una banda

morada con un Rf=0,35 y una banda blanquecina con un Rf=0,90.
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La subfraccion A-0 a 2 era un solido blanco, inoloro, soluble en heptano,
hexano y cloroformo. A esta subfraccion se la sometid a una nueva CC utilizando
C/H14 hasta Chl y luego mezclas de Chl/EtOH. A esta columna se le asigno la letra B
y de la cual se obtuvo la subfraccion B-1 a 14 como un so6lido blanco con una masa
de 13,48 mg, soluble en heptano, hexano y cloroformo. Por andlisis de CCF en fase
normal utilizando como fase movil C7H14/Chl en proporcidén 6:4, se observo una sola
banda morada muy tenue, con un Rf de 0,83, casi blanquecina al revelar con PAS,
por lo que se infirid que se trataba de un compuesto puro. Se le designé el nimero 1
a este compuesto y se le realizaron sus respectivos espectros RMN de 'H y *C
(Figs. 25, 26y 27).
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Fig. 25. Espectro RMN *H de Compuesto 1 (CDCls, 300 MHz)
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Fig. 26. Ampliacién Espectro RMN *H a campo alto del Compuesto 1 (CDCls, 300
MHZz)

Al observar el espectro RMN *H son evidentes las sefiales correspondientes a
protones unidos a carbonos alifaticos (0 a 4 ppm>*). De igual forma con RMN *3C,

gue va de 14 a 34 ppm (Figs. 27 y 28), sin embargo, por la complejidad de las
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sefales en estos espectros, la informacion que se obtiene de ambos espectros no es

suficiente para confirmar una estructura®.

| S | '__,J l'

[ ' [ ' [ ' [ ' [ ' [ '
100 80 60 40 20 0 ppm

Fig. 27. Espectro de RMN *3C de Compuesto 1 (CDCls, 300 MHz)
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29,68 ppm

31,94 ppm 22,69 ppm 14,05 ppm

T T T T T T T T T
34 33 32 31 30 29 28 27 26 25 24 23 22 21 20 19 18 17 16 15 ppm

Fig. 28. Ampliacién a campo alto del espectro RMN *3C del Compuesto 1 (CDCls,
300 MHz)

Adicionalmente por sus caracteristicas de solubilidad en solventes no polares
y poco polares, se infiere la presencia de algin compuesto alifatico, de cadena larga.
Entre los picos diferenciables en estos espectros, se encuentran picos de
heptano, uno de los solventes utilizados en el proceso de obtencién de este
compuesto. En las Figs. 29 y 30 se observan los espectros de *H y **C de n-Heptano
en cloroformo deuterado a 89,56 MHz para el de protones y a 25,16 MHz para el

espectro de carbonos®’.
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Fig. 29. Espectro *H de n-Heptano en CDCl; a 89,56 MHz*®
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Fig. 30. Espectro **C de n-Heptano en CDCl; a 25,16 MHz*®

Como se puede observar en los espectros de *H y **C del compuesto 1y del
n-Heptano, hay sefiales que coinciden en su desplazamiento, es decir, el compuesto
1 se encuentra contaminado de este solvente. Los datos de los espectros se

resumen en la siguiente tabla.



64

Tabla 11. Desplazamientos de algunas sefiales de los espectros de *H y *C del
compuesto 1 y sefiales correspondientes al espectro del solvente n-Heptano*®

Compuesto 1 n-Heptano*®
*H (ppm) | °C (ppm) | "H (ppm) | *°C (ppm)
0,88 14,05 0,88 14,12
1,27 22,69 1,27 22,89
- 29,68 1,30 29,26
- 31,94 - 32,14

Observando los datos obtenidos por los espectros y las caracteristicas del
Compuesto 1, se puede inferir que puede ser una grasa proveniente del soporte

utilizado.

Para el procedimiento A de fraccionamiento del extracto metandlico-acuoso
de E. coriaceum se encontraron problemas de tipo solubilidad en las primeras
subfracciones provenientes de la columna de RP-18. Por este motivo el analisis por
CCF se volvi6 un procedimiento engorroso al no poder homogeneizar dichas
subfracciones. Debido a esto no se realizd en estas subfracciones ensayos

bioldgicos sobre Glucosa-6-Pasa.

Una de las razones por la cual estas subfracciones presentaron problemas de
solubilidad puede ser atribuida a la presencia de taninos condensados que tienden a
polimerizar y a formar productos insolubles®>.

Los taninos son compuestos de tipo fendlicos de alto peso molecular. Entre
sus caracteristicas estan la precipitacion formando complejos insolubles con
proteinas e iones metalicos. Se clasifican de manera general en taninos hidrolizables

y taninos condensados, de los cuales, estos ultimos estdn mas ampliamente



65

distribuidos en el reino vegetal y su estructura esta basada en oligbmeros o
polimeros de unidades flavonoides (flavan-3-ol) unidas por uniones carbono-carbono
no susceptibles de dividirse por hidrélisis®.

Su andlisis es complicado debido a la diversidad de estructuras encontradas
en este grupo de metabolitos. Entre los métodos més utilizados para su andlisis
estan la precipitacién con proteinas o con iones metalicos (Fe*?, Yb*®), ensayo de
butanol en medio &cido, ensayo con vainillina en medio acido, oxidacioén con acidos
minerales, etc®®*’,

Para corroborar su presencia se realizé un ensayo sobre una solucion acuosa
del extracto metandlico-acuoso de E. coriaceum utilizando cloruro de hierro al 10%,
dando como resultado una coloracién verde®. Esta solucién se centrifugd y se
separo el solido formado del liquido, confirmando la coloracién de la solucibn como

verde oscura (Fig. 31). El resultado de este ensayo indica la presencia de taninos

condensados de tipo catecodlico, ya que los taninos hidrolizables tienden a dar

coloraciones azules en este ensayo®*.

B

Fig. 31. Prueba con cloruro de hierro al 10%. 1. Apariencia del extracto acuoso de
E. coriaceum. 2. Después de agregar 1 gota de FeClz 10%. 3. Después de
centrifugar y eliminar el sélido formado.

El sdlido formado en este ensayo tenia apariencia de polvo fino, no cristalino,
verde y opaco.
Otro ensayo aplicado a la solucién acuosa del extracto metandlico-acuoso fue

una oxidacion en acido clorhidrico. En este caso, luego del calentamiento de dicha
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mezcla, se pudo observar un color rojo en la soluciéon y un precipitado globular del
mismo color.

Fig. 32. Prueba de oxidacion con acido clorhidrico concentrado

Esta coloracion es caracteristica de este tipo de taninos al reaccionar con

acidos concentrados en caliente ya que no se hidrolizan, sino que producen un
precipitado rojo llamado flobafeno o tanino rojo insoluble®3%.

OH

>
HO.__~_O_ .» oH

=

HO HO O_ oH
OH
OH 0
HO

=

|

HO ~ OH
OH
Fig. 33. Ejemplo de estructura de un flobafeno*®

Los taninos condensados son también llamados proantocianidinas, ya que la

reaccion de oxidacion con un acido mineral en medio alcohdlico puede resultar en
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este tipo de compuestos. Las antocianidinas mas comunmente obtenidas en esta

reaccion son cianidina, delfinidina y prodelfinidina®.

La presencia de estos compuestos puede ser verificada por cromatografia en
capa fina de los resultados del ensayo, una vez centrifugado y separado el liquido
sobrenadante del sélido globular y redisuelto este sélido en acetona y metanol®®. De
esta manera, en una fase movil de AcOEt/AcOH/HCOOH/H,O en proporcion

100:11:11:26 y revelada con PAS, se obtuvo la siguiente placa:
— - i

-

0.5

S B
—n - -
Sol Ace MeOH

Fig. 34. Placa con la solucién sobrenadante del ensayo con &cido clorhidrico (Sol),
el sélido centrifugado obtenido del ensayo y redisuelto en acetona (Ace) y metanol
(MeOH). Revelada con PAS vy fotografiada en luz visible.

Se observaron bandas con Rf de 0,07, 0,12 y 0,58 respectivamente para el
sélido rojo disuelto en ambos solventes. Las bandas con Rf de 0,07 y 0,12 por su
aspecto y por la fase movil utilizada, pueden corresponderse con 3,5-diglucésidos de
proantocianidinas como petunidina (42), malvidina (43) y peonidina (44)°.
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- o
HO N R.
g Z R
e

Antocianidina R, R, R’ R Rf
42 | Petunidina-3,5-diglucosido | OCH, OH 0,074
43 | Malvidina-3,5-diglucosido OCH, OCH; G|u2;;sa Glucz;)sa 0,104
44 Peonidina-3,5-diglucosido OCH;4 H 0,119

Fig. 35. Estructuras de las posibles antocianidinas generadas en un ensayo de
oxidacién de taninos condensados con acidos minerales®.

En cuanto al tratamiento de la subfraccion F-0 a 3 (272,5 mg) se realiz6 CCP,
utilizando una fase mévil de BuOH/iPrOH/AcOH/H,O en proporciones 3:1:1:1. Luego
de observarla bajo lampara UV 254 nm se marcaron bandas con Rf de 0,15y 0,49 y
qgue al revelar con PAS mostraban una coloracion amarilla-naranja, caracteristicas
de compuestos de tipo flavonoides al utilizar este revelador®.

Posteriormente del tratamiento adecuado se obtuvieron los compuestos 2 (2,0
mg) y 3 (2,5 mg). Al realizar CCF a dichos compuestos utilizando como fase mdévil
AcOEt/HCOOH/AcCOH/H,O en proporcién 100:11:11:26 y revelando con reactivo
Naturstoff, se observé en el visible una coloracién amarillo palida y bajo luz UV 365
nm una coloracién azul palida con un Rf de 0,9 para ambos compuestos.

Por estos motivos se les realizd a estos compuestos un analisis de RMN *H,
arrojando los siguientes espectros. Para ambos se realizé supresion del solvente al

tomar los espectros.
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7,50 ppm, dd,
3,27 y 8,96 Hz

7,68 ppm, dd,
3,27y 8,92 Hz

6,79 ppm, d,
8,26 Hz

7,04 ppm, d,
8,83 Hz

2 o
B B L I
7.7 7.6 7.5

Fig. 36. Ampliacién a campo bajo del espectro del compuesto 2 (CDCl3z, 300 MHz)

| IS AR AR N L A LA LAY REARREARN LA
ppm 723 7.2 71 7.0 69 68 67 ppm

4,19 ppm, dd,
3,57y 9,57 Hz

2,3 ppm, m

%ﬁ/ ﬁf

T B AR RARALRRN
40 ppm 27 26 25 22 21 ppm

Fig. 37. Ampliacic’m a campo alto del espectro del compuesto 2 (CDCl3, 300 MHz)
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0,86 ppm, m

W

21 20 19 18 17 16 15 14 13 12 11 10 09 08 07 06 05 04 ppm

Fig. 38. Ampliacién a campo alto del espectro del compuesto 2 en (CDCl3, 300
MHz)

De igual forma para el compuesto 3, se obtuvo su espectro RMN *H con

supresion de solvente y se muestran las ampliaciones a continuacion.

6,83 ppm, d,

7,55 ppm, dd,
PP 8,22 Hz

7,73 ppm, dd, 3,30y 8,9 Hz

3,30y 9,1 Hz

R BN R L I
7.4 7.3 7.2 71 7.0

ppm

AL A LR I I A
7.8 7.7 7.6 7.5 6.9 6.8

Fig. 39. Ampliacién a campo bajo del espectro del compuesto 3 en (CDCl3, 300
MHZz)
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4,24 ppm, dd,
3,93y 9,57 Hz

3,66 ppm, m
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T w
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Fig. 40. Ampliacién a campo alto del espectro del compuesto 3 en (CDCl3, 300
MHz)
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Fig. 41. Ampliacién a campo alto del espectro del compuesto 3 en (CDCl3, 300
MHz)
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En la siguiente tabla se resumen los datos espectroscopicos para los

compuestos 2y 3

Compuesto 2 (& (ppm);
multiplicidad; J en Hz)

Compuesto 3 (& (ppm);
multiplicidad; J en Hz)

7,68; dd, 3,27y 8,92

7,73; dd; 3,30y 9,06

7,50; dd, 3,27 y 8,96

7,55; dd; 3,30y 8,98

7,1;d; 8,43 6,83; d; 8,22
7,04, d; 8,83 6,75; d; 8,74
6,79; d; 8,26 4,24; dd; 3,9y 9,57
6,70; d; 8,82 3,66; m
4,19; dd; 3,57y 9,57 2,33; m
23:m 2,19: s
1,56; d, 23,2 0,91; m
0,86; m

Tabla 12. Datos espectroscopicos del espectro de protones de los compuestos 2y 3

En ambos espectros se pueden observar sefales similares, que también
guardan relacion en su mutiplicidad y constantes de acoplamiento. Entre el
compuestos 2 y el compuesto 3, la sefial que diferencia a ambos es el multiplete en

3,6 ppm del compuesto 3 que no se encuentra en el compuesto 2.

A campo bajo se observan sefiales aromaticas y por su forma, pueden
atribuirse posiblemente a estructuras del tipo ftalato (Fig. 42).
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2 ) i
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H3 H4
HB HS
8.0 70 6.0

Fig. 42. Estructura del ftalato y forma de las sefiales del espectro RMN *H a campo
bajo en la zona aromatica®**°

En la siguiente tabla se comparan las sefiales a campo bajo del grupo
aromatico del ftalato del compuesto 47, con las sefiales de esta misma zona del

espectro de los compuestos 2 y 3.

1 W I M
o) O. (@) O.
\/E/Q;\/\n/ H \W H
o) o) o) o)

Fig. 9. Estructura del Compuesto 47°°



Tabla 13. Comparacion de las sefiales a campo bajo de los espectros de los
compuestos 2 y 3 con un espectro del compuesto 47

74

Compuesto 2

Compuesto 3

Nucleo ftalato del compuesto

47%°
(d (ppm); multiplicidad; J en Hz) Asignacion®
7,70;dd; 2,0y
7,68; dd, 3,27y 8,92 | 7,73; dd; 3,30y 9,06 88 H3y H6
7,53;dd; 2,4y
7,50; dd, 3,27y 8,96 | 7,55; dd; 3,30y 8,98 8.8 H4 y H5

Se puede observar correlacién entre el ndcleo ftalato con las sefiales del

espectro de los compuestos 2 y 3.

En esta zona del espectro, para los compuestos 2 y 3, se encuentran otras

sefales de tipo aroméatico. En el caso del compuesto 2, cuatro dobletes centrados en
7,1, 7,04, 6,79 y 6,70 ppm con constantes de acoplamiento de 8,43, 8,83, 8,26 y

8,82 Hz respectivamente. Para el compuesto 3, estas sefiales se encuentran en 6,83

y 6,75 ppm con constantes de acoplamiento de 8,22 y 8,74 Hz respectivamente.

Por la informacién que se obtiene de sus constantes de acoplamiento, estos

protones pertenecen a un anillo aromatico, se encuentran en posicion orto entre si 'y

tienen correlacion en sus sefiales con protones del anillo B de flavonoides (Tabla

14). De igual forma se encontré que tienen similitud con sefiales de espectros de

compuestos de tipo catequina (Tabla 15).
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Tabla 14. Comparacién de las sefiales arométicas de los espectros RMN *H de los
compuestos 2 y 3 con algunas sefiales de espectros de flavonoides™*

Compuest | Compuest Dihidrokanf | Naringenina
Kanferol™*
02 03 erol® > Asignacion®
(6 (ppm); multiplicidad; J en Hz)
6,79; d; 6,83; d;
6,92;d;8,82 | 6,78;d;8,4 |6,79;d; 8,52 H3’y HY’
8,26 8,22

Tabla 15. Comparacion de las sefiales aromaticas de los espectros RMN *H de los
compuestos 2 y 3 con algunas sefiales de espectros de catequinas®?

_ ) _ Epicatequin
Compuest | Compuest | Catequina-3- | Epicatequin 3.0
a_ - -
02 03 O-galato® a>? o Asignacion®
galato
(6 (ppm); multiplicidad; J en Hz)
6,79; d; 6,83; d;
6,78;d;8,1 | 6,76;d;8,2
8,26 8,22
6,79; d; HS5 y HE6’
6,70; d; 6,75; d;
6,84;d;8,1 | 6,89;d;8,1
8,82 8,74

Para corroborar la estructura de estos compuestos se hace necesario conocer

su espectro RMN **C, por lo que se propone que su estructura pudiese tener un

grupo ftalato y un anillo aromatico sustituido por hidroxilos.

3.1.3. Procedimiento B

Para la primera columna de sephadex LH-20 realizada, a la cual se les

designaron las siglas Sp*-# a las fracciones, se les realizé analisis por CCF en fase

inversa, utilizando como revelador PAS y como fase movil CH3CN/H,O en

proporcion 7:3 para determinar qué fracciones unir en subfracciones. En la siguiente
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tabla se resumen las observaciones de cada subfraccion analizada por CCF en las

mismas condiciones.

Tabla 16. Subfracciones obtenidas de las columnas Sp y sus observaciones en luz
visible por analisis de CCF en fase reversa usando como revelador PAS

Subfracciones Observaciones
Sp'-0a3 Se observo una mancha azul claro con un Rf=0,3
Sp'-4a12 Se observaron manchas rosadas con un Rf=0,48
1 Se observaron manchas amatrillas, rodeadas de
Sp-13a?24
manchas rosadas con Rf=0,3
Sp'-25a 41 Se observo una sola mancha marrén con un Rf=0,95.
1 Se observaron 2 manchas, una marrén y una azul
Sp-42a77 o .
grisaceo, poco resueltas con Rf préximos.
1 Solo se observaron manchas marrones cerca de la
Sp~-78 a 88 )
linea de solvente.
Se observd una mancha amairrilla fuerte con un Rf=0,85.
Sp'-89 a 106 Masas muy pequefias (0,3-5mg), se unen todas para
posterior analisis por TLC

De la fraccion Sp*-25 en adelante las masas de cada fraccién eran pequefias.

Su unién se baso en criterios de resultados de CCF, mas para algunas fracciones

cuando no se observo en la placa alguna banda que la asociara con las fracciones

anteriores 0 siguientes, se unio con el grupo de fracciones con la que mas similitud

en apariencia tuviese.

De igual forma a estas subfracciones se les realiz6 CCF en fase normal

utilizando una fase moévil de Chl/EtOH en proporcion 6:4 y ademas revelada con PAS

de la cual no se obtuvo ninguna definicion de bandas en la placa. Se le disminuyo la
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polaridad a esta fase movil, realizando una nueva placa Chl/EtOH en proporcion 9:1

y observando bajo lampara UV a 254 nm se obtuvo lo siguiente (Fig. 43).

Fig. 43. Placa en fase normal eluida en Chl/EtOH 9:1 y vista bajo luz UV 254 nm.
Se indican las subfracciones como niimeros debajo de su punto de siembra: 0 = Sp*-
0a3,2=Sp'-13a24,3=Sp*25a41,4=Sp*-42a77,5=Sp"’-78a88, 6 =Sp'-
89-106

Al revelar esta placa con PAS no se observd ninguna coloracion en estos
puntos. Esto puede deberse a que en su estructura no exista un centro de reaccién
capaz de formar alguna coloracion con aldehidos aromaticos en medio acido*.

Estas observaciones también se dieron con algunas subfracciones de la
columna F, la columna A y de la segunda columna de sephadex LH-20, en CCF
realizadas con fases de Chl o Chl/EtOH 9:1, por lo que se realizé una nueva placa
conteniendo todas las fracciones con esta caracteristica (Fig. 44) y se verificO si
dichas bandas que no presentaban coloracion al revelar tenian los mismos Rf entre

todas estas fracciones.
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Fig. 44. Placa con fracciones y subfracciones que no presentaban coloracion al
revelar con PAS, vista bajo luz UV 254 nm. Punto 1 = Sp*-25a41,2=Sp'-78a88,
3=Sp’-89a106,4=Sp%*8all,5=Sp>23a27,6=A-106, 7= A-122, 8 = F-134,

9=A-142,10 = A-145, 11 = A-152 y 12 = A-166.

De esta forma se unieron las subfracciones Sp*-89 a 106 y Sp* 23a 27 (3y 5
en la Fig. 44) y las fracciones F-134, A-106, 122, 142, 145, 152 y 166. En el primer
caso la masa alcanzada fue de 60,48 mg, mientras que en el segundo caso, luego
de unirse todas las fracciones de la columna A y la fraccién de la columna F se

obtuvo una masa de 2,03 mg.

Las subfracciones Sp* y Sp? reunidas fueron sometidas a CC, en la columna
C, obteniéndose 83 fracciones y que fueron reunidas después de analisis por CCF
en 4 subfracciones. La subfraccién C-24 a 43 con una masa de 3,53 mg por su
analisis en CCF parecia un compuesto puro, no presentaba coloracion al revelar con
PAS, mientras que con el reactivo éster del &cido 2-aminoetil-difenilbérico
presentaba coloracion amarillo palida y sin revelado se observaba bajo luz UV 254
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nm como un solo punto. A esta subfraccion se le asign6 como nombre Compuesto 4

al cual se le realizé su espectro de RMN *H.

Fig. 45. Espectro RMN *H del Compuesto 4 (CDCls, 300 MHz)
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Fig. 46. Espectro RMN *H de Compuesto 4 a campo alto (CDCl;, 300 MHz)

Como se puede ver en la Fig. 46, el espectro del Compuesto 4, a campo alto
se observa una sefial intensa en forma de singlete a 1,23 ppm, que integra para 4
protones mientras que un triplete centrado en 0,86 ppm que integra para 0,68
protones (=1 protén). Por el desplazamiento que muestran este par de sefales,
parecen ser caracteristicos de una cadena alifatica, posiblemente restos de

contaminantes en algun solvente utilizado para su obtencion.
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Fig. 47. Ampliacién del espectro RMN *H a campo bajo del Compuesto 4 (CDCls,
300 MHz)

En la Fig. 47, se puede observar una ampliacion del espectro de protones a
campo bajo del compuesto 4, donde se muestran sefiales aromaticas en los
desplazamientos de 6 a 7,6 ppm y una sefial alifatica en 3,86 ppm que integra para 3
protones, la cual corresponde a un grupo metoxi**. Este grupo es dador de
electrones por resonancia, por lo que los protones en posiciones orto y para al
mismo estardn mas desapantallados y se observarian en desplazamientos menores
a los tipicos de protones aromaticos>**?,

En la zona aromatica, el primer pico se observa en 6,07 ppm e integra para
1,32 protones (=1 proton). Continuando a campo bajo, la siguiente sefial es un
doblete entre 6,87 y 6,90 ppm que integra para 1 proton. La constante de
acoplamiento entre los picos de este doblete es de 8,28 Hz, lo que indica que se
encuentra en posicién orto a otro protén dentro del anillo aromatico.

Los picos encontrados entre 7,52 y 7,56 poseen una constante de
acoplamiento de 1,71, lo cual es indicativo de acoplamiento en posicion meta a otro

protén3*42,
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Luego de hacer una revision bibliografica sobre trabajos de Chrysobalanaceas

donde han aislado flavonoides, especialmente agliconas de quercetina, los

desplazamientos del nucleo de este flavonol conservan parecido con los

desplazamientos del espectro de RMN *H del compuesto 4. En la siguiente tabla se
del

desplazamientos para el nacleo de quercetina aislada en la especie Coupeia

muestran los desplazamientos compuesto 4 comparados con los

paraensis®’ y para el estudio previo de E. coriaceum®.

Tabla 17. Sefiales del espectro *H del compuesto 4 en CDCl; a 300 MHz. Se
incluyen los datos reportados en MeOD para el ndcleo de la estructura de la
guercetina aislada de C. paraensis, E. coriaceum y L. carii.

Quercetina de Quercetina de _
_ _ Quercetina de
Compuesto 4 | C.paraensis® | E.coriaceum® o "
©) 3) Licania carii Asignacion®2:46
(6 (ppm); multiplicidad; J en Hz)
] 6,15 (d, 2,1 6.19 (d) 6,18 (d, 1,9 He
Hz) Hz)
6,37 (d, 2,1 6,45 (d, 1,9
- 6,30 (d) H8
Hz) Hz)
7,72 (d, 2,1 7.58 (d, 2,0
7,6 (S) 7,40 (s.a) H2’
Hz) Hz)
6,88 (d, 8,28
( 6,87 (d,8,7Hz) | 6,88 6,92 6.85(d, 8.4 H5'
Hz) Hz)
8,28 Hz) 8,7 Hz) 8.4 Hz)
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Como se puede observar hay buena correlacibn entre las sefales del
compuesto 4 y las correspondientes a la quercetina reportadas para 3 especies de

Chrysobalanaceae, sin embargo estan ausentes las sefiales del proton H6 y H8.

La asignacion del grupo metoxi se puede tomar en la posiciéon 6 6 8, ya que
para corroborar su posicién seria necesario el espectro RMN **C del compuesto 4.
Entre las estructuras que se proponen para este compuesto estan la patuletina (45),
la 8-metoxi-quecetina (46), 8-hidroxi-quercetina o gossypetina (47) y la 6-hidroxi-
quercetina o quercetagetina (48). En la Tabla 18 se comparan las sefiales RMN *H
de los espectros reportados para las estructuras de los compuestos 45 y 46 con las

sefales del compuesto 4. (Fig. 48.)

R, R,
(45) Patuletina H -OCH;4
(46) 8-me_tOX|- _OCH. H
quercetina
47 8-h|quX| OH H
quercetina
(48) 6-h|d.rOXI- H OH
quercetina

Fig. 48. Estructuras propuestas para el compuesto 4%,



Tabla 18. Com

con el espectro RMN

P

H
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aracion de las sefiales del espectro RMN *H del compuesto 4

de la patuletina y la 8-metoxi-quercertina

Compuesto 4 Patuletina 8-meto-xi-54
quercetina Asignacion®*
(® (ppm); multiplicidad; J en Hz)
3,86; s 3,97; s; (H6) 3,90; s; (H8) -OCHg3
6,07; s.a 6,25; s (H8) 6,27; s (H6) -
7,6;s 7,40; d; 2 7,61;d;25 H2'
6,88; d; 8,28 6,93; d; 8,3 6,92; d; 8,2 H5’
7,5;dd; 1,71y 8,28 | 7,36;dd;2y8,3 7,56;dd; 2,5y 8,2 HE’

La quercetina y sus derivados glicosilados se han aislado de varias especies
de Chrysobalanaceae® y se considera un marcador quimiotaxonémico de esta familia
de plantas®®.

Para la subfraccion Sp*-13 a 24 se realizaron dos placas de CCP para la
purificacion de dos bandas que utilizando una fase movil de Chl/MeOH/H,O en
proporcion 75:30:4, mostraban coloracién azul (Rf = 0,92) y coloracion verde (Rf =
0,96) al ser revelados con PAS. Luego de su tratamiento se obtuvieron dos
compuestos, llamados compuesto 5 (1,0 mg) y compuesto 6 (1,5 mg)
respectivamente. Sélo se obtuvo el anélisis por RMN *H del compuesto 6, el cual se

presenta el espectro con supresion de solvente, a continuacion.
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7,55; dd; 3,60

7,73;dd; 3,12 y 9,15 Hz

y 8,62 Hz

M%W
W WY

B I I IR I I IR I I I I I I
8.4 8.3 8.2 8.1 8.0 7.9 7.8 7.7 7.6 7.5 7.4 ppm

Fig. 49. Ampliacién a campo bajo del espectro RMN *H de Compuesto 6 (CDCls,
300 MHz)

’A/\\‘ ¥ ¥

W H M

56 54 52 50 48 ppm 44 43 4.2 41 40 39 38 3.7 36 3.5 34 33 32 31 ppm

2.02

- 1.06

Fig. 50. Ampliacién a campo alto del espectro RMN *H de Compuesto 6 (CDCls, 300
MHz)
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2 3]
1 T 1 - T T T - 1T " T * 1
6 24 22

I I j j
2.0 1.8 1.6 14 1.2 1.0 0.8 0.6 ppm

2.8 2.

Fig. 51. Ampliacion a campo alto del espectro RMN *H de Compuesto 6 (CDCls, 300
MHz)

Al igual que para los compuestos 2 y 3, en la zona aromética, el compuesto 6
presenta dos dobletes de doblete con constantes de acoplamiento entre 3y 9 Hz, sin
embargo, sus intensidades son tan bajas que pueden ser parte de algun

contaminante resultante del método de obtencidén de estos compuestos.

A campo alto (2-5ppm) se pueden observar sefiales caracteristicas de
protones enlazados a carbonos que a su vez estan enlazados a atomos
electronegativos como oxigeno o nitrégeno. Ejemplo de este tipo de estructuras son
los glicésidos, sin embargo, la interpretacion de espectros de RMN de carbohidratos
requiere no soélo del protones para confirmar algun tipo de estructura, sino también

de un espectro de carbono y correspondientes espectros en dos dimensiones.
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3.2. Resultados de los ensayos bioldgicos sobre inhibicién de Glucosa-6-
fosfatasa

Para elegir que subfracciones realizarles ensayos de G-6-Pasa, se tomaron
en cuenta aquellas fracciones con masas entre 10 y 70 mg, que imposibilitaba el
tratamiento cromatografico por los métodos disponibles, para el aislamiento de algun
compuesto. De esta manera, las subfracciones seleccionadas para la realizacion de

los ensayos de inhibicion de la enzima G-6-Pasa se muestran en la siguiente tabla

Tabla 19. Subfracciones seleccionadas para la realizacion de la actividad
hipoglicemiante

Subfraccion Masa (mg) Observaciones por CCF
Extracto metandlico-
acuoso de =100 -
E. coriaceum (crudo)
F-35a42 48,04
F-43 a 49 88,54 Ver tabla 10
F-50 a 68 52,89
Sp'-25 a 41 71,84
Ver tabla 11
Sp'-78 a 88 27,51
Placa en fase normal, fase moévil:
AcOEt/AcOH/HCOOH/H>0 en
Sp®-8aill 31,20 proporcién 100:11:11:26.
Revelada con PAS, manchas
azules Rf=0,7
Placa en fase normal, fase movil:
) CH3CN/Chl en proporcion 9:1.
Sp*~-12 a 17 42,06 _
Bandas observables bajo UV
254nm con Rf=0,7
) Placa en fase normal, fase movil:
Sp“-28 a 36 17,71 .
CH3CN/Chl en proporcion 9:1.
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Bandas observables bajo UV
254nm con Rf=0,7

Placa en fase normal, fase movil:
AcOEt/AcOH/HCOOH/H>0 en

Sp®-37 a 41 40,43 proporcién 100:11:11:26.
Revelada con PAS, manchas
amarillas Rf=0,5
Placa en fase normal, fase movil:
5 NBUOH/AcOH/H,0 en proporcién
Sp--58 a 76 48,91

50:10:40. Revelada con PAS,

manchas marrones Rf=0,3

A continuacién en la tabla 20 se presentan los resultados del ensayo de

actividad hipoglicemiante sobre el

subfracciones ya mencionadas.

sistema G-6-Pasa microsomal

con las

Tabla 20. Efecto del crudo del extracto metandlico-acuoso de E. coriaceum y
algunas subfracciones obtenidas de los procedimientos A y B sobre G-6-Pasa de
microsomas hepéaticos. La concentracion final de las subfracciones fue de 2 mg/mL.
La actividad de la enzima esta expresada en pmol Pi liberados/h/mg de proteina y
cada valor representa el promedio de tres experimentos separados, cada uno
realizado por triplicado

o Microsomas Microsomas
Actividad en . Activi
microsomas Intactos Actividad ent rotos
i . microsomas rotos
Subfracciones intactos (%Inhibicion) (% Inhibicion)
Control 2743,3+569,4 - 4058,7+765,9 -
F-35a 42 467,6+133,3 82 5300,6817,0 -
F-43 a 49 539,3+67,7 80 2961,4+226,3 28
F-50 a 68 372342172 86 3033,0+315,3 26
Sp'-25a4l | 681,1+44,4 75 3270,0+615,2 20
Sp-78a88 | g09,1+285,7 78 3853,5+569,4 6
Sp>8all | 5433+136.4 80 2822,4+508,7 31
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Sp*12al17 | 3551+183,6 87 3389,5+645,0 17
Sp”-28236 | 3550+955 87 3445,2+333,8 16
Sp*37a4l | 161,5+122,5 94 3715,2+225,7 9
Sp*-58 a 76 ] - - -
E. coriaceum
(crudo) - - - -

La tabla muestra el efecto que ejercieron estas subfracciones sobre el sistema
de la G-6-Pasa. En los casos del crudo y la subfraccién Sp?-58 a 76, la solubilizacién
total de dichas muestras no se logro, por lo que no se pudieron someter al ensayo.

En el modelo del sistema de la G-6-Pasa se postula que el transportador T1
actua especificamente en la transferencia de Glucosa-6-fosfato del citoplasma a la
cisterna del reticulo endoplasmatico donde es hidrolizado por la subunidad catalitica,
poco especifica y activada por una proteina estabilizadora (SP). Los productos de la
hidrélisis son exportados por los transportadores T2 para fosfato y T3 para
glucosa*. Es decir, la enzima puede ser inhibida por alteraciones en el

funcionamiento de la subunidad catalitica o de uno de los tres transportadores®.

Cuando una molécula inhibe la actividad enzimética en los microsomas, el
efecto pudiera deberse a que dicha molécula actué sobre la subunidad catalitica o
sobre uno de los transportadores. Si la inhibicibn se observa tanto en los
microsomas intactos como rotos, el compuesto ensayado actla sobre la subunidad
catalitica. De igual forma, si su inhibicion es sélo en microsomas intactos, su

actuacion es directamente asociada al transportador T1%4°.

Por los resultados obtenidos en este ensayo, reflejados en la tabla 14, se
muestra que todas las subfracciones tratadas tienen un porcentaje de inhibicién alto
para los microsomas intactos, mientras que para los microsomas rotos los
porcentajes de inhibicion son considerablemente mas bajos. De esta forma, se

puede considerar que la inhibicion de la enzima por las subfracciones es especifica
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para el transporte de la glucosa-6-fosfato del citoplasma al interior del reticulo

endoplasmatico.

Si bien la inhibicion de la enzima en microsomas intactos de las subfracciones
no fueron menores de 75%, las subfraccién que presenta la mayor inhibicién en este
caso es la Sp?-37 a 41, que fue de un 94%. Durante el tratamiento cromatogréafico de
las fracciones obtenidas durante este procedimiento, se realiz6 una placa en fase
normal usando como eluyente el sistema AcOEt/AcOH/HCOOH/H,O en proporcion
100:11:11:26, la cual es una fase utlizada comunmente para analizar
cromatograficamente flavonoides glicosilados por CCF?°. Luego de revelar con PAS,
se obtuvo que para las fracciones que componen esta subfraccion se observé una

mancha amarilla con un Rf de 0,55.

En este sistema de solventes se reportan compuestos con Rf entre 0,5y 0,55
al acido clorogénico (47) y el flavonoide glicosilado isoquercitrina (48)%. En cuanto al
acido clorogénico es considerado un inhibidor competitivo reversible de la G-6-Pasa,

especificamente para el transportador T1%*.

OH 49 2N

Fig. 52. Estructuras del acido clorogénico* y de la isoquercitrina®.

Continuando con el orden decreciente en porcentaje de inhibicidbn en
microsomas intactos, estan las subfracciones Sp%12 a 17 y Sp®-28 a 36 con 87%

cada uno y en inhibicion en microsomas rotos 17 y 16% respectivamente. Con estos
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resultados, estas subfracciones pueden ser unidas para futuras caracterizaciones

cromatograficas biodirigidas.

A diferencia de las subfracciones Sp®-12 a 17 y Sp®-28, la subfraccién F-50 a
68, proveniente del procedimiento A, que posee un porcentaje de inhibicion de la
enzima en microsomas intactos de 86%, muy cercana a la de las subfracciones Sp?,
también posee un porcentaje de inhibicion en microsomas rotos de 26%, mayor que
las subfracciones provenientes del procedimiento B. Esto indica que posee mayor

actividad de inhibicién sobre la subunidad catalitica que las subfracciones Sp?.

De igual forma, las subfracciones F-43 a 49 y Sp®8 a 11, presentaron un
porcentaje de inhibicibn en microsomas intactos de 80%, mientras que en
microsomas rotos fue de 28 y 31% respectivamente. Si bien, los procedimientos para
la obtencién de ambas subfracciones fueron distintos, se podria considerar unir

dichas subfracciones para realizar caracterizaciones cromatograficas biodirigidas.

En el caso de la subfraccién F-35 a 42, no se detectd actividad inhibitoria en
microsomas rotos, mientras que en los intactos tiene una actividad comparable con
las subfracciones F-43 a 49 y Sp>-8 a 11 (82%). Por este resultado esta fraccion

resulta especifica para la inhibicién del transportador T1.

Para las subfracciones con la menor actividad en microsomas intactos, Sp*-25
a 41y Sp'-78 a 88 (75 y 78%), se puede observar que la inhibicién de la enzima G-
6-Pasa en microsomas rotos fue de 20 y 6% respectivamente, indicando que a
medida de que la separacion del crudo por cromatografia de exclusion molecular se
eluye con solventes de menor polaridad, se obtienen fracciones con mas
especificidad en la inhibicibn del transportador T1. Esta tendencia también se

observa en el caso de las subfracciones Sp?.
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Si bien de ninguna de estas fracciones se aislé algun compuesto de tipo
flavonoidal, se observd que en las mismas hay presencia de este tipo de

compuestos, al igual que de taninos condensados.

La dificultad que se presentd para la disolucion del extracto metandlico-
acuoso de E. coriaceum Prance y realizar el ensayo de su actividad hipoglicemiante
se presenta como un inconveniente limitante para comparar la actividad de estas
subfracciones en relacion al crudo de donde provienen. Sin embargo, se poseen
datos de ensayos biolégicos de inhibicibn de G-6-Pasa sobre compuestos de tipo
flavonoide provenientes de esta planta, aislados de los extractos de cloroformo,
metanol y butanol y sobre el extracto metandlico de la especie Coupeia
paraensis®?. De estos resultados el porcentaje mayor de inhibicién de la actividad
de la enzima en microsomas rotos para los compuestos caracterizados en el estudio
previo de E. coriaceum, fue de 52,3% para quercetina-3-O-a-L-ramnopiranosil-
(1—6)-B-D-galactopirandsido, mientras que para el estudio de C. paraensis el
extracto metandlico mostré un porcentaje de inhibicién de 41%. Este valor dista al
menos en un 20% de los valores obtenidos para las subfracciones de la tabla 14, lo
cual puede ser un indicativo de que la sinergia entre los componentes de las
subfracciones es la responsable por la actividad de inhibicién del sistema de la G-6-
Pasa afectando especificamente al transportador T1.



93

CONCLUSIONES

Del procedimiento A, se aislaron los compuesto 1, 2 y 3, de los cuales so6lo del
compuesto 1 se ha obtenido sus espectros de RMN *H y *3C, mientras que de
los compuestos 2 y 3 su espectro RMN 'H. se propone el compuesto 1 como
una grasa proveniente del procedimiento de fraccionamiento mientras que
para los compuestos 2 y 3 es necesario su espectro RMN **C para confirmar

estructuras.

Del procedimiento B, se aislaron los compuestos 4, 5y 6. Sélo se obtuvieron
los espectros RMN 'H de los compuestos 4 y 6. Se proponen para la
estructura del compuesto 4 el nicleo de la quercetina sustituida en posicion 6
y/6 8, siendo necesario un espectro RMN **C para confirmar la estructura del

compuesto 4.

De las subfracciones F-35 a 42, F-43 a 49, F-50 a 68, Sp*-25 a 41, Sp'-78 a
88, Sp%8 a 11, Sp?12 a 17, Sp%28 a 36, Sp?37 a 41, se obtuvieron
resultados de entre 72 y 94% de inhibicion del sistema de G-6-Pasa en
microsomas intactos, y entre 6 a 31% en microsomas rotos, por lo que se
concluye que son inhibidoras especificas del transportador T1. De la revision
bibliografica se obtuvo que compuestos previamente aislados Yy
caracterizados de esta especie de Chrysobalanaceae poseen actividad
hipoglicemiante de un 52%, determinando asi que la responsabilidad por la
alta actividad hipoglicemiante de estas subfracciones puede deberse a la
sinergia entre los compuestos que se encuentran en estas subfracciones y no

a metabolitos especificos encontrados en esta especie.
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RECOMENDACIONES

Determinar la cantidad de taninos del extracto mediante métodos

cuantitativos.

Realizar ensayos de citotoxicidad sobre el extracto crudo y sobre
subfracciones obtenidas de los procedimientos de separacion realizados

segun resultados previos de inhibicion de G-6-Pasa.

Repetir ensayos de actividad viral contra el virus de fiebre amarilla sobre el

extracto y las subfracciones obtenidas.
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