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Resumen

Especies del género Passiflora han sido objeto de multiples investigaciones farmacolégicas,
dado que existen reportes de su uso en el tratamiento tradicional de diferentes patologias, una
de ellas la diabetes mellitus. Passiflora ligularis Juss o “Granadilla” es una especie ampliamente
cultivada en el territorio nacional, cuyo fruto ha demostrado poseer actividad en diferentes
modelos farmacoldgicos de diabetes. Por otro lado, se han identificado compuestos en hojas
con actividad inhibitoria sobre las glucosil-hidrolasas, enzimas necesarias para la digestion de
carbohidratos y dianas farmacoldgicas en el tratamiento de esta enfermedad. Basados en
dichas evidencias, en esta tesis de maestria se buscé estudiar el perfil metabdlico de extractos
polares de hojas de P. ligularis, e identificar, a través de un estudio metabolémico, los
metabolitos responsables de la actividad inhibitoria sobre estas enzimas involucradas en la
digestion de carbohidratos. Finalmente, se buscé validar los resultados obtenidos mediante

ensayos in vitro y estudios in silico.

Asi, mediante el perfilado metabdlico por RMN-1H y HPLC-MS se identificaron 29 compuestos,
5 de los cuales corresponden a aminodcidos, 2 a carbohidratos, 4 a acidos organicos, 3 a
compuestos miscelaneos, 1 saponina y 14 compuestos polifendlicos; entre estos ultimos, los
flavonoides tipo O-glicésido derivados de quercetina y crisina son los mas abundantes. Se
estudiaron hojas de 8 parcelas de cultivo ubicadas en los municipios de Anolaima, Algeciras,
Junin; éstas fueron almacenadas bajo refrigeracién o a temperatura ambiente. Los extractos
obtenidos a partir de 25mg de hojas se ensayaron sobre los modelos de inhibicién de a-
glucosidasa presente en el extracto de intestino de rata y o-amilasa pancreatica porcina,

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

El estudio metabélomico por RMN-1H permitid establecer que la condiciéon de almacenamiento
es la variable que mayor impacta en los cambios del perfil metaboélico de los extractos,
especificamente cambios asociados con la composicion de carbohidratos. Por otro lado, no se

evidenci6 efecto del sitio o la edad de cultivo en la diferenciaciéon de los perfiles metabélicos.
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Los andlisis por OPLS-DA revelaron que los cambios en la actividad biolégica se explicarian

por variaciones en compuestos de tipo saponina, polifenol y aminoacido.

Estudios in silico tipo acoplamiento molecular, entre los compuestos identificados como
posibles responsables de los cambios de actividad inhibitoria, y las estructuras rigidas de las
enzimas a-amilasa pancreatica porcinay la subunidad N-terminal de la a-glucosidasa humana,
permitieron identificar que los compuestos: ligularésido C (15), quercetina-3-0-glucosido
(17), luteolina-7-0-glucésido (17a), kaempferol-3-0-glucésido (19), y apigenina-7-0-
glucésido (19a), son los que generarian complejos con el sitio activo de la a-amilasa de forma
mas efectiva para inhibirla. En el caso de la a-glucosidasa, los compuestos quercetin-3-0-(6"-
malonil)-glucésido (18), apigenina-7-0-glucésido (19a), kaempferol-3-0-(6"-malonil)-
glucosido (21) e isoramnetin-3-0-(6"-malonil)-glucésido (22) fueron los que presentaron

mejores resultados.

Por otro lado, se determinaron in vitro los valores de ICso de los compuestos glutamina (3),
crisina (14), ligularésido C (15), catequina (16), quercetina-3-0-glucésido (17), kaempferol-
3-0-glucésido (19) y crisin-7-0-(6"-acetil)-glucoésido (28), para cada una de las enzimas
estudiadas. De esta forma, se establecié que los compuestos con valores de ICso inferiores o
levemente superiores a los presentados por el control positivo acarbosa, que para a-amilasa
pancredtica porcina fue de 234uM, fueron los compuestos ligularésido C (409.80uM),
quercetina-3-0-glucésido (31.04 uM) y kaempferol-3-0-glucésido (33.45 uM), indicando que
presentan una potencia mayor o cercana a la del control positivo. Respecto a la inhibicién de
la a-glucosidasa presente en el extracto de intestino de rata, el compuesto quercetina-3-0-
glucosido presentd un valor de ICso de 15.37uM, que es inferior al presentado por el control

positivo acarbosa (156.6uM).

Todo este estudio mostré que las variaciones en la actividad inhibitoria sobre glucosil-
hidrolasas por parte de los extractos polars de hojas Passiflora ligularis Juss se pueden explicar
por cambios en la concentraciéon y/o expresion de compuestos polifenolicos y saponinas,

aspecto confirmado mediante estudios in silico e in vitro.

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

docking.
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Abstract

Species of Passiflora genus have been investigated under pharmacological research, due to
reports of their use in the traditional treatment of several diseases, such as diabetes. Passiflora
ligularis Juss or “Granadilla” is widely cultivated in the national territory, its fruit has shown
bioactivity in certain pharmacological models of diabetes. On the other hand, in its leaves have
been identified compounds with inhibitory activity against glucosyl-hydrolases, which are
enzymes essential for carbohydrates digestion and pharmacological targets for the treatment
of diabetes. According to this evidence, in this master thesis, it was studied the metabolic
profile of polar extracts obtained from P. ligularis leaves. It was also identified by means of a
metabolomic study the metabolites responsible for the inhibitory activity against enzymes
involved in carbohydrates digestion. Subsequently, the validity of the results was sought by in

vitro assays and in silico studies.

Thus, and as a result of the metabolic profiling by NMR-1H and HPLC-MS, 29 compounds were
identified, 5 of which corresponded to amino acids, 2 to carbohydrates, 4 to organic acids, 5 to
miscellaneous compounds, 1 saponin and 14 polyphenolic compounds, between them, O-
glycosidic flavonoids derived from quercetin and chrysin are the most abundant. Leaves from
8 crops located in the municipalities of Anolaima, Algeciras, and Junin were studied; Those
were stored under refrigeration or at room temperature. The extracts obtained from 25mg of
leaves were assayed on the inhibition model of the a-glucosidase present in rat intestine
extract and porcine pancreatic a-amylase, obtaining inhibition in percentages between 5-50%

and between 5 -95%, respectively.

The NMR-1H metabolomic study allowed to establish that the storage condition is the variable
with higher impact in the changes observed in metabolic profiles among the extracts
specifically changes related to carbohydrates composition. Otherwise, there was no effect of
the crop location and age in the differentiation among the metabolic profiles. The OPLS-DA
analyses revealed that changes in the biological activity could be explained by variation in

saponin-type, polyphenol-type, and aminoacid-type compounds.
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In silico studies, molecular docking type, among the compounds identified as possibly
responsible for the changes in the bioactivity, and the rigid structures of the enzymes
pancreatic porcine a-amylase and the N-terminal subunit of the human a-glucosidase, allowed
to identify that the compounds: ligularoside C (15), quercetin-3-0-glucoside (17), luteolin-7-
O-glucoside (17a), kaempferol-3-0-glucoside (19) and apigenin-7-0-glucoside, are the ones
which would better interact with the active site of the a-amylase to inhibit it. In the case of a-
glucosidase, the compounds quercetin-3-0-(6"-malonyl)-glucoside (18), apigenin-7-0-
glucoside (19a), kaempferol-3-0-(6”-malonyl)-glucoside (21) an isorhamnetin-3-0-(6"-

malonyl)-glucoside (22) were the ones with better scores.

On the other hand, for each studied enzyme the 1Cso values of the compounds glutamine (3),
chrysin (14), ligularoside C (15), catechin (16), quercetin-3-0-glucoside (17), kaempferol-3-
O-glucoside (19) and chrysin-7-0-(6"-acetyl)-glucoside were determined. Thus, it was
established that the compounds with lower or slightly higher ICso values than the determined
for the positive control acarbose, which was 234uM for the pancreatic porcine a-amylase,
were the compounds ligularoside C (490.80uM), quercetin-3-0-glucoside (31.04 pM) and
kaempferol-3-0-glucoside (33.45 pM), indicating that they are more or almost equal potent
than the positive control. Regarding the inhibition of the a-glucosidase present in the rat
intestine extract, the compound quercetin-3-0-glucoside showed an ICs value of 15.37uM,

which is lower than the one showed by acarbose (156.6uM).

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

confirmed by in silico and in vitro studies.

Keywords: Granadilla, flavonoids, saponins, metabolomic, multivariate analysis, docking.
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municipio de recoleccién incluyendo todas las muestras (puntos violetas: muestras recolectadas en el
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1 Estudio metabdlico de hojas de Passiflora ligularis Juss y su relacién con la
actividad inhibitoria sobre a-amilasa y a-glucosidasa

Introduccion

La diabetes mellitus (DM) es una de las patologias metabdlicas con mayor impacto en los
sistemas de salud a nivel mundial, dado el gran namero de pacientes que actualmente padecen
la enfermedad, y sus cifras de incidencia en aumento . En este contexto, la validacion del uso
de recursos bioldgicos como las plantas medicinales, y la busqueda de compuestos bioactivos
a partir de ellas, son una estrategia interesante para la obtencién de tratamientos

complementarios y de facil acceso,?2 que ademas generen mayor adherencia al tratamiento.

Existe una gran diversidad de especies que conforman el arsenal terapéutico para el
tratamiento de la enfermedad en la medicina tradicional de diferentes culturas2. En el
continente americano, las plantas del género Passiflora han sido utilizadas en preparaciones
empleadas con diferentes fines terapéuticos, incluyendo el tratamiento de desordenes
metabolicos como la diabetes3. Ademads, Este género resulta de importancia para la regiéon
dado el gran ntimero de especies que lo conforman, muchas de las cuales son endémicas y
algunas poseen importancia a nivel econémico por el cultivo de su fruto con fines alimenticios3.
Por otra parte, el hecho de que se encuentren publicados estudios de eficacia en modelos in
vivo e invitro de diabetes*7, de extractos obtenidos de hojas de diferentes especies del género,
representa informacion de partida para la busqueda del potencial uso de estas especies en el

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

En Colombia se han registrado 162 especies de Passiflora8, entre ellas se destaca la granadilla
(Passiflora ligularis Juss) por su alta aceptacion en los mercados de frutas y por su uso en la
tradicién etnofarmacolégica de algunas zonas del pais como el departamento del Huila®.
Adicionalmente, ésta ha sido objeto de investigaciones direccionadas a establecer su posible
actividad hipoglicemiante en modelos in vivo e in vitro, valorando la actividad inhibitoria de
extractos del fruto sobre enzimas involucradas en la digestion de carbohidratos011. Estudios

fitoquimicos de hojas de P. ligularis han establecido la presencia de compuestos polifendlicos
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como la crisina, (-)-catequina, quercetina-3-0-glucésido y kaempferol-3-0-glucésido en
hojas!2. Estas hojas son usualmente tratadas como un subproducto de cultivo; pero podrian
usarse como fuente de estos metabolitos, que han mostrado actividad inhibitoria sobre

glucosil-hidrolasas intestinales como la a-glucosidasal3.14,

Por otro lado, no sélo la identificacién de los compuestos bioactivos es trascendental para
validar el uso terapéutico de una especie; sino que también es necesario determinar las
posibles variaciones en la presencia o concentracion de dichas moléculas en los extractos de
especimenes recolectados en diferentes regiones o desarrallo fenolégico!s. Es alli donde la
metabolémica, una de las ciencias “émicas” mas recientes, se ha posicionado como una
herramienta clave para valorar estos posibles cambios, puesto que permite analizar de forma
integral el perfil metabdlico de una muestra, omitiendo los pasos de fraccionamiento que
podrian impactar en la estabilidad de los metabolitos presentes, y hacer mas largo y menos

confiable el analisis16.17,

En este sentido, y como continuacién de los trabajos previos, de los grupos de investigacién
involucrados en esta tesis, sobre la composicion quimica y la actividad bioldgica de la especie
Passiflora ligularis Juss, en esta tesis de maestria se plante6 como objetivo general establecer
el perfil metabdlico de hojas de Granadilla, colectadas en cultivos de diferentes regiones del
pais, y correlacionar dichos perfiles con la actividad inhibitoria de los extractos polares sobre
las enzimas la a-amilasa y la a-glucosidasa. Para esto se emplearon estudios metabolémicos
no dirigidos por RMN, y métodos estadisticos multivariados que permitiera identificar
metabolitos asociados a la actividad biolégica valorada. Los compuestos asociados a esta
actividad fueron sometidos a ensayos in vitro, e in silico, haciendo uso de docking molecular,

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

El presente documento esta organizado por capitulos auto contenidos, cada uno de los cuales
fue redactado con un formato tipo articulo. El primer capitulo corresponde al estado del arte,
en el cual se describen generalidades fisiopatologicas de la diabetes, la actividad
hipoglicemiante de especies del género Passiflora, haciendo énfasis en la especie Passiflora
ligularis. También se discuten los reportes de composicion quimica de esta especie, y la
relacion entre los metabolitos encontrados y los reportes de actividad hipoglicemiante. El
segundo capitulo discute los resultados del perfilado metabdlico de los extractos polares de
hojas de granadilla, y su correlacion con la actividad inhibitoria de estos mismos extractos

sobre las enzimas de estudio. El analisis multivariado permitié identificar algunos compuestos
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responsables de la actividad valorada. Finalmente, en el tercer capitulo se discuten los
resultados de la validacién de los compuestos identificados como bioactivos, en el capitulo

anterior, tanto por estudios in silico como estudios in vitro.
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1.Capitulo 1: Estado del arte

La revision bibliografica realizada en este primer capitulo de la tesis se compone de tres
secciones. En la primera se presentan generalidades fisiopatolégicas y epidemiolégicas de la
diabetes mellitus, haciendo énfasis en las glucosil-hidrolasas a-glucosidasa y a-amilasa y su
papel como dianas terapéuticas. Luego, se describe el papel de la fitoterapia en el tratamiento
delaenfermedad, y se listan reportes de evaluacién de la actividad hipoglicemiante de especies
del género Passiflora. Se hace énfasis en las caracteristicas botdnicas y fenoldgicas de la especie
Passiflora ligularis Juss; presentando los estudios de caracterizacion fitoquimica, y
etnofarmacolégica, para terminar con los estudios in vitro e in vivo sobre la actividad biol6gica
de compuestos y extractos de esta especie. Finalmente, se resumen los trabajos de
investigacidn relacionados con esta especie que se estan realizando en la actualidad de la

Universidad Nacional.

1.1 Diabetes mellitus

1.1.1 Generalidades

La diabetes mellitus es una enfermedad metabodlica crénica que se caracteriza por altas
concentraciones plasmaticas de glucosa, producto de la convergencia de multiples factores
fisiopatoldgicos y ambientales propios de un individio!8. La diabetes se clasifica en tres tipos:
diabetes mellitus tipo 1 (DMI), diabetes mellitus tipo 2 (DMII), y diabetes gestacional. De forma
general, la diferencia entre los tipos de diabetes es la produccién de insulina, la cual disminuye

de forma abrupta desde estadios iniciales de la DMI, mientras que en la DMII disminuye de
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forma paulatina con el progreso de la enfermedad. A la diabetes mellitus tipo 2 se le atribuye

el 90% de los casos a nivel mundiall.

La prevalencia mundial de esta enfermedad es de aproximadamente 8,5%, siendo los paises
del denominado “primer mundo” los que presentan las cifras mas altas. En Colombia, para el
2012 la prevalencia de la diabetes mellitus tipo 2 fue del 7.4% para hombres, y para las mujeres
fue del 8.7%. En el caso de la diabetes mellitus tipo 1, las cifras no se encuentran actualizadas

y se estipul6 una incidencia de 3,8 por cada cien mil menores de 15 afios 19.

La diabetes mellitus tipo 1 se caracteriza por la destruccién de las células 8 de los islotes de
Langerhans en el tejido pancredtico, lo que genera un déficit en la produccidn de insulina. Esta
patogénesis se ha correlacionado con eventos de tipo autoinmune, desencadenados por
alteraciones genéticas, o con factores externos como rotavirus, anticuerpos de la madre, entre
otros 18. En la diabetes mellitus tipo 2 se genera una resistencia tisular a la accién de la insulina
producida por el cuerpo, lo que conlleva a un aumento en las concentraciones plasmaticas de
glucosa tras la ingesta de alimentos. Los individuos que padecen de este tipo de diabetes
presentan una tasa normal en la produccién de insulina, la cual va disminuyendo con el
progreso de la enfermedad. La aparicion de la enfermedad esta asociada con multiples factores
genéticos y ambientales, dentro de estos ultimos, habitos como las dietas hipercaldricas y el
sedentarismos son los que poseen mayor correlacion en las cifras de prevalencia 18, En el caso
de la diabetes mellitus gestacional la intolerancia a la glucosa se presenta durante la gestacién
o posterior al parto, producto de las alteraciones hormonales que alteran la sensibilidad a la
insulina por parte de los tejidos 20. En la mayoria de casos la resistencia a la insulina desaparece

con el paso del tiempo, aunque se han registrado casos en que la enfermedad es permanente20.

Las complicaciones de la hiperglicemia, consecuencia de la diabetes, desencadenan
alteraciones en el balance osmoético y el estrés oxidativo, producto del aumento en la actividad
de ciertas enzimas, y vias de sefializaciéon intra y extracelulares. Se ha correlacionado la
hiperactividad de la aldosa-reductasa, el aumento en la produccion de prostaglandina E2 y
tromboxano, la disminucién de la 6xido nitrico sintasa y la glicosilaciéon de proteinas; con los
cambios micro y macrovasculares que generan cuadros clinicos asociados a la retinopatia,

nefropatia y neuropatia diabética 21.
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1.1.2 Tratamiento

El tratamiento de la diabetes mellitus tiene como objetivo general disminuir la incidencia de
las complicaciones de los estados hiperglicémicos, manteniendo las concentraciones
plasmaticas de glucosa dentro de los rangos establecidos como saludables por organizaciones
de referencia, como la Asociacién Americana de Diabetes?2, E] tratamiento convencional para
pacientes con DMI se basa en la administracién de insulina, junto con el seguimiento constante
de los niveles de glicemia para evitar tanto estados hipoglicémicos como hiperglicémicos23. En
el caso del tratamiento de la DMII, se combina la farmacoterapia con la modificacion de la dieta,
y el aumento de la actividad fisica, esto genera un mejor balance entre la ingesta y el uso de
sustratos energéticos como carbohidratos, lipidos y proteinas24. Para la diabetes gestacional la
farmacoterapia se limita a la administracién de metformina o insulina, y al continuo control de
la ingesta caldrica20. A continuacidn, se presenta una breve descripcién de los mecanismos de

accion de farmacos empleados en el tratamiento convencional de la diabetes:

e Insulina: La insulina es una hormona que se administra a pacientes con DMI, o DMII
en estadios avanzados. Su accién genera la fusion del transportador de glucosa (GLUT)-
4 con las membranas de células de diferentes tejidos. Esto se da gracias a cascadas de
sefializacion desencadenadas por la unién a su receptor. De esta forma se incrementa
la captacion de glucosa y su utilizaciéon como sustrato energético?3.

e Sulfonilureas: Son firmacos administrados por via oral cuyo mecanismo de accion se
basa en su unién al receptor especifico de sulfonilureas en las células § pancreaticas o
canal de potasio (K*) dependiente de ATP. Esto genera una disminucién en el flujo de
K+ del interior de la célula al medio; lo que conlleva a un aumento de las
concentraciones de Ca2+ por apertura de los canales de Ca?* dependiente de voltaje.
Dado que gran cantidad de proteinas son sensibles al Ca2+, se genera una cascada de
sefales que finaliza con la exocitosis de los granulos que contienen insulina. En este
grupo se encuentran los firmacos glibenclamida y tolbutamidaz24.

e Biguanidinas: Estos farmacos disminuyen la produccién de glucosa mediante la
inhibicion del proceso de gluconeogénesis. También aumentan la translocacién del
receptor tirosina quinasa de insulina, y del transportador de glucosa (GLUT)-4 en las
membranas celulares generando mayor sensibilidad del tejido a ésta. La metformina y

la fenformina son farmacos de este grupo 24. Interesantemente, la primera se sintetizé
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partiendo de biguanidinas producidas por la especie vegetal Galega officinalis, de
amplio uso en la medicina tradicional europea?s.

e Tiazolidinedionas: Son farmacos que se unen al receptor activado por los
proliferadores de peroxisomas gamma (PPAR-y), localizados mayoritariamente en
células del tejido graso y del tejido vascular. Las tiazolidinedionas aumentan la
sensibilidad a la insulina en el musculo, higado y tejido graso, indirectamente. La
rosiglitazona y pioglitazona son farmacos registrados de esta familia24.

e Glinidinas: Farmacos como la mitiglinida y la nateglinida tienen un mecanismo de
accion similar a las sulfonilureas, ya que despolarizan las membranas de las células 8
pancreaticas. Esta despolarizacion, producto de cambios en las concentraciones de
iones, desencadena la liberacion de insulina por parte del pancreas 24.

e Inhibidores de las glucosil-hidrolasas: Inhiben la accién de enzimas hidroliticas
como la maltasa, isomaltasa y la glucoamilasa a nivel intestinal; produciendo una
menor ruptura de carbohidratos de alto y bajo peso molecular, con una subsecuente
disminucién en el contenido de glucosa neto absorbido. Tienen mayor efecto a nivel
postpandrial en comparacién con su efecto en estado de ayuno. La acarbosa, y el

miglitol son medicamentos aprobados de uso clinico con este mecanismo 24.

En esta tesis estamos interesados en este ultimo tipo de inhibidores, por lo que se profundiza

sobre esta diana terapéutica a continuacion:

1.1.3 Glucosil-hidrolasas como dianas terapéuticas

¢ Funciony estructura
Las carbohidrasas o glucosi-hidrolasas hacen parte de una familia de enzimas involucradas en
procesos de ruptura de enlaces glucosidicos en diferentes tipos de carbohidratos como di, oligo
y polisacaridos; siendo este procesamiento relevante en gran cantidad de procesos bioldgicos.
Estas enzimas se agrupan en aproximadamente 115 familias, de acuerdo al grado de similitud
en la secuencia de aminoacidos; dicha informacién se encuentra almacenada y clasificada en

bases de datos como CAZy (Carbohydrate Active enZyme)?s.
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Los sitios cataliticos de este tipo de enzimas son altamente conservados, sélo ciertos residuos
de aminodcidos del sitio activo participan en la hidrdélisis. No obstante, se presentan
excepciones como en el caso de enzimas dependientes de NAD+* en los que se hace necesaria la
presencia de un coenzima 26. Los dos mecanismos cataliticos mas comunes son el inversor y el
retenedor de la estereoquimica del carbono anomérico del sustrato. En el mecanismo inversor
dos residuos de aminoacidos actian como acido y base de Brgnsted-Lowry. El residuo basico
permite la desprotonacién de una molécula de agua del medio, este aniéon desplaza a una
unidad de carbohidrato a través de un ataque nucleofilico al carbono anomérico por la cara
opuesta al enlace glucosidico. La remocién del protén del residuo acido por parte del anién de

glucosa liberada, estabiliza a este grupo saliente y completa el ciclo catalitico (figura 1.1a)27.

Por otra parte, en el mecanismo retenedor dos residuos estan involucrados, uno que posee
caracter nucleofilico y otro con caracter de acido de Brgnsted-Lowry. El residuo nucleofilico
ataca a la glucosa en el carbono anomérico por la cara opuesta del enlace; al igual que en el
caso anterior la glucosa acttia como grupo saliente removiento el proton del residuo acido para
estabilizarse. El residuo acido, ahora ionizado, desprotona una molécula de agua del medio,
por lo que se genera un nuevo nucleofilo que desplaza al residuo nucleofilico previamente
enlazado al sustrato; la estereoquimica del carbono anomérico del sustrato se mantiene

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

glicosidico (Figura 1.1b)27.
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Figura 1.1: Mecanismos de hidroélisis de las glucosil-hidrolasas a) inversor de la estereoquimica b)

retenedor de la estereoquimica?’.

Puesto que el mecanismo catalitico implica ataques nucleofilicos y reacciones acido base, los
tipos de aminodacidos que poseen dichas caracteristicas son los aminoacidos de caracter acido.
En la familia de glucosil-hidrolasas, el par catalitico puede estar conformado por dos residuos
de acido glutdmico o un residuo de acido aspartico y uno de acido glutdmico??.La presencia de
un tercer residuo acido es importante para la actividad de las enzimas, puesto que permite la
orientacion adecuada del sitio activo al formar un puente de hidrégeno con una molécula de

agua 28, Este asunto si discutird a mayor profundidad en el capitulo 3.

¢ Evaluacion de la actividad enzimatica

Los ensayos desarrollados para determinar la actividad catalitica de las glucosil-hidrolasas, se
basan en la cuantificacién directa de los monosacaridos u oligosacaridos liberados tras la
hidroélisis o en la cuantificacién de un compuesto enlazado a un aztcar, que sera liberado por
la hidroélisis enzimatica, esto a través de métodos electroquimicos o colorimétricos?°. En el
primer caso se determinan los cambios en potencial, o de corriente eléctrica, en el medio de
reaccion, tras la oxidacion del carbohidrato liberado por la enzima30. En el otro tipo de ensayos,
se determina la absorbancia de una molécula en la regién del espectro visible, producto de la

hidrolisis del enlace glicosidico2o.

Para la evaluacidn de la actividad inhibitoria de los extractos de hojas de P. ligularis Juss sobre

glucosil-hidrolasas intestinales, se seleccionaron dos modelos ampliamente descritos y
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empleados en diversas investigaciones relacionadas con la buisqueda de compuestos con
potencial uso terapéutico de fuentes naturales. Estos son la inhibicion de a-amilasa
pancredtica (purificada) empleando como sustrato almidén azul3!, y la inhibicién de o-
glucosidasa, obtenida a partir de un extracto aceténico de intestino de rata, y usando el 4-
nitrofenill a-D-glucopiranésido (pNPG) como sustrato32. En la figura 1.2 se presentan las
reacciones involucradas en los ensayos, por lo que una inhibicién de la actividad enzimatica,
por parte cualquier compuesto o extracto activo, conllevara a una disminuciéon de la

produccién del colorante medido a través de la absorbancia a 600 nm y 405 nm,

respectivamente.
)
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Figura 1.2: Reacciones empleadas en bioensayos de glucosil-hidrolasas intestinales. a) hidrélisis del
almidoén azul catalizada por la a-amilasa, b) hidrélisis del pNPG catalizada por la a-glucosidasa. Se

presentan las longitudes de onda establecidas para la determinacidon de la actividad enzimatica3!.32.
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1.2 Fitoterapia en el tratamiento de la Diabetes

1.2.1 Drogas con actividad hipoglicemiante

Se estima que aproximadamente 1200 especies entre plantas, algas y hongos se usan en el
tratamiento de la diabetes en la medicina tradicional, siendo el grupo de las plantas el
mayoritario2. En la bibliografia cientifica se encuentran maultiples investigaciones que buscan
correlacionar la composicion quimica de una determinada especie, con su uso como
hipoglicemiante o antidiabéticos, a continuacion, se describen algunos de los hallazgos mas

importantes para estas drogas vegetales*:

. Drogas ricas en Cromo: El cromo trivalente es uno de los componentes del factor de
tolerancia a la glucosa. El factor de tolerancia se forma entre el metal, dos unidades de acido
nicotinico, glicina, acido glutamico y cisteina. Este complejo facilita la unién de la insulina con
sureceptor,aumentando la tasa de absorcion de glucosay aminodacidos por parte de las células.
Es por ello que drogas ricas en la forma asimilable de cromo presentan actividad
hipoglicemiante, como las hojas de Phaseolus vulgaris L y las hojas y frutos del ardndano azul

Vaccinum myrtillys L 2.

. Drogas ricas en polisacaridos: Los mucilagos son polisacaridos heterogéneos que
modifican las condiciones fisicoquimicas del intestino, debido a su baja o nula digestién. Estos
biopolimeros forman superficies viscosas sobre el lumen intestinal, disminuyendo la tasa neta
de absorcion de carbohidratos simples y de algunos lipidos2. La consecuencia de lo anterior es
una menor absorcidn de os carbohidratos por parte del organismo. Algunos ejemplos de este
tipo de drogas son las semillas del guar Cyamopsis tetragonolobus y la semilla de las algunas

especies del género Plantago.

. Drogas ricas en metabolitos secundarios y péptidos: Las saponinas, triterpenos,
esteroles y flavonoides son grupos de metabolitos secundarios con un gran ndmero de
reportes de actividad hipoglicemiante. Dentro de este grupo es interesante resaltar a las
saponinas derivadas del cido ganodérico, extraidas del hongo Ganoderma lucidum, que actian
a nivel de las células 3 pancreaticas, aumentando su nimero y por ende la produccién de
insulina. En la especie Gymnena sylvestre se encontrd el péptido gurmarina, compuesto por 35
*Droga: Se denomina asf a las plantas o sus partes enteras, molidas o pulverizadas (flores, frutos, semillas, tubérculos, cortezas,

etc.) frescas o secas, asi como los jugos, gomas, latex, aceites esenciales o fijos y otros componentes similares, que se emplean
puras o mezcladas en la elaboracion de productos terapéuticos.
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aminoacidos, que interactta con las papilas gustativas disminuyendo su respuesta sensitiva
por glucosa. Lo anterior impacta en la ingesta voluntaria de alimentos con sabores dulces,

puesto que se no se genera el estimulo al saborz2.

Algunos flavonoides también presentan actividad antidiabética o actividad hipoglicemiante, el
mecanismo de accién propuesto radica en sus propiedades antioxidantes, en donde se atentia
el dafio tisular que producen diversos procesos inflamatorios relacionados con la resistencia
insulinaz. Adicionalmente, se ha encontrado que flavonoides como la isovitexina, vitexina,
orientina, kaempferol, y crisina, entre otros inhiben glucosil-hidrolasas del tracto
gastroinstestinall4. Este hecho fue el antecedente mas importante que propici6 el estudio de

especies de Passiflora, las cuales son ricas en estos polifenoles

1.2.2 Actividad hipoglicemiante del género Passiflora

La familia Passifloraceae estd conformada por 13 géneros, el mas abundante de ellos es
Passiflora, que incluye mas de 500 especies distribuidas en diferentes continentes, siendo en
el continente americano donde se encuentra la mayor diversidad de especies3. El uso medicinal
de especies del género Passiflora por parte de comunidades indigenas se ha reportado desde
la época de la conquista y la colonia. En la actualidad se cuenta con reportes de estudios de su
actividad sedativa, antidepresiva, ansiolitica, antiinflamatoria, gastroprotectora,
hipoglicemiante, antimicrobiana, y antioxidante3. Los extractos de especies de Passiflora que
han sido objeto de estudios de actividad bioldgica, se han obtenido a partir de diferentes
organos de las plantas, siendo las hojas las mas estudiadas. En particular, el uso de estos
extractos sobre el sistema trastornos del nervioso central se encuentra aceptada por
diferentes agencias regulatorias oficiales, y se poseen monografias en algunas farmacopeas

para la evaluacion de su calidad3s.

La actividad hipoglicemiante de extractos de plantas de este género se ha evaluado mediante
diversos ensayos tanto in vivo como in vitro., como la inhibiciéon de glucosil-hidrolasas, y la
actividad antioxidante en modelos animales con diabetes inducida*-632-35, En la tabla 1.1 se
resumen algunos reportes de la actividad hipoglicemiante de extractos de especies del género

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

dextrosa

Especie Organo Tipo de Modelo Resultado
estudiado extracto experimental (In
vivo)
Passiflora Hojas Acuoso Raton NOD (Non- | El grupo tratado con el extracto
alata Curtis obese diabetic) (15g hojas/L agua), present6
menor incidencia de diabetes,
es decir menor cantidad de
animales presentaron
concentraciones plasmaticas de
glucosa superiores a 250mg/dL.
También menor cantidad de
células inmunes infiltradas en
los islotes pancreaticos, y
aumento de las concentraciones
de glutation en higado y
pancreas, respecto al grupo
diabético34.
Passiflora Hojas Metandlico Ratén con La administracién del extracto a
incarnata Linn diabetes inducida | una dosis de 200mg/kg de peso
por disminuyé los niveles de
estreptozotocina glucosa en ayunas, glucosa en
orina, triglicéridos, LDL,
colesterol total. Aument6 la
tolerancia oral a glucosa y la
regeneracion del tejido
pancreatico®
Passiflora Hojas Hidro- Ratdn con Los ratones tratados con el
nitida Kunth etandlico diabetes inducida extracto presentaron
por aloxano concentraciones de glucosa
inferiores y disminucién del
colesterol total, respecto al
grupo diabético control 4
Passiflora Hojas Hidro- Ratas con diabetes | Los niveles séricos de enzimas
foetida etanolico inducida por como la catalasa, glutation

peroxidasa y del antioxidante
acido ascérbico aumentaron en
los grupos tratados con 3 dosis
diferentes del extracto con
respecto al grupo diabético sin
tratamiento3>
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Passiflora Hojas Acuoso Ratas La administracién de una dosis
edulis Sims normoglicémicas y Unica del extracto de 200
(variedad no con diabetes mg/kg de peso, aumento la
especificada) inducida por tolerancia oral de glucosa en
aloxano ratas normoglicémicas y con
diabetes inducida3®é
Ensayos in vitro
Especie Organo Tipo de Modelo Resultado
estudiado extracto experimental
Passiflora Hojas Hidro- a-amilasa salival El extracto present6 una ICso
nitida Kunth etandlico humana, a- (6.78+0.31 ug/mkL) 7 veces
glucosidasa de menor que la acarbosa
intestino de rata (51.5%£5.6 ug/mL) enla
inhibicién de la a-glucosidasa.
En el caso de la a-amilasa la ICso
(93.36+4.37 pg/mL) fue 3 veces
mayor a la determinada para la
acarbosa (31.56%3.40 pg/mL)*
Passiflora Hojas Metandlico, a-glucosidasa de La ICso de los extractos en
mollissima en acetato intestino de rata hexano, acetato de etilo,
(variedad no de etilo y en metanol y acarbosa fueron de
especificada) hexano 580.10 + 2.53,376.34 + 2.15,
329.98 £2.06,y 276.03 + 1.74
pg/mL, respectivamente 37.
Passiflora Hojas Acuoso a-glucosidasa de S. | El extracto presentd una ICso de
bogotensis cerevesiae 285 £ 3.7 ug/mL, por su parte la

acarbosa 15+0.01ug/mL. Los 6
flavonoides C-glicosidados
aislados del extracto

presentaron ICso en rangos de
19 a 34 ug/mlL’.

De estos reportes de evaluacion de actividad biolégica recopilados, es preciso sefnalar que las

hojas son el 6rgano mas estudiado, y que de ellas se obtienen principalmente extractos de alta

polaridad. Ademas, se cuenta con muy pocos estudios que evalien la actividad bioldgica de

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

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

identificacion de compuestos bioactivos producidos por especies de Passiflora.
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1.2.3 Passiflora ligularis Juss: Generalidades farmacoldgicas,

botanicas y fitoquimicas.

o Usos terapéuticos tradicionales, y reportes farmacoldgicos de evaluacion de
actividad bioldgica de Passiflora ligularis Juss

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

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

sabor. Estudios de tipo etnofarmacolégico, como el realizado por Carvajal-de Pabén et al,

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

los agricultores del Huila®. En la tabla 1.2 se resumen los resultados de dicha investigacion.

Tabla 1.2: Usos etnofarmacolégicos reportados por agricultores del departamento del Huila-

Colombia®.
Clasificacion por 6rgano o Uso reportado Parte de la planta y forma de
sistema administracién
Desordenes respiratorios, Descongestionante nasal Flor: Aspiracién
toracicos y del mediastino
Para la tos Flor: Infusién
Para la tos de los bebés de tres Fruto: Jugo
meses en adelante
Gripa Fruto: Jugo
Desérdenes gastrointestinales Regula la digestiéon Fruto (jugo), hoja (infusién),
cogollo o yema terminal
(infusidn)
Antidiarréico Hoja (infusion), fruto (zumo sin
semilla), flor (infusién), bejuco
(infusion)
Gastritis Fruto sin semillas
Ulcera Fruto sin semillas
Desérdenes del sistema nervioso | Insomnio y tranquilizante Fruto, cogollos (infusion) y flor
(infusion)
Controlar ataques epilépticos Flor: infusion
Desoérdenes del tejido Alivia las contusiones Hojas (cataplasma), cogollos
muscoloesquelético y conectivo (infusidn y cataplasma)
Desoérdenes vasculares Controla la presion arterial Fruto
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Heridas, envenenamiento y Controla los sintomas del Fruto: jugo
complicaciones de guayabo

procedimientos

Desérdenes endocrinos Crecimiento en los nifios Fruto

Infecciones e infestaciones Papcias (paperas) Hoja: Aplicacién externa

En cuanto a la evaluacion de actividad biolégica en condiciones de laboratorio controladas
para extractos o fracciones de Passiflora ligularis Juss, se encontraron tres estudios revelantes.
En el primer caso, se evalu6 la inhibiciéon de la actividad catalitica de la a-amilasa y a-
glucosidasa por parte de diferentes extractos de la pulpa del fruto liofilizada. El extracto
acetonico presentdé el mayor porcentaje de inhibiciéon para la a-amilasa y a-glucosidasa,
respecto a los extractos en metanol, éter de petréleo y cloroformo. El extracto aceténico a una
concentraciéon de 125 pg/mL, inhibié la a-amilasa y la a-glucosidasa en porcentajes de 82.56%
y 75.36% respectivamente. Por su parte, la acarbosa a esa misma concentracion inhibié la a-
amilasa y a-glucosidasa en porcentajes del 84% y del 79.87%, por lo que el extracto acetdnico
mostro una potencia similar a este farmaco. Los autores relacionan estos resultados con los
contenidos de compuestos polifendlicos, los cuales son conocidos por ser inhibidores

naturales de este tipo de enzimas19,

Por su parte, Anusooriya et al. evaluaron el potencial como antidiabético de un extracto acuoso
de la pulpa del fruto en un modelo in vivo de diabetes en rata inducido por estreptozotocina.
Como resultado del estudio, los investigadores establecieron una actividad hipoglicemiante
del extracto acuoso de la pulpa a una dosis de 400 mg/kg, administrada diariamente durante
un mes, al comparar con el grupo diabético control. Ademas, evidenciaron alteraciones de
parametros bioquimicos relacionados con procesos oxidativos presentes en estados
hiperglicémicos y hiperlipidémicos, puesto que el grupo experimental tratado con el extracto
present6 valores de antioxidantes enzimaticos, no enzimaticos y de peroxidacién lipidica
similares al grupo normoglicémico y estadisticamente diferentes al grupo diabético sin
tratamiento. Por tultimo, este extracto gener6 la disminucion de concentraciones séricas de

colesterol total, triglicéridos y aumento en la cantidad de glicogeno hepaticol.

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

antiinflamatoria del extracto acuoso de hojas de P. ligularis, usando el modelo de edema de
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oreja en ratén inducido por TPA. Los metabolitos que presentaban mayor actividad fueron la
quercetina-3-0-glucésido y el ligularésido C, cuyas estructuras se presentan en la siguiente
seccion. Laimportancia de este reporte radica en la identificacién y elucidaciéon de compuestos
con actividad antiinflamatoria, los cuales podrian tener un uso potencial como
hipoglicemiantes, dado que los fendmenos inflamatorios son una de las causas de la
hiporeactividad del tejido adiposo hacia la insulina y posterior alteracion del perfil lipidico 12.
Los flavonoides encontrados en estos extractos han presentado actividad inhibitoria sobre
glucosil-hidrolasas intestinales, ademas cabe resaltar que el kaempferol-3-0-glucésido

aumento la secrecion de insulina en islotes de células beta aislados 13.14,

e Caracteristicas botanicas y fenolégicas de la especie

Passiflora ligularis Juss, es una especie del subgénero Passiflora, serie Tiliaefoliae, cominmente
conocida como “Granadilla” y originaria de la region andina del continente americano. Se
caracteriza por ser un arbusto trepador robusto, que se extiende por varios metros a partir del
tallo principal; sus hojas tienen forma acorazonada, son lisas con un tamafio de 6 a 8 cm
aproximadamente 38, Su fruto tiene forma esférica y se caracteriza por tener un exocarpio duro,
de color amarillo o naranja con manchas blancas pequefias distribuidas uniformemente.
Adicionalmente, posee un mesocarpio blando y un endocarpio membranoso blanco que

alberga gran cantidad de semillas cubiertas por una pulpa transparente y dulce 3°.

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

semiperenne 40,

De acuerdo a los resultados publicados la granadilla tiene 9 estadios de crecimiento, los cuales
abarcan desde la etapa de germinacion en vivero hasta la etapa de maduracion de frutos41.

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

e Estadio de crecimiento 1: Desarrollo de las hojas y del primer zarcillo. Se presenta en

promedio hasta el dia 63 después de la siembra.
e Estadio de crecimiento 2: Desarrollo de hojas.
e Estadio de crecimiento 3: Ramificacion lateral.

e Estadio de crecimiento 4: Elongacion del tallo principal.

Los estadios de crecimiento 2, 3 y 4. Tienen una duracién aproximada de 295 dias después de

que se han trasplantado las plantas en estadio de crecimiento 142,

o Estadio de crecimiento 5: Apariciéon y desarrollo del érgano floral en las ramas
secundarias.

e Estadio de crecimiento 6: Floracion.

o Estadio de crecimiento 7: Formacion del fruto.

e Estadio de crecimiento 8: Maduracién del fruto

Las estructuras florales aparecen aproximadamente a los 340 después del trasplante, a partir
delaaparicion de los botones florales el desarrollo del cartucho floral y la apertura de las flores
toma un tiempo aproximado de 39 dias y 45 dias para el fin de la floracidn (cuajado del fruto).
El fruto es visible 3 dias después de la antesis (cuajado del fruto) y para alcanzar el tamafo
caracteristico tarda en promedio 42 dias y 92 para la maduraciéon4l. A continuacién, se

presenta un esquema que ilustra los estadios mencionados anteriormente.

3 £

Figura 1.3: Estadios de crecimiento y ciclos superpuestos durante el cultivo de Passiflora ligularis Juss.
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° Caracteristicas agroecoldgicas del cultivo

Los estudios agroecolégicos desarrollados para P. ligularis han permitido establecer las
caracteristicas Optimas para el desarrollo de plantas saludables, y por lo tanto parcelas
productivas. Dentro de los factores estudiados por Melgarejo y colaboradores se tienen las
precipitaciones, y la luminosidad; relacionados con la brotacién de yemas florales; la
fecundacion; el cuajado; el llenado de los frutos y con la diferenciacién de primordios florales,
la floracién, la coloracion del fruto por la formaciéon de azicares y sintesis de pigmentos,
respectivamente. A continuacion se presenta la tabla 1.3 con el resumen de las caracteristicas

agroecoldgicas 6ptimas para el establecimiento y desarrollo del cultivo40.

Tabla 1.3: Demanda agroecoldgica del cultivo de granadilla (Passiflora ligularis Juss) en Colombia#0.

Factor Rango

Altitud sobre el nivel del mar 1700-2100 msnm

Temperatura 18 a 20°C

Luminosidad 6 horas de brillo solar

Precipitacion 1500-2000 mm/afio

Vientos Menor de 30 km por hora

Humedad Relativa 70-80%

pH del suelo 6.0a6.5

Topografia Sin relieves y suelos francos
° Composicion quimica de Passiflora ligularis Juss

La composicién quimica de Passiflora ligularis Juss ha sido estudiada en diferentes 6rganos de
la planta, siendo el fruto el 6rgano del que mas se han reportado metabolitos en la literatura
cientifica. Chassagne et al. caracterizaron las agliconas volatiles de la fraccién de glicésidos de
la pulpa de la fruta. Dentro de las familias de compuestos identificados se encontraron
alcoholes alifaticos, norisoprenoides y compuestos aromaticos; las estructuras se presentan
en la figura 1.4 43. En el caso de compuestos volatiles de la pulpa, Porto-Figueira et al.
identificaron como compuestos mayoritarios ésteres y alcoholes, y en menor proporcién

terpenos, éteres, y cetonas#4.
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a)

HO OH

Figura 1.4: Estructuras de agliconas identificadas de la hidrdlisis del extracto acuoso de la pulpa de

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

Meneses et al. identificaron los siguientes flavonoides en extractos acuosos de hojas
provenientes de Anolaima (Cundinamarca, Colombia): (-) catequina, kaempferol-3-0-3-
glucosido, quercetin-3-0-B-glucésido y crisina (figura 1.5) 12. En un estudio de Zuccoloto et al.
se evidencia la presencia de una gran cantidad de flavonoides, que no corresponden a los
usualmente encontrados en los maracuyas, badea y curubas. 45 Lo anterior muestra que hay
un vacio en la caracterizacion de los polifenoles de los extractos de hojas de granadilla, lo que

se aboradari en esta tesis.

OH

Figura 1.5: Flavonoides encontrados en muestras de Anolaima Cundinamarca-Colombia a) quercetin-

3-0-glucésido, b) kaempferol-3-0-glucésido c) (-)-catequina, d) crisina?2.
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Las saponinas son otro grupo de metabolitos identificados en hojas de esta especie por
Meneses et al. Se aislaron y elucidaron 4 saponinas triterpenoidales con nucleo lanostano,
denominados ligularosidos A-D. El ligulardsido A ya habia sido identificado en otro trabajo de
investigacidn del grupo de investigacion!?, actualmente se ha identificado el ligularésido E que
estd en proceso de caracterizacién estructural, como parte del desarrollo de un trabajo de

investigacidn realizado en paralelo.

Figura 1.6: Saponinas asiladas del extracto acuoso de hojas de P. ligularis Juss
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1.3 Trabajos desarrollados en la actualidad en Ila

Universidad Nacional sobre Passiflora ligularis Juss

La tesis de maestria aca presentada hace parte de un proyecto de investigacién financiado por
Colciencias, y que tiene como objetivo caracterizar quimica, farmacolégica y
biofarmacéuticamente los extractos de hojas de Passiflora ligularis Juss con miras a establecer
su potencial como producto fitoterapéutico indicado como hipoglicemiante. En este sentido se
estan desarrollando dos tesis doctorales y dos tesis de maestria (una de ellas es ésta). Una de
las tesis doctorales pretende establecer los posibles mecanismos de accién hipogliceminate
del extracto, fracciones y compuestos bioactivos mediante diferentes ensayos in vivo e in vitro
mientras que la tesis de maestria tiene como objetivo principal la caracterizaciéon
biofarmacéutica del extracto. Es asi como el planteamiento y ejecucion de todos los trabajos se
retroalimentan a nivel conceptual y metodoldgico, y este trabajo aportara la caracterizacion
quimica de los compuestos mayoritarios de los extractos activos. Igualmente, se aportara a la
caracterizacion metaboldmica de los extractos y su correlacion con el lugar de colecta, y la
actividad enzimatica; asi como la evaluacién de los metabolitos mas activos mediante ensayos

in silico e in vitro contra las enzimas.
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1.4 Conclusiones

La diabetes mellitus es una de las patologias que mayores retos genera a los sistemas de salud,
puesto que posee cifras epidemiolégicas en constante aumento. Al poseer gran cantidad de
blancos terapéuticos, y dada su complejidad fisiopatolégica, se hace necesaria la busqueda de
sustancias bioactivas que ofrezcan alternativas mas eficaces y seguras a las actualmente
disponibles. Las glucosil-hidrolasas son blancos farmacol6gicos ampliamente estudiados, ya
que su inhibicién tiene un impacto directo en el proceso de absorcién de carbohidratos
simples. En este contexto, los productos naturales ofrecen un potencial arsenal terapéutico
dado la diversidad quimica de los metabolitos, y la evidencia de que son capaces de inhibir
estas enzimas tanto in vitro como in vivo. Adicionalmente, los productos naturales suelen ser

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

El género Passiflora es un grupo de plantas promisorio para la bisqueda de este tipo de
inhibidores, dado que existen diferentes reportes relacionados con la actividad de extractos,
obtenidos principalmente de las hojas, en modelos experimentales in vivo e in vitro de diabetes.
Sin embargo, la informacion referente al aislamiento y elucidacién estructural de dichos
inhibidores es limitada y se hacen necesarios estudios que complementen dichos hallazgos, de

forma que se genere mayor evidencia que soporte la aplicacion terapéutica de este género.

La revision bibliografica permitid establecer el potencial de la especie Passiflora ligularis Juss
(Granadilla) como fuente de este tipo de inhibidores, ya que se ha evidenciado la actividad
biolégica de extractos obtenidos de la pulpa del fruto en modelos de diabetes. Es importante
mencionar que la mayoria de los polifenoles de hojas de granadilla atin no se han identificado;
no obstante, si se han identificado algunos compuestos polifenélicos en sus hojas con actividad
inhibitoria en modelos de glucosil-hidrolasas intestinales. Lo anterior denota la necesidad de
caracterizar todos los compuestos polifendlicos mayoritarios del extracto polar de las hojas de
granadilla, el cual es activo como inhibidor de glucosil-hidrolasas, asi como identificar los
compuestos responsables de esta actividad. Finalmente, se requiere determinar si hay
variaciones en el perfil metabdlico de plantas desarrolladas en diferentes condiciones de
cultivo, y si estas variaciones tienen impactoen la actividad biolégica. la identificacion

caracterizacion de estos metabolitos podria impactar en el uso dado a las hojas de Granadilla,
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las cuales son desechadas como subproducto de cultivo, y pueden ser fuente de compuestos

con valor agregado para los campesinos cultivadores.
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2. Capitulo 2: Perfil metabdlico de hojas de
Passiflora ligularis Juss y su relacion con la
actividad inhibitoria sobre las enzimas a-

amilasa y a-glucosidasa.

Resumen

Extractos de plantas del género Passiflora han mostrado actividad inhibitoria frente a glucosil-
hidrolasas, enzimas claves en el proceso de digestién de azucares, que son blancos
terapéuticos para el tratamiento de la diabetes. Estos extractos han sido obtenidos
principalmente de hojas, y son de polaridad alta a media, presentando una composicién
metabolica diversa, y en general son ricos en saponinas, y compuestos polifendlicos entre
otros. Dentro de este género, Passiflora ligularis Juss o Granadilla, es una especie ampliamente
cultivada en el territorio nacional dada la importancia econémica de su fruto. Sin embargo, la
informacién quimica disponible se centra en el fruto y no en las hojas, pese a su gran potencial.
Por lo anterior en este trabajo nos propusimos estudiar quimicamente las hojas de este cultivo
y valorar estos extractos en cuanto a su potencial para inhibir enzimas involucradas en la

digestion de azucares.

El perfilado metabdlico de los extractos polares de hojas de granadilla, mediante RMN-1H y
HPLC-MS/MS, permitié la identificacion de un total de 29 compuestos, 5 de los cuales
corresponden a aminoacidos, 2 a carbohidratos, 4 a acidos organicos, 3 a compuestos
miscelaneos, 1 saponina y 14 compuestos polifendlicos; principalmente flavonoides del tipo
0-glicésido con nucleos quercetina, kaempferol y crisina. Asi mismo, se evalud la capacidad de
inhibir la actividad enzimatica de un total de 167 extractos obtenidos a partir de 25mg de hojas
secas y 1 mL de una mezcla Metanol: Buffer fosfatos pH 6.0 90mM (1:1); estas hojas fueron

obtenidas de 8 parcelas de cultivo ubicados en 3 municipios productores y almacenadas bajo
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dos condiciones de almacenamiento: refrigeracién a -78°C y a temperatura ambiente. La
evaluacién de la actividad enzimatica se hizo frente a las enzimas a-amilasa pancredatica
porcinay la a-glucosidasa presente en el extracto de intestino de rata. En cuanto a la inhibicién
de la a-amilasa los porcentajes de inhibicidn variaron entre el 5 y 95%, mientras que para la

inhibicion de la a-glucosidasa el rango fue del 5 al 50%.

Dadas las variaciones en la actividad biologica, se empled un estudio metabolémico por RMN-
1H, con el fin de evidenciar cambios en los perfiles metabdlicos de los 167 extractos estudiados,
usando la mezcla MDs (MeOH-d4: Buffer fosfatos pH 6.0 90mM en D;0) como solvente de
extraccion. Mediante un andlisis de componentes principales se identifico que la diferenciacion
de las muestras se debe principalmente a la condiciéon de almacenamiento de las hojas y en
menor medida a la ubicacion y edad del cultivo. Un andlisis por OPLS-DA permitid establecer
que las variables responsables de esta diferenciacién son aquellas relacionadas con
desplazamientos quimicos caracteristicos de monosacaridos, siendo el grupo de las muestras

almacenadas bajo refrigeracidn aquellas con mayor concentracion de estos compuestos.

Respecto alarelacion de las variaciones en el perfil metabdlico con los cambios en la actividad
inhibitoria frente a las dos enzimas de interés, se seleccionaron muestras con valores extremos
de porcentaje de inhibicion, evitando el uso de extractos con valores intermedios puesto que
lamayoria de los extractos presentan porcentajes de inhibicion homogéneos. En el andlisis por
OPLS-DA fueron incluidas un total de 38 muestras con porcentajes de inhibicién menores a 10
y mayores al 30% para el caso de la a-glucosidasa y 73 muestras con porcentajes de inhibicion
menores al 40 y superiores al 80% frente a la a-amilasa. Se identifico que las variables
asociadas a las muestras mas activas corresponden a desplazamientos quimicos
caracteristicos de compuestos como saponinas, aminoacidos y polifenoles; por lo que estas

sustancias se asocian con la inhibicién de las enzimas.
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2.1 Introduccion

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

aumentan el acceso a terapias a un mayor grupo de pacientesz2.

La metaboldmica es una de la ciencias dmicas que busca el analisis cualitativo y cuantitativo
de los metabolitos de un tejido u organismo, mediante la convergencia de técnicas analiticas
de amplio rango de deteccidn, y el andlisis estadistico multivariado (MVDA)3. Dado que se
busca reducir el fraccionamiento y la purificacion de compuestos, con el fin de mejorar la
reproducibilidad de la extraccién y por ende del MVDA, la identificacion de los metabolitos se
hace dificil y requiere del proceso de dereplicaciéon4. Dentro de las técnicas analiticas
comunmente usadas se encuentra la HPLC-MS y el RMN, esta ultima se caracteriza por una
mayor reproducibilidad y mayor rango de deteccién, pero menor sensibilidads. Los estudios
metabolémicos se dividen en dirigidos (targeted) y no dirigidos (untargeted), en el primer caso
se estudian metabolitos con caracteristicas fisicoquimicas o funcionales definidas, mientras
que en segundo caso se estudia un amplio rango de metabolitos>. A su vez, cada uno de estos
tipos de estudios metaboléomicos emplean diferentes técnicas de MVDA que permite
evidenciar la variabilidad de las diferentes observaciones con base en el conjunto de datos
medido, o al efecto de estos sobre una variable respuesta, de ahi la clasificaciéon en métodos no
supervisados o supervisados, respectivamente. El PCA es representativo del primer grupo, y
el PLS y OPLS ejemplos el segundo grupos. Estas herramientas estadisticas permiten
correlacionar diferentes variables con la produccién metabolica, por lo que se pueden explorar

los factores que impactan la expresion metabédlica de las plantas 4 sean bidticos como
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abidticos? (eje. Locacidon geografica, radiacién solar, fitopatologias etc); o identificar los

compuestos que se relacionan con la actividad biol6gica medida para el extracto4.

En este capitulo se buscé identificar cuales compuestos presentes en el extracto polar de hojas
de Passiflora ligularis Juss, provenientes de 3 sitios de cultivo y con dos metodos de
almacenamiento, son los responsables de la actividad inhibitoria sobre las enzimas a-amilasa
y a-glucosidasa. Para esto, se realiz6 un perfilado metabdlico no dirigido de los extractos
polares mediante RMN-1H, el cual se correlacion6 con la actividad inhibitoria mediante
herramientas de MVDA. Finalmente, para la caracterizaciéon quimica de los compuestos

polifendlicos se empled un analisis por UHPLC-MS y RMN.

2.2 Resultados y discusion

La granadilla, Passiflora ligularis Juss (sweet grandilla), es altamente demandada por sus frutos
con excelentes propiedades organolépticas, por esta razon se tienen cultivos de ella a escala
mediana para su comercializacién en la regidn andina colombiana. La industria de alimentos
demanda las frutas, mientras las hojas son desechadas y no encuentran aplicaciéon mas alla del

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

Las hojas de Passiflora ligularis Juss fueron recolectadas en dos de los departamentos de mayor
produccién de este cultivo: Cundinamarca (dos municipios Anolaima y Junin) y Huila
(Algeciras), con el fin de caracterizar estas hojas e identificar los compuestos que ellas
producend. Los cultivos muestreados presentaban diferentes estadios de desarrollo
fenolodgico, principalmente con diferente grado de maduracion del fruto, presencia o ausencia
de flores, entre otros (figura 2.1a). Es importante mencionar que los cultivos de granadilla
presentan estadios de desarrollo superpuestos, es decir, diferentes etapas de formacién de
flor, fruto y hojas superpuestas. Tampoco habia uniformidad en la edad de cultivo, que vario
entre 1, 2, 4 y 7 anos. En la tabla 2.1, se detallan los datos de la recoleccion, tales como como
ubicacidn, época de colecta, altura sobre el nivel del mar, edad del cultivo, y el principal estado

fenoldgico; este tltimo con base a la escala establecida por Melgarejo et al°.

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

tratadas de dos maneras diferentes: una mitad fue congelada inmediatamente después de ser
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cortada de la planta (-196°C en nitrégeno liquido, codificadas como R), almacenadas a -78°C y
posteriormente liofilizadas; mientras la otra mitad fue secada a temperatura ambiente
(codificada como A), con el fin de comparar el efecto del almacenamiento en la actividad
biolégica y la composiciéon quimica, la distribucién de los grupos se esquematiza en la figura
2.1b.

Tabla 2.1: Datos de cultivos de Passiflora ligularis Juss muestreados.

ESTADO
CODIGO UBICACION ALTITUD EPOCADE EDAD DEL FENOLOGICO
ASIGNADO M.S.N.M COLETA CULTIVO MAYORITARIO Y
DESCRIPCION
Cc1 Anolaima 1850 Enero 4 afios 89
(Vereda Latitud: 2018 Frutos en madurez
Caprea) 4°50.0172'N plena
Cc2 Anolaima Longitud: 1850 Enero 2 afios 76
(Vereda 74°29.97' 0 2018 Fruto inmaduro con
Caprea) tamaiio final
H1 Algeciras 1900 Febrero 7 afios 82
(Vereda el 2018 Fruto en proceso de
paraiso) maduracién 40% de
su coloracion
alcanzada
H2 Algeciras 1900 Febrero 2 afios 76
(Vereda el Latitud: 2° 31 2018 Fruto inmaduro con
paraiso) 59.99" N tamaiio final
Longitud: -75°
H3 Algeciras 18'60.00" O 1900 Febrero 4 afos 60
(Vereda el 2018 Flores abiertas
paraiso)
H4 Algeciras 1900 Febrero 1 afio 70
(Vereda el 2018 Frutos cuajados
paraiso)
J1 Junin 2000 Julio 2018 1 afio 76
(Veredael  Latitud: 4° 47’ Fruto inmaduro con
valle) 24" N tamafio final
]2 Junin Longitud: 73° 2000 Julio 2018 1 afio 76
(Vereda el 39"46" 0 Fruto inmaduro con

valle) tamaiio final
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Figura 2.1: a) Cultivos de Passiflora ligularis Juss muestreados. Cédigos asignados con base a la ubicacidn (C, H, ]) y nimero de parcela (1-4): C parcelas
ubicadas en el municipio de Anolaima-Cundinamarca, J parcelas ubicadas en el municipio de Junin-Cundinmarca; y H parcelas ubicadas en el municipio
de Algeciras-Huila. b) Resumen grafico de la distribucion de las muestras de hojas de P. ligularis en los grupos experimentales de acuerdo con la ubicacion

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

ligularis Juss.

Con el fin de obtener perfil metabdlico para cada una de las muestras, se registro el espectro
de RMN !H en MD6 para cada muestra previamente secada. Este solvente fue seleccionado
porque se obtienen extractos sin polimeros y con compuestos de diferente polaridad; asi
mismo, el control del pH los hace mas reproducibles, comprables entre si y con los datos de la
literatural0. El estudio de los espectros mostr6é que hay sefiales atribuibles a aminoéacidos,
carbohidratos, acidos organicos, polialcoholes, polifenoles, y saponinas entre otros
(miscelaneos) (figura 2.2). Asi mismo, se observan diferencias en el espectro registrado para
muestras mantenidas en refrigeracion (almacenadas a -76°C) y las secadas a temperatura

ambiente (figura 2.2).

[rel]

I—\I—‘\!—\!—\
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o
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Figura 2.2: Espectros de RMN H (MD6, 400 MHz) de extractos de hojas Passiflora ligularis Juss,
codificados de acuerdo a la ubicacién del cultivo (C, H, ]), al nimero de parcela (1-4), a la condicién de
almacenamiento de las hojas (A: almacenadas a temperatura ambiente, R: almacenadas bajo
refrigeracion a -76°C) y al niumero de la muestra (1-10). Los espectros azul y verde corresponden a dos
muestras provenientes de diferente municipio y almacenadas bajo refrigeracion (J1R3 y C1R4). Los
espectros en rojo y naranja corresponden a dos muestras recolectadas en la misma parcela, pero

almacenadas bajo diferentes condiciones (H1R2 y H1A3).
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Para la identificacion de los compuestos presentes en los extractos se hizo su estudio
espectroscopico, y luego se compararon las sefiales del espectro con las recopiladas en las
librerias copiladas en Chenomex™, incluyendo la biblioteca del Leiden Natural Products
Laboratory. Este proceso permitié la identificaciéon de 5 aminoacidos, 3 carbohidratos, 1
polialcohol, 3 acidos organicos, 2 compuestos misceldneos, 1 flavonoide y saponinas (tabla
2.2). La confirmacion de estas identificaciones se hizo mediante las correlaciones “cross-peaks”
en los espectros bidimensionales COSY tH-tH y HMBC (anexo A, figura S2.1 y figura S2.2). Los

datos espectroscépicos para los compuestos identificados se encuentran detallados en la tabla

2.2. Muchos de los metabolitos primarios aca identificados corresponden con lo reportado por

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

Los espectros de algunas muestras seleccionadas, compilados en la figura 2.2, presentan
sefales de alta intensidad en la regién de hidrégenos de carbohidratos (3.5-5.5 ppm), sefiales
de menor intensidad en la region aromatica (6-8 ppm), y de saponinas (0.75-1.25). Es de
resaltar que los espectros contienen diferencias en las dos primeras regiones, aspecto que
confirma la variabilidad en la expresién metabdlica de las muestras, sin embargo, también se
observan regiones altamente conservadas como la que comprende sefiales entre 0.75 y 1.25

ppm, atribuibles a las saponinas.

A manera de ejemplo se muestra la elucidacion estructural del flavonide crisina (14), el cual
se logré identificar a través de sefiales caracteristicas de un nucleo tipo flavona en el espectro
de RMN 1H y correlaciones en los espectros COSY H-H y HMBC. En particular, se encontraron
las sefiales caracteristicas del anillo B no sustituido, como la sefal para los hidrogenos en las
posiciones H-2" y H-6’ (ox 8.00, dd, /= 8.0 Hz, J=1.6 Hz), los cuales presentan constantes de
acoplamiento con valores caracteristicos de acoplamientos tipo orto y meta entre estos
hidrégenos y los hidrégenos en las posiciones H-3' o H-5’ y H-4’, respectivamente. La sefial o
7.60 (m) integra para un total de 3 hidrégenos y se atribuye a los hidrégenos del anillo B en las
posiciones H-3’, H-4’ y H-5'. En el caso de las sefiales del anillo A, se encontraron las sefiales
caracteristicas de hidrégenos en las posiciones H-6 (61 6.51, d, J=2.0 Hz) y H-8 (61 6.27,d,]=
2.0 Hz); los valores de constante de acoplamiento confirman el acoplamiento tipo meta entre
dichos hidrégenos, y sus valores de desplazamiento sugieren que se encuentran entre grupos

donores de electrones. Finalmente, la sefial 6y 6.75(s), permiti6 confirmar la presencia de un
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compuesto de tipo flavona, ya que este desplazamiento es caracteristico para el hidrégeno en
la posicién 3 del anillo C. Es de resaltar que las correlaciones encontradas en los espectros
bidimensionales (COSY y HMBC) proporcionaron evidencia adicional para la identificacion de
este compuesto en mezcla, como la correlacién entre las sefiales 6y 7.60 y 6 8.00, entre los
hidrégenos del anillo B, y la correlacion entre la sefial 6y 6.75 y dc 179.5, correspondiente al

hidrégeno olefiinico H-3 del anillo C y el carbonilo C-4.

La identificaciéon en mezcla de la presencia de saponinas tipo ligularésidos, previamente
identificadas en nuestro grupo de investigacion?z, se hizo mediante las correlaciones en HMBC.
Asi, la sefial del metilo H3-19 (6u 0,99) correlaciona con los carbonos CH-1(d. 36.4), CH-5 (dc
51.1) y C-9 (8 134.5), éste ultimo de caracter olefinico y caracteristico de la instauracion del
nucleo A%10, De igual manera, la sefial del metilo H3-29 (64 0.90) con los carbonos CH-3 (&
88.5), C-4 (0.39.2), CH-5 (6.51.1) y CH3-28 (8. 27.0); y del metilo desplazado a campo bajo Hs-
26 (01 2.03) con el carboxilo C-31 (6.173.4) de la 6-lactona de la cadena lateral reportada para
el ligularésido C, lo que explica su desplazamiento. Adicionalmente, se observan correlaciones
en COSY entre si de las sefiales diasterotopicos de H;-1 (6n 1.20 y 1.76), y la de uno de los
protones de Hz-2 (0n 1.72), que a su vez correlaciona con la sefiala del protén carbinélico H-3
(du 3.19). Estos datos fueron contrastados con la informacién reportada por Meneses et al. 12
y se pudo evidenciar la presencia del ligularésido C. Por otra parte, no se identificaron
correlaciones de sefiales para la cadena lateral de las otras saponinas reportadas (ligular6sido
Ay B), pero esto puede ser un efecto de concentracion. Analisis previos por HPLC-ELSD habian

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

(figura 2.3).
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Tabla 2.2: Desplazamientos quimicos (81 en metanol-ds+-KH2P04 en D20 a pH 6.0) y constantes de acoplamiento (J en Hz) de los metabolitos identificados

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

Senales
Tipo de caracteristicas en el
compuesto espectro 'H RMN
8(ppm
8(ppm) yJ (Hz) (ppm)

0}
. N 1.48 (H-3,d,/=7.2 Hz) COSYy
Alanina (1) Aminoacido 3.78 (H-2, m) §11.48 / 51378 > f HMDB
H,oN OH
o
NH,
o o)
NH,
N
N OH

Cross-peaks en
espectros 2D Estructura Referencia

cosy o}
3 Sn 2.04/6u 2.40
Acido glutdmico %23 Eggﬁ 1;3 81 2.12/ 81240
%2) Aminoécido 2 40 (H-3 ‘m) 812.04/613.70 MO OH HMDB
' ' 81 2.12/ 81 3.70

3.70 (H-1,m) HMBC

6u 2.40 6¢ 180.6

8H 2.13/ 8¢ 33.5
8H 2.46/ 8¢ 178.1

COoSYy
6n1.90/ &u 2.35
6n2.35/ 6u4.07

COSYy
81 2.13/ 81 2.46
. L 2.13 (H-3, m) 81213/ 813.69  HN oH
Glutamina (3) Aminoacido 2.46 (H-4, m) HMBC HMDB
3.69 (H-1, m)

2.35 (m)

4.07 (m) HMDB

Prolina (4) Aminoacido
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Senales

. f L Cross-peaks en
Tipo de caracteristicas en el p

compuesto espectro 1H RMN es%e(;t;:):)ZD Estructura Referencia
8(ppm) yJ (Hz) 5
COSY
o o 7.19 (m) 817.19/ 81 6.85 OH
Tirosina (5) Aminoacido 6.85 (d, /=83 Hz) HMBC N HMDB
817.19/ 6c 1586  wo
COSYy
6n5.18/ &u 3.47
518 (H-1a,d,/=3.8Hz)  614.58/ 51 3.20
Glucosa (6) Carbohidrato 4.58 (H-13,d,J=7.8 Hz) HMBC HMDB
3.87 (dd, J= 12, 2.1) 815.18/ 8¢ 71.6
81 3.46/ 8¢ 73.1
813.20/ 8¢ 96.1
HMBC
5.40 (H-1, d, J=3.6 Hz) 81 5.40/ 8¢ 72.7
Sacarosa(7)  Carbohidrato 4.15(H-5',d,J=8.3Hz)  &n5.40/ 8¢ 103.7 HMDB

4.02 (t,] = 8.2 Hz) 813.51/ 8c72.5
81 4.15/ 8¢ 74.1
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Senales
. L. Cross-peaks en
Tipo de caracteristicas en el .
espectros 2D Estructura Referencia
compuesto espectro 'H RMN 3(ppm)
8(ppm) yJ (Hz)
OH
COSY H
61 3.23/ 81 3.61 HO ~ OH
wozEzm e
3.61 (H-4/6,t,] = 9.6 Hz) ! 'HMBE '
Myo-inositol (8)  Polialcohol ~ 3.46 (H-1/3,dd,J =10, §13.23/ 5. 68 o HMDB
2.9 Hz) : ¢ HOM OH
3.23 (H-5,t,) = 9.3 H2) 813.23/ 6:72.5
' * ' 6n3.61/ 6:74.5
813.61/8.71.4 OH
814.02/ 8¢ 72.4
COSYy
812.31/ 81 1.89
81 1.89/ 81 3.00 0
) 1.89 (H-3,m) HMBC
GABA(9)  Acidoorganico  2.31(H-2,t,J=7.2) 812.31/8c180.5  HoN HMDB
3.01 (H-4, tlike, J = 7.2) 81231/ 8¢ 39.1 OH
81231/ 8¢ 23.3
81 1.89/ 8¢ 39.1
813.01/ 8¢ 23.3
o) OH
COSYy
6n2.53/6u2.71 HO
f - .. 253(H-2ad,J=16.0)
Acido citrico (10) Acido orgénico 271 (H-2b. d,J = 16.0) HMBC HO HMDB

6u2.71/ 6c177.4
6n2.71/ 6¢180.1
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. P Cross-peaks en
Tipo de caracteristicas en el .
espectros 2D Estructura Referencia
compuesto espectro 'H RMN 3(ppm)
8(ppm) yJ (Hz)
o)
) 1.34 (H-3,d, J= 7.2 Hz) CosY S
Lactato (11)  Acido orgénico 4,06 (H-2, m) 811 1.34/ 511 4.06 HMDB
OH
COSYy
3.22 (N-CHs, s) 6n3.50/ 61 4.03
Colina (12) Miscelaneo 3.50 (H-1, m) HMBC HMDB
4.03 (H-2, m) 813.22/ 6c53.8
813.22/ 6c67.3
3.05 (m) COSY
Putrescina (13)  Misceldneo HMDB
1.77 (m) 813.05/ 61 1.77
COSYy
6.27 (H-8, d, J= 2.0 Hz); 81 6.27/ 61 6.51
Crisina (14) Compuesto  6.51 (H-6, d, ] 2.0 Hz); 6n7.60/ 61 8.00 M t ali2
risina , eneses et a
fendlico 6.75 (H-3,s),7.60 (H-3', HMBC
H-4,H-5,m),8.00 (H-2'  §48.00/ 6c132.2
,H-6’,dd, J=1.6, 8.0 Hz) 816.75/ 8¢ 179.4
0.90 (H3-29, 5); 0.99 (Hs- COSY
19,5); 1.20 (H-1,m); 1.76 &1 1.20/ 61 1.72
Ligularésido C
(15) Saponina  (H-1,m), 1.83 (H3-27, s); 81 1.20/ 861 1.76 Meneses et all2

2.03 (Hs-26, 5); 3.19 (H-3,

m)

8u1.72/ 813.19
HMBC
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Senales
. L. Cross-peaks en
Tipo de caracteristicas en el

compuesto  espectro 1H RMN es%e(cpt;;):)ZD Estructura Referencia
5(ppm) yJ (Hz)

810.90/ 8¢ 27.0
810.90/ 8¢ 39.2
810.90/ 8¢ 51.1
810.90/ 8¢ 88.5
510.99/ 5c 36.4
810.99/ 8¢ 51.4

810.99/ 8¢ 134.5

812.04/ 8¢ 173.4
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En relaciéon a la actividad biolégica reportada en la bibliografia para los compuestos
identificados, se encontré que los metabolitos primarios cumplen funciones como unidades
basicas para la biosintesis de metabolitos especializados, entre estos metabolitos se
identificaron aminodacidos, carbohidratos y compuestos misceldneos como la colina y el mio-
inositol1314, En el caso de los acidos organicos, resalta el papel que cumple el acido y-
aminobutirico o GABA como neurotransmisor responsable de la activacion de vias
neurolodgicas inhibitorias en el sistema nervioso de mamiferos; la unién de este acido a sus
receptores conlleva a efectos ansioliticos y anticonvulsivantes; no obstante, su baja
disponibilidad y permeabilidad en la barrera hematoencefalica sugiere que esta actividad

bioldgica no sera observada en extractos ricos en este compuesto?5.

Por otro lado se encontr6é que dos compuestos, crisina (14) y ligularésido C (15), poseen
reportes relacionados con actividad antioxidante y antiinflamatoria, respectivamente!216, La
crisina es un compuesto polifenélico ampliamente estudiado por su capacidad antioxidante;
se ha establecido la relacién entre esta caracteristica con la proteccion de diferentes tejidos
expuestos a fuentes de estrés oxidativo. De esta forma, se ha determinado su papel como
cardio, neuro, nefro y hepatoprotector, empleando variedad de modelos in vivo e in vitro e
inclusive se ha determinado en ciertos modelos celulares que este compuesto inhibe a factores
de transcripcién activados por procesos redox1617. Respecto al ligularésido C, sélo se
encuentra reportado su actividad antiinflamatoria en un modelo de edema en oreja de ratén
inducido por TPA, como se describié en la secciéon 1.2.2 12, Lo anterior, podria estar relacionado
con algunos de los usos terapéuticos de la especie empleados tradicionalmente, tales como el
uso de las hojas para aliviar contusiones o heridas, ya que gran parte de los procesos
bioquimicos desencadenados por un evento inflamatorio se encuentran mediados por

procesos redox!8.

e Identificacion de flavonoides

Dada la complejidad de sefiales en RMN para la zona aromatica, la dereplicacion directa de los
flavonoides por esta técnica no fue posible. De hecho, tan sélo la crisina pudo ser identificada
como se consigna en la tabla 2.2. La complejidad en la composiciéon de flavonoides de los
extractos polares (Metanol: buffer KH.PO. pH 6.0 1:1) se evidencié en los cromatogramas
obtenidos por HPLC-DAD-ELSD que se muestran en la figura 2.3. Es importante sefialar que el

cromatograma obtenido por HPLC- ELSD permitio establecer que los compuestos mayoritarios
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de estos extractos son las saponinas, los flavonoides se encuentran en una proporcién mucho
menor como se muestra en el cromatograma ELSD de la figura 2.3. Lo anterior dado que el
detector ELSD es universal, y responde a la cantidad de muestra analizada, por lo que se espera
que la respuesta sea directamente proporcional a la cantidad de analito dentro de un rango de
concentracion determinado?9. La sefial para los flavonoides en ELSD es pequefia por lo que se
infiere que su concentraciéon es mucho menor que la de las saponinas (figura 2.3). De otro lado,
cuando el andlisis se hizo con el detector DAD (figura 2.4) se evidenci6 la presencia de una gran
diversidad de flavonoides (14, 16-28), puesto que los espectros de absorcion de los picos
presentaron diferentes bandas de absorcion, como el caso de espectros con dos bandas de
igual intensidad en las regiones entre 260-280nm y 340-370nm, caracteristicas de flavonoides
tipo flavonol y flavonas glicosiladas tales como quercetina, kaempferol, isoramnetina, y sus
derivados, mientras que otros espectros presentaron una banda muy intensa entre 260-270
nm caracteristica de compuestos tipo flavonas con menor cantidad de hidroxilaciones como
crisina y derivados?0. Con este detector las saponinas no se observan ya que ellas no absorben

es esta region del UV (figura 2.4).

=21 - Cuantificacion vit y cris extracios Passifloras UHPLC #122 Signal_1
7&.2 - Cuantificacidén vil y cris extractos Passifloras UHPLC #122 U WIS 1
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Figura 2.3: Cromatograma a 340 nm (linea azul) y ELSD (linea negra) de un extracto de
Pasiflora ligularis. Se observa que los compuestos mayoritarios del extracto no corresponden

a flavonoides.
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Figura 2.4: Cromatogramas a 267 nm (linea azul) y 340 nm (linea negra) de la muestra C1R5,

recolectada en Anolaima y preservada por refrigeracion. Se observa la presencia de una gran cantidad
de polifenoles (14, 16-28).

Para la identificacion de los compuestos fendlicos se hizo un fraccionamiento grueso, y a las
fracciones obtenidas se les analizé por RMN y espectrometria de masas. Asi, se identificaron
los compuestos mayoritarios, en algunos casos no hubo necesidad de purificaciones
posteriores porque se contaba con patrones, en otras si se requirié proceso de purificacion
adicional para los ensayos de actividad biolégica (capitulo 3). A continuacion, se describen

brevemente estos procesos.

Como se evidencié en el analisis por RMN, los extractos contenian una gran cantidad de
compuestos altamente polares, como azucares, acidos organicos y aminoacidos. Para
removerlos, los extractos polares fueron resuspendidos en agua y tratados con una resina
XAD-2™., Posteriormente, la fraccion retenida en XAD-2™ fue eluida con metanol, y extracto
obtenido fue fraccionado por cromatografia de exclusiéon de tamafio haciendo uso de la resina

Sephadex™ LH20. Las saponinas eluyeron en las primeras fracciones (F1-F4), a juzgar por las
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sefiales en ELSD y la ausencia de sefiales en DAD (figura 2.5a); mientras los flavonoides
eluyeron en las fracciones finales (F5-F17), dada la presencia de picos en los cromatogramas
a 340 nm en DAD (figura 2.5b). Por otro lado, ya que en ELSD no se detectaron estos picos de
flavonoides se puede decir que ellos son poco abundantes. Finalmente, se aislaron
cromatograficamente los compuestos mas abundantes de los extractos, y algunos compuestos
minoritarios, y se registraron los espectros de RMN 'H en DMSO d¢é o MeOH d4 para
compararlos con los datos reportados en la literatura. La elucidacién estructural de las
saponinas fue realizada en un trabajo previo del grupo de investigacidn, por lo que en éste s6lo
se compararon espectros!2. Las saponinas fueron reaisladas para su uso en los bioensayos del

capitulo 3. Los flavonoides debieron ser aislados y caracterizados en este trabajo.
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Figura 2.5: Cromatogramas a 340nm (linea azul) y ELSD (linea negra) de las fracciones a) F4 rica en

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

En el cromatograma presentado en la figura 2.4 se observa la presencia de 14 compuestos
polifendlicos (14, 16-28), siendo 4 de ellos mayoritarios que corresponden a 14, 16,19y 28.
La identificacion de los flavonoides se hizo mediante el estudio de los datos de UV y MS/MS
obtenidos, dadas las rupturas caracteristicas de este tipo de compuestos21. Asi mismo, se hizo
la comparacién de los valores de m/z obtenidos y los valores de Amax con los reportados en la

literatura?3-28, En algunos casos se hicieron coinyecciones con los estandares disponibles en el
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laboratorio. Para los analisis por HPLC-MS y HPLC-MS/MS se seleccioné el modo de ionizaciéon
negativo y positivo, puesto que el primero mejora la sensibilidad de la deteccién de los
flavonoides dada la presencia de los hidroxilos fendélicos?? y el segundo modo permite la
identificacion de otro tipo de compuestos como saponinas. De esta manera se identificaron los
compuestos listados en la tabla 2.3. En algunos casos para un sé6lo pico de HPLC-DAD se
identifico la presencia de mas de un compuesto, los cuales se identificaron con una letra “a”

adicional, ej compuesto 17a.
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Tabla 2.3: Compuestos fendlicos identificados en las hojas de P. ligularis mediante el analisis de los datos de HPLC-MS/MS y RMN H.

No tret (Min) [M-H]- l\]: :/tl?:s Amax (Nm) nl::;;:::ll:r Datos de RMN DMSO Identificacion Referencia
d6 o MD6*(m, ] Hz)
16* 2.1a 289.0738 245(79),  273.6 C1sH1405 6.87 (H-2, d, 2.2); (-)-Catequina HMBDe¢
203(5.2), 6.79 (H-5, d, 8.3); Hye et al?3.
151(42), 6.74 (H-6', m);
137(64), 6.02 (H-8,d, 2.2);
109(100), 5.93 (H-6, d, 2.2);
97(20) 4.57 (H-2,d,7.9);
4.12 (H-3, m);
2.84 (H4b, m);
2.44 (H-4a, dd, 15.6, 9.0)
17 14.1a 463.0864 301(26), 255 C21H20012 7.57 (H-2’, H-6’,dd 6.5, Quercetin-3-0-glucésido  Pereira et al24
300(46), 2.4);
271(33), 357 6.83 (H-5’, d, 9.0);
255 (8), 6.39 (H-8, d, 1.7);
151(5) 6.19 (H-6, d, 1.7);
5.46 (H-1",d, 7.3)
3.57 (H-6",d, 10.2)
3.22 (H-2", H-3", m),
3.08 (H-4", H-5”, m)
17a 145 447.0937 285(74), 255 C21H20011 7.44 (H-6',dd, 8.3,2.0);  Luteolin-7- O-glucésido  Linetal. 25
284(83), 7.40 (H-2, d, 2.0);
175(5) 347 6.89 (H-5’, d, 8.3);
6.79 (H-8, d, 1.9);
6.75 (H-3, s);
6.44 (H-6, d, 1.9);
5.08 (H-1", d, 7.4);
18 175 549.0808 505 (10) 255 C24H22015 Quercetin-3-0-(6"- FooDBe

300 (25) 357

151 (3.1)

malonil)-glucésido

Katsube et al.26
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Dat Fo 1
No tret (Min) [M-H]- M : l(\)/ISS Amax (nm) mof mular Datos de RMN DMSO Identificacion Referencia
/ olecula d6 o MD6*(m, J Hz)
19 18.2a 447.0928 285(22) 265 C21H20011 Kaempferol-3- O- Li et al??.
284(5), 355 glucédsido
255(42),
227(44)
19a 185 433.1115b 271(20) 258 C21H20010 Apigenin-7- O-glucésido  Bennet et al28
350
20 225 479.1164b 317(67) 256 C22H22012 Isoramnetin-3-0- Lee et al?®
351 glucésido
21 235 533.0881 489 (8) 264 C24H22014 Kaempferol-3-0-(6"- FooDBe
285(22) 346 malonil)-glucésido
22 250 565.1119b 519 (10) 254 C25H24015 Isoramnetin-3-0-(6"- HMDBe
317 (15) 347 malonil)-glucésido
25 275 415.1025 253(100) 267 C21Hz2009 8.11 (H-2’, H-6’, d, 7.0); Crisin-7-0-glucésido Antri et a30]
7.61 (H-3’, H-4’, H-5’,
m);
7.07 (H-3,s);
6.88 (H-8, d, 1.8);
6.48 (H-6, d, 1.8);
5.08 (H-1",d, 7.0);
26 312 269.0443 151(3), 266 C15H100s 7.93 (H-2’, H-6’, d, 8.7); Apigenina Alwahsh et
117(20) 6.93 (H-3’, H-5’, d, 8.7); al3t,
338 6.78 (H-3, s);
6.48 (H-8,d, 1.9);
6.19 (H-6,d, 1.9)
27 312 285.0404 257(18), 266 C15H1006 Kaempferol Li et al?7.
213(7)

338
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Datos Férmula
MS/MS Amax (nm) " Datos de RMN DMSO Identificacion Referencia

N tre i M-H]J-
o ¢ (min) [M-H] molecular d6 0 MD6*(m, ] Hz)

28 320 457.1137  253(100) 267 C23H22010 8.10 (H-2, H-6, d, 6.6 Crisin-7-0-(6"-O-acetil)- _ Antri et al3
Hz); glucédsido
7.60 (H-3’, H-4’, H-5’, m);
7.05 (H-3,s);
6.85 (H-8, d, 2.1);
6.48 (H-6,d, 2.1); 5.11
(H-1”,d, 7.5);
4.38 (H-6a”,dd, 11.2,
1.5);
4.13 (H-6b”, dd, 11.2,
7.0);
2.01 (CO-CHs, )
14* 37.0a 253.050 145(3) 267 C15H1004 8.00 (H-2', H-6’, dd, 8.0, Crisina Han et al32.
1.6)
7.60 (H-3’, H-4’, H-5’, m);
6.75 (H-3, s);
6.51 (H-6, d, 2.0);
6.27 (H-8,d, 2.0)

a Coelucidn con estandar, b i6n quasi-molecular[M+H]* detectado en ESI modo positivo,c comparacién con espectro simulado, * espectro

tomado en MD6
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A continuacién, se ilustra la identificacién de polifenoles como la catequina y derivados de

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

El compuesto 16 eluido a los 2.1 min muestra un ion quasi-molecular [M-H]- en m/z=289.0738,
que indica una férmula molecular de C1sH1406 (A 4 ppm) sugiriendo la ausencia de residuos de
azucar. El valor de Amax en 274 nm sugiere la presencia de un nucleo tipo catequinas33. En el
analisis por MS/MS se observa la presencia de fragmentos en m/z=245 [M-H-44], caracteristico
de la ruptura en los enlaces de las posiciones 2 y 4 en el anillo C; y en m/z=137 [M-H-152]
producto de la ruptura en las posiciones 1 y 3 en el mismo anillo. Por otro lado, los datos de
RMN-1H, en mezcla, permitieron validar la informacién obtenida por MS para este compuesto,
puesto que se encontraron las sefiales caracteristicas de un compuesto tipo flavan-3-ol, como
el dd en 6x 2.44 y el multiplete en 2.84, asignados mediante comparaciéon con datos de la
literatura a los hidrégenos diasterotopicos de la posiciéon 4 del anillo C, posicién que se
encuentra reducida en este tipo de polifenoles23. De igual forma, las sefales en &y 4.57 (d) y
4.12 (m) atribuibles a los hidrégenos en las posiciones 2 y 3 del anillo C, respectivamente,
indican la ausencia de insaturacidn. Finalmente, las sefiales en la regién aromatica permitieron
confirmar la presencia de los hidrégenos en las posiciones 6, y 8 del anillo A, y las posiciones 2’,
5y 6’ del anillo B. Dado que los valores de desplazamiento y constantes de acoplamiento se
ajustan a lo reportado23 el compuesto 16 se identific6 como (-)-catequina, previamente

reportada para esta especiel2.

En cuanto a los compuestos derivados de quercetina, se identific6 que los compuestos 17y 18
son glicésidos de este flavonoide, puesto que se encontraron los fragmentos m/z=300 y
m/z=301 caracteristicos de este nucleo?’”. A manera de ejemplo de elucidacién de estos
compuestos se presenta la de 17, tiempo de retencién de 14.1min, que tiene un ion quasi-
molecular [M-H]- en m/z= 463.0864, que sugiere una formula molecular de C21H20012 (A 2.5
ppm), posee dos Amaxen 255nm y 357nm caracteristico de un nticleo quercetina24. Mediante los
datos de MS/MS se encontrd una pérdida caracteristica de una hexosa [M-H-162], 1a cual genera
dos fragmento de m/z=301 y un fragmento m/z= 300, caracteristicos de una aglicona de ntcleo
tipo quercetina en la que se ha perdido una hexosa neutra o una hexosa radical,
respectivamente?4. Los datos del espectro de RMN-1H (400 MHz DMSO ds ) validaron la

presencia de este compuesto, dado que se identificaron sefiales caracteristicas para hidréogenos
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aromaticos presentes en el ndcleo quercetina, tales como &x 7.57 (H-2’, H-6’, dd, J=6.5, 2.1); 6u
6.89 (H-5’, d, /=9.0 Hz); éx 6.39 (H-8, d, J=1.7 Hz); y x 6.19 (H-6, d, J=1.7 Hz). La sefial del
hidrégeno unido al carbono anomérico en 8u 5.46 (H-1", d, J=7.3 Hz) sugiere una configuracion
B por el valor de la J. Las sefiales de los hidrogenos carbindlicos en 61 3.56 (H-6", d, /= 10.2 Hz);
6n3.22 (H-2”, H-3”, m); y 3.08 (H-4", H-5", m); indican la presencia de un residuo de glucosa
unido a la aglicona mediante un enlace glicosidico tipo B. Los datos fueron comparados con
datos reportados del compuesto en DMSO dg¢24 resultando ser iguales. Adicionalmente, los
valores de Amax ¥ 1a coelucion con el estandar permitieron establecer que este compuesto es la

quercetin-3-0-glucésido.

Para el derivado de quercetina 18, con un tiempo de retencién de 17.5 min, se encontré que
tiene un un ion quasi-molecular [M-H]-en m/z=549.0808, que indica una férmula molecular
C24H22015 (A 0.7 ppm) sugiriendo la presencia de azucar y un grupo malonato. Posee un Amax en
255 nm y otro en 357 nm que son caracteristicos de nucleos tipo quercetina. El andlisis de los
datos de MS/MS indican la presencia de un fragmento m/z=505 [M-H-CO], el cual se atribuye
a una descarboxilacién del grupo malonato; un fragmento m/z=300, el cual se atribuye a la
pérdida de O-hexosa y malonato. Estos datos permiten inferir que el compuesto 18 es un
derivado de quercetina, que se sugiere que es el quercetin-3-0-(6"-malonil)-glucésido, de
acuerdo a la informacion reportada en el Human Metabolome Database y en la referencia

citadazeé

Adicionalmente, los compuestos 20 y 22 presentaron fragmentaciones comunes en O-
glic6sidos derivados de isoramnetina, la cual es biosintetizada tras la metilacion en la posicion
3’ de la quercetina. Para ellos se obtuvieron iones quasi-molecular [M+H]* de 479.1164 y
565.1119 los cuales indican férmulas moleculares de Cz2H22012 (A -3.3ppm) y C25H24015 (A -
12.03ppm), respectivamente. Para el compuesto 20, se encontré el fragmento [M+H-162]
m/z=317 correspondiente a la aglicona isoramnetina; mientras que en el compuesto 22, se
identificaron los fragmentos [M+H-CO;] m/z=519 y [M+H-248] m/z=317, los cuales se
fundamentan en la descarboxilacién del grupo malonao y la pérdida de O-hexosa y malonato,
respectivamente. Estos datos se compararon con espectros simulados en bases de datos,

sugiriendo que 20 es la isoramnetina-3-0-glucésido y 22 es isoramnetina-3-0-(6"-malonil)-
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glucésido. Resaltamos que las estructuras sugeridas deben ser confirmadas mediante analisis
por RMN, pero la baja concentracién en las que se encuentran no permitié obtener espectros
de calidad.

Otro de los nucleos identificados fue el kaempferol, el cual se identifico mediante la
comparacion de los datos de Amax ¥ 1a presencia del fragmento m/z=285 en los espectros de
MS/MS; de esta forma los compuestos 19 y 21 corresponden a glicésidos de este flavonoide y
el compuesto 27 al kaempferol en forma de aglicona. En el caso del compuesto 19, present6 un
tiempo de 18.2 min y un ion quasi-molecular [M-H]- m/z=447.0928 que indica una férmula
molecular C21H20011 (A -1.1ppm). La pérdida de una hexosa neutra o una hexosa radical unidas
por una enlace O-glicosidico genera los dos fragmentos observados en el espectros de MS/MS,
con m/z=285 y m/z=284; por otro lado el ntcleo kaempferol se confirma por los fragmentos
con m/z=255 (M-CO+H) y m/z=227 (M-2CO+H), los cuales se generan tras la pérdida de
radicales a partir del fragmento m/z=28434. Finalmente, los valores de Amax y 1a coelucion con
estandar sugieren que 19 se trata del compuesto kaempferol-3-0-glucésido. En relacion al
compuesto 21, con un tiempo de retencién de 23.5min y un ion quasi-molecular [M-H]-
m/z=533.0881 que sugiere la féormula molecular Cz4H22014 (A 2.5ppm), se encontraron
fragmentos caracteristicos de flavonoides glicosilados esterificados con malonil como el ion [M-
H-CO2]- m/z=489 y el ion [M-H-248]- m/z=285 que se atribuye a la pérdida de la hexosa y el
grupo malonato. La comparacién de estos datos con el espectro simulado del compuesto
kaempferol-3-0-(6”-malonil)-glucésido permiten sugerirlo como el compuesto 21. Asi mismo,
el compuesto 27 con un ion quasi-molecular [M-H]- m/z=285.0404 y férmula molecular
CisH1006 (A -0.2ppm), presentd un espectro UV y fragmentaciones caracteristicos del

kaempferol, como la pérdida de CO que genera el fragmento con m/z=25727.

En relacion, a los compuestos con nucleo apigenina, los datos de RMN en conjunto con MS
permitieron identificar por una parte la apigenina en su forma de aglicona, compuesto 26, y el
compuesto 19a como un glicésido de este flavonoide. Para el compuesto 19a se encontrd un
ion quasi-molecular [M+H]* m/z=433.1115, una férmula molecular calculada de C21H20010 (A
2.3ppm) y un fragmento [M+H-162] con m/z=271 atribuible a la pérdida de una hexosa unida
mediante un enlace O-glicésido; por lo tanto, al contrastar estos datos de fragmentaciones y de

Amax S€ sugiere que el compuesto 19a es la apigenina-7-0-glucésido?8. El compuesto 26 generd
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un i6n quasi-moleular [M-H]- m/z= 269.0443 que sugiere la formula molecular C15sH100s (A -
4.4ppm) y sefiales en el espectro RMN-1H caracteristicas de un flavonoide tipo flavona, puesto
que se encontro la sefial 81 6.78 (s) que se atribuye al hidrégeno en la posicién 3 del anillo C de
este tipo de compuestos. Ademas, se encontraron sefiales doblete en 6y 7.93 (J=8.7 Hz, 2H) y
6.93 (J=8.7 Hz, 2H), caracteristica de un acoplamiento tipo orto del anillo B con que presenta
una sola hidroxilacién en la posicion 4’. Por su parte, las sefiales en 64 6.48 (J=1.9 Hz, 1H) y 6.19
(J=1.9 Hz, 1H), caracteristica de un acoplamiento tipo meta, se asignaron a los hidrégenos en
las posiciones 6 y 8 de anillo A. Todos los datos presentados son iguales a los reportados en la

literatura para la apignenina, compuesto que corresponde a 2631.

Finalmente, se identificaron 3 compuestos con nucleo crisina, dado el fragmento m/z=253
caracteristico de este flavonoide en MS con modo de deteccién negativo. Asi, el compuesto 25,
con un tiempo de retencién de 27.5 min, con un ion quasi-molecular [M-H]- en m/z=415.1025
que indica una férmula molecular C23H22010 (A 1.4 ppm). El Amax presentado en 267 nm es
caracteristico de ntcleos tipo crisina. El fragmento m/z= 253 [M-H-162] se atribuye a la pérdida
de un azudcar tipo hexosa, el cual esta unido mediante un enlace O-glicosidico, ya que esta
pérdida es caracteristica de este tipo de glicdsidos30. Por otra parte, las sefiales del espectro de
RMN-1H son caracteristicas de un nucleo tipo crisina, a saber, el doblete a 65 8.11 y el multiplete
a 7.61 6y, que integran para 5 protones sugieren la ausencia de hidroxilacién en el anillo B.
Ademas, el singlete a 61 7.07 del proton H-3; y los dobletes en 6x 6.88 y 6.48 con una J=2.1 Hz
se asignaron a los protones del anillo A en las posiciones H-6 y H-8, que presentan un
acoplamiento tipo meta, y que permiten confirmar un nucleo de tipo flavona. Finalmente, la
sefal para protén anomérico en 6y 5.08 (d, /=7.5 Hz) sugiere la presencia de un enlace 0-
glicosidico. Al realizar la comparaciéon de estas sefiales con lo reportado en la literatura se

establecidé que el compuesto 25 corresponde a la flavona glicosilada, crisin-7-0-gluc6sido3°.

El compuesto 28, con un tiempo de retencion de 32.0 min, presenté un ion quasi-molecular [M-
H]- en m/z=457.1137 que indica una férmula molecular C23H22010 (A 0.6 ppm) sugiriendo la
presencia de azucar y un grupo acetato. Posee un Amax €n 267 nm que es caracteristico de
nucleos tipo crisina. El analisis de los datos de MS/MS indican la presencia de un fragmento

m/z=253 [M-H-204], el cual se atribuye a la pérdida de una O-hexosa acetilada. El espectro de
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RMN-1H es muy similar al de 25, sugiriendo la presencia de un nucleo de crisina glicosilada, la
acetilacién se confirma por la sefal tipo singlete a 61 2.01 atribuible a los hidrégenos del metilo
del grupo acetilo30. Se determiné que la acetilaciéon se presentaba sobre la posicién 6” de la
glucosa, dado el desplazamiento caracteristico de este metileno cuando hay acetilacién en la
posicion 6”. Asi el compuesto 28 corresponde a crisin-7-0-(6"-0-acetil)-glucésido3?, cuyos

datos de RMN son iguales a los reportados.

En el caso del flavonoide mas abundante 14, con un tiempo de retenciéon de 37.0 min, present6
un ion quasi-molecular en m/z=253.0502 que indica una férmula molecular Ci5H1004 (A 0.7
ppm) sugiriendo la ausencia de residuos de azilicar. Posee un Amax en 267 nm que es
caracteristico de un nucleo de crisina. Los datos de MS/MS son iguales a los reportados para la
crisina. Del mismo modo el espectro de RMN 'H MD6 coincide con los reportados en la
literatura, puesto que se encuentran los desplazamientos caracteristicos para el anillo A en &y
6.27 y 6.51, con valores de /=2.0Hz tipico de un acoplamiento meta, también se encuentra el
singlete para el hidrégeno en la posicion 3 del anillo C; y dos sefiales para hidrégenos del anillo
B no hidroxilado en 64 7.60, multiplete asignado a los hidrégenos aromaticos en las posiciones
3,4’y 5’; y un doblete en 61 8.0 (J= 8.0; 1.6 Hz) de los hidrogenos simétricos de las posiciones

2’y 6’32, Todos estos datos permiten inferir que el compuesto 14 es la crisina.

De esta manera, los niicleos mas abundantes identificados en hojas de granadilla son los nicleos
crisina y quercetina, los cuales corresponden a los compuestos quercetin-3-0-glucésido(17),
quercetin-3-(6"-malonil-glucdsido) (18), crisin-7-0-glucésido (25), crisin-7-(6"-0-acetil)-0--
D-glucésido (28), crisina (14). Dicho lo anterior y con el fin de establecer si estos compuestos
son mayoritarios respecto a otros compuestos polifendlicos presente en el extracto, se realizd
la comparacion de los cromatogramas UV, ELSD (figura 2.6a) y el TIC obtenido en modo
negativo (figura 2.6b). Asi se encontrd que los compuestos polifendlicos mas abundante en los
extractos son los compuestos 14, 17 y 28, ya que son los picos mas abundantes en los
cromatogramas ELSD y el TIC, los cuales garantizan una sefial de deteccién que se ajusta en
mayor proporcién a la cantidad de analito, a diferencia de la detecciéon por UV en la que un
compuesto minoritario con un coeficiente de absortividad grande puede generar una respuesta

intensas3s.
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Figura 2.6: Cromatogramas de extractos polares de hojas de P. ligularis. a) Cromatograma a 340nm
(linea azul) y cromatograma ELSD. b) TIC obtenido del analisis por HPLC-MS con modo de detecciéon

negativo. Se indican los compuestos mas abundantes en los cromatogramas.
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Estos hallazgos permitieron establecer el perfil de compuestos polifendlicos de P. ligularis
difiere a otras especies del género, en donde los niicleos mas comunes son de tipo apigenina y
luteolina, principalmente encontrados como C-glicdsidos. Esta afirmaciéon se soporta en
diferentes estudios publicados que han establecido el perfil de compuestos polifenélicos en
hojas de especies del género Passiflora, como el realizado por Zucolotto et al, en donde se
determind la presencia de C-flavonoides en extractos de hojas de las especies P. edulis var.
flavicarpa, P. edulis var. edulis, P. alata, P. tripartita var. mollissima, P. quadrangularis y P.
manicata, a excepcion del extracto e hojas de P. ligularis, también incluida en el estudio3é. Por
otro lado, Farag et al, identificaron un total de 20 C-flavonoides, 8-0-flavonoides y 21 C,0-
flavonoides en extractos provenientes de 17 especies del género mediante un analisis por
UHPLC-MS; siendo los ntcleos apigenina y luteolina los mas comunes y en menor proporcion
el nucleo crisina, representado por C-glicésidos22. Adicionalmente en la tesis de doctorado
realizada por Narajo et al, se identificaron flavonoides de tipo C-glicosido y C,0-glicésidos en
hojas de especies del género Passiflora subgénero Tacsonia, principalmente derivados de
luteolina, apigenina y en menor proporcion de crisina. Hay que mencionar, ademas, que solo
los compuestos mayoritarios 14 y 17 han sido reportados en especies del género1637, por lo que
los compuestos quercetin-3-(6"-malonil-glucésido) (18) y crisin-7-(6"-0-acetil)-0-3-D-

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

Respecto a su actividad bioldgica, es de resaltar el comportamiento polifarmacolégico de los
flavonoides, es decir estos compuestos tienen la posibilidad de interactuar con diversas dianas
farmacoldgicas confiriéndoles diferentes actividades bioldgicas38. La quercetin-3-0-glucésido
(17), y compuestos relacionados, ha presentado actividad antiinflamatoria, antidiabética,
anticangerigena y antioxidante en diversos modelos in vitro e in vivo 39. Dentro de este ultimo
grupo es de interés aquellos reportes relacionados con los modelos de diabetes, tales como la
inhibicion de las enzimas a-glucosidasa de intestino de rata, a-glucosidasa de Saccharomyces
cerevisiae, la a-amilasa humana y del transportador de glucosa GLUT-2, implicado en la
secrecion de insulina dependiente de glucosa por parte de las células 3 pancreaticas en estados
de hiperglicemia39. También se ha reportado la inhibicién de productos de glicacién avanzada
por parte de este flavonoide y la disminucién de la hiperglicemia y peroxidacién lipidica en

ratas con diabetes inducida por aloxano3°.
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La crisina (14) ha mostrado actividad neuro y cardioprotectora, y actividad citotéxica contra
lineas tumorales, entre otras!6. No obstante, es un compuesto que presenta poca absorcién por
via oral, por lo que su potencial aplicacién en la terapéutica se ve limitada por este aspectol6.
Sin embargo, cabe destacar dos estudios relacionados con el efecto antidiabético de este
compuesto, el primero relacionado con la mejoria en la funcién renal de ratas con diabetes
inducida por dieta hipercalérica/streptozotocina; y el aumento del consumo de glucosa del
medio extracelular por parte hepatocitos de la linea HepG2 tratados con crisina y derivados de

crisinale.

En el caso de los otros dos compuestos mayoritarios 18 y 28, no se encuentran publicados
estudios relacionados con su actividad en modelos de diabetes, en el caso del compuesto 18 si

se ha reportado su potencial como antioxidante4©.

e Aislamiento de Saponinas
Se identificd la presencia de saponinas en las fracciones de la columna de sephadex F1-F4. Estas
se separaron por HPLC, y se identificaron mediante la comparacién de las seiiales de RMN con
lo reportado por Meneses et al. en su tesis de maestrial2. Solo el ligularésido C se asilé en
cantidad suficiente para los ensayios bioldgicos, el espectro del compuesto reaislado se

presentan en el anexo A, figura S2.7.

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

la busqueda de compuestos con actividad hipoglicemiante.

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

intestino de rata en donde se encuentran diferentes glucosil-hidrolasas, incluyendo la a-
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glucosidasa. Estas enzimas poseen un alto grado de homologia estructural con las enzimas

humanas, 87% y 60%, respectivamente*L.

e Evaluaciéon de la inhibicién de la a-glucosidasa por parte de los extractos
polares de hojas de grandilla
Los ensayos de inhibiciéon fueron realizados para cada uno de los extractos de las hojas
recolectadas, determinando la absorbancia del medio de reaccién producto de la liberacion del
producto coloreado amarillo p-nitrofenol, tras la hidrolisis del enlace a-glicosidico del sustrato
dNPG, como se ilustra en la reaccién de la figural.2b. De este modo la inhibicién de la actividad
enzimatica se observard como una disminucién de la coloracién amarilla de la solucién de
ensayo. En la figura 2.7 se ilustra una fotografia del ensayo con diferentes extractos de hojas y

un control positivo de acarbosa.

100% Actividad enzimatica Blanco 100% actividad enzimética

Acarbosa

Extractos

Rlancns Rlancos

Figura 2.7: Fotografia de la placa de 96 pozos de un bioensayo de inhibicién de la a-glucosidasa
presente en el extracto enzimatico de polvo de intestino de rata. Se presentan las zonas de 100% de
actividad enzimatica (ausencia de inhibidor), muestras con presencia de inhibidor (acarbosa o extractos)
y sus respectivos blancos. El color amarillo indica la hidroélisis del sustrato dNPG por parte de la a-

glucosidasa murina, indicando una baja inhibicién por parte del extracto de hojas de grandilla
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Los porcentajes de inhibicién (calculados con base a la ecuacion presentada en la seccién 2.4.6)
se presentan como graficos de barras en la figura 2-8 agrupando las muestras por parcela de
cultivo y condicién de almacenamiento. En algunos grupos no cuentan con la totalidad de las
muestras debido a pérdidas durante su procesamiento. La inhibicién sobre la actividad
catalitica de la enzima a-glucosidasa, fue determinada para la cantidad de extracto generado
por 0.5 mg de hojas de Passiflora ligularis Juss; encontrandose porcentajes de inhibicién desde
el 5 hasta el 50%. Estas variaciones en los porcentajes de inhibicién podrian estar relacionadas
con cambios en la expresion de metabolitos con actividad inhibitoria sobre la enzima, tanto en

términos cuantitativos como cualitativos.

No se observo relacion entre la ubicacion de las parcelas muestreadas, y la actividad inhibitoria
sobrela enzima de sus extractos. En todas las parcelas se encontraron muestras con porcentajes
de inhibicién altos y bajos. De igual forma, no se observo un efecto claro de la condicién de
almacenamiento de las hojas sobre la inhibicién enzimatica por parte de sus extractos; dado
que solo en algunas parcelas de cultivo, como la C2 y ]2, se encontrd que la actividad de los
extractos obtenidos de hojas almacenadas a temperatura ambiente aumenta respecto a la
actividad de los extractos de esas mismas parcelas, pero obtenidos de hojas congeladas. No
obstante, esta tendencia no se evidenci6 en otros grupos, siendo importante notar que los
valores de porcentajes de inhibicién son mas homogéneos en los grupos de extractos de hojas
congeladas. Por esto se infiere que la inhibicién estd mediada por el perfil metabélico propio de
cada extracto, y en menor medida por variables relacionadas con el procesamiento de las hojas.
Estas observaciones iniciales seran retomadas en los andlisis estadisticos presentados en la

seccién 2.2.5.
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Figura 2.8: Porcentaje de inhibicién de la actividad enzimatica de la enzima a-glucosidasa (extracto
enzimatico de intestino de rata) por parte de extractos polares de hojas de P.ligularis. Se presentan
graficos de barras con sus respectivos errores estandar (S.E.M). Las muestras se agrupan de acuerdo a la
parcela de origen: a) Parcela C1, b) parcela C2, c¢) parcela H1, d) parcela H2, e) parcela H3, f) parcela H4,
g) parcela J1 y h) parcela ]2. AC: acarbosa. En todos los casos las muestras marcadas con * se refieren a

muestras no disponibles.
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e Evaluacion de la inhibicidon de la a-amilasa pancreatica porcina
empleando como sustrato almidén azul.

El ensayo enzimatico empleando el sustrato “starch azure” o almidén azul, permite establecer
directamente la actividad enzimatica de la a-amilasa pancredtica porcina purificada a través de
una determinacion de la absorbancia del medio de reaccién. Durante la reaccién enzimatica se
da la hidrolisis de enlaces alfa-glucosidicos en la estructura del alimidéon modificado (figura
1.2a), genera dextrinas solubles unidas covalentemente al colorante remasol azul, lo que da
coloracién azul al medio de reaccién como se observa en la figura 2.9 42. Es decir, cuanto mas
azul el medio mas actividad enzimatica hay, y su inhibicién se vera como la ausencia de color

azul.

Figura 2.9: Bioensayo de inhibicién de la a-amilasa. Se presentan las zonas de 100% de actividad

enzimatica (ausencia de inhibidor), muestras con presencia de inhibidor (acarbosa o extractos) y sus

respectivos blancos. La coloracién azul indica actividad enzimatica.
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La figura 2.10 presenta los porcentajes de inhibicién de la a-amilasa por parte de los extractos
de hojas de P. ligularis obtenidos a partir de 5 mg de hojas. Se encontraron porcentajes de
inhibicién en un rango del 5 al 95%, rango de mayor amplitud que el obtenido parala inhibicién
de la a-glucosidasa. Se observo que en general las muestras activas frente a a-amilasa también
son activas frente a la a-glucosidasa, este resultado era esperado dado que estas enzimas
poseen sitios cataliticos altamente similares, se espera este tipo de tendencias para posibles
inhibidores43. Se observaron grupos parcelas con inhibiciones muy heterogéneas, como la C1,y
otras mas homogéneas J1. En términos generales las parcelas H3R y H4R presentaron los
menores y mayores porcentajes de inhibicion en promedio respecto a los demas grupos
experimentales, respectivamente. Finalmente, no se identificé6 una correspondencia entre la

actividad bioldgica, la condicién de almacenamiento y el sitio de cultivo.
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Figura 2.10: Porcentaje de inhibicién de la actividad enzimatica de la enzima a-amilasa. a) parcela C1,
b) parcela C2, c) parcela H1, d) parcela H2, e) parcela H3, f) parcela H4, g) parcela J1 y h) parcela ]J2. AC:

acarbosa, * muestra no disponible.
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2.2.3 Relacion entre el “figerprint” metabdlico de hojas de P. ligularis

con el sitio de recoleccion y condicion de almacenamiento.

El objetivo final que se persigue en el proyecto de investigacion del que hace parte esta tesis, es
el desarrollo de un producto fitoterapéutico a base de hojas de granadilla. La expresién
metabdlica de las plantas tiene una alta relacién con la exposicion a factores bidticos y abidticos
propios de las condiciones en las que ellas se desarrollan”. Por lo anterior se vio la necesidad
de establecer las posibles variaciones en el perfil metaboélico de hojas de P. ligularis recolectadas
en tres los municipios productores donde se recolecté. Estos municipios representan las zonas
de mayor produccion en Cundinamarca y Huila, que junto con Antioquia son las zonas de mayor
produccién nacional. Los lugares de colecta pertenecen a zonas geograficas bien diferenciadas,
como se observa en la tabla 2.1. Adicionalmente, se buscé establecer si la metodologia de
almacenamiento y secado tenian algin impacto en la composicién quimica del extracto. Los
compuestos que se trabajaron son de alta a mediana polaridad, pues parecen ser los
responsables de la actividad observada en el extracto crudo, de acuerdo a las referencias de la
literatura en cuanto a la inhibicion de glucosil-hidrolasas intestinales por extractos de hojas de

otras especies del género Passiflora3s44,

Las hojas fueron extraidas con MD6, se registraron los espectros de RMN eliminando la sefial
residual del solvente, con el fin de suprimir el impacto de esta sobre la normalizacion de las
sefiales en los espectros. Adicionalmente los espectros obtenidos fueron procesados mediante
un “binning” de 0.04 ppm dentro del rango de desplazamientos con sefales apreciables (0-9
ppm) y escalados mediante el método de Pareto. El nimero total de muestras fue de 167,
incluidas las réplicas de la muestra J2R2, usadas como control de calidad (figura 2.11a). Lo
primero fue hacer un analisis por PCA de todas las muestras, buscando ver agrupaciones en
ellas. En la figura 2.11 presenta el score plot que explica el 62.4% de la varianza, con un PC1
(53.1%) y un PC2 (9.2%). Usando cddigos de colores se representan dos observaciones, siendo
la primera el impacto de la condicién de almacenamiento (figura 2.11a), y el impacto del lugar
de colecta, representado por municipios (figura 2.11b). En relacién a las réplicas de la muestra
J2R2 empleadas como control de calidad, se encontr6 el agrupamiento de las 9 réplicas en un
mismo cuadrante (figura 2.11a), esto permite inferir que el proceso de obtencién de espectros

es preciso y que el impacto de variables no controladas es bajo.
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Respecto al efecto de la condicién de almacenamiento (figura 2.11a) se evidencian dos
agrupaciones caracteristicas, una para las muestras preservadas en congelacion (parte positiva
del PC1) y otra para las muestras almacenadas a temperatura ambiente (parte negativa del
PC1). Lo que indica que hay un impacto fuerte de las condiciones de almacenamiento sobre la
composicién quimica del extracto obtenido. Se puede observar la presencia de algunas
muestras almacenadas a temperatura ambiente (en verde) muy cerca de las muestras tratadas
en con frio (azul), correspondiente a los cuadrantes positivo de PC1 y negativo de PC2. Estas
muestras almacenadas a temperatura ambiente corresponden a las que fueron procesadas para
su analisis por RMN con menor tiempo de colecta (4 semanas antes), colectadas en el municipio
de Junin-Cundinamarca. Al haber sido expuesta al ambiente por menor tiempo, las
transformaciones quimicas sufridas fueron menores y por lo tanto se parecen mas a las
almacenadas bajo refrigeracién. Todo este andlisis permite comprobar que las condiciones de
almacenamiento impactan la composicién metabdlica del extracto obtenido. Este aspecto se
debe tener en cuenta al momento de establecer las condiciones adecuadas para la obtencién de

material vegetal de partida para la elaboracidn de un producto fitoterapéutico.

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

muestra a con nitrégeno liquido y luego liofilizarlas.
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Figura 2.11: Anélisis de componentes principales (PCA) de los datos de RMN de los extractos de hojas
de P. ligularis. a) score plot clasificando las muestras de acuerdo a la condiciéon de almacenamiento
(puntos verdes: muestras almacenadas a temperatura ambiente; puntos azules: muestras almacenadas
bajo refrigeracidn; puntos rojos: réplicas de control de calidad), b) score plot clasificando de acuerdo al
municipio de recoleccién incluyendo todas las muestras (puntos violetas: muestras recolectadas en el
municipio de Algeciras; puntos naranjas: muestras recolectadas en el municipio de Anolaima; puntos azul

celeste: muestras recolectadas en el municipio de Junin).

Asi, el analisis de componentes principales (PCA) con sélo las muestras preservadas en frio, no
mostré agrupaciones claras de acuerdo al sitio de colecta (figura 2.12a). Lo anterior puesto que
las muestras provenientes de municipios separados espacialmente como Anolaima
(Cundinamarca), Junin (Cundinamarca) y Algeciras (Huila) se ubican en las mismas regiones

del grafico; aunque las provenientes de Junin (cldster azul celeste) parecen estar menos
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relacionados con las provenientes de Algeciras y Anolaima. Respecto al efecto de la edad del
cultivo sobre la expresion metabdlica tampoco se presentaron agrupaciones definidas, ya que
muestras provenientes de cultivos jovenes (1 afio) y de cultivos maduros (4 o 7 afos) se

distribuyeron de forma no homogénea en el grafico (figura 2.12b).

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

caracteristicas del cultivo.
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Figura 2.12: Anélisis de componentes principales (PCA) de los datos de RMN de los extractos de hojas

de P. ligularis almacenadas bajo refrigeracidn. a) score plot clasificando de acuerdo al municipio de

recoleccién muestras almacenadas en refrigeraciéon (puntos violetas: muestras recolectadas en el

municipio de Algeciras; puntos narajanjas: muestras recolectadas en el municipio de Anolaima; puntos

turquesa: muestras recolectadas en el municipio de Junin), b) score plot de las muestras clasificando de

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

puntos rojos: 7 afios).

La principal variacion entre muestras refrigeradas y no refrigeradas esta dada por la presencia

de los carbohidratos, puesto que segun el “score plot”, producto del analisis multivariado

supervisado tipo OPLS-DA (RZX=0.609 y Q2=0.846), son las variables asociadas a

desplazamientos quimicos de hidrégenos de azicares las que mas diferencian a dichos grupos.

Las variables de desplazamiento quimico 6y 3.8, 3.68, 3.72, 3.84, 3.76, 3.64, 3.44, 4.0 se ubicaron

en el cuadrante del grafico S-plot que representa a las muestras almacenadas a temperatura
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ambiente (figura 2.13a y figura 2.13b). La validez del modelo se determind aplicando un test de

permutaciones (n=100), el cual permite obtener valores de R? y Q2 para diferentes modelos
generados al permutar aleatoriamente valores de variable discriminante (Y) y de las variables
de las observaciones (X); de esta forma si una permutacién con un coeficiente de correlacion de
0 respecto al conjunto de datos originales genera valores de R2 mayor a 0.3 y de Q2 mayor a
0.05 se considera que el modelo no es valido?s, en el presente caso se obtuvieron valores de

R2=0.0268 y Q2=-0.132 por lo que el modelo cumple con los requerimientos.

Como soporte de lo anteriormente planteado, en la figura 2.14 se presenta el espectro de RMN
del extracto de una hoja preservada en frio y del extracto de otra hoja, colectada en el mismo
sitio, secada a temperatura ambiente. Lo anterior cobra importancia al momento de establecer
variables ideales para la obtenciéon de materia prima vegetal de calidad homogénea para la
elaboracién de un posible producto fitoterapéutico; no obstante, para establecer la correlacion
entre dichas variables (desplazamientos quimicos) y la actividad bioldgica se presentara
posteriormente los resultados de un analisis multivariado tipo OPLS-DA para las enzimas

objeto de estudio.
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Figura 2.13: Analisis de proyecciones ortogonales de estructuras latentes discriminante (OPLS-DA)
usando como variable discriminante la condicion de almacenamiento. a) score plot mostrando la
separacion entre muestras refrigeradas (R) y almacenadas a temperatura ambiente (A) b) S-plot

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

carbohidratos.

2.2.4 Relacion entre el “fingerprint” metabolico de hojas de P. ligularis
y la actividad inhibitoria sobre las enzimas «a-amilasa y «-

glucosidasa.

El siguiente aspecto por tratar, fue establecer la relacion entre el perfil metabdlico de las
muestras y los porcentajes de inhibicion enzimatica de estos extractos (resultados mostrados

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

estructuras latentes discriminante (OPLS-DA), en el que la variable respuesta (% de inhibicién)

se trata de forma binaria, de forma que las muestras se clasificaron como activas (A) o no activas
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(N) con base en el porcentaje de inhibicién para cada una de las enzimas. En el caso del ensayo
de inhibicién de la a-glucosidasa se encontr6 que muchas de los extractos presentaron
porcentajes de inhibicién entre el 10% y el 30% (118 de 156), no obstante, algunas de ellas
tienen % inhibiciéon con valores fuera de este rango (38 de 156). Entonces las muestras de
inhibicién entre el 10-30% no se incluyeron, y si las extremas, puesto que se espera que en estos
casos el perfil metabdlico presente cambios mas abruptos. Lo anterior es plausible dado que a
través de la separacidn de las muestras en dos clases, los andlisis multivariados pueden exponer
de mejor forma su diferenciacions; por lo que se requiere que dicha clasificacion se realice con
base a criterios que separen claramente las muestras4’. De igual manera, para el andlisis
multivariado tipo OPLS-DA entre el perfil metabdlico y la inhibicién de la a-amilasa se
incluyeron muestras con porcentajes de inhibicién mayores al 80% y menores al 40%. Las que

preentaban valores intermedios no se incluyeron.

En la ensayo de inhibicion de la a-glucosidasa de origen murino, se realiz6 un analisis OPLS-DA,
cuyo score-plot se presenta en la figura 2.15a. En él se evidencia la separacién en los cuadrantes
positivo y negativo del PC1 de las muestras (n=38) clasificadas como activas (A, valores
positivos) y no activas (N, valores negativos) en la ensayo de inhibicion de la a-glucosidasa de
origen murino. Los valores R2cum=0.669 y Q2cum= 0.488 indican un buen ajuste y prediccién
del modelo, puesto que valores de R2>0.5 y Q2>0.4 se consideran aceptables para modelos

construidos con datos provenientes de ensayos biologicos?22.

En relacion a la confirmacion de los resultados se realizaron dos test de validacién, por una
parte el test de permutaciones, que mediante la obtencién de combinaciones aleatorias entre
las variables observadas (intensidad normalizada en los intervalos de desplazamiento quimico)
y las variables respuesta (actividad bioldgica) de todo el conjunto de muestras, calcula los
estadisticos de ajuste (R2) y prediccion (Q2) que tendrian estos nuevos modelos OPLS-DA; asi
para un total de 100 permutaciones se obtuvo que ningin modelo construido con las nuevas
permutaciones presentaria mejores valores de R2y Q2que el modelo construido con el conjunto
de datos originales. Lo anterior se establece con base a los valores de R2 y Q2 (0.239 y -0.354)
que tiene una permutacién con una correlacién de 0 respecto al conjunto de datos originales,
es decir no se ajusta en ninguna combinacién de variablesé. Todo lo anterior significa que el

modelo es adecuado para describir la variabilidad de los datos y su correlacion con 1 actividad
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biolégica. Por otra parte, en el caso de la curva ROC se obtuvo un AUC de 0.976 lo que permite

inferir que la clasificacién de las muestras como activas y no activas se ajusta a lo planteados.
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Figura 2.15: Anilisis de proyecciones ortogonales de estructuras latentes discriminante (OPLS-DA)
usando como variable discriminante la inhibicion de la actividad enzimatica de la a-glucosidasa presente
en el extracto de intestino de rata: a) “score plot” mostrando la separacion entre muestras activas (A) y
no activas (A), b) Curva ROC con un AUC de 0.976 que indica la correcta clasificacion de las muestras y

c) Resultado del test de permutacion para el modelo OPLS-DA.
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En cuanto a la determinacion de las variables cuyos cambios impactan en la diferenciacién de
cada uno de los grupos, el andlisis del grafico S-plot de la figura 2.16, permitié la identificacion
de las variables &u 2.0, 2.04, 2.08, 2.12, y 2.32, como aquellos valores de desplazamiento
quimico que caracterizan a las muestras clasificadas como activas (A). Estas sefiales son
atribuibles a protones de las cadenas laterales, del nicleo, o a metilos de grupos acetato del
residuo de N-acetil glucosamina presentes en las saponinas lanostado identificadas en P.
ligularis12. Estos valores también podrian ser atribuidos a aminoacidos como el acido glutdmico
(2) y glutamina (3) identificados en el extracto, no obstante, no se encuentran reportes de que
dichos compuestos inhiban este tipo de enzimas; sin embargo, en el siguiente capitulo se
evaluard la actividad bioldgica de los compuestos con estas caracteristicas estructurales con el
objetivo de validar los resultados aqui presentados. Otras variables identificadas fueron &y 3.4
y 4.04, caracteristicos de hidrogenos carbindlicos de carbohidratos y 61 6.84 correspondientes
a hidrégenos aromaticos del anillo B de flavonoides con nucleo tipo quercetina y luteolina

presente en los compuestos 17, 17ay 18.
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Figura 2.16: S-plot del analisis multivariado OPLS-DA entre el perfil metabdlico de hojas de P. ligularis
y la inhibiciéon de la a-glucosidasa. Se presentan los valores de desplazamiento quimico significativos
para las muestras clasificadas como activas en la parte positiva del grafico. Los rangos de desplazamiento

de RMN se representan en colores diferentes.
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Con respecto a la relacidn entre el perfil metabdlico y la inhibicién de la a-amilasa porcina, se
encontré que las agrupaciones de las muestras entre activas y no activas (n=73), se relaciona
con la condiciéon de almacenamiento de estas; de forma que la mayoria de las muestras
clasificadas como activas (A) en la figura 2.17 son muestras almacenadas a temperatura
ambiente, mientras que en el caso de las no activas (N) se encontré que la mayoria corresponde
a las muestras almacenadas bajo refrigeracion. Al igual que en el caso de la correlacién con la
actividad en a-glucosidasa, los test de validacién permitieron inferir que el modelo planteado
cumple por una parte con la clasificaciéon de las muestras (curva ROC AUC 0.95 figura 2.17c) y
con la veracidad de los valores R2=0.635 y Q2 =0.538, como los posibles mejores valores de

ajuste y prediccién para la combinaciéon de variables introducida en el modelo (figura 2.17b).
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Figura 2.17: Analisis de proyecciones ortogonales de estructuras latentes discriminante (OPLS-DA) usando como

variable discriminante la inhibicién de la actividad enzimatica de la a-amilasa pancreactica porcina: a) “score plot

mostrando la separacién entre muestras activas (A) y no activas (A), b) Resultado del test de permutacidn para el

modelo OPLS-DA y c) Curva ROC con un AUC de 0.950 que indica la correcta clasificacion de las muestras.

De igual forma el analisis del grafico “S-plot” presentado en la figura 2.18, de la actividad

inhibitoria de la a-amilasa porcina, arrojé que las sefiales que mejor representan a las muestras

activas son principalmente 84 1.96, 2.0, 2.04, 2.08, 2.12, 2.32 y con menor impacto variables

entre rangos de 8x 0.6 a2 1.99 y 61 6.0-7.62. Asi, los grupos de metabolitos que presentan dichos

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

clasificacion se realiz6 con base a un limite de actividad, mas no a la ausencia de la misma.

En resumen, mediante estos métodos de andlisis multivariado se identificaron saponinas,
aminoacidos y polifenoles como compuestos con posible actividad inhibitoria de las enzimas.
La actividad de estos compuestos se valorara tanto in vitro como in silico en el siguiente
capitulo. Es importante resaltar que los flavonoides tienen un gran nimero de reportes de
inhibicion de glucosil-hidrolasas*s, en el caso de las saponinas también hay reportes pero la
cantidad es menor4%, mientras para los aminoacidos no hay informacién sobre su capacidad de

inhibir estas enzimas.
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Figura 2.18: S-plot del analisis multivariado OPLS-DA entre el perfil metabdlico de hojas de P. ligularis
y la inhibicién de la a-amilasa. Se presentan los valores de desplazamiento quimico significativos para

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

El estudio quimico de los extractos polares de hojas de Passiflora ligularis Juss permitié la
identificacion de 29 compuestos, dentro de los cuales se encontraron diferentes aminoacidos,
carbohidratos, acidos organicos, compuestos polifenolicos, saponinas y otros tipos de
compuestos clasificados como miscelaneos. En el caso de compuestos polifenoélicos, el analisis
de los extractos crudos mediante HPLC-DAD y HPLC-MS proporciond la informacién necesaria
paralaidentificacion de al menos 14 compuestos de tipo flavan-3-ol, flavonol y flavonas, siendo
los ndcleos mas comunes la crisina y quercetina en forma de 0-glucésidos. Los compuestos
mayoritarios corresponden a quercetin-3-0-glucésido (17), crisin-7-0-(6"-0-acetil)-glucésido
(28) y crisina (14), que fueron purificados y su estructura fue confirmada mediante andlisis por

RMN.

Se valor6 el impacto de variables como la ubicacion del cultivo y las condiciones de
almacenamiento del material vegetal sobre el perfil metabdlico de hojas de P. ligularis. Para esto
las 167 muestras provenientes de los municipios de Algeciras, Anolaima y Junin se analizaron
RMN 1H (MD6, 400 MHz) y los MVDA permitieron establecer que la variable que tiene mayor
impacto sobre la composicion quimica del extracto es la condiciéon de almacenamiento. De
forma puntual, estos cambios se atribuyeron principalmente a cambios en el perfil de
carbohidratos empleando un analisis multivariado supervisado tipo OPLS-DA. Respecto a las
otras variables estudiadas, como la ubicacién del cultivo y la edad de este, el analisis
multivariado tipo PCA no mostr6é agrupaciones claras, por lo que no parecen ser tan

impactantes en la composicion del extracto.

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

supervisados (OPLS-DA y S-plot) sugieren que los compuestos responsables de la actividad
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inhibitoria de las enzimas son saponinas, aminoacidos y polifenoles. Estos resultados se deben

probar con ensayos in vitro de los compuestos purificados.
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2.4 Materiales y Métodos

2.4.1 Reactivos y equipos

Se us6 metanol (grado RA) en los procesos de extracciéon. Para los ensayos de inhibicion
enzimdatica se compraron a Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA) los reactivos a-D-
glucopirandsido (pNPG) N1377, Acarbosa A8980, polvo intestinal de rata (en acetona) 11630,
alfa amilasa de pancreas porcino (PPA) A3176, Almidén azul Sigma/Aldrich S7776, TRIS base,
K>HPO4, y KH2PO,.

Para el procesamiento de las muestras se usé un ultrasonicador Vevor Digital Ultrasonic
Cleaner, (Vevor Ltd, Los Angeles, CA, USA), una microcentrifuga refrigerada Hettich D-78532
(Tuttlingen, Alemania), un liofilizador Labconco. (Crawley, UK) y el lector de Microplacas
BIORAD modelo 550 fue empleado en la determinacion de la absorbancia. Para la obtencién de
la solucién de a-glucosidasa a partir de extracto aceténico de intestino de rata se usd un
sonicador Qsonica (Melville, NY, USA). En la incubacién de las muestras se utilizé la incubadora

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

En el caso de los andlisis por RMN se usaron Metanol-ds, agua deuterada comprados a Merck
GmbH (Steinheim, Germany). En los andlisis por UHPLC-DAD se empled metanol (grado HPLC),
acetonitrilo (grado HPLC) comprados a Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA). Los estandares de
referencia usados fueron: quercetina-3-0-glucésido (Sigma, >98%), kaempferol-3-0-glucésido
(Sigma, >97%), (-)-catequina (Sigma, >95%), y crisina (Fluka, >98%). La identidad de los

compuestos de referencia se verifico por RMN-1H y HPLC-MS.

2.4.2 Material vegetal

Las hojas de Passiflora ligularis Juss fueron colectadas en parcelas de cultivos comerciales
ubicados en los municipios de Anolaima (Cundinamarca), Junin (Cundinamarca) y Algeciras
(Huila); los proveedores del recurso bioldgico firmaron el consentimiento informado
encontrado en el Anexo en el cual declaran su conocimiento sobre la recolecciéon de material
vegetal con fines académicos. Las hojas recolectadas corresponden a cultivos en diferentes
estadios de desarrollo; las caracteristicas fenoldgicas y ubicacion geografica de las parcelas se

detallan en la tabla 2.1; como una aproximacion a la clasificacion fenolégica de los cultivos se
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empled la escala BBCH (Biologische Bundesanstalt, Bundenssortenamt and Chemical Industry)
establecida por Melgarejo et. al para el cultivo de granadilla. En cada cultivo se tomaron diez
hojas que fueron congeladas en nitrégeno liquido y otras diez hojas que fueron almacenadas a
temperatura ambiente; cada hoja se considera como una muestra independiente y su
procesamiento se realiza de forma separada. Se deposit6 un espécimen en el Herbario Nacional
de Colombiano del Instituto de Ciencias Naturales de la Universidad Nacional de Colombia con

el nimero (COL602878).

2.4.3 Procesamiento de las muestras
e Secado y molienda

Para las muestras almacenadas en nitrégeno liquido se empled la liofilizacion como método de
secado. La molienda de cada una de las hojas se realizé de forma separada con un mortero de
ceramica controlando la humedad para evitar la reactivacion de las enzimas. Cada una de las
hojas trituradas fue almacenada de forma separada en tubos Falcon en un ultra congelador a -

76°C.

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

caso de las muestras almacenadas en nitrégeno liquido.

e Extraccion

La extraccion se realizd siguiendo el protocolo reportado por Kim et al. para el analisis
metabolémico de muestras vegetales. Asi, para las muestras a someter a evaluacién biolégica
25 mg de material vegetal se introdujeron en tubos Epeendorf, se adicionaron 500 pL de
metanol y 500 pL de Buffer fosfatos 90 mM ajustado a pH 6.0. Las muestras fueron sometidas a
ultrasonido por 10 minutos, posterior a esto se centrifugaron a una velocidad de 6000 rpm por

10 minutos; el sobrenadante obtenido se us6 para los ensayos de inhibicién enzimatica.

Para las muestras de analisis metabolémico se emple6 la misma mezcla de disolventes, pero

usandolos deuterados, conocidos como MD6 (mezcla 1:1 de MeOD y buffer fosfatos 90mM
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ajustado a pH 6.0 en D,0), por lo demas el procedimiento fue el mismo al anteriormente

descrito.

2.4.4 Analisis metabolémico por RMN.

Los espectros de RMN-1H fueron tomados a 23.0 °C en un espectrémetro Bruker AVANCE-400
de 400MHz. Los parametros experimentales de la espectroscopia RMN-1H, la espectroscopia de
correlacién 1H-1H COSY y heteronuclear multiple bond correlation (HMBC) fueron los sugeridos
por Kim et al.50. Cada espectro de RMN-1H se tom6 con 64 scans usando los siguientes
parametros: 0.14 Hz/punto, ancho de pulso (pulse width, PW) = 30 (11.75 us) y tiempo de
relajacion (relaxation delay) de 2.0 s3¢. Las FID fueron tratadas usando la transformaciones de
Fourier con ensanchamiento de linea5! = 0.3 Hz. Los espectros fueron registrados con pre-
saturacion para suprimir la sefial residual del DHO. Los espectros obtenidos fueron analizados
usando el software TOPSIN™ 3.5, La fase y la linea base fueron ajustadas manualmente, y se
calibraron a 3.31 ppm segtn la sefial residual del metanol. Los espectros de cada una de las
muestras fueron normalizados en términos de area total, empleando el software AMIX™, se
realizé el “binning” desde 0 a 9 ppm a intervalos de 0.04 ppm, para finalmente obtener la matriz
de datos de cada muestra. La matriz se introdujo en el Software SIMCA™ v 14.1 en el cual se
ejecutaron los andlisis multivariados PCA y OPLS-DA. Para evidenciar la precision de las
mediciones y su impacto sobre los modelos estadisticos, se establecieron como muestras de
control de calidad réplicas de una misma muestra registradas a lo largo del experimento, para

este caso la muestra J2R2.

Los metabolitos primarios fueron identificados por comparaciéon de los espectros
(desplazamiento y constantes de acoplamiento) con los reportados para patrones en la libreria
espectral Chemon Chenomx™ 400 MHz, y la base de datos del laboratorio3. En el caso de
metabolitos secundarios como saponinas y compuestos polifenélicos se emplearon reportes de
la literatura o la informacién de compuestos previamente identificados en el grupo de

investigacidn para la especie.
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2.4.5 Analisis, aislamiento e identificacion de flavonoides
e Anilisis por HPLC-DAD y HPLC-MS/MS

Los andlisis por RMN de flavonoides en mezcla son complejos y requieren complementarse con
técnicas cromatograficas. Para esto, 110 g de hojas secas y molidas fueron sometidas al proceso
de extraccion mediante la técnica de infusién con agua destilada en ebullicién en una relacion
p/v (1:9), el extracto obtenido se congelé y posteriormente fue liofilizado. El extracto obtenido
(20g) fue disuelto en agua y pasado lentamente a través de una Amberlita XAD-2TM,
posteriormente se lavé con agua, y los flavonoides fueron eluidos con etanol. La porcién eluida
con el alcohol (2.1 g) fue disuelta en una mezcla de metanol: agua 9:1, y fraccionada sobre una
columna de Sephadex™ LH20 colectando fracciones de 5 mL en tubos de ensayo. Las fracciones
se analizaron por placa (AcOEt: acetona: AcOH: Agua 6:2:1:1, revelando con sulfato cérico
amonico 1%). Se obtuvieron 17 fracciones (F1 a F17), las primeras ricas en saponinas (F1 a F5)
y las otras ricas en flavonoides (F6 a F17). Todas las fracciones fueron analizadas por HPLC-

DAD, y algunas RMN y HPLC-MS/MS.

El analisis de HPLC-DAD se realiz6 en un equipo Ulitmate™ 3000 UHPLC, con un detector de
arreglo de diodos (DAD). La separacion se llevo a cabo usando una columna C18 Kinetex™ (100
x 2.1mm, 2.6 pm) (Phenomenex, Torrance, CA, USA), empleando el sistema de solventes de
acido formico 1% (solvente A) y acetonitrilo (Solvente B), en una rampa de 0-5 min al 5% B; de
5-10 min al 10% B; 10-20 min al 13% B; de 20-25 min al 18% B, de 25-32 min al 25% B; de 32-
38 min al 40% B, y finalmente de 38-40 min al 5% B. Para cada muestra se inyectaron 5 pL y se
usé un flujo de 0.5 mL/min. Se hizo un registro en UV de 200 nm a 450 nm para obtener los

espectros de UV de los compuestos eluidos.

El analisis de HPLC-qTOF-MS se realiz6é en un equipo Ultimate™ 3000 UHPLC acoplado a un
espectrometro de masas Bruker Impact Il qTOF, equipado con una fuente de ionizacién por
electrospray Apollo II. Los andlisis fueron realizados con ESI en deteccién en modo negativo y
positivo, el rango de masas (m/z) se fijé de 40-1800. El espectrémetro de masas se programd
para adquirir datos de MS/MS de manera dependiente de la intensidad de los iones. Las
muestras fueron separadas usando una columna C18 Acclaim™ (100 x 2.1 mm, 2.2 pm)

(Thermo Fischer Scientific, MA, USA) y se us6 un sistema de solventes de acido férmico
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0.1%(solvente A) y 0.1% acido férmico en acetonitrilo (solvente B), en una rampa de 15% B de
0-4 min, 45% B de 4-20 min, 90% B 20-30 min, 15% B 30-35 min. Para cada muestra se

inyectaron 4 pL y se us6 un flujo de 0.45 mL/min.

e Aislamiento de flavonoides

De las fracciones F6 a F17 se seleccionaron las fracciones en donde se encontraban los
flavonoides mayoritarios segiin perfil de CCD. Asi, la fraccién F9 (13 mg) se separé mediante
HPLC semipreparativo usando una columna Kromasil™ C18 (250 x 10 mm, 5 um), con una
mezcla de solventes de agua (solvente A) y acetonitrilo (solvente B), en una rampa de 25%B de
0-5min, 28%B 5-10 min, 35% B 10-20min, 40%B 20-25min, 45%B 25-30min, y 25%B 30-35
min. Se colectaron 9 subfracciones (F9.1-F9.9), en la subfraccién F9.8 (0.8mg) se identificé un

compuesto mayoritario denominado compuesto 28, se analizé por RMN-tH (DMSO-ds).

La fraccion F13 (90mg) fue sometida a separacién por HPLC preparativo empleando la misma
columna y el mismo sistema de solventes, en una rampa de 15%B de 0-10min, 18%B 10-20min,
25%B 20-30min, 35%B 30-38min, 40%B 38-45min, 15%B 45-50min. Se obtuvieron 9
subfracciones (F13.1-F13.9), de las cuales se analiz6 RMN-1H (DMSO-ds) la subfraccién F13.8
puesto que su perfil cromatografico revel6 la presencia de un compuesto mayoritario,
denominado compuesto 25. La subfraccién F13.5 (9 mg) se sometié a una separacién adicional
usando el mismo tipo de columna y sistema de solventes, con una rampa de 20%B 0-5min, 30%
B5-10min, 35%B 10-20min, 40%B 20-25min, 20%B 25-30min. De esta separacion adicional se
obtuvo la subfraccion F13.5.3 (2.4mg), la cual presentaba una mezcla de compuestos (17 y 17a)

que de igual forma se analizé por RMN-1H (DMSO-ds).

e Aislamiento de saponinas
El aislamiento del ligularésico C se realiz6 mediante la separaciéon por HPLC preparativo
empleando un extracto butandlico de las hojas. Se utilizé las mismas condiciones
cromatograficas y columna, que el descrito en el parrafo anterior. Del extracto butandlico se
obtuvieron 13 fracciones, FB1-FB13, la fracciéon FB11(11.2mg) y Fracciéon FB12 (8.5mg) fueron
analizadas por RMN, encontrandose una mezcla entre la saponina y un compuesto polifendlico

(26). Estas fracciones se reunieron y se sometieron a una separaciéon por cromatografia de
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exclusion de tamafio Sephadex™ LH20, se realizé el seguimiento por CCD usando el revelador
sulfato cérico-amonico, de aqui se obtuvo la fraccion FB11.1, la cual fue analizada por RMN

obteniendo espectros de tH, HSQC y HMBC.

2.4.6 Ensayos de inhibicion enzimatica
¢ Inhibicién de la a-amilasa pancreatica porcina

Se utiliz6 1la metodologia descrita por Hansawasdi- Kawabata et al.52 modificada por Rey et al .53,
en la cual se determina la actividad enzimatica mediante la absorbancia generada por
fragmentos solubles de dextrinas unidas al colorante remasol azul producto de la hidrdlisis del
almidon azul. Para esto, se tomaron 200 pL de suspension de sustrato almidén azul (10 mg/mL)
y fueron adicionados a un tubo Eppendorf, el cual se calenté (tapado) a ebullicién por 5
minutos, luego se incub6 a 37 2C por 5 minutos. Una vez transcurrido este tiempo, se agregaron
200 pL del extracto de grandilla (25 mg hojas/mL) o de una solucién de acarbosa a una
concentracién de 350 pg/mL como control positivo. Finalmente 100 pL de la solucién de la
enzima alfa-amilasa pancreatica porcina, con una concentracién de 4.0 U.I/mL fueron
adicionados. Tanto la enzima como el sustrato fueron dispersados previamente en buffer Tris-
HCI 0.05M CaCl; 0.01M pH 6.8. La mezcla de reaccién se incubd por 60 minutos a 372C, y luego
se centrifugd a 4°C por 10 minutos a una velocidad de 15000 rmp. De esta forma, 100 pL de

sobrenadante se dispusieron en un placa de 96 pozos para medir la absorbancia a 600 nm#4253,
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La siguiente tabla recopila los volimenes de reactivo empleados en las diferentes muestras:

Tabla 2.4: Soluciones a empleadas en el ensayo Inhibicidn de inhibicién de alfa-amilasa.

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

Sustrato (Azure Starch) 200uL 200 uL 200 uL 200 pL
Alfa-amilasa 100 . - 100, e
Muestra (extracto 0  -------- meeeeee- 200uL 200 pL
acarbosa) (Acarbosa:57

Opg/mL,

Extractos:

25mg

hojas/mL)
Mezcla metanol:Buffer 200 pL 200uL. - e
fosfatos 90mM pH 6.0
Buffer Tris-HClI 0.05M  -------- 100puL. e 100 pL

pH 6.8

En este ensayo se evalu6 la actividad inhibitoria producida por 5mg de hojas, puesto que se
emplearon 200puL de un extracto con una concentracion de 25mg de hojas/mL. Asi, teniendo
en cuenta el volumen final del medio de reaccion, la concentracidn final de los extractos fue

de 10 mg de hojas/mL, mientras para el control positivo, la acarbosa, fue de 140 pg/mL.

e Inhibicion de la a-glucosidasa obtenida a partir del extracto acetonico de intestino
de rata

100 mg de extracto acetdénico en polvo de intestino de rata se suspendieron en 1mL de solucién

salina al 0.9%; esta mezcla se sonic6 12 veces por 30 segundos a 4°C. Posteriormente, se

centrifug6 a 15000 rpm por 30 min y se utilizé el sobrenadante para el ensayo, el cual tuvo una

concentracién enzimatica aproximada de 1.0 U./mL, lo anterior con base al ensayo de

Ayinampudi et al y alo reportado por Rey et al3252,

Como sustrato se empled una solucion de a-D-glucopiranésido de p-nitrofenilo (pNPG) a una
concentracion de 11.3 mM en un buffer de fosfatos 0.5 M a pH 6.8. Los ensayos se llevaron a

cabo directamente en placas de 96 pozos, en cada pozo se mezclaron 20 pL del buffer de fosfatos
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0.5M, 10 pL de la suspensién de la enzima, 20 pL de una soluciéon de la muestra a ensayar o

inhibidor (acarbosa) y 40 pL de agua destilada. La solucién del extracto inhibidor fue obtenida

a partir de 25 mg de hojas secas de acuerdo a la seccion anterior. Esta mezcla se incubé a 37 2C

por 15 minutos. Transcurrido este tiempo se adicionaron 10 pL de la solucién del sustrato, y se

incubd por otros 60 min a la misma temperatura. Finalmente, se medi6 la absorbancia de cada

pozo a 405 nm5z2.

En el caso de las muestras control, es decir aquellas donde se espera 100% de la actividad

enzimatica, los 20 pL de la solucién de inhibidor fueron reemplazados con 20 pL del solvente

empleado para los extractos (metanol: buffer fosfatos 90 mM pH 6.0 1:1), con el fin de tener en

cuenta el efecto del metanol en la estabilidad de la proteina. La distribucién de los volimenes

de reactivos empleados se detalla en la tabla siguiente.

Tabla 2.5: Soluciones a empleadas en el ensayo Inhibicién de inhibicion de alfa-glucosidasa

de intestino de rata

Control Blanco del Inhibidor: Blanco
100% Control extracto 0 extracto o
Reactivo actividad 100% acarbosa acarbosa
actividad
Buffer fosfatos 0.5M 20 uL 30 uL 20 uL 40 pL
pH 6.8
Alfa-glucosidasa 10uL. e ouL. e
Muestra (extracto o = --------  —emeeeees 20 uL 10 pL
acarbosa) (Acarbosa:570ug/
mL, Extractos:
25mg hojas/mL)
Mezcla 20 uL 20 e e
metanol:Buffer
fosfatos 90mM pH 6,0
Agua destilada 40 uL 40 uL 40 uL 40 uL
Sustrato 10 pL 10 pL 10 pL 10 pL

En este ensayo se evalud la actividad inhibitoria producida por 0.5mg de hojas, puesto que se

emplearon 20pL de un extracto con una concentracion de 25mg de hojas/mL. Asi, teniendo

en cuenta el volumen final del medio de reaccidn, la concentracion final de los extractos fue

de 5 mg de hojas/mL, mientras para el control positivo, la acarbosa, fue de 114pg/mL
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Para los cdlculos de inhibicién de la actividad inhibitoria de los extractos, se empleara la

siguiente formula:

(A100% — ABlOO%) — (A—ABm) x

100
(A1009% — AB100%)

%Inhibicion =

En donde:

A100%: Absorbancia promedio del control 100% actividad enzimatica

A100%s: Absorbancia promedio del blanco del control de 100% actividad enzimatica
A: Absorbancia con presencia de inhibidor

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

C. Analisis estadistico
Los resultados de porcentaje de inhibicién se presentan como la media aritmética + error
estandar SEM. Con el fin establecer datos atipicos en el conjunto de 3 datos de cada tipo de

muestra se emple6 el test de Grubbs con un a=0.05.
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3.Capitulo 3: Estudios in silico y evaluacion in
vitro de la actividad inhibitoria de compuestos
identificados en hojas de Passiflora ligularis
Juss sobre las enzimas o«-amilasa y «-

glucosidasa.

Resumen

Los métodos computacionales se han posicionado como herramientas de screening en la
identificacion de sustancias bioactivas dado su poder de prediccion. En el presente capitulo se
realiz6 el estudio de docking o acoplamiento molecular entre los compuestos identificados en
hojas de Passiflora ligularis, y las enzimas o-amilasa y a-glucosidasa, como un criterio de
validacién para los resultados del analisis metabolémico del capitulo anterior. Adicionalmente,
se hicieron los ensayos de actividad inhibitoria enzimatica in vitro con algunos de los

compuestos aislados en cantidad suficiente.

Como estructura proteica se seleccioné la estructura con cddigo 1HX0 de Protein Data Bank,
correspondiente a la o-amilasa pancreatica porcina co-cristalizada con un pseudo-
hexasacarido derivado de acarbosa. En el caso de la a-glucosidasa se us6 la estructura con
c6digo 2QM], que corresponde a la subunidad N-terminal de la glucosidasa intestinal humana
co-cristalizada con acarbosa. Las estructuras fueron seleccionadas con base a la resolucién de
la estructura proteica, el grado de homologia entre esta estructura y la enzima usada en los

bioensayos, y la presencia del ligando co-cristalizado.
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Las estructuras de las proteinas fueron pre-procesadas empleando el software MAESTRO 11.5,
de forma que se removieron moléculas de agua, ligandos co-cristalizados y se generaron los
estados de protonacion de los residuos de aminoacido al pH del bioensayo, es decir 6.8. Las
estructuras 3D de los ligandos (inhibidores y compuestos de P. ligularis) fueron modelados
empleando este mismo software, y se generaron los estados de protonacién en el pH 6.8. En el
caso de las saponinas se modelaron los diasteroisémeros energéticamente viables, lo anterior
dada la ausencia de informacién inequivoca de la configuracién absoluta de los carbonos
asimétricos de la cadena lateral. La validacién del protocolo de acoplamiento (parametros de
ubicaciéon y tamafio de ligando) se realiz6é ejecutando un re-acoplamiento del ligando co-
cristalizado usando el software Autodock Vina. La seleccion de los mejores parametros se basé
en la conformaciéon con mejor RMSD respecto a la conformacién co-cristalizadada. Los
parametros de rejilla obtenidos para a-amilasa fueron las coordenadas x=36.06, y=19.95 y
z=59.54, con una dimensién de 304; mientras para a-glucosidasa se obtuvieron los parametros

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

Para la comparacién del acoplamiento molecular se emplearon los parametros de eficiencia de
ligando, y el perfil de interacciones en el sitio activo expresado como el coeficiente de tanimoto.
Como referencia de interacciones efectivas se us6 el perfil de interacciones del ligando co-
cristalizado, y los inhibidores de origen natural sinigrina y un C-flavonoide obtenido de P.
bogotensis. Asi, se encontrd que para el caso de la a-amilasa la eficiencia de ligando co-
cristalizado fue de -0.18Kcal*atomo/mol, el cual presenta interacciones con los aminoacidos de
la triada catalitica Asp197, Glu233, y Asp300; y con otros residuos implicados en la
estabilizaciéon del ligando. Los compuestos con que mejor cumplieron con los criterios de
eficiencia y perifl de interacciones fueron uno de los diasterisémeros del ligularésido C (15.1),
la quercetina-3-0-glucésido (17), la luteolina-7-0-glucdsido (17a), el kaempferol-3-0-
glucosido (19) y a la apigenina-7-0-glucdsido (19a).

En el caso del acoplamiento con la a-glucosidasa, la acarbosa co-cristalizada present6 una
eficiencia de ligando de -0.17Kcal*atomo/mol e interactiia con la triada catalitica Asp203,
Asp327 y Asp 443, entre otros aminoacidos del sitio activo. La quercetin-3-0-(6”"-malonil)-

glucosido (18), apigenina-7-0-glucésido (19a), kaempferol3-0-(6”-malonil)-glucésido (21) e
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isoramnetin-3-0-(6"malonil)-glucésido (22) fueron los compuestos con mejor perfil de
interacciones y valores de eficiencia de ligando superior a la acarbosa. El andlisis de
interacciones arroj6 que los compuestos de mayor peso molecular, como saponinas,
flavonoides O-glicosilados y flavonoides O-glicosilados esterificados con malonato generan un
perfil mas similar a la acarbosa, mientras que compuestos de menor tamafio como la catequina

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

Por otro lado, se determinaron los valores de ICso de los compuestos glutamina (3), crisina (14),
ligularésido C (15), catequina (16), quercetina-3-0-glucésido (17), kaempferol-3-0-glucésido
(19) y crisin-7-0-(6"-acetil)-glucésido (29), para cada una de las enzimas estudiadas. De forma
que para la a-amilasa pancreatica porcina, los compuestos que presentaron un valor de ICsg
menor o cercano al de la acarbosa (234 pM), usada como control positivo, fueron el ligular6sido
C (409.80uM), quercetina-3-0-glucdsido (31.04 uM) y kaempferol-3-0-glucésido (33.45 uM).
Respecto a la inhibicion de la a-glucosidasa, presente en el extracto de intestino de rata, sélo el
compuesto quercetina-3-0-glucosido (15.37uM) presenté un valor de ICso inferior al
presentado por la acarbosa (156.6uM). Finalmente, al comparar estos resultados in vitro con
los obtenidos tras el estudio de acoplamiento molecular, se encuentra que los compuestos tipo

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

Algunos métodos computacionales se han posicionado como herramientas de prediccion de
interacciones moleculares entre compuestos y algunas dianas bioldgicas de interés, y son
herramientas potentes en la biisqueda, identificacién y optimizacién de farmacos?. El estudio
de moléculas bioactivas a partir de fuentes naturales no es la excepcion, de hecho, un gran
numero de investigaciones sobre PN complementan la evaluacién de la actividad biolégica de
los metabolitos aislados con estudios computacionales de los mismos, que validan los
resultados observados en un modelo farmacoldgico experimental. Estas aproximaciones
computacionales también se han empleado como métodos de cribado para grandes bibliotecas
de compuestos de origen sintético o natural, frente a una diana farmacolégica o una actividad
terapéutica deseada. De esta forma, se han optimizado los tiempos en los procesos de
identificacion de sustancias bioactivas, que cominmente requieren de rigurosas etapas de

purificacién y gran cantidad de bioensayosz.

De forma general, los métodos computacionales se clasifican, de acuerdo a la disponibilidad de
informacién estructural de la diana bioldgica, en: métodos basados en el ligando, métodos
basados en la estructura y métodos mixtos3. Los métodos basados en el ligando se fundamentan
en modelos de relacion estructura-actividad, generados a partir de caracteristicas estructurales
de moléculas con una actividad bioldgica conocida, sin ser necesario conocer la diana bioldgica
con la que interactian. Por otro lado, los métodos basados en la estructura se desarrollan con
base en las caracteristicas estructurales del sitio identificado como activo o modulable en la
diana biolégica. Por otro lado, en los métodos mixtos se emplean ambos enfoques para obtener
las predicciones deseadas. El acoplamiento molecular (molecular docking) es uno de los
métodos basados en la estructura mas ampliamente usados; éste se basa en la prediccion
estructural de complejos ligando-receptor a través de algoritmos que establecen las
conformaciones del ligando en el sitio activo de la macromolécula, y de funciones de puntuaciéon

que clasifican los complejos de acuerdo a su estabilidad energétical.

En este capitulo se buscé medir la capacidad inhibitoria (mediante el ICs0) de los compuestos

aislados frente a las enzimas a-amilasa pancreatica porcina y a la a-glucosidasa presente en el
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extracto enzimatico obtenido del intestino de rata. Para luego correlacionar estos valores con
los resultados de un estudio de acoplamiento molecular o docking realizado con las estructuras
de los compuestos identificados y/o aislados de hojas de Passiflora ligularis Juss frente a las
estructuras de la a-amilasa pancreatica porcina, y a la subunidad N-terminal de la a-glucosidasa
(glucomaltasa) intestinal humana. Todo lo anterior, con el objetivo de validar los resultados del
estudio metabolémico del capitulo anterior, en el cual se estableci6 que los metabolitos
relacionados con la actividad biolégica de los extractos de hojas son de tipo polifendlico y

saponina.
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3.2 Resultados y discusion

3.2.1 Seleccion de las estructuras 3D para las enzimas a-amilasa y a-

glucosidasa

e Enzima a-amilasa

La estructura de la a-amilasa pancreatica porcina fue buscada mediante las palabras claves
“pig”, “alpha amylase”, “acarbose”y “pancreatic”, en el buscador de la base de datos Protein data
bank, se encontraron las 4 estructuras presentadas en la (Tabla 3.1). En la columna de

referencia se indica el articulo que publico la estructura referida.

Tabla 3.1: Estructuras de a-amilasa pancredtica porcina co-cristalizada con acarbosa obtenidas del

PDB.

Codigo Nombre Resolucién (A) | Referencia
PDB
10SE 2.3 Gilles et al*

Porcine pancreatic alpha-amylase
complexed with acarbose

1HXO0 Structure of pig pancreatic alpha-amylase | 1.38 Qian et al5
complexed with the "truncate"” acarbose
molecule (pseudotrisaccharide)

1PPI The active center of a mammalian alpha- 2.2 Qian et alé
amylase. the structure of the complex of a
pancreatic alpha-amylase with a
carbohydrate inhibitor refined to 2.2
angstroms resolution

1JFH Structure of a pancreatic alpha-amylase 2.03 Qian et al’
bound to a substrate analogue at 2.03
angstrom resolution
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La estructura con c6digo 1HX0 posee la mejor resolucién cristalografica (1.38 A), ademas sus
por sus valores de Ry R free (0.130 y 0.108), que corresponden a las desviaciones que presenta
un patron de difraccion modelado respecto al patréon de difraccion obtenido
experimentalmente, se infiere que la estructura reportada tiene una alta calidad8. Esta
estructura ademas posee como ligando co-cristalizado un pseudo-hexasacarido, generado por
la transglicosilacion de subproductos de la reaccién de hidroélisis de la acarbosa (Figura 3.1)5.

Todas estas consideraciones nos llevaron a seleccionar a el archivo de PDB 1HX0 como el de

trabajo.
HO OH
OH OH OH
H

H O///,,’ N n,, 0 HO ///;éro//% H Oiéro%" o

" 0 3 o “
HO HO " g " HO 7 N <" Ho " "o

OH z OH 2 OH
HO Ho”

Figura 3.1: Estructura del pseudo-hexasacarido co-cristalizado con la a-amilasa pancreatica porcina en

la estructura PDB 1HXO.

e Enzima a-glucosidasa
Parala biisqueda de estructuras de a-glucosidasa se emplearon las palabras claves “rat”, “alpha
glucosidase” y “acarbose”; no se encontraron estructuras 3D reportadas con estos términos.
Dado que el bioensayo emplea un extracto enzimatico obtenido a partir de polvo intestinal de
rata, se determind que la estructura 3D a usar deberia tener un alto grado de homologia
estructural con la enzima de origen murino. La bisqueda de estructuras en el PDB con estas
caracteristicas solo arrojo estructuras de origen humano. Se seleccion la estructura con cédigo
PDB 2QM] correspondiente a la subunidad N-terminal de la a-glucosidasa (glucomaltosa)
intestinal humana. Esta enzima posee un porcentaje de similitud del 60% con la secuencia
reportada en la base de datos UNIPROT para la sacarasa-isomaltasa intestinal de rata (P23739
uniprot entry); lo anterior de acuerdo al analisis de homologia realizado en la herramienta on-
line BLAST. La estructura 2QM] fue seleccionada dentro de las 5 estructuras generadas con

estos criterios de buisqueda, dados sus valores de resolucién cristalografica (1.9 A), valores de

RyR free (0.177 y 0.215) y presencia de acarbosa co-cristalizada®.
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3.2.2 Pre-procesamiento de los archivos de las estructuras proteicas

para el acoplamiento molecular.

La figura 3.2 presenta las estructuras tridimensionales de las enzimas a-amilasa (1HX0) y a-
glucosidasa (2QM]) después del procesamiento ejecutado con la herramienta “protein
preparation wizard”. Se eliminaron las moléculas de agua, ligandos e iones co-cristalizados
con las proteinas; los 6rdenes de enlaces fueron asignados a residuos de aminodacidos y se
seleccionaron las posiciones alternas de residuos que de acuerdo al mayor porcentaje de
ocupacion. El pH seleccionado para generar los estados de ionizacidn de los residuos fue de 6.8,
puesto que es este pH el de maxima actividad enzimatica y el que se empled en los bioensayos

in vitro1011,

Figura 3.2: Estructuras 3D procesadas mediante la herramienta “Protein preparation wizard” del
Software MAESTRO 11.512 de las enzimas empleadas para los estudios de acoplamiento molecular. a)
Estructura a-amilasa pancreatica porcina cddigo PDB 1HXO0, b) Estructura subunidad N-terminal de la a-
glucosidasa intestinal humana cédigo PDB 2QM]. Los sitios de unién del ligando se esquematizan

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

Los ligandos seleccionados fueron todos los compuestos identificados en el capitulo 2 como
responsables de la actividad inhibitoria de los extractos polares de P. ligularis, es decir los
polifenoles, y las saponinas, ademas del acido glutdmico y la glutamina, ya que sefiales de RMN
atribuibles a dichos compuestos se relacionaron con la actividad inhibitoria de los extractos. Se
incluyé un C-flavonoides (Compuesto 32) aislado de Passiflora bogotensis como control
positivo, ademas de la acarbosa, ya que este flavonoide presenté actividad inhibitoria frente a
a-glucosidasa de Saccharomyces cerevisiael3. También se incluy6 la sinigrina, un glucosinolato
con actividad inhibitoria de glucosil-hidrolasas de origen natural!4 En la tabla 3.2 se listan los
compuestos usados en este estudio, es importante mencionar que para las saponinas
ligularésido A-D, no se conoce la estereoquimica de la cadena lateral, los diasteroisomeros

usados en el estudio se discuten a continuacion.

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

trabajo de los ensayos de inhibicién enzimatica.

No.
Nombre Estructura 2D
Compuesto
0 0o
e) C)
2 Acido glutamico © ©
NH,
o] o]
1,N oe
3 Glutamina 2
NH,
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No.
Compuesto

Nombre Estructura 2D

14 Crisina

15 Ligularésido C m (

OH

HO 0
W OH

16 (-)-catequina
OH

OH

OH

17 Quercetina-3-0-glucésido

OH
OH

Q
HO
HO 0.
OH

17a Luteolin-7-0-glucésido O |
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No.
© Nombre Estructura 2D
Compuesto
18 Quercetin-3-0-(6"-malonil)-
glucoésido
OH
19 Kaempferol-3-0-glucésido
oH OH
19a Apigenin-7-0-glucésido > O ’
OH
20 Isoramnetin-3-0-glucésido
OH
OH
Kaempferol 3-0-(6"-
21 . ‘o
malonil)-glucésido
22 Isoramnetin-3-0-(6"-

malonil)-glucésido
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No.
Nombre Estructura 2D
Compuesto
25 Crisin-7-0-gluc6sido

OH
HO
26 Apigenina

o,
o.

OH
0}
OH o}
0}
OH o

OH
HO
27 Kaempferol
OH

Crisin 7-(6"-0-acetil)-0- Ho
glucosido

28
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No.
© Nombre Estructura 2D
Compuesto
29 Ligularésido B2
30 Ligularésido Da
31 Ligularésido A2
Luteolin-6-C-a-L-
ramnopiranosil-(1-2)-(6"-
32 0-acetil)-B-D-glucésido
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No.
Compuesto

Pseudo-hexasacarido /(5 bb (éf/(g
PHAC HO' HO' Y ey Y © ho Y /"’u Y © o Y “oH
o oH o v oH B OH

derivado de acarbosa

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

HO HO

Nombre Estructura 2D

SI Sinigrina

ADjasteroisdmero representado por Meneses et all4,

Las saponinas (ligularésico A a D) fueron aisladas e identificadas por Meneses en su tesis de
maestria, en ese trabajo se lograron caracterizar todos los centros quirales de los residuos del
azucar y del nucleo lanostano!s. En un estudio reciente de nuestro grupo se pudo establecer,
mediante estudios de la metodologia de Muratalé, que los centros de C-20 y C-22 corresponden
a Ry R para la saponina ligularésido C (15). De acuerdo a lo reportado por Meneses et al, el
compuesto 30 y 31 corresponden a epimeros en la posicion C-25, con base a esto se establecid
de forma arbitraria, la estereoquimica absoluta para el C-25 del compuesto 30 como R y para
el compuesto 31 como S5, Ante la falta de informacién para los otros centros asimétricos para
los compuestos 15, 29, 30 y 31, se decidié modelar la estructura de todos los diasteroisémeros
posibles, haciendo los cambios en la estereoquimica de los centros quirales de la cadena lateral.
La figura 3.3 presenta las estructuras de las saponinas con los carbonos quirales de la cadena
lateral nombrados, a partir de esta asignacion se logro establecer mediante modelado 3D, que

para todos los compuestos eran viables 2 diasteroisémeros, teniendo la salvedad que los
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compuestos 30 y 31 son epimeros y que biosintéticamente la configuracion absoluta del C20
favorecida es R17. La estereoquimica absoluta modelada para cada posible diasteroisémero se
presenta con detalle en la tabla 3.3, es importante mencionar que solo las diasteroisémeros

energéticamente viables son listados.

Z
7%77 %

Figura 3.3: Estructuras de las cadenas laterales de las saponinas identificadas por Meneses et al. en

hojas de Passiflora ligularis a) ligularésido C (15) b) ligularésido Ay D (30 y 31)15. ¢) ligularésido B (29).

Tabla 3.3: Diasteroisémeros modelados para los compuestos 15, 29-31. Se describe la estereoquimica

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

Estereoquimica absoluta
modelada
Compuesto | ,,  COdigo c20 | c22 | c24 | c25
diasteroisomero
29 29.1 R R R NA
29.2 R R S NA
15 15.1 R R NA NA
15.2 R S NA NA
30.1 R R R R
30
30,2 R R S R
31.1 R R R S
31
31.2 R R S S

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

e a-amilasa

La determinacién de la ubicacién y del tamafio de la rejilla o grid para el acoplamiento entre la
estructura de la enzima a-amilasa pancreatica porcina 1HX0 con los ligandos a estudiar, se basé
en las coordenadas del ligando (pseudo-hexasacarido) con el que se presenta el reporte de
1HXO. La distancia entre los dos 4&tomos mas lejanos del ligando cristalizado fue de 17A. De
acuerdo a esto, el centro de coordenadas de la rejilla se localizé espacialmente en las posiciones
x=36.03,y = 19.95, z = 59.54 y se determiné el tamafio de la rejilla en cada dimension de 35.0

A, es decir el doble del tamaiio del ligando (pseudo-hexasacarido) (figura 3.4).

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

estructura 1HXO0 visualizadas en MAESTRO 11.512,

El re-acoplamiento molecular entre la proteina rigida y la estructura co-cristalizada o “re-
docking” se realizé empleando el software AutoDock Vina 1.1.218. La superposiciéon entre la

conformacion energéticamente mas estable del ligando sometido a “re-docking” y la
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conformacién del ligando co-cristalizado, arrojé un RMSD de 8.198 A. Este es valor alto, pero
que se considera aceptable para un ligando de gran tamafio y con un gran nimero de enlaces
rotable como es el caso de pseudo-hexasacarido derivado de acarbosa co-cristalizado en la
estructura 1HXO0. El hecho de poseer un total de 32 enlaces rotables se traduce a un mayor
numero de grados de libertad, que a su vez impacta en la exactitud del modelo; por otro lado,
la remocion de moléculas de agua que generan puentes de hidrégeno entre los hidrégenos
polares del ligando y el sitio activo también impacta sobre la reproducibilidad del
reacoplamiento!®. No obstante, con el objetivo de visualizar el impacto de cambios en las
coordenadas y dimensiones de la rejilla sobre el RMSD (Root Mean Square Deviation), se realiz6
el “re-docking” partiendo de otras caracteristicas de la rejilla, éstas se presentan en la tabla 3.4.
Estos resultados permitieron establecer que el conjunto de coordenadas y dimensién de la
rejilla denominada como P3 produce el conférmero que mejor asemeja la conformacién del
ligando co-cristalizado, por lo que, se seleccionaron estos pardmetros para realizar el

acoplamiento con otros compuestos.

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

ligando corresponde a pseudo-hexasacarido derivado de acarbosa.

Cédigo Coordenadax Coordenaday Coordenadaz Tamaiio (A) RMDS (A)

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

Como proceso de validacion adicional se realizo el acoplamiento entre una estructura modelada
del ligando con cambios en el angulo diedro de algunos de los enlaces rotables. En la figura 3.5a
se compara la conformacién cambiada del pseudo-hexasacarido y la co-cristalizada en el sitio
activo de la enzima del archivo 1HXO. El acoplamiento entre esta nueva conformacion, y la
estructura rigida de la proteina arrojé que el complejo entre ligando y proteina tiene una

energia libre de -11.0 Kcal/mol. Al comparar la conformaciéon de este acoplamiento con la
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conformacion del ligando co-cristalizado, se encontr6 que la mayoria de los angulos diedros de
los enlaces se conservan y las conformaciones superpuestas son similares, como se muestra en
lafigura 3.5b. Todos esto muestra que el modelo permite predecir la interaccién entre el ligando
y el sitio activo de la enzima. Respecto a la energia obtenida, este valor fue menor al obtenido
para el reacoplamiento (11.7 Kcal/mol), esta diferencia radica en que en el caso del
reacoplamiento la conformacién empleada en el proceso de docking es la co-cristalizada, por
ello el software obtiene valores de energia para un complejo de mayor estabilidad. Todos estos
resultados permiten inferir que el protocolo de acoplamiento o docking establecido, permite
obtener resultados de alta exactitud para compuestos que puedan interactuar en el sitio activo

de la enzima.

Figura 3.5: Superposicién de la conformacién del ligando pseudo-hexasacérido derivado de acarbosa
co-cristalizado en el sitio activo de la enzima 1HXO (estructura gris) y de otra conformacion (estructura
verde). a) Antes al proceso de acoplamiento, b) posterior al proceso de acoplamiento empleando los

parametros P3 descritos en la tabla 3.4.
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o «a-glucosidasa

Para la validacién del protocolo de acoplamiento frente a estructura de la enzima 2QM], se
encontré que las coordenadas del ligando eran x= -20.78, y= -6.7, z=-5.33. El ligando co-
cristalizado de esta estructura corresponde a la acarbosa, en la que los &tomos mas alejados se
encuentran a una distancia de 15 A. En la figura 3.6 se presenta la ubicacién de la rejilla con un

tamario de 30 A en las tres direcciones de coordenadas.

Figura 3.6: Representacion grifica de las coordenadas de la rejilla centrada en el ligando de la

estructura 2QM] visualizadas en MAESTRO 11.512,

De acuerdo con los datos recopilados en la tabla 3.5, se encontr6 que el conjunto de
coordenadas y tamano de la rejilla denominado como “P2” reproduce de mejor forma la
conformacion del ligando co-cristalizado. Al igual que en el caso de los RMSD encontrados para
el pseudo-hexasacarido co-cristalizado con la estructura de la amilasa 1HXO, se encontraron
valores de RMSD altos para el re-docking de la acarbosa co-cristalizada en la estructura 2QM],
esto se explica por el nimero de enlaces rotables (22) y por el hecho de no limitar la rotacion

de los enlaces establecidos como rotables por el software.
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Tabla 3.5: Parametros de la rejilla empleado en ensayos de validacion del protocolo de docking para la
enzima a-glucosidasa. Las condiciones de P2 son las que mejor permiten reproducir las medidas

experimentales. El ligando corresponde a acarbosa.

Cédigo Coordenadax Coordenaday Coordenadaz Tamaiio (A) RMDS (A)

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

Por otro lado, al realizar el estudio de acoplamiento entre una estructura de acarbosa en una
conformacion diferente a la presentada por la acarbosa co-cristalizada, se encontré que el
protocolo definido predice el modo de unidn entre el ligando y el sitio activo. Para el re-docking
se encontro una energia de afinidad de -8.7 kcal/mol, mientras que en el caso del acoplamiento
con la acarbosa en otra conformacidn una energia de afinidad de -8.1 kcal/mol. En la siguiente
figura se presenta la conformacién antes y después del proceso de acoplamiento realizado por
el software Autodock Vina 1.1.218, Es de resaltar, que la remocion de moléculas de agua del sitio
activo impacta en la exactitud del modelo frente a la conformacién co-cristalizada, ya que se ha
determinado que ciertas moléculas de agua generan puentes de hidrégeno en el sitio activo que
permiten la estabilizacién del ligando y los residuos de aminoacidos®. No obstante, para el
presente trabajo se determiné que la exactitud del modelo es suficiente para predecir posibles
modos de union de los compuestos de interés, ya que aun asi reproduce la ubicacién y gran

parte de la conformacion de los anillos de la acarbosa.
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Figura 3.7: Superposicion de la conformacion del ligando acarbosa co-cristalizado en el sitio activo de
la enzima 2QM] (estructura gris) y de otra conformacién (estructura verde). a) Antes al proceso de
acoplamiento, b) posterior al proceso de acoplamiento empleando los parametros P2 descritos en la

tabla 3.5.

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

Juss y las enzimas a-amilasa y a-glucosidasa

En el capitulo 2 se habia identificado por métodos metabolémicos a las saponinas y los
polifenoles como los compuestos con posible actividad inhibitoria de las enzimas de las hojas
de Passilfora ligularis; asi mismo las sefiales para los derivados del acido glutamico estan entre
las VIPs. Por esta razén se seleccionaron los compuestos listados en la tabla 3.2 para ser
ensayados in silico en el presente trabajo. Entre estos compuestos se tienen flavonoides no

glicosilados, flavonoides glicosilados tipo O-glicésidos, ésteres de malonato y acetato con
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flavonoides O-glicosilados y los diferentes diasteroisomeros de las saponinas que no han sido

elucidadas completamente (ver secciéon 3.2.3).
A) a-amilasa

El estudio de acoplamiento molecular realizado entre los compuestos de la tabla 3.2 y la
estructura rigida de la enzima a-amilasa pancreatica porcina 1HXO0, permitié identificar que
bajo las condiciones modeladas todos los compuestos interactiian en el sitio activo de la
proteina, y los complejos alli formados serian energéticamente viables. Para comparar estos
resultados se usaron como control positivo tres inhibidores de la enzima previamente
reportados: uno de uso clinico (acarbosa), los productos naturales sinigrinal4 y el compuesto
polifendlico 32., el cual corresponde a un C-flavonoide identificado de hojas de P. bogotensis

con un ICsg en glucosidasa de Saccharomyces cereviceae 10 veces menor a acarbosals.

Adicionalmente se realiz6 un proceso de “normalizacién” de las energias obtenidas mediante el
software AutoDock Vina 1.2.118, al determinar la eficiencia del ligando, parametro que relaciona
la energia de afinidad con el nimero de &tomos pesados del ligando20. Este parametro puede
ser calculado a nivel experimental mediante la determinacion de la K; del ligando o a nivel
tedrico empleando el valor de energia de afinidad calculado, esta aproximacion permite realizar
comparaciones de la potencia de una sustancia cuando se dispone de los datos experimentales
o en el screening virtuales para diferenciar ligandos con valores de energia de afinidad cercanos
21; en el presente caso se emplea con este tltimo fin. Aunque los valores de eficiencia de ligando
son utiles en el proceso de clasificacion de ligando como posibles inhibidores, se deben tener
en cuenta otros criterios como lo es el perfil de interacciones que presenta, ya que los modos
de union calculados entre los ligandos y la proteina podrian no involucrar aminoacidos claves
en la catalisis enzimatica, como la triada catalitica o los aminoacidos que estabilizan el sustrato.
De acuerdo a lo anterior, en el presente trabajo se seleccionaron estos dos criterios en conjunto

para la clasificacion de los diferentes ligandos identificados en hojas de P. ligularis.

De esta forma, mediante los valores recopilados en la tabla 3.6 se identific6 que todos los
compuestos de naturaleza polifenélica poseen una eficiencia del ligando tedrica superior al
pseudo-hexasacarido derivado de acarbosa (-0.18Kcal*atomo/mol), mientras que las

saponinas poseen valores cercanos o igualer a éste, mas no superiores. De igual forma, al
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comparar con la eficiencia calculada para el compuesto 32 (-0.20 Kcal*atomo/mol) con los
compuestos identificados en P. ligularis se encontré la misma tendencia. Por otra parte, s6lo los
flavonoides no glicosilados presentan una eficiencia cercana a la sinigrina (-0.25
Kcal*atomo/mol). Respeto a los aminodacidos 2 y 3, presentan los mejores valores de eficiencia,
debido a su bajo peso molecular; a pesar de esto, los modos de unién calculados muestran que
solo interactian con un par de aminoacidos del sitio activo, por lo que se considera su

interacciéon como insignificante al momento de inhibir la actividad enzimatica.
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Tabla 3.6: Datos del acoplamiento molecular y anélisis de similitud de interaccién ligando-proteina entre la a-amilasa pancreatica porcina 1HXO0 y los

ligandos identificados en hojas de P. ligularis, pseudo-hexasacarido derivado de acarbosa, sinigrina y compuesto 32.

Gly306

Coeficient
Eficiencia del ta:il(:lito Coeficient
. Energia de Niuimero . . s Aminoacidos ede Coeficiente de
Tipo de L . ligando Residuos de aminoacidos . respecto . .
Compuesto afinidad de atomos . involucrados en . tanimoto tanimoto
compuesto (kcal*atomo de contactoa 4 A A ligando
(kcal/mol) pesados puentes de hidrégeno respecto a respecto a
pesado/mol) cristc:l-iza 4 | sinigrina compuesto 32
]
Pseudo- Pseudo- -11.7 65 -0.18 Trp59, Try62, Gln63, Val163, Trp59, Gln63, Val163, NA 0.444 0.369
hexasacarido hexasacarido Gly164, Leul65, Argl195, Gly164, Leul65,
derviado de Asp197, Ala198, Lys200, Argl195, Ala198,
acarbosa His201, Glu233, Glu240, Lys200, His201,
(ligando co- His299, Asp300, His305 Glu233, Glu240,
cristalizad) His299, Asp300,
His305
Sinigrina glucosinolato -5.6 22 -0.25 Val163, Leul65, Asp197, Asp197 0.444 NA 0.596
His305
2 Aminoacido -4.4 9 -0.48 Asp197 Asp197 0.031 0.054 0.043
3 Aminoéacido -4.7 10 -0.47 Ser105, GIn161 Ser105 0.027 0 0
14 Flavonoide -8.9 19 -0.46 Trp59, Tyr62, Gln63, Val163 GIn63 0.346 0.692 0.512
no
glicosilado
15.1 Saponina -10.6 60 -0.18 Trp59, Gln63, Ala107, Tyr151, Argl95, 0.698 0.520 0.353
Tyrl51, Leul62, Val163, Glu233, Asp300
Arg195, Ala198, Lys200,
His201, Glu233, le235,
Asp300, His306
15.2 Saponina -9.8 60 -0.16 Asn53, Trp59, Gly 106, Gly106, Tyr151, 0.643 0.500 0.360
Ala107, Ala108, Tyr151, Asp197
Leul62,Vall63, Leul65,
Asp197, Lys200, His201,
Ile235, His305
16 Flavonoide -9.0 21 -0.43 Trp59, Tyr62, Vall163, Asp197 0.346 0.692 0.694
no Asp197
glicosilado
17 Flavonoide -8.7 32 -0.26 Trp59, Gln63, Val163, GIn63, Arg195, Asp197, 0.519 0.750 0.500
0-glicosilado Arg195, Asp197, Asp300, Asp300




Capitulo 3 123
Coeficient
L € de Coeficient
. . Eficiencia del © L tanimoto . .
Tino de Energia de Nimero ligando Residuos de aminoscidos Aminoacidos respecto ede Coeficiente de
Compuesto P afinidad de atomos 8 p I involucrados en X p tanimoto tanimoto
compuesto (kcal*atomo de contacto a4 A s, ligando
(kcal/mol) pesados puentes de hidrégeno respecto a respecto a
pesado/mol) co- AR
. . sinigrina compuesto 32
cristalizad
)
17a Flavonoide -9.7 31 -0.31 Trp59, Tyr62, Gln63, Val163, | GIn63, Asp197, Asp356 0.346 0.579 0.788
0-glicosilado Asp197, His306, Asp356
18 Flavonoide -9.1 39 -0.23 Trp59, Val163, Arg195, Arg195, Val234 0.571 0.632 0.430
0-glicosilado Lys200, Val234, 11e235,
esterificado Asp300, Gly306
con malonato
19 Flavonoide -8.2 32 -0.26 Try62, Try151, Leul62, Arg195, Lys200, 0.630 0.421 0.383
0-glicosilado Val163, Arg195, Ala198, Glu233
Lys200, Glu233, Asp300
19a Flavonoide -9.9 31 -0.32 Trp59, Try62, Gln63, Ser105, Ser105, Asp197 0.496 0.468 0.492
0-glicosilado Val163, Leul65, Asp197,
His305
20 Flavonoide -8.2 34 -0.24 Trp59, GIn63, Val163. Trp59, GIn63, Asp197, 0414 0.525 0.368
0-glicosilado Asp197, Glu233, Gly306 Glu233,
21 Flavonoide -9.0 38 -0.24 GIn63, Tyrl51, Leul62, GIn63 0.630 0.722 0.493
0-glicosilado Val163, Lys200, His201,
esterificado Ile235, Asp300, H305
con malonato
22 Flavonoide -8.6 40 -0.22 Trp59, Try151, Leul62, Glu233, Ile235, Asp300 0.429 0.421 0.250
0-glicosilado Val163, Lys200, His201,
esterificado Glu233, Ile235, Asp300,
con malonato His305
25 Flavonoide -9.6 30 -0.32 Trp59, Leul62, Val163, His201 0.481 0.500 0.366
0-glicosilado His201, H299, Asp300,
Gly306
26 Flavonoide -9.0 20 -0.45 Trp59, Tyr62, Gln63, Val163, Asp197 0.385 0.769 0.750
no Arg195, Asp197
glicosilado
27 Flavonoide -89 21 -0.42 Trp59, Tyr62, Gln63, Val163 GIn63 0.385 0.769 0.787
no
glicosilado
28 Flavonoide -9.6 33 -0.29 Trp59, Tyr62, Gln63, Gly106, GIn63, Gly164 0.483 0.429 0.431
0-glicosilado Ala107, Val163, Gly164,
esterificado His305

con acetato
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Coeficient
I € de Coeficient
. . Eficiencia del N tanimoto .
. Energia de Nimero . . s Aminoacidos ede Coeficiente de
Tipo de . 2 . ligando Residuos de aminoacidos . respecto . .
Compuesto afinidad de atomos . involucrados en - tanimoto tanimoto
compuesto (kcal*atomo de contactoa 4 A s, ligando
(kcal/mol) pesados puentes de hidrégeno respecto a respecto a
pesado/mol) co- AR
cristalizad sinigrina compuesto 32
o

29.1 Saponina -9.2 59 -0.16 Pro54, Trp59, Asp197, Asp197, Asp300, 0.385 0.429 0.355

Asp300, His305, Gly306, Trp357
Val354, Trp357

29.2 Saponina -10.3 59 -0.17 Trp58, Trp59, Tyrl51, Try151, Lys200 0.586 0.500 0.360
Leul62,Vall63, Leul65,
Lys200, His201, His305

30.1 Saponina -10.3 60 -0.17 Trp58, Trp59, Tyrl51, Lys200 0.586 0.500 0.360
Leul62, Val163, Lys200,
His201, 1le235, His305

30.2 Saponina -10.2 60 -0.17 Trp58, Trp59, Tyrl51, Tyr151, Glu233 0.607 0.524 0.360
Leul62,Vall63, Leul65,
Lys200, His201, Glu233,

His305

31.1 Saponina -10.5 60 -0.18 Trp58, Trp59, Tyr62, Tyrl51, Try151, Lys200 0.586 0.500 0.360
Leul62, Val163, Lys200,
His201, Glu233, Ile235,

Glu240, His305

31.2 Saponina -10.3 60 -0.17 Trp58, Trp59, Tyrl51, Try151, Lys200 0.586 0.524 0.369
Leul62,Vall63, Leu265,
Lys200, His201, Glu233,
[le235, Glu240, His305,

Gly306
32 Flavonoide -9.2 45 -0.20 Trp59, Tyr62, Gln63, Val163, GIn63, Asp197 0.369 0.596 NA

C-glicosilado

Argl195, Asp197
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Los resultados del acoplamiento entre la estructura de la proteina rigida y los ligandos flexibles,
muestran que la mayoria de los compuestos estudiados interactian con los aminoacidos del
sitio activo de la enzima, inclusive con uno o dos aminodacidos de la triada catalitica descrita por
Quian et al; sin embargo, para que esta interaccion sea considerada como relevante debe ser
mediante puentes de hidrégeno. Esta triada esta compuesta por los residuos Asp197, Glu233 y
Asp3005; los cuales participan en el mecanismo de reaccion a través de un ataque nucleofilico
al enlace glicosidico y una catdlisis acido base. De igual forma, se identificaron aminoacidos
necesarios para generar interacciones de menor magnitud, necesarias para la estabilizacion y
reconocimiento del sustrato, como interacciones hidrofébicas con los residuos de aminoacidos
apolares Vall62, Leul65; interacciones tipo m-m stacking con el residuo Tyrl51; estas
interacciones se presentan con la cadena carbonada de los carbohidratos a hidrolizar5. En
cuanto a las interacciones entre el ligando co-cristalizado se encontr6 que presenta puentes de
hidrégeno con los tres aminoacidos de la triada catalitica, y por su tamafio posee interacciones
de menor magnitud con los residuos de aminoacidos anteriormente mencionados. La figura 3.8

representa graficamente la union entre algunos ligandos y el sitio activo de la enzima.
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Figura 3.8: Representacion grifica del sitio de unidn de los ligandos a) pseudo-hexasacarido derivado
de acarbosa, b) compuesto ligularésido C 15.1, ¢) compuesto quercetina-3-0-glucésido 17 y d)
compuesto luteolina-7-0-glucdsido 17a, en la estructura de la a-amilasa pancreatica porcina, mostrando
los aminoacidos de contacto (a 4 A). Se observan interacciones de puentes de hidrégenos (linea punteada

naranja) con aminoacidos claves en la catalisis de hidrélisis y estabilizacion del sustrato.
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La comparacion de los perfiles o patrones de interacciéon generado entre inhibidores y el sitio
activo de la enzima, respecto a las interacciones generadas por lo compuestos, se esquematiza
en la matriz de interacciones de la figura 3.9. En esta se observa un patrén de coloracién de
acuerdo con la presencia de una interaccidn entre el residuo de aminodacido y el ligando, es asi
como se genera un “fingerprint” de interacciones caracteristico de cada ligando. De esta forma
se identificéd que la mayoria de los compuestos presentan una interacciéon con el aminodacido
Asp197, mas no con el aminoacido Glu233; aunque cabe mencionar que esta interaccién no
siempre fue de tipo puente de hidrégeno. Pese a que la matriz de interacciones evidencia una
alta similitud entre las interacciones de inhibidores usados como control positivo y
compuestos, su limitacion radica en clasificar correctamente el grado de similitud entre estos,
por lo tanto se empled el coeficiente de tanimoto para este fin12. Este coeficiente considera a las
interacciones entre un compuesto y la proteina como un conjunto, de forma que para comparar
numéricamente los perfiles de interaccion de los inhibidores y los compuestos de estudio, se
realiza un calculo que relaciona el nimero de elementos similares entre los dos conjuntos

respecto al nimero de elementos diferentes?!2,

De forma puntual, el andlisis de interacciones arrojé que los compuestos de mayor tamafio,
como las saponinas y algunos flavonoides glicosilados con ésteres del acido malénico,
presentan un patrén de interaccion modelado de mayor similitud al derivado pseudo-
hexasacarido de acarbosa; es mas algunos de los diasteroisémeros de las saponinas 15, 30, y
31; y el compuesto kaempferol 3-0-(6"-malonil)-glucésido (21) poseen los coeficientes de
tanimoto mas altos. Respecto al patrén de interacciéon de la sinigrina se observd que los
compuestos polifendlicos de menor tamafio presentaron mayor similitud con este patrén
positivo, tal es el caso de flavonoides no glicosilados como el 14, 16, 26 y 27. Finalmente, los
compuestos con mayor similitud en la interaccién respecto al compuesto 32 segtin los datos de
la tabla 3.6, un flavonoide C-glicosidado, fueron los compuesto 16, 17a, 26 y 27, tres de los
cuales corresponden a flavonoides no glicosilados. Por otra parte, los aminoacidos 2 y 3 no
presentaron similitud con los patrones de interaccion de los inhibidores de referencia, ademas
de presentar valores de energia de afinidad bajo. Lo anterior indicaria que a pesar de que se
pueda presentar algun tipo de interaccion con residuos del sitio activo no serian interacciones

considerables para generar la inhibicion en la actividad enzimatica.
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En relaciéon con cambios en el perfil de interacciones entre flavonoides de un mismo nucleo
estructural se encontré que la glicosilaciéon aumenta el nimero de interacciones favorables
entre los aminoacidos del sitio activo y el compuesto, puesto que al comparar el perfil de
interacciones de un flavonoide no glicosilado como el kaemferol (27) con el perfil del
kaempferol-3-0-glucésido, se encontr6 que este ultimo presenta interacciones de mayor
magnitud tipo puente de hidrégeno con el aminoacido Glu233, perteneciente a la triada
catalitica. Ademas de interactuar con otros aminoacidos claves en el reconocimiento del ligando
como la Tyr52, Tyr1517; esta tendencia también fue presentada en el caso de la apigenina (26)
y la apigenina-7-0-glucésido. Por otra parte, la esterificacion con malonato de los flavonoides
O-glicosido impacta en el perfil de interacciones calculado, como en el caso del compuesto 18
quercetin-3-0-(6"-malonil)glucésido, en donde no se encuentran interaccién con los
aminodacidos de la triada catalitica a diferencia del compuesto 17 quercetin-3-0-glucésido; esto
se puede explicar por la repulsién de cargas que tendria el grupo carboxilo del malonato con

las cargas negativas de los aminoacidos acidos que conforman la triada catalitica.

En cuanto a las saponinas resalta el comportamiento observado por los diasteroisémeros del
ligularésido C (compuesto 15), en el cual el cambio en la configuracién absoluta del carbono 22
impacta significativamente en la eficiencia del ligando y el perfil de interacciones calculado. En
este caso, se determiné que el diasteroisémero con configuracién absoluta RR en las posiciones
20 y 22, presenta tanto una mejor eficiencia de ligando e interactia mas parecido al pseudo-
hexasacarido; ademds presenta dos puentes de hidrégeno con los aminoacidos Glu233 y
Asp300. Lo anterior esta relacionado con la disposicion de la cadena lateral de la saponina, ya
que es el hidroxilo y el carbonilo presente en esta parte del compuesto los que generan los

puentes de hidrégeno, como se observa en la figura 3.8b.
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Figura 3.9: Matriz de interacciones entre la a-amilasa pancreatica porcina estructura 1HXO0 y los
ligandos estudiados, incluyendo los controles positvos sinigrina y pseudo-hexasacarido dervidado de
acarbosa. En el eje horizontal se encuentra la posicién del aminoacido y en el eje vertical los ligandos, se
enmarcan los aminoacidos de la triada catalitica. La coloracién indica que se encontrd algin tipo de
interaccion entre el aminoacido y el ligando; y varia de acuerdo a la posiciéon del aminoacido en la
proteina. En el recuadro en la parte derecha del grafico se esquematiza el conteo de interacciones del

ligando con los residuos de aminodcidos.

Como resultado de la integracion de los datos de eficiencia de ligando, y los perfiles de
interaccion, se seleccionaron al ligularésido C (diasteroisomero 15.1), la quercetina-3-0-
glucosido (17), la luteolina-7-0-glucésido (17a), el kaempferol-3-0-glucdsido (19) y a la
apigenina-7-0-glucdsido (19a); como los compuestos con mayor potencial como inhibidores de
la a-amilasa pancreatica porcina. Esto se debe a que en este modelo computacional poseen
valores de eficiencia de ligando iguales o superiores al pseudo-hexasacarido derivado de

acarbosa, también generan interacciones de tipo puente de hidrégeno con uno o mas
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aminoacidos de la triada catalitica, interactian con otros aminodacidos claves del sitio activo, y
finalmente poseen perfiles de interacciones muy similares a los inhibidores empleados como
comparacion. Este hallazgo se contrasta en la secciéon 3.2.6, en donde se integran estos

resultados con la evaluacion de la actividad bioldgica en los modelos in vitro correspondientes.
B) Estudios con la enzima a-glucosidasa

En el caso de los estudios de acoplamiento entre la estructura rigida de la subunidad N-terminal
de la glucomaltasa intestinal humana 2QM], se evidenci6 que tanto los compuestos polifenoélicos
como las saponinas presentan interacciones con el sitio activo de la enzima, de acuerdo con el
modelo planteado (ver tabla 3.7). Los compuestos polifendlicos son los que presentan una
mayor eficiencia de ligando, superior a la presentada por la acarbosa (-0.17Kcal*atomo/mol);
mientras que las saponinas con sus correspondientes diasteroisémeros presentaron valores
inferiores. Para esta enzima la triada catalitica corresponde a los residuos Asp203, Asp327,y
Asp4439, y se observdé que la mayoria de los ligandos estudiados interactian con los
aminoacidos de la triada catalitica, aunque también lo hacen con otros aminoacidos polares del
sitio activo mediante interacciones de puentes de hidrogeno. De igual forma, los ligandos
presentaron interacciones con residuos de aminoacidos claves para la estabilizaciéon de los
ligandos, como la Tyr299, Arg526, Asp542, y His600, entre otros®. También se encontré la
tendencia que presentaron los compuestos con altos valores de eficiencia de ligando en el caso
de la a-amilasa, los cuales a pesar de poseer poseen una alta eficiencia no interactiian con
aminoacidos ni de la triada catalitica, ni con otros responsables del reconocimiento y
estabilizacién del ligando; en este grupo se encuentra los aminoacidos acido glutamico (2),

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

Algunas de estas interacciones se representan graficamente en la figura 3.10, evidenciandose
que algunos compuestos tienen una gran similitud en su interaccién con el sitios activo al
compararla con la presentada por la acarbosa, como el caso de los flavonoides glicosilados
esterificados con malonato, quercetin-3-0-(6"malonil)glucésido (18) e isoramnetin-3-0-
(6”"malonil)glucésido (22). Los valores de energia de afinidad, eficiencia de ligando, e

interacciones a menos de 4 A, se recopilan en la tabla 3.7.
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Tabla 3.7: Datos del acoplamiento molecular y anélisis de similitud de interaccién ligando-proteina entre la subunidad N-terminal de la glucomaltasa

humana 2QM] y los ligandos identificados en hojas de P. ligularis, sinigrina, acarbosa y compuesto 32.

con malonato

Try605

E . . Eficiencia del . Aminoacidos Coeficiente de Coeficiente Coeficiente de
. nergia de Numero . Residuos de . . . .
Compuesto Tipo de afinidad de 4tomos llgand? aminogcidos de involucrados en t.ammoto respecto de tanimoto | tanimoto
compuesto (kcal*atomo puentes de ligando co- respecto a respecto a
(kcal/mol) pesados contacto a 4 A . f - N
pesado/mol) hidrégeno cristalizado sinigrina compuesto 32
Acarbosa Pseudo- -7.5 44 -0.17 Asp203, Thr205, Tyr299, | Asp203, Asp327, NA 0.450 0.530
tetrasacarido Asp327, Trp406, Met444, | Met444, Arg526,
Arg526, Asp542, Phe575, | Asp542, His600
His600
Sinigrina glucosinolato | -5.9 18 -0.27 Tyr299, Asp327, Trp406, | Asp327,Asp443, 0.450 NA 0.542
Asp443, Arg526, Asp542, | Arg526
His605
2 Aminoacido -2.3 9 -0.26 Asp542 Asp542 0 0.021 0.012
3 Aminoacido -2.0 10 -0.20 GIn603 GIn603 0 0.013 0.010
14 Flavonoide -7.3 19 -0.38 Tyr299, Trp406, Met444, | Met444 0.350 0.818 0.391
no Asp542, Phe575
glicosilado
15.1 Saponina -8.1 60 -0.14 Asp203, Asn207, Asn209, | Asp203, Asn207, 0.500 0.611 0.477
Asp327, Asp443, Met444, | Asn209, Asp327,
Lys480, Arg526, Asp542, Asp443, Lys480,
Gln603 Arg526, Asp542,
GIn603
15.2 Saponina -7.8 60 -0.13 Thr204, Thr205, Asn207, | Thr205, Asn207, 0.636 0.450 0.368
Tyr299, Trp406, Trp441, | Arg526, Asp542
Arg526, Asp542, Phe575,
His600
16 Flavonoide -7.4 21 -0.35 Tyr299, Asp327, Trp406, | Arg526, Asp542 0.400 0.909 0.464
no Arg526, Asp542, GIn603
glicosilado
17 Flavonoide -7.9 32 -0.24 Tyr299, Asp327, Trp406, Arg526, GIn603 0.500 0.769 0.543
0-glicosilado Arg526, Asp542, Phe575,
GIn603
17a Flavonoide -8.2 31 -0.23 Arg202, Asp203, Tyr299, Arg202, Arg526, 0.524 0.452 0.382
0-glicosilado Asp327, Trp406, Arg526, | Asp542
Asp542, Phe575
18 Flavonoide -7.6 39 -0.19 Asp203, Thr205, Try299, Asp203, Thr205, 0.650 0.625 0.573
0-glicosilado Asp327, Trp406, Arg526, | Asp327, Arg526
esterificado Asp542, Phe575, His600, Tyr605
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. . Eficiencia del . Aminoacidos Coeficiente de Coeficiente Coeficiente de
Tipo de Er{el.'gla de Nul?1ero ligando Res.ldu,o S de involucrados en tanimoto respecto de tanimoto | tanimoto
Compuesto afinidad de atomos " aminoacidos de .
compuesto (kcal/mol) pesados (kcal*atomo contacto a 4 A puen’tes de ligando co- respecto a respecto a
pesado/mol) hidrégeno cristalizado sinigrina compuesto 32
19 Flavonoide -7.8 32 -0.24 Thr205, Tyr299, Asp327, Thr205, Arg526, 0.524 0.611 0.569
0-glicosilado Trp406, Arg526, Asp542, | Asp542
Phe575, GIn603
19a Flavonoide -8.0 31 -0.26 Arg202, Asp203, Thr205, Asp203, Thr205, 0.469 0.406 0.444
0-glicosilado Asp327, Asp443 Asp327, Asp443
20 Flavonoide -7.0 34 -0.21 Tyr299, Asp327, Trp406, Arg526 0.473 0.851 0.407
0-glicosilado Arg526, Asp542, Phe575
21 Flavonoide -8.1 38 -0.21 Arg202, Thr205, Tyr299, Thr205, Asp443, 0.364 0.643 0.542
0-glicosilado Trp406, Asp443, Asp542, | Asp542
esterificado Phe575
con malonato
22 Flavonoide -7.7 40 -0.19 Asp203, Tyr299, Asp327, | Asp203, Asp327, 0.636 0.611 0.378
0-glicosilado Asp443, Arg526, Asp542 Asp443, Arg526
esterificado
con malonato
25 Flavonoide -84 30 -0.28 Asp203, Thr204, Thr205, | Asp542 0.450 0.467 0.354
0-glicosilado Trp406, Asp443, Asp542
26 Flavonoide -7.5 20 -0.38 Tyr299, Asp327, Trp406, Arg526, Asp542, 0.400 0.909 0.372
no Asp542, Phe575, GIn603 GIn203
glicosilado
27 Flavonoide -7.3 21 -0.35 Tyr299, Trp406, Asp443, | Asp443 0.400 0.909 0.392
no Arg526, Asp542, Phe575,
glicosilado GIn603
28 Flavonoide -8.2 33 -0.25 Thr205, Tyr299, Trp406, Thr205 0.579 0.533 0.457
0-glicosilado Asp542, Ph575
esterificado
con acetato
29.1 Saponina -7.8 59 -0.13 Thr205, Phe450, Leu473, | Thr205, Thr544 0.250 0.095 0.341
Lys480, Thr544
29.2 Saponina -7.8 59 -0.13 Tyr299, Trp406, Trp441, | Asp474, Lys480, 0.478 0.421 0.329
Met444, Asp474, Lys480, | Arg526
Arg526, Asp542, Phe575,
His600
30.1 Saponina -7.9 60 -0.13 Asn207, Trp206, Phe450, | Asn204, Thr544, 0.280 0.190 0.345
Thr544, Asp549, Phe575, | Asp549
Ala576
30.2 Saponina -7.8 60 -0.13 Tyr299, lle328, 1le364, Asp452, Lys480 0.565 0.381 0.411

Trp406, Trp441, Met444,
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P . Eficiencia del . Aminoacidos Coeficiente de Coeficiente Coeficiente de
. Energia de Numero . Residuos de . . . .
Tipo de . . ligando L involucrados en tanimoto respecto de tanimoto | tanimoto
Compuesto afinidad de atomos x4 aminoacidos de .
compuesto (kcal*atomo 2 puentes de ligando co- respecto a respecto a
(kcal/mol) pesados contactoa 4 A S f . L
pesado/mol) hidrégeno cristalizado sinigrina compuesto 32
Asp452, Lys480, Phe575,
His600
31.1 Saponina -7.8 60 -0.13 Arg202, Tyr299, Asp327, Arg202, Asp474 0.583 0.348 0.388
le364, Trp406, Trp441,
Asp474, Trp539, Phe575,
His600
31.2 Saponina -7.7 60 -0.12 Asp203, Thr205, Phe450, | Thr205 0.148 0.091 0.215
Lys480
32 Flavonoide -8.4 45 -0.19 Asp327, Lys480, Arg526, Arg526 0.530 0.542 NA

C-glicosilado

Asp542, Ala576
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Figura 3.10: Representacion grafica del sitio de unidn de los ligandos a) acarbosa, b) quercetin-3-0-
(6”"malonil)-glucésido (18) c) apigenina-7-0-glucésido (19a), y d) isoramnetin-3-O-(6"malonil)-
glucoésido (22), en la estructura la subunidad N-terminal de la glucomaltasa humana, mostrando los
aminoacidos de contacto (a 4 A). Se observan interacciones de puentes de hidrégenos (linea punteada

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

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

con su tamafio, ya que por una parte poseen un nucleo tipo lanostano, unido a una cadena lateral
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oxigenada por un extremo y por el otro a un disacarido derivado de N-acetil glucosamina. El
comportamiento opuesto se encontrd para los compuestos polifendlicos sin glicosilacién como
el 14 y 16; en los que, aunque se presentaron menores interacciones se encontr6 una mayor
eficiencia de ligando, son estos compuestos los de mayor similitud al patrén de interaccién de
la sinigrina de acuerdo con el calculo del coeficiente de tanimoto. De igual forma, no se encontré
similitud en los patrones de interacciéon entre los aminoacidos 2 y 3 con alguno de los
inhibidores, por lo que no se esperaria actividad inhibitoria por parte de estos aminoacidos. En
el caso de las saponinas el efecto de los cambios en la configuracién absoluta de los centros
quirales de la cadena lateral no tuvo un impacto tan marcado con en el caso de las interacciones

y energia de afinidad entre estos y la enzima a-amilasa.
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Figura 3.11: Matriz de interacciones entre la subunidad N-terminal de la glucomaltasa intestinal
humana estructura 2QM] y los ligandos identificados en hojas de P. ligularis, sinigrina y pseudo-
hexasacarido dervidado de acarbosa. En el eje horizontal se encuentra la posiciéon del aminoacido y en el
eje vertical los ligandos, se enmarcan los aminoacidos de la triada catalitica. La coloracidén indica que se

encontro algun tipo de interaccion entre el aminoacido y el ligando.
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En conjunto, los compuestos que presentaron valores de eficiencia de ligando superiores a la
acarbosa, interacciones de puentes de hidrégeno con uno o mas aminoacidos de la triada
catalitica y coeficientes de tanimoto que indican similitud respecto al patrén de interacciones
de los compuestos inhibidores usados como control positivo son: quercetin-3-0-
(6”malonil)glucosido (18), apigenina-7-0-glucésido (19a), kaempferol3-0-
(6”malonil)glucésido (21) e isoramnetin-3-0-(6"malonil)glucésido (22). Lo anterior, indica
que la esterificacién con malonato podria repercutir en el nimero de interacciones efectivas
para la formacién del complejo ligando-receptor, puesto que al comparar con sus analogos no
esterificados los compuestos 18, 21 y 22 se encuentra que estos ultimo no interactiian con
ciertos aminoacidos claves para la inhibicion enzimatica. Un ejemplo de ello es que al comparar
el perfil de interacciones presentado por los compuestos isoramentin-3-0-glicésido (20), con
el de su andlogo esterificado compuesto 22, muestra que 20 genera interacciones de puentes
de hidrégeno con el aminodcido Arg526, mientras que el compuesto 22 lo hace con los
aminoacidos Asp203, Asp327, Asp443 y Arg526; tres de los cuales pertenecen a la triada
catalitica. Es decir 22 tiene un perfil de interacciones mas efectivo para la inhibicién. Estos
hallazgos, soportan el hecho de que la adicién de unidades de carbohidratos simples, con o sin
modificaciones tipo esterificiacidn, generan interacciones adicionales con los aminoacidos del

sitio activo de la enzima a través de puentes de hidrégeno con residuos de aminoacidos polares.
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3.2.6 Ensayos de actividad inhibitoria sobre las enzimas a-amilasa y
a-glucosidasa de fracciones y compuestos identificados en hojas

de Passiflora ligularis Juss.

En esta seccion se presentaran los resultados de la evaluacién de la actividad inhibitoria sobre
estas enzimas por parte de las fracciones, y compuestos aislados e identificados. Los
compuestos a ensayar fueron los flavonoides crisina (14), catequina (16), quercetina-3-0-
glucésido (17), kaempferol-3-0-glucésido, crisin-7-0-(6"-acetil)glucésido (28), la saponina
ligularésido C (15) y el aminoacido glutamina (3), puesto que los estudios metaboldmicos de la
secciéon 2.2.4, indicaron que ellos podrian ser los responsables de las variaciones en la actividad
biolégica en los diferentes extractos polares de hojas de P. ligularis. Estos datos experimentales

in vitro buscan validar los estudios in silico como herramienta complementaria de validacién.

El hecho de haber identificado disacaridos, como la sacarosa, en el extracto podria suponer una
posible interferencia para el ensayo de inhibicién enzimatica, puesto que este carbohidrato es
sustrato de este tipo de enzimas. Por lo anterior se buscé eliminar este tipo de compuestos con
el fin de eliminar estas posibles interferencias. Asi, se procedio a fraccionar 4 de los extractos
activos, incluidos en los andlisis OPLS-DA, usando butanol para obtener fracciones organicas y
fracciones acuosas remanentes. Cada una de estas fracciones fue valorada en los ensayos de
inhibicion, y se evidenci6 que la fase organica concentra la actividad inhibitoria. En esta fase
butandlica se concentran los compuestos polares no idnicos presentes en el extracto inicial. En
la figura 3.12 se presentan los cromatogramas a 340nm que muestran que los compuestos
polifendlicos se concentran de forma mayoritaria en la fase butanoélica; y se muestra en el
espectro de RMN la presencia de saponinas y de flavonoides, que son minoritariosd respecto a

las primeras.

En la tabla 3.8 se presentan los porcentajes de inhibicién sobre la actividad catalitica de las
enzimas de interés. La fraccion acuosa remanente presenta los menores % de inhibicion en la
mayoria de los casos, esto puede indicar que algunos compuestos activos no fueron extraidos
en la fase organica; como evidencia de ellos se presentan los cromatogramas de la figura 3-12b

en donde se observa que a pesar de que la mayoria de los compuestos polifenoélicos fueron
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extraidos por el butanol, algunos se mantienen en la fase acuosa remanente al compararlos con
el perfil cromatografico del extracto acuoso inicial. Esto se debe a que algunos flavonoides son
ionizables dada su esterificacion con malonato, aspecto que disminuiria su concentracién en la
fase organica; por lo tanto, el pH es un factor a controlar en la extraccién. Finalmente, los
valores no proporiconales entre el % de inhibicion del extracto crudo respecto a los obtenidos
tras el fraccionamiento, se podria explicar por el efecto de la coloracion de los extractos en la
deteccion de la actividad enzimatica, principalmente en el ensayo de a-amilasa. Sin embargo,
esta aproximacién permitié evidenciar que la actividad se concentra principalmente en

compuestos polares no iénicos.
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Figura 3.12: a) Cromatogramas a 340nm del extracto acuoso (linea negra), fase acuosa remanente
(linea azul) y fase organica (linea rosa) de las muestras C1A7. b) perfil RMN de extracto acuoso (linea

naranja), fase acuosa remanente (linea verde) y fase organica (linea azul) de las muestras C1A7.

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

remanentes de algunas muestras incluidos en el analisis tipo OPLS-DA.

a-glucosidasa a-amilasa
o Y o Y
O%Inhibicion %eInhibicién | % %Inhibicion | voInhibicién | %
extracto ., s sz extracto ., s s
fraccion Inhibicion fraccion Inhibicion
Muestra acuoso o i acuoso o iy
. acuosa fraccion . . acuosa fraccion
fraccion L1 fraccion 1
remanente butandlica remanente butandlica
cruda cruda
H3A7 36.9 +3.9 6.7+ 3.0 25.2+1.0 83.4+13,4 30.2+5,1 70.1+ 5,7
H4A7 13.8+4.7 -5.4+ 0.5 2.3+ 0.5 89.2+ 5.2 40.8+ 5.9 80.2+ 10.5
J2A5 20.2 + 1.0 -5.3+ 3.6 12.0+ 0.1 60.8+ 4.7 35.2+ 6.3 62,50 + 7.58
C1A7 19.2 + 2.8 5.9+0.7 16.3+ 2.6 77.56+ 5.6 50.45+ 8.9 68.9+ 10.4
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Los compuestos mayoritarios dela fraccion butandlica corresponden a compuestos polifenélicos
glicosilados y no glicosilados, y saponinas, algunos de ellos se encontraban disponibles en el
laboratorio (aislados en este trabajo y en trabajos previos, o habian sido comprados) por lo que
se procedié a evaluar la concentracion inhibitoria 50 de ellos, incluyendo al aminoacido
glutamina, que en los andlisis metaboldmicos figuraba como candidato a activo. Como controles
positivos se usoé la acarbosa. En la tabla siguiente se resumen los valores de ICso obtenidos para
cada uno de los compuestos, cabe mencionar que la actividad inhibitoria se evalué partiendo de

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

Tabla 3.9: Actividad inhibitoria frente a las enzimas a-glucosidasa, presente en el extracto de intestino
de rata; y a-amilasa pancredtica porcina de algunos compuestos identificados en hojas de en hojas de

FPassiflora ligularis Juss.

I1Cs0 (LM)

Compuesto a-glucosidasa o-amilasa
Glutamina (3) >1.36mM >2.73mM
Crisina (14) >786.7 >1.57mM
Ligularésido C (15) >235.42 409.80+11.37
Catequina (16) >689.6 >1.37mM
Quercetin-3-0-glucésido (17) 15.37 + 1.05 31.04 + 1.06
Kaempferol-3-0-glucésido (19) 1.83 + 0.01mM 33.45+ 2.45
Crisin-7-0-(6"-acetil)-glucésido (28) >463.78 >873.36
Acarbosa (Control positivo) 156.6 + 1.11 234.1+15.9

Acorde con los datos de ICso para ambas enzimas de interés los compuestos con mejor actividad
inhibitoria son flavonoides glicosilados derivados de quercetina y kaempferol, presentando
valores de ICsp incluso menores que el valor determinado para la acarbosa, clinicamente
utilizado para el tratamiento de la diabetes. No se encontré inhibicion de la actividad enzimatica
por parte de otros compuestos polifenélicos como la catequina, crisina y sus derivados, dentro
del rango de concentraciones evaluadas. Respecto a las saponinas, el compuesto 15 presento
actividad inhibitoria frente a la a-amilasa, aspecto que es acorde a los resultados de
acoplamiento molecular. Finalmente, el aminoacido evaluado no presenté actividad alguna.
Estos hallazgos permiten validar los resultados del analisis por OPLS-DA para la a-amilasa, en el

que la diferenciacion de las muestras entre activas (A) y no activas (N) se da por cambios en
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variables de desplazamiento quimico relacionados con compuestos de naturaleza terpenoidal

(saponinas) y polifenolicas (flavonoides).

En el caso de los resultados de andlisis OPLS-DA para a-glucosidasa, estos resultados solo
validan la relacion entre los cambios de actividad y los cambios en compuestos polifendlicos. En
este punto es importante mencionar que no se disponia de la totalidad de los compuestos
identificados en los extractos polares de hojas de granadilla para la evaluacién de la actividad
inhibitoria enzimatica in vitro, por lo que esfuerzos posteriores a esta tesis deben realizarse en
este sentido,incluso buscando nuevas fuentes de este tipo de compuestos, como otras especies
de Passiflora las cuales se caracterizan por la produccién de saponinas con nucleo lanostano y
flavonoides tipo C-glicdsidos?5. Los flavonoides O-glicosidados no son comunes en este género

de plantas.

Por otra parte, al encontrar que la actividad bioldgica no se concentra en un compuesto en
especifico, ni en un solo tipo de compuestos, es de esperarse que la actividad inhibitoria de los
extractos se deba a sinergismos e inclusive a diferentes tipos de inhibicién enzimatica. Las
diferencias en la actividad bioldgica entre los diferentes extractos podrian estar relacionados no
so6lo con cambios en la concentracién de un tipo de compuestos, sino que también con cambios

en las proporciones de los compuestos bioactivos, lo que impactaria en los posibles sinergismos.

Los estudios de docking mostrados en las secciones anteriores muestran la viabilidad teérica de
la formacion de complejos ligando-receptor para la mayoria de los compuestos identificados en
las hojas de P. ligularis. No obstante, los valores de I1Cso permitieron establecer que la inhibicion
de la actividad enzimatica sélo es presentada por algunos compuestos, dentro de estos
flavonoides con mayor nimero de hidroxilaciones en su estructura como aquellos glicésidos
derivados del nucleo quercetina. Este hecho se confirma los hallazgos de los estudios de docking
en donde los flavonoides sin hidroxilaciones en el anillo B, como crisina y sus derivados, no

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

Es importante mencionar que los ligandos co-cristalizados poseen puentes de hidrégenos con

moléculas de agua presentes en el sitio activo, y ésta a su vez con residuos de aminoacidos
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polares, este tipo de interacciones también repercuten en las conformaciones adoptadas por la
proteinay el ligando. Es por ello, que los resultados de acoplamiento presentan un sesgo de base
relacionado con este aspecto. No obstante, los resultados de este estudio son coherentes con los
datos disponibles de ICso reportados para los flavonoides, tales como los derivados de
quercetina, kaempferol y crisina; en diferentes carbohidrasas?223.Estudios QSAR publicados en
la literatura cientifica comparan la actividad inhibitoria de 44 compuestos polifendlicos sobre la
enzima a-glucosidasa de Saccaromises de la con la estructura de diferentes compuestos
polifendlicos, como el caso de Proenca et al?2, muestran que los flavonoides con dos
hidroxilaciones en los anillos A y B y una en el anillo C son los mas activos frente a glucosil-
hidrolasas, este es el caso de los derivados de quercetina, lo que coincide con nuestros hallazgos.
En el estudio realizado por Tadera et al23. se concluyé que el carbonilo y la insaturacién presente
en el anillo C, junto con hidroxilaciones en los anillos A y B, aumentan la actividad inhibitoria de
las enzimas glucosil-hidrolasas por parte de compuestos polifendlicos; por lo que compuestos
de tipo flavonol son mas activos frente a estas enzimas. En esta tesis se confirmaron las
observaciones anteriores, puesto que los derivados de crisina y la catequina presentaron menor

actividad que otros polifenoles.

Finalmente, en el caso de las saponinas no se encontraron estudios relevantes sobre la inhibicion
de la actividad de glucosil-hidrolsasas por parte de saponinas con nucleo terpenoidal tipo
lanostano, caracteristico de aquellas identificadas en hojas de P. ligularis. Hecha esta salvedad y
dado que solo se dispuso de una de las cuatro saponinas identificadas en los extractos polares,
para la evaluacion de la actividad inhibitoria frente a las enzimas de interés, se deben
complementar los hallazgos del presente trabajo con estos otros compuestos para establecer el

papel de cada uno de estos compuestos sobre las variaciones en la actividad biologica.
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3.3 Conclusiones

El estudio in silico tipo acoplamiento molecular, entre las estructuras rigidas de las enzimas o-
amilasa pancreatica porcina (c6digo PDB:1HX0) y la subunidad N-terminal de la gluco-maltasa
o a-glucosidasa intestinal humana (c6digo PDB: 2QM]), permiti6 identificar a ligularésido C
(diasteroisémero 15.1), la quercetina-3-0-glucésido (17), la luteolina-7-0-glucésido (17a) y el
kaempferol-3-0-glucésido (19), como aquellos compuestos que presentarian los complejos
energéticamente mas estables con el sitio activo de la enzima a-amilasa; a su vez interactuarian
con aminoacidos claves para la hidrolisis de carbohidratos y para el reconocimiento de estos
por parte de la enzima. En el caso de la a-glucosidasa fueron los compuestos quercetin-3-0-(6"-
malonil)-glucésido (18), apigenina-7-0-glucdésido (19a), kaempferol3-0-(6”-malonil)-
glucosido (21) e isoramnetin-3-0-(6"-malonil)-glucésido (22), aquellos que el modelamiento
identifico como mejores candidatos. No se encontraron interacciones importantes para los
aminodacidos acido glutamico (2) y glutamina (3), por lo que no se les consideré inhibidores

potenciales de las enzimas.

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

aquellos que presentan perfiles mas similares a los de acarbosa.

En cuanto a la actividad bioldgica, se validé que aquellos compuestos presentes en la fase
butanolica producto del fraccionamiento del extracto acuoso de hojas de P. ligularis, son los
responsables de la actividad inhibitoria sobre las enzimas a-amilasa y a-glucosidasa. Ademas,
los valores de ICso determinados para un grupo de compuestos, en los que se encontraban
flavonoides, saponinas y aminoacidos permitieron establecer que los compuestos con mayor

actividad inhibitoria frente a la enzima a-amilasa fueron el ligularésido C (15), la quercetina-3-
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O-glucésido (17) y el kaempferol-3-0-glucésido (19), los cuales presentaron valores de ICso
inferiores al encontrado para la acarbosa. Respecto a la inhibicion de la a-glucosidasa sélo el
compuesto quercetina-3-0-glucésido (17) presentd un ICso menor al compuesto de referencia.
Estos hallazgos estan de acuerdo con lo reportado en la literatura, puesto que alli mencionan
que el nimero de hidroxilaciones en los anillos A, B y C en flavonoides impacta en la actividad
inhibitoria, siendo los compuestos con hidroxilaciones en los tres anillos los mas activos, que

en el presente caso la quercetina-3-0-glucésido (17).

Los resultados del estudio in silico y los ensayos in vitro de 1Cso proporcionaron evidencia
adicional para la validez de los resultados del estudio metabolémico presentado en el capitulo
2, puesto que fueron los compuestos polifenélicos y una saponina los que presentaron mejor
actividad biolédgica y los que en la modelacién se unirian de forma mas efectiva a las enzimas

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

3.4.1 Reactivos y equipos

Los reactivos y materiales empleados para la determinaciéon de los valores de ICso de los
compuestos fueron los mismos a los descritos en la seccién 2.4.1, empleados en la

determinacion de los porcentajes de inhibicién enzimatica por parte de los extractos crudos.

Para el desarrollo de los estudios de acoplamiento molecular se utilizé un equipo ASUS
VivoBook X524U Intel (R) Core™ i8-8550U CPU 4.0 GHz x64. Memoria Ram de 12.0 GB con

sistemas operativos Windows10 y Linux (Ubuntu).

3.4.2 Seleccion de las estructuras 3D para las enzimas a-amilasa y a-

glucosidasa

Las estructuras de las enzimas a-amilasa y a-glucosidasa se descargaron de la base de datos
Protein Data Bank PDB24. Los archivos descargados se seleccionaron con base a tres criterios:
organismo de origen de acuerdo a la enzima usada en el bioensayo, presencia de inhibidores
co-cristalizados en el sitio activo y resolucién de la estructura cristalografica. Para el primer
criterio, se buscaron estructuras de enzimas provenientes de Sus scrofa domestica para el caso
de la a-amilasa, y provenientes de Rattus norvegicus para el caso de a-glucosidasa. Al no
encontrarse disponible una estructura de la especie Rattus norvegicus se selecciond una enzima
de origen humano con alto porcentaje de homologia. Se seleccionaron estructuras co-

cristalizados con acarbosa.

3.4.3 Pre-procesamiento de los archivos de las estructuras proteicas

para el acoplamiento molecular

Se realiz6 el proceso del pre-procesamiento de los archivos de las estructuras proteicas
seleccionadas usando la herramienta protein preparation wizard del software MAESTRO 11.5
en su version libre para usos académicos!2. Esta herramienta permite hacer correcciones a la

estructura mediante la adicién de hidrégenos, 6rdenes de enlaces, correccion de los estados de
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ionizacién de los aminoacidos de acuerdo con el pH (pH=6.8), remocién de moléculas de agua
y ligando, selecciéon de conformaciones de residuos de aminoacidos, eliminacién de
subunidades proteicas, entre otros cambios necesarios para obtener estructuras adecuadas

para la ejecucion de protocolos de “docking”.

3.4.4 Preparacion de las estructuras de los ligandos

Las estructuras 3D de los metabolitos aislados de P. ligularis fueron construidas con base a las
estructuras identificadas en el presente trabajo, y los reportes de la literatura. Este proceso se
realizé mediante la construccién en 2D de las estructuras en el software y la asignacién de la
estereoquimica en los centros asimétricos MAESTRO 11.512, Este permite realizar la
optimizacién geométrica de las estructuras 3D, y obtener los estados de ionizacién
mayoritarios a un pH determinado (pH=6.8). En el caso de metabolitos cuya estereoquimica no
ha sido elucidada en su totalidad (las saponinas), se generaron todos los diasteroisémeros
posibles para su evaluacion frente a las enzimas de estudio. El trabajo de determinacion de la

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

3.4.5 Determinacion y validacion del protocolo de acoplamiento

molecular

El proceso de acoplamiento molecular se llevé a cabo usando el software AutoDock Vina 1.1.218,
el cual requiere de un archivo de entrada que contenga la descripcion de los archivos de la
proteina, ligando en formato .pdbqt, las caracteristicas de la rejilla o espacio de andlisis
(coordenadas y tamafio en las dimensiones x, y, z) y la exhaustividad de la busqueda, entre
otros. Para estos requerimientos se empled el paquete de herramientas MGLTools,
especificamente la herramienta AutoDockTools 1.5.625, en la que se obtienen los archivos
.pdbqt para la proteina y los ligandos, se define la ubicacién y el tamano de la rejilla. Estos
ultimos parametros se seleccionaron tomando como referencia la acarbosa co-cristalizada en
las estructuras de la a-amilasa y a-glucosidasa, de forma que la rejilla se centré con base a la
ubicacidon de este ligando y el tamafio en las tres dimensiones se establecié como el doble de la
distancia en A entre los dos 4tomos mas distantes de la acarbosa en la conformacién co-

cristalizada.
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El proceso de validacion de los parametros determinados se realizé al someter a re-docking la
estructura del ligando (acarbosa) co-cristalizado, y enfrentando al software a otras
conformaciones del ligando, con el fin de evidenciar el grado de similitud conformacional entre
los resultados de estos ensayos in silico con los resultados experimentales obtenidos para la
conformacion de la acarbosa co-cristalizada, mediante la determinaciéon del RMSD. Dada la
complejidad estructural de la acarbosa y al nimero de enlaces rotables, se disminuyé el nimero
de enlaces rotables en 2 unidades de forma aletatoria respecto al valor inicial, con el fin de

disminuir el ndmero de grados de libertad.

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

y las enzimas a-amilasa y a-glucosidasa.

El acoplamiento molecular entre los metabolitos y las enzimas de estudio se realizé con base a
los pardmetros de docking validados en la seccién anterior. La conformacién, o pose, con mejor
valor de energia de afinidad se selecciond para establecer mediante el software MAESTRO
11.512 ]la huella digital de interacciones o interaction figerprint. Para esto se hace referencia al
patrén de interacciones que presenta el ligando con los residuos de aminoacidos a una distancia
menor a 4A. Asi, el software realiza el conteo y clasificacién de las interacciones para establecer
el grado de similitud entre dos ligandos respectos a su modo de unidn simulado o experimental.
Para el presente caso, no se restringio el tipo de interaccion a incluir en el analisis, y se realiz6
la comparacion con el inhibidor acarbosa y los productos naturales sinigrina y compuesto 32.
Por ultimo, se determind la eficiencia del ligando relacionando la energia respecto al nimero

de atomos pesados.
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3.4.7 Ensayos de actividad inhibitoria sobre las enzimas a-amilasa y
a-glucosidasa de fracciones y compuestos identificados en hojas

de Passiflora ligularis Juss

e Evaluacion de la actividad inhibitoria de las fracciones butandlicas y acuosas

del extracto acuoso de P.ligularis.

Se realiz6 la extraccion de un total de 50mg de hojas mediante de acuerdo a lo descrito en la
seccidn 2.4.3, se concentrd el extracto y fue resuspendido en 2mL de agua, se tomé 1 mL de este
extracto y se fraccioné con 5 volimenes de 200uL de butanol. Se removié el butanol de la
fraccién organica mediante centrifugacién con vacio y posterior a esto el extracto crudo, la
fraccién acuosa remanente y la fraccidn organica fueron liofilizadas para remover cualquier
traza del solvente de fraccionamiento. Los sélidos obtenidos fueron resuspendidos en 1 mL de
agua destilada y se realizaron los andlisis cromatograficos y los ensayos de inhibicién

enzimatica de acuerdo con la seccién 2.4.6.

e Determinacion de los valores de concentraciéon inhibitoria 50 de los

compuestos aislados de hojas de P.ligularis

Para evaluar la inhibicidn de la a-amilasa pancreéatica porcina y de la a-glucosidasa presente en
el extracto de polvo de intestino de rata, se determind la concentracién inhibitoria 50 (ICso) de
los compuestos polifendlicos y saponinas, aislados de hojas de P. ligularis. El procedimiento
empleado fue el mismo usado para los extractos y descrito en la seccién 2.4.6. Se parti6 de una
solucion de 1mg/mL del compuesto a ensayar y se realizaron hasta 6 diluciones del compuesto
de acuerdo con la disponibilidad de este; para cada una de las concentraciones evaluadas de los
compuestos se realizaron triplicados, y se usaron los blancos respectivos, que corresponden a

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

Las especies del género Passiflora presentan un alto potencial como fuente de compuestos
bioactivos con actividad hipoglicemiante. Dentro de este género, los extractos del fruto de
Passiflora ligularis Juss (Grandilla) han mostrado actividad hipoglicemiante e inhibidora de
glucosil-hidrolasas; no obstante, la informacién sobre esta actividad para los extractos de las
hojas es limitada. Con el objetivo de establecer si este 6rgano de la granadilla podria ser materia
prima para generar fitoterapéuticos, que ayuden no sélo al bientestar de los pacientes, para los
cuales la fitoterapia es una opcién de tratamiento; sino también para los productores, al generar

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

En el presente trabajo se logr6 identificar, por RMN, la presencia de de los siguientes
compuestos del extracto polar de las hojas de Passiflora ligularis: 5 aminoacidos, 2 a
carbohidratos, 4 a acidos organicos, 3 compuestos miscelaneos, 1 saponina y la presencia de
compuestos polifendlicos. Para el caso de estos se requirié de un analisis por HPLC-MS/MS y
RMN dada su complejidad en términos de variedad. De esta forma, se identificaron 14
compuestos polifenodlicos (14, 16-28), siendo mdas abundantes los flavonoides 0-glicosilados y
flavonoides O-glicosilados esterificados con malonato. Los ntcleos de flavonoide mas

abundantes son quercetina y crisina.

Por otro lado, la recoleccién de hojas de P. ligularis provenientes de 8 parcelas de cultivo, y
almacenadas bajo refrigeracion a -76°C o a temperatura ambiente, fue realizada con el objetivo
de establecer si hay variaciones en la composicon metabdlica dependientes de la zona de
cultivo. Para esto se ellevo a cabo un andlisis metabolémico por RMN, sin encontrar una
dependencia clara d ela composicion metabdlica y la zona de cultivo. De otro lado, el MVDA
arrojé que la condiciéon de almacenamiento de la muestra tiene gran impacto sobre la

composicién metabolica. El OPLS-DA identificé a las senales del espectro RMN atribuibles a
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carbohidratos, como aquellas que caracterizan al grupo de las muestras almacenadas bajo

refrigeracion.

De otro lado, se evaluaron los porcentajes de inhibicién de los diferentes extractos sobre los
modelos de a-amilasa pancredtica porcina, y a-glucosidasa presente en el extracto de intestino
de rata. Respecto alarelacion entre el perfil metabo6lico y los cambios en la actividad inhibitoria
enzimatica, los andlisis tipo OPLS-DA identificaron a las sefiales 6y 0.6 a 1.99, 2.0, 2.04, 2.08,
2.12, 2.32 caracteristicas de compuesto tipo saponina y aminodacidos; a las sefales 6y 3.4 y 4.04
de hidrégenos carbinoélicos de carbohidratos; y a las sefiales entre 6y 6.0-7.62 de compuestos
polifendlicos; como aquellas que describen a las muestras clasificadas como activas. Ademas,
se encontré que la mayoria de estas muestras pertenecen al grupo de muestras almacenadas a
temperatura ambiente, hecho que sugiere que esta variable también impacta en la actividad

biolégicay debe ser tenida en cuenta al momento del desarrollo de un producto fitoterapéutico.

La validacion de los resultados del estudio metabolémico fue realizada empleando dos
enfoques integrativos, por una parte, un estudio in silico tipo acoplamiento molecular entre las
estructuras rigidas de las enzimas y compuestos identificados en este y en trabajos previos en
hojas de P. ligularis, y por otra un ensayo in vitro de ICso de algunos compuestos aislados. El
estudio in silico mostré que los compuestos tipo saponina, polifenoles y aminoacidos
interactuarian con el sitio activo de ambas enzimas; sin embargo, son los compuestos
ligularésido C (conférmero 15.1), la quercetina-3-0-glucésido (17), la luteolina-7-0-glucésido
(17a) y el kaempferol-3-0-glucésido (19), los que presentarian las interacciones mas efectivas
para inhibir la enzima a-amilasa pancreactica porcina. Mientras que en el caso de la interaccion
con el sitio activo de la subunidad N-terminal de la glucosidasa humana fueron los compuestos
quercetin-3-0-(6"-malonil)-glucésido (18), apigenina-7-0-glucésido (19a), kaempferol-3-0-
(6”-malonil)-glucésido (21) e isoramnetin-3-0-(6"-malonil)-glucdsido (22) lo que presentaron
mejor perfil de interacciones. Ademas, se pudo comprobar que estos compuestos de P. ligularis
presentan similitud en el perfil de interacciones con los compuestos con actividad inhibitoria

reportada como la acarbosa.
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Se estableci6 el valor de ICso para compuestos de diferente tipo de acuerdo con los resultados
dele studio metaboldmico, estos compuestos fueron el aminoacido glutamina (3); los
flavonoides crisina (14), catequina (16), quercetina-3-0-glucésido (17), kaempferol-3-0-
glucésido (19) y crisin-7-0-(6"-acetil)-glucdsido (29); y la saponina ligularésido C (15). Los los
compuestos que resultaron ser mas potentes que el inhibidor acarbosa en la inhibicién de la a-
amilasa pancredctica porcina fueron: ligularésido C (15), quercetina-3-0-glucosido (17) y
kaempferol-3-0-glucésido (19). Mientras que para la a-glucosidasa presente en el extracto de
intestino de rata so6lo el compuesto quercetina-3-0-glucésido (17) tuvo un ICso menor al

inhibidor de referencia.

Los resultados in vitro, junto con los hallazgos del estudio in silico validan la relacién entre las
variaciones de compuestos polifendlicos y saponinas, con las variaciones en la actividad
bioldgica de las muestras. No obstante, es necesario determinar la actividad biol6gica de otras
saponinas previamente identificada en los extractos, ya que estas corresponden a los
compuestos mayoritarios del extracto. Respecto a los compuestos polifenolicos es necesario
evaluar la actividad bioldgica de otros compuestos, por ejemplo 17a, el cual podria ser un
potente inhibidor enzimatico, ain siendo minoritario en el extracto, lo anterior con base a

reportes de la literatura.

Finalmente, y como recomendaciones de este trabajo, se plantea la utilizacién de otros métodos
de analisis multivariado con los que se puedan establecer diferencias en el perfil metabdlico de
muestras de acuerdo con su lugar de recoleccion. Ademas, con el fin de estudiar variaciones en
el perfil de compuestos polifendlicos se podria recurrir a un analisis metabolémico dirigido tipo
HPLC-UV. En cuanto a los compuestos identificados por MS es necesaria la confirmacion de la
estructura mediante analisis por RMN y la determinacién de los valores de ICso para otras

saponinas y flavonoides.
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A. ANEXO: INFORMACION SUPLEMENTARIA
CAPITULO 2
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Figura S.2.1: Espectro COSY para el extracto de hojas de Passiflora ligularis Juss en metanol-
d4-KH2POsen D20 a pH 6.0.
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Figura S2.2. Espectro HMBC para el extracto de hojas de Passiflora ligularis Juss en metanol-

d4-KH2PO4en D20 a pH 6.0.
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Figura S2.3: Espectro de RMN-1H (DMSO-ds, 400 MHz) de la fracciéon F13.5.3, contiene
compuestos 17 y 17a en mezcla.
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Figura S2.4: Espectro de RMN-1H (DMSO-ds, 400 MHz) de la fraccién F13.9, contiene

compuestos 25.
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Figura S2.5: Espectro de RMN-1H (DMSO-ds, 400 MHz) de la fracciéon FB11, contiene
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Figura S2.6: Espectro de RMN-1H (DMSO-ds, 400 MHz) de la fraccién F9.8, contiene compuestos

28.
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Figura S2.7: Espectro de RMN-1H (CDOD-d4, 400 MHz) de la fraccion FB11.1, contiene

compuestos 15.
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El sr u identificado(a) con cedula de
ciudadania__2 AELASE __expedida en_ a1 wags. - quien en sy

calidaj de proveedop del recurso bioldgico contenido en el predio
g;l ;ICUM&QA e . (nombre d ela Finca), y FREDDY

ALEJANDRO RAMOS RODRIGUEZ, identificado(a) con cedula de ciudadania

79.648.144 expedida en Bogotd, como investigador del proyecto RITFRUTBIO,
hemos acordade suscribir el presente contrato accesorio en los siguientes términos:

1. Autorizar la recoleccion de hojas (méximo 20 hojas) y frutos de Curubas (méximo
10), (Passiflora sp), en __Cay)veq,

: (vereda) Y
investigacion cientifica. g “ O_j o8 QJ_ o UH( : DVZ:aﬂf::N l.l_ na ‘

2. FREDDY ALEJANDRO RAMOS RODRIGUEZ (investigador) tendra como obligacién
utilizar las muestras solo con fines de investigacion cientifica y solo le ser4 permitido
colectar las muestras de los especimenes sefialados en la cldusula numero uno,

3. FREDDY ALEJANDRO RAMOS RODRIGUEZ (investigador), no podra transferir a
ningan titulo las muestras obtenidas bajo el presente contrato accesorio.

4. El término se pacta en ﬁ- (nimero) meses a partir del dia
293 -Swevo <201 F

.
En constancia se suscibe en la ciudad de Mﬂ_\w

UM.\&Q_-_(depanamem a los __ Q3 dias del mes
de_ & peuts 20|

Pheluds Wl fhe

Nombre FREDDY ALEJANDRO RAMOS RODRIGUEZ
Proveedor del recurso bioldgico  Investigador(a) Principal
Universidad Naciona! de Colombia

Figura S$2.8: Consetimiento de recolecciéon de material vegetal municipios Anolaima-

Cundinamarca.
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Bl sr___Eenceidelli  Boftcoh identificado(a) con cedula de
ciudadania___ 23,626 £25 expedida en___Pugilé quien en su
calidad de proveedor del recurso biolégico contenido en el predio

lauades©? (nombre d ela Finca), y FREDDY

ALEJANDRO RAMOS RODRIGUEZ, identificado(z) con cedula de ciudadania
70.648.144 expedida en Bogotd, como investigador del proyecto RITFRUTBIO,
hemos acordado suscribir el presente contrato accesorio en los siguientes terminos:

1. Autorizar la recoleccion de hojas (maximo 20 hojas) y frutos de Curubas (maximo
10), (Passifiora sp),en __& (vereda) Y para
investigacidn cientifica.

2. FREDDY ALEJANDRO RAMOS RODRIGUEZ (inves;igac_iqr) tendra como‘obhgacpn
utilizar las muestras solo con fines de investigacion cientifica y solo le sera permitido
colectar las muestras de los especimenes sefalados en la clausula nimero uno.

3. FREDDY ALEJANDRO RAMOS RODRIGUEZ (investigador), no podra transferir a
ningun titulo las muestras obtenidas bajo el presente contrato accesorio

4, El término se pacta en 2 (nimero) meses a partir del dia
2?\ i Jv:u)
En constancia se suscribe en la ciudad de ‘ Jupin
2> dias  del mes

_Cundipamares_(departamentc) a  los
de___Jule

Fenecdo/FY

Nombre FREDDY ALEJANDRO RAMOS RODRIGUEZ

Proveedor del recurso biologico Investigador(a) Principal '
Universidad Nacional de Colombia

Figura S2.8: Consetimiento de recoleccion de material vegetal municipios Junin-

Cundinamarca.
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B. ANEXO: INFORMACION SUPLEMENTARIA
CAPITULO 3
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Figura S3.1: Inhibicién in vitro de la a-glucosidasa presente en el extracto de intestino de rata

por parte de la acarbosa. Grafico de Log[Concentracion] vs % actividad enzimatica.
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Figura S3.2: Inhibicion in vitro de la a-glucosidasa presente en el extracto de intestino de rata
por parte de la quercetina-3-0-glucésido. Grafico de Log[Concentracion] vs % actividad

enzimatica.
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Figura S3.3: Inhibicion in vitro de la a-glucosidasa presente en el extracto de intestino de rata
por parte del kaempferol-3-0-glucésido. Grafico de Log[Concentracion acarbosa] vs %

actividad enzimatica.
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Figura S3.4: Inhibicion in vitro a-amilasa pancreatica porcina por parte de la acarbosa. Grafico

de Log[Concentracidn] vs % actividad enzimatica.
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Figura S$3.5: Inhibicién in vitro a-amilasa pancreatica porcina por parte de la quercetina-3-0-

glucosido. Grafico de Log[Concentracion] vs % actividad enzimatica.
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Figura $3.5: Inhibicidn in vitro a-amilasa pancredtica porcina por parte del kaempferol-3-0-
glucosido. Grafico de Log[Concentracion] vs % actividad enzimatica
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Figura $3.6: Inhibicién in vitro a-amilasa pancreatica porcina por parte del ligularésido C.
Grafico de Log[Concentracion] vs % actividad enzimatica



