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1. INTRODUCCION

El hombre ha utilizado productos derivados de la naturaleza desde tiempos
inmemoriales con la finalidad de curar enfermedades, cicatrizar heridas o aliviar
dolores y otros malestares, por ello estos productos medicinales se han integrado
como una parte importante a la cultura de los pueblos. La mayor parte de estos
productos han sido obtenidos de plantas y los conocimientos de sus diferentes
propiedades y sus formas de uso se han acumulado a través del tiempo vy
constituyen la parte medular de lo que se conoce actualmente como la medicina
tradicional de los diferentes paises, regiones o grupos étnicos del mundo. En
muchos casos estos conocimientos empiricos se han tomado como base para llevar
a cabo estudios quimicos y farmacoldgicos de plantas, lo que en algunos casos ha
llevado al descubrimiento de nuevos medicamentos. A pesar de lo anterior, un gran
numero de las especies usadas en la medicina tradicional no han sido analizadas ni

quimica ni farmacologicamente.’

México es un pais megadiverso, en él crecen cerca de 23,314 especies vegetales,?
se estima que alrededor de 4000 de ellas (aproximadamente 15% de la flora total) se
utilizan con fines medicinales.® Entre éstas se encuentran varias especies del género
Physalis que se emplean principalmente para tratar desordenes digestivos,

infecciones de vias respiratorias, hipertension, diabetes y dermatitis.*

Existen entre 75 a 90 especies de Physalis a nivel mundial. En México se localizan
cerca de 70 especies, distribuidas por todo el pais, y en su mayoria endémicas, por
lo que se ha considerado a México como el centro de diversificacion del género.® A
pesar de la riqueza de nuestro territorio en especies de este género, solo un numero

reducido de ellas se ha estudiado quimicamente.

Dichos estudios han demostrado que éste género constituye un area de
investigacion interesante que ha llevado al descubrimiento de compuestos con
estructuras complejas e importantes actividades biolégicas y que es deseable

estudiar un mayor numero de especies para conocer su composicion quimica y



aprovechar su posible valor terapéutico.

Por otra parte, la diabetes mellitus, cuya principal caracteristica es un nivel alto de
glucosa en sangre, es uno de los problemas de salud mas graves en el pais. Dado
que algunas especies de Physalis se usan para tratar este padecimiento® la
validacidon de su uso para combatir este problema de salud, también representa un

area de investigacion importante.

Considerando lo anterior, el presente trabajo tiene como objetivo realizar el estudio
quimico de las partes aéreas (hojas, ramas y flores) de Physalis glutinosa Schitdl.,
asi como la preparacion de derivados de los compuestos aislados y la evaluacion de
la capacidad de estos compuestos de inhibir la actividad de la enzima a-glucosidasa,
encargada de transformar carbohidratos complejos en otros mas simples como la

glucosa y con ello elevar su concentracidon en sangre.



2. ANTECENDENTES

MEDICINA TRADICIONAL

Las plantas han sido usadas por milenios como una forma de preservar la salud en
todo el mundo y fueron la medicina original en todas las culturas. Las plantas y los
conocimientos acerca de su uso constituyen la parte mas importante de lo que
actualmente se conoce como medicina tradicional, que subsiste como una
alternativa de salud, principalmente para personas que por su situacién social no

tienen acceso a la medicina alopatica.”’

La medicina tradicional es considerada un componente esencial del patrimonio
tangible e intangible de las culturas del mundo, un acervo de informacion, recursos y
practicas para el desarrollo y el bienestar, y un factor de identidad de numerosos

pueblos del planeta.?

Las plantas deben sus propiedades medicinales a los compuestos quimicos que
contienen. Estos compuestos pueden encontrarse en todo el individuo o sélo en
algunas de sus estructuras. Su concentracién depende de diversos factores como la
edad de la especie, el clima, la época del afo, el tipo de suelo, la humedad, entre

otros.3

Para llevar a cabo el estudio cientifico de las plantas medicinales y de los
metabolitos secundarios responsables de sus efectos terapéuticos se requiere de la
participacion de varias disciplinas. Asi, para el analisis de los compuestos presentes
en las plantas se utilizan, entre otros, procedimientos quimicos y analiticos
especializados que permiten su aislamiento y purificacion, para mas adelante
elucidar sus estructuras por medio de técnicas espectroscopicas convencionales
como resonancia magnética nuclear, infrarrojo, espectrometria de masas vy
cristalografia de rayos X. Los efectos terapéuticos de las plantas se determinan
mediante ensayos bioldgicos, utilizando extractos, fracciones o bien compuestos
puros, en modelos in vitro o in vivo. Estos permiten confirmar o descartar las

actividades farmacoldgicas atribuidas a las plantas.®



FAMILIA SOLANACEAE

Consta de aproximadamente 96 géneros y unas 2300 especies distribuidas en todos
los continentes; sin embargo, la mayor riqueza de especies se encuentra en Ameérica
Central y América del Sur. Otros dos centros de diversidad son Australia y Africa
(Figura 1). Las solanaceas pueden ocupar una gran variedad de ecosistemas, desde
los desiertos hasta los bosques tropicales y frecuentemente se les encuentra
también en la vegetacion secundaria que coloniza areas perturbadas. Los géneros

con mayor nimero de especies son: Solanum, Physalis, Cestrum 'y Lycianthes."®

Figura 1. Mapa de distribucion de las solanaceas en el mundo.

Esta familia representa el tercer taxdon vegetal mas importante econémicamente, el
mas valioso en términos de cultivos vegetales y el mas variable en términos de
especies cultivadas de utilidad agricola, ya que entre sus miembros existen especies
que son fuente de alimento, de medicamentos o que son plantas ornamentales.’ En
términos de alimento, la especie mas importante de esta familia en la dieta global es
la papa (Solanum tuberosum), que ocupa el cuarto lugar entre los principales
productos alimenticios en el mundo, so6lo después del trigo, el arroz y el maiz."? El
jitomate (Solanum lycopersicum), la berenjena (Solanum melongena), los pimientos
(Capsicum sp.) y el tomate de cascara (Physalis philadelphica) también son

alimentos importantes.

Una de las solanaceas mas conocidas a nivel mundial es Nicotiana tabacum, que se
reconoce como el cultivo licito de mayor rentabilidad agricola. Se utiliza como
insecticida y en la fabricacion de cigarrillos y puros, cuyo consumo presenta diversos
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efectos nocivos en la salud humana. A través del tiempo, el tabaco ha generado el
problema del tabaquismo, que constituye uno de los principales problemas

mundiales de salud publica debido a su alta tasa de morbi-mortalidad.'3

En cuanto a plantas ornamentales por su abundante follaje y llamativa floracion
encontramos a la petunia (Petunia hybrida), la flor de mariposa (Schizanthus spp), la
panza de burro (Salpiglossis sinuata), el floripondio (Brugmansia spp.), la copa de

oro (Solandra maxima) y el huele de noche (Cestrum nocturnum L.), entre otras.'0 14

Entre las especies mas conocidas por su toxicidad se encuentran el toloache (Datura
stramonium L.), la mandragora (Mandragora officinalis Mill.), la belladona (Atropa
belladona L.) y el belefio (Hyoscyamus niger L.). Estas plantas producen alcaloides
como atropina y escopolamina que son potentes anticolinérgicos, con una amplia

variedad de usos medicinales.®

Ademas de alcaloides, los miembros de la familia Solanaceae contienen diversos
tipos de compuestos que son particularmente interesantes en las areas de medicina
y toxicologia, entre éstos se encuentran los capsaicinoides, saponinas esteroidales,

withasteroides, flavonoides, lignanos y terpenos, entre otros (Figura 2).16
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Figura 2. Ejemplos de diferentes tipos de compuestos producidos por plantas de la

familia Solanaceae.

GENERO Physalis

El género Physalis pertenece a la familia Solanaceae; lo conforman cerca de 90
especies, 70 de las cuales crecen en México, por lo que a nuestro pais se le

considera el centro de diversificacion del género.®

Las plantas de éste género pueden ser herbaceas, sufrutices o arbustivas, anuales o
perennes, desde 20.0 centimetros hasta 2.0 metros de alto; pueden ser glabras o
pubescentes. Las flores pueden ser pediceladas, axilares y péndulas. Su fruto es
una baya suculenta, en su mayoria sésil, que mide de 0.8-1.5 centimetros de
diametro (hasta 4 centimetros en el tomate cultivado). Las semillas numerosas,

reniformes, de 1.2-2.0 milimetros de diametro, amarillas o café dorado. La
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caracteristica mas llamativa del género es el caliz semitransparente dentro del cual

se desarrollan sus bayas verdes, naranjas, amarillas o con tonos purpuras.®

El habitat de Physalis se limita principalmente a regiones templadas y tropicales de
Ameérica, con una especie nativa de Asia y algunas especies introducidas en climas

calidos en todo el mundo."”

Se sabe que alrededor de 15 especies de Physalis poseen frutos comestibles, sin
embargo, para su aprovechamiento sélo se cultivan cuatro: P. philadelphica Lam.
(tomate verde). P. peruviana L. (uchuva), P. angulata L. y P. grisea (Waterf.) M.
Martinez, el resto se obtienen de poblaciones silvestres. El fruto de P. peruviana, la
uchuva, se caracteriza por degustarse como postre, principalmente en Sudamérica y
Europa, mientras que el tomate verde, producido por P. philadelphica, es utilizado
para la preparacion de salsas. Este fruto es de gran importancia econdmica en
Meéxico, donde se cultiva en 30 de sus 32 estados y solamente en el 2013 se
produjeron 588, 255 toneladas. Por otra parte, el cultivo de P. angulata se restringe

al estado de Jalisco.'8: 19

Las especies del género Physalis se utilizan en la medicina tradicional de diferentes
partes del mundo, principalmente en Asia y América. Estas plantas se utilizan en el
tratamiento de infecciones gastrointestinales y de las vias respiratorias, malaria,
diabetes, asma, hepatitis, dermatitis, trastornos del higado y como regulador de la
presion arterial, entre otros.?® Ademas, han sido reconocidas como una fuente de
metabolitos secundarios con diversas actividades biolégicas, por lo que cada vez se
presta mas atencién al estudio de su quimica y farmacologia. Asi, en una revision
reciente de la quimica del género, se encontré6 que en las dos ultimas décadas se
han obtenido alrededor de 216 compuestos de Physalis, entre estos compuestos
destacan los withaesteroides como el grupo mas numeroso (169 compuestos).
También se aislaron 5 diterpenos de tipo labdano, 15 ésteres de sacarosa, 14
flavonoides y 3 ceramidas, entre otros.?! En el Cuadro 1 se presentan ejemplos de

los diferentes tipos de metabolitos.



Cuadro 1. Metabolitos de Physalis

COMPUESTO

EJEMPLO

ESPECIE

Withaesteroides
o
Withandlidas

P. coztomat!
P. peruviana
P. philadelphica
P. angulata
P. longifolia
P. pubescens
P. minima
P. chenopodifolia

P. cinerascens

Diterpenos tipo

P. coztomatl

labdano P. sordida
Physacoztomatina
oH OH P. nicandroides
0 o
. Hom P. solanaceus
Esteres de ° o0 "\ Hof\ ., b sordid
. sordida
sacarosa & %0 OH _
P. peruviana
Physal6sido A P viscosa
P. longifolia
Flavonoides P. angulata
on P. alkekengi var. franchetii
Isoquercetina
OH
HO o 18
HN  OH
Ceramidas T e P. philadelphica

(2S, 3S, 4R, 9E)-1,3,4-trihidroxi-2-[(2'R)-2"-
hidroxitetracosanoilamino]-9-octadeceno




Physalis glutinosa Schitdl.

Es una planta herbacea perenne, el rizoma de mas de 10 cm de largo y cerca de 2
mm de diametro, erecta a extendida, hasta de 1.5 m de alto, ramificada, densamente
pubescente, fétida, los tricomas de varios largos, desde 1 a 2 mm. Tallo cilindrico,
liso y anguloso, algo torcido y dilatado en los entrenudos. Flor solitaria; botones
esféricos, de 10 mm de largo, excedidos por el caliz; el fruto, una baya de 1.2-1.5 cm

de diametro.

Se desarrolla en lugares secos y rocosos, en bosques de pino-encino, en cuestas
con pasto dentro de los encinares o en laderas volcanicas. Florece y fructifica de
junio a abril, probablemente durante todo el afio. Se distribuye en Aguascalientes,
Chihuahua, Ciudad de México, Durango, Estado de México, Guanajuato, Jalisco,

San Luis Potosi y Zacatecas.®

METABOLITOS SECUNDARIOS

Las plantas destinan una cantidad significativa del carbono asimilado y de la
energia, a la sintesis de una amplia variedad de moléculas organicas que no
parecen tener una funcion directa en procesos fotosintéticos, respiratorios,
asimilacion de nutrientes, transporte de solutos o sintesis de proteinas, acidos
nucleicos, carbohidratos o lipidos, por o que se denominan metabolitos secundarios.
Es importante destacar que también reciben la denominacién de productos naturales
y algunos de ellos tienen un importante y significativo valor medicinal y econémico,

derivado de su uso en la industria cosmética, alimentaria o farmacéutica.??

Los productos del metabolismo secundario tienen funciones ecoldgicas que suelen
ser desconocidas, sin embargo, algunos desempenan funciones especificas para el
organismo que las produce, como proporcionar color a flores y frutos. También
intervienen en los mecanismos de defensa de las plantas frente a herbivoros y

diferentes patdgenos, actuando como pesticidas naturales.??

Algunos ejemplos selectos de categorias de metabolitos secundarios se describen a

continuacion:



TERPENOS

Los terpenos constituyen el grupo mas numeroso de productos naturales. Los
terpenos se encuentran en hongos, bacterias, plantas, organismos marinos y en
practicamente todas las formas de vida. Derivan de una via biosintética comun en la
que el difosfato de isopentenilo (IPP) y el difosfato de dimetilalilo (DMAPP),
provenientes de las rutas del acido mevaldnico (MVA) y del fosfato de desoxixilulosa
(DOXP), se combinan para formar difosfato de geranilo (precursor de monoterpenos,
C10). La adicién de difosfato de geranilo a una molécula de IPP forma el pirofosfato
de farnesilo (FPP) (precursor de sesquiterpenos C1s). Este ultimo se adiciona a otra
molécula de IPP para formar al difosfato de geranilgeranilo (GGPP) que es el
precursor de los diterpenos (C20). La adicion de dos unidades de FPP forma al
escualeno, precursor de los triterpenos (Cso), mientras que la de dos moléculas de

GGPP origina al precursor de los tetraterpenos (Cao).23

DITERPENOS

Con mas de diez mil estructuras diferentes, los diterpenos representan una de las
clases mas grandes y diversas de los metabolitos vegetales.?* Tienen 20 atomos de
carbono en su estructura; pueden ser aciclicos o resultar de ciclaciones del difosfato

de geranilgeranilo y de posteriores rearreglos (Figura 3).2°
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OH  Acido melisodérico Sphaeropsidina C
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O-...-....
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ABIETANOS KAURANOS

COOH

Figura 3. Ejemplos selectos de algunos tipos de diterpenos.

Los diterpenos son producidos por plantas, microorganismos, algas e invertebrados
marinos y pueden tener un papel en las interacciones ecoldgicas entre diferentes

organismos.

Algunos se emplean como medicamentos, fragancias, resinas y bioproductos
industriales. Ejemplos de esto (Figura 4) son el taxol, utilizado para el tratamiento del
cancer y que deriva de la especie Taxus brevifolia y el estevidsido, un edulcorante
natural aislado de Stevia rebaudiana cuyo poder edulcorante es mayor que el de la
sacarosa y es utilizado en una gran variedad de alimentos y bebidas.?8
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Figura 4. Estructuras de los diterpenos taxol y esteviosido.

DITERPENOS DE Physalis

Como resultado del estudio quimico de especies mexicanas del género Physalis, se

han aislado diterpenos de tipo labdano de P. sordida y P. coztomatl. "?% De las

partes aéreas de P. coztomatl se aislaron los compuestos physacoztomatina y labd-

13(E)-eno-8a,15-diol (Figura 5), siendo éstos los primeros diterpenos aislados del

género.

physacoztomatina labd-13(E)-eno-8a,15-diol

Figura 5. Estructura quimica de los labdanos de P. coztomatl.
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De las partes aéreas de Physalis sordida fueron aislados cuatro diterpenos de tipo
labdano (Figura 6): physacoztomatina, 12-O-acetilphysacoztomatina, 12,15-di-O-
acetilphysacoztomatina y physordina, a los cuales ademas les fue evaluada su
actividad antiinflamatoria en el modelo de edema inducido por TPA (13-acetato de
12-tetradecanoilforbol). La physacoztomatina y la physordina fueron los compuestos
que presentaron una actividad mas significativa con un 65.8 y 64.3 % de inhibicién

del edema.?” 28

OAc

2

2
2
z

12-O-acetilphysacoztomatina 12,15-di-O-acetilphysacoztomatina physordina

Figura 6. Estructura quimica de los labdanos aislados a partir de P. sordida.

FLAVONOIDES

Los flavonoides constituyen una clase muy diversa metabolitos secundarios con
alrededor de 5000 compuestos identificados hasta ahora y con una distribucion
amplia en el reino vegetal.?® Son compuestos polifendlicos que presentan un
esqueleto comun C6-C3-C6, compuesto por dos grupos fenilo (anillos A y B) unidos
por una cadena de tres carbonos, la cual puede o no formar un anillo heterociclico
(anillo C) (Figura 7).23

Figura 7. Estructura base de los flavonoides y su sistema de numeracion.
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Los flavonoides se originan en la naturaleza por biosintesis mixta, pues provienen de
dos rutas metabdlicas, la ruta del acido siquimico y la del acetato-malonato; la ruta
del acido siquimico se inicia por la condensacion de los metabolitos eritrosa-4-
fosfato y el fosfoenolpiruvato (FEP) que por diversas reacciones dan origen al acido
siquimico, a partir del cual se forma el acido corismico y éste conduce a la formacién
de la fenilalanina, compuesto precursor de la p-cumaril-SCoA que da origen a la
porcién C6-C3 del nucleo base del esqueleto. El anillo A del flavonoide se obtiene de
la condensacion de la p-cumaril-SCoA con tres unidades de malonil-CoA
provenientes de la ruta del acetato-malonato, originando asi el esqueleto de

chalcona a partir del cual se generan los diferentes tipos de flavonoides (Figura
8)_23,29

(0] CO.H
Ho_ll_©O 0 NH,
o’P H o]
H + HO_Il O
X 4 OH > —
HOY ™ o OH HO OH
OH = ©
OH
eritrosa-4-fosfato acido fosfoenol pirdvico acido siquimico L-fenilalanina \
COSCoA
A © - COzH
p-cumarato-CoA ligasa /@/\/ HO N
HO D -
HO 0
p-cumaril-SCoA acido p-cumarico acido cinamico
(o}
SCoA
O~ "OH
malonil-CoA

Y

OH OH
HO OH
o SCoA chalcona sintasa O O

(6]
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Figura 8. Biosintesis de flavonoides.
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Existen trece subclases de flavonoides que varian en el arreglo de la cadena C3.
Entre éstos los principales son: flavonas, flavanonas, flavonoles, isoflavonas,

catequinas, antocianinas, leucoantocianinas y chalconas (Figura 9).3°

Flavonas Flavanonas Flavanoles

: O s M
L~ O I
F

O o on

Isoflavonas . Antocianidinas
Catequinas

o A ®
9%
OH
(0]

OH
Leucoantocianidinas Chalconas

Figura 9. Principales clases de flavonoides.

Los flavonoides le confieren a las plantas rasgos fenotipicos que las hacen atractivas
para la polinizacion como son color de flores, sabor de frutos, aroma; o bien para la

resistencia y proteccidn contra plagas, radiaciones y enfermedades.

En nuestra dieta diaria son componentes encontrados en verduras, frutas, nueces y
semillas. Ademas, estudios de laboratorio han confirmado que poseen actividades
biolégicas tales como antiinflamatoria, antibacteriana, antiviral, antioxidante y

antitumoral en diversas lineas celulares, entre otras.3'

Asi, estos compuestos ofrecen muchas aplicaciones potenciales ya que podrian
aportar beneficios a la ecologia, a la agricultura y también a la nutricion y a la salud

humana.

15



FLAVONOIDES DE Physalis

Las especies del género Physalis sintetizan flavonoides, principalmente flavonoles y
flavonas, libres o como glucdsidos. Como ejemplo, durante los ultimos afios se
aislaron los flavonoles rutina, miricetina y kaempferol de P. peruviana; de P.
solanaceus y P. orizabae se aislo rutina y de P. alkekengi var. franchetii se aislaron

glucdsidos de quercetina y de luteolina (Figura 10).32

OH
(o) e

HO OH
Rutina

Kaempferol

Luteolina

Figura 10. Ejemplos de flavonoides aislados de especies de Physalis.
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DIABETES MELLITUS

La diabetes mellitus es un padecimiento que afecta a 415 millones de personas a
nivel mundial. De acuerdo a la Federacion Internacional de la diabetes, ha sido
catalogada como la epidemia del siglo XXI ya que se estima que para el afio 2040 el

numero de casos se incremente a 642 millones.33

La diabetes mellitus comprende un grupo de enfermedades metabdlicas
caracterizadas por un estado de hiperglucemia, resultante de la falta o disminucién
de la secrecidon de insulina, de una acciéon deficiente de la misma, o de ambas. La
hiperglucemia crénica de la diabetes mellitus produce dafios a largo plazo que
incluyen la disfuncion y la falla organica, especialmente en ojos, rifiones, nervios,
corazdn y vasos sanguineos. En el desarrollo de la diabetes mellitus estan
involucrados varios procesos patogénicos, desde la destruccion autoinmune de las
células beta del pancreas con la consecuente deficiencia de insulina, hasta las
alteraciones que provocan resistencia a la accion de la misma.** La insulina se
encarga de regular los niveles de glucosa en sangre a través de permitir su entrada
a las células e inhibir la glicogendlisis y la gluconeogénesis. También estimula la
sintesis de proteinas y de lipidos. Asi, las alteraciones del metabolismo de los
carbohidratos, las grasas y las proteinas en la diabetes mellitus son resultado de la
accion deficiente de la insulina sobre los tejidos diana en uno o mas puntos en la

compleja via de la accion hormonal.3* 35

El deterioro de la secrecién de insulina y los defectos de la accion insulinica suelen
coexistir en el mismo paciente, y no esta establecido cual de las anormalidades es la
causa principal de la hiperglucemia, si es que actuan por si solas. La hiperglucemia
marcada se manifiesta por poliuria, polidipsia, pérdida de peso, a veces con polifagia
y vision borrosa. La hiperglucemia cronica también puede acompafiarse de
alteracion del crecimiento y susceptibilidad a ciertas infecciones. Las consecuencias
agudas de la diabetes mellitus no controlada que ponen en peligro la vida son la
hiperglucemia con cetoacidosis o el sindrome hiperosmolar no cetésico. Las
complicaciones a largo plazo son la retinopatia, la nefropatia, el riesgo de neuropatia
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periférica y neuropatia autondmica causante de problemas gastrointestinales,
genitourinarios y cardiovasculares. Los pacientes con diabetes mellitus tienen mayor
incidencia de aterosclerosis cardiovascular, arterial periférica y enfermedad
cerebrovascular. También se observan hipertension y anormalidades del
metabolismo de las lipoproteinas. La mayoria de los casos de diabetes mellitus se

divide en dos categorias denominadas tipo 1 y tipo 2.34

La diabetes mellitus tipo 1, que se denomina también insulinodependiente o de inicio
juvenil, es causada por una reaccion autoinmune donde el sistema inmunitario del
cuerpo ataca a las células B pancreaticas productoras de insulina. Las personas con
este tipo de diabetes necesitan inyectarse insulina diariamente con el fin de controlar

los niveles de glucosa en la sangre.3¢

La diabetes mellitus tipo 2 se asocia con la utilizacién inapropiada de la insulina por
las células y tejidos diana, lo que altera el metabolismo de carbohidratos, grasas y
proteinas. Este tipo de diabetes es el de mayor prevalencia; se calcula que alcanza

entre el 85y 95 % de la diabetes en los paises desarrollados.3’

Como ya se menciono, la caracteristica de la diabetes mellitus es la hiperglucemia.
La hiperglucemia posprandial o de sobremesa se considera mas peligrosa que la
hiperglucemia en ayuno. Es resultado de la liberacion de glucosa como
consecuencia de la accion de enzimas digestivas como las a-glucosidasas y a-

amilasas.3®

a-GLUCOSIDASAS

Las a-glucosidasas estan presentes en una amplia gama de seres vivos como
microorganismos, hongos, plantas y animales. Una de las enzimas digestivas mas
importante es la a-amilasa pancreatica (EC 3.2.1.1), que es la encargada de
catalizar la hidrélisis de los enlaces o-1,4 glicosidicos de almidon, amilosa,

glucogeno y varias maltodextrinas, ademas es responsable de la mayor parte de la
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digestién del almidon en humanos. Una segunda enzima llamada a-glucosidasa (EC
3.2.1.20) cataliza el paso final del proceso digestivo de los carbohidratos al actuar

sobre enlaces o-1,4 glicosidicos de carbohidratos y liberar unidades de glucosa.®®

Los inhibidores de las a-glucosidasas retrasan la liberacion de glucosa y con ello
reducen la hiperglicemia pospandrial, por lo que tienen un papel importante en el
estado pre-diabético reduciendo la progresion de la diabetes, las complicaciones
vasculares cronicas y la obesidad. Es por esto que constituyen uno de los mas

importantes blancos de accién terapéuticos para disminuir la hiperglucemia.*0 41

Existen compuestos inhibidores de la actividad de la a-glucosidasa obtenidos de
forma sintética y otros que existen en forma natural en los alimentos. Los inhibidores
comerciales de la a-glucosidasa, como la acarbosa y la voglibosa exhiben efectos
secundarios, incluyendo trastornos hepaticos, dolor abdominal, tumores renales,

lesion hepatica, hepatitis aguda, llenura abdominal y diarrea.38 42

Recientemente, se ha prestado atencion a los extractos naturales que presentan una
actividad inhibitoria sobre la enzima a-glucosidasa. Asi, se han realizado estudios
con plantas hipoglucemiantes y se han aislado una gran variedad de compuestos
(alcaloides, glucésidos, terpenos, flavonoides, etc.), pero el reto principal es el
encontrar principios activos naturales que funcionen como fitofarmacos, suplementos
alimenticios o medicamentos para su uso clinico, los cuales darian beneficios
directos a los pacientes. Un ejemplo del éxito de este enfoque es la metformina, un
farmaco para el tratamiento de la diabetes, derivado de una guanidina aislada de la

planta Galega officinalis.3% 43
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3. OBJETIVO Y METAS

OBJETIVO

Generar conocimientos relacionados con la composicion quimica del género
Physalis asi como con la actividad bioloégica de sus constituyentes, a través del
estudio quimico de las partes aéreas de Physalis glutinosa Schitdl. y la evaluacion
de la capacidad de los compuestos obtenidos para inhibir la actividad de la enzima

a-glucosidasa.

METAS

Aislar el mayor numero de los metabolitos presentes en el extracto de hexano de la

planta.

Elucidar las estructuras moleculares de los metabolitos aislados.

Obtener algunos derivados de los compuestos aislados de la planta.

Evaluar la capacidad de los compuestos obtenidos para inhibir la actividad

enzimatica de las a-glucosidasas de levadura y de intestino de rata.
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4. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

MATERIAL Y EQUIPO

Los puntos de fusién se determinaron en un aparato Fisher-Johns. Para la
purificacion de los compuestos mediante cromatografia en columna operada con
vacio (CCV) se utiliz6 como fase estacionaria silica gel G (Mackerey Nagel). Para
las cromatografias en capa fina (CCF) se usaron cromatofolios Alugram SilG/UV 254
de 0.2 mm de espesor. Para las cromatografias en placa preparativa se usaron
placas SilG/UV2s4 de 1.0 o0 2.0 mm de espesor. Como revelador se utilizé sulfato
cérico al 3% en acido sulfurico 2N y/o lampara de UV Spectroline modelo CX-20
(254 y 366 nm). Las masas de los compuestos, fracciones y extractos se
determinaron en una balanza analitica Mettler-Toledo AG104, con division minima
de 0.1 mg y OHAUS Adventurer Pro AV3102, division minima 0.01 g. Los espectros
de infrarrojo (IR) se obtuvieron en un equipo Bruker Tensor 27. La rotaciéon Optica se
determind en un polarimetro Perkin Elmer 343. Los espectros de Resonancia
Magnética Nuclear (RMN) fueron determinados en los espectrometros Bruker
Avance Il ("H 400 MHz; '3C 100 MHz) y Varian INOVA 500 ('H a 500 MHz; 3C a
125 MHz). Como referencia interna se usd tetrametilsiiano (TMS); los
desplazamientos quimicos (6) se reportan en ppm respecto al TMS. Para obtener los
espectros de masas por la técnica de FAB* se utiliz6 un espectrometro JEOL
MStation JMS-700; para los obtenidos por la técnica DART, el espectrometro JEOL
Accu TOF JMS-T100LC.

MATERIAL VEGETAL

Las partes aéreas de Physalis glutinosa Schitdl. se recolectaron en el Municipio de
San Felipe, Guanajuato, en octubre de 2014. Un ejemplar se depositd en el Herbario
de la Facultad de Ciencias Naturales de la Universidad Autbnoma de Querétaro
(UAQ) y fue identificado por la Dra. Mahinda Martinez.
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AISLAMIENTO DE METABOLITOS

EXTRACCION

Las partes aéreas (hojas, flores y tallos) de Physalis glutinosa Schitdl. secas vy
molidas (m = 542.42 g), se extrajeron por el método de percolacion, primero con
hexano, después con acetona y finalmente con metanol hasta agotar el material
vegetal. Después de eliminar el disolvente de cada extracto a presion reducida en un
rotavapor, se obtuvieron los extractos de hexano (m = 65.39 g), de acetona (m =
10.28 g) y de metanol (m = 44.14 g).

AISLAMIENTO Y PURIFICACION

El extracto de hexano (65.39 g) se disolvié en hexano-AcOEt, se adsorbio6 en celita y
se dejo evaporar el disolvente. Una vez seco, se colocé en la parte superior de una
columna que tenia como fase estacionaria silica gel G (columna A). La columna se
comenzo a eluir con hexano y la polaridad se aumenté gradualmente adicionando
acetato de etilo, se obtuvieron 132 fracciones de 500 mL cada una [hexano-AcOEt
(V/V)]: frs. A1-A7 (100:0); frs. A8-A39, (95:5); frs. A40-A80, (90:10); frs. A81-A100,
(85:15); frs. A101-A106, (80:20); frs. A107-A114, (70:30); frs. A115-A124, (60:40);
frs. A125-A131, (40:60); A132 (acetona 100). Las fracciones fueron monitoreadas

por CCF y se reunieron las que mostraron una composicion semejante.

Las fracciones A2-A24 (m = 25.5180 g) se sometieron a CCV (columna B) eluida con
mezclas de hexano-AcOEt de polaridad creciente, como se indica a continuacion
(relacion de hexano-AcOEt v/v): frs. B1-B5 (100:1); frs. B6-B20 (97.5:2.5); frs. B21-
B31 (95:5); frs. B32-B37 (90:10); frs. B38-B52 (85:15); frs. B53-B63 (80:20); frs. B64-
B71 (70:30); fr. B72 (acetona). De las frs. B32-B38 se obtuvieron 83.7 mg de
retusina (compuesto 4) por cristalizacion de AcOEt-hexano. Las aguas madres de 4
(B32-B38) y las fracciones B30 y B31 se reunieron (m = 1.65 g) y se purificaron por
medio de una CCV (columna C, 17 frs.) eluida con mezclas de CHCI3-AcOEt (v/v):
frs. C1-C4 (100:0); frs. C5-C17 (98:2). Las frs. C1-C7 (m = 662.0 mg) se sometieron
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a CCV (Columna D) eluida con mezclas de hexano-CHCls: frs. D1-D36 (20:80); frs.
D37-D49 (10:90); frs D50-D55 (0:100); y CHCls-acetona: frs. D56-D81 (98:2); fr. D82
(0:100). De las frs. D16-D23 cristalizaron 52.9 mg adicionales de retusina (4).

De las frs. C10-C17 se aislaron 28.3 mg de 12-O-acetilphysacoztomatina

(compuesto 2) (rendimiento 0.0052% respecto al peso de la planta seca).

De las fracciones A25-A39 cristalizaron 77.9 mg del compuesto 4. Las aguas madres
se combinaron con las fracciones A40-A56 (m = 14.26 g) y se sometieron a una
CCV (Columna E) eluida con mezclas de hexano-acetona de polaridad creciente
(v/v): frs. E1-E36 (92:8); frs. E37-E41 (90:10); frs. E42-E47 (85:15); fr. E49 (0:100).
De las fracciones E7-E12 se obtuvieron 42.7 mg del compuesto 4. Las fracciones
E14-E49 (m = 8.5413 g) se sometieron a CCV eluida con mezclas de hexano-
acetona 90:10 (Columna F, 27 frs.). Las fracciones F8-F12 contenian acido

physaglutinico (compuesto 3) impuro.

Las frs. A57-A85 se cristalizaron de AcOEt/hexano para obtener 3.8199 g de 12-epi-
physanicandiol (compuesto 1). Las aguas madres de los compuestos 1 (frs. A57-
A120) y 4 (D16-D23) y las fracciones A86-A120, B39-B49, D24-D60 y E3-E13 se
reunieron (m = 12.9371 g) y se sometieron a una CCV eluida con mezclas de
hexano-acetona de polaridad creciente (Columna G, 53 frs.). De las fracciones G8-
G12 (hexano-acetona 80:20) se obtuvieron 4.0094 g del compuesto 1 (rendimiento
total del compuesto 1: 7.8293 g; 1.443 % respecto al peso de la planta seca). Las
aguas madres del compuesto 1 y las frs. G4-G7 se sometieron a una CC de
Sephadex LH-20 eluida con MeOH, (Columna H, 16 frs.). De las frs. H8-H9 se
obtuvieron 4.8 mg del compuesto 4 (rendimiento total del compuesto 4: 262.0 mg;

0.0483 % respecto al peso de la planta seca).

La fraccion H4 (m = 1.6349 g) se sometidé a una CCV eluida con mezclas de hexano-
acetona (75:25) (Columna |, 95 frs.). La resolucién de la columna se monitored
mediante CCF y se observé que las frs. 179-195 contenian al compuesto 3 impuro.
Estas fracciones fueron sometidas a una CCV (Columna J) eluida con mezclas de
hexano-acetona 80:20; se obtuvieron 16 fracciones. Las frs. J2-J4 (202.6 mQ) se
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sometieron a una CC usando como eluyente una mezcla de hexano-isopropanol
95:5 (Columna K, 25 frs.). Las fracciones K3-K9 (m = 89.0 mg) se sometieron a una
cromatografia en placa preparativa eluida con una mezcla de hexano-acetona 70:30,
obteniéndose 28.4 mg del compuesto 3. De las fracciones K10-K17 se obtuvo el

compuesto 3.

Las fracciones A121-A131 se reunieron con las fracciones G13-G52 (m = 1.8798 g)
y fueron sometidas a una CCV (Columna L, 34 frs.) eluida con una mezcla de etanol-
cloroformo (99:1). Las fracciones L1-L23 (m = 431.5 mg) fueron sometidas a una
CCV eluida con mezclas de hexano-acetona (82.5:17.5) (Columna M, 13 frs.). Se
reunieron las fracciones de las columnas anteriores que contenian al compuesto 3
(frs.F8-F27, 164-178, L24-L34 y M7-M13) para ser sometidas a CCV (Columna N; 134
frs., hexano:acetona 80:20). Las fracciones N43-N61 disueltas en AcOEt se
colocaron en un embudo de separacion y se extrajeron con Na2COs 5% (m/v). La
fase acuosa se acidifico con HCI 5% (m/v); se le agregd NaCl y se extrajo con
AcOEt. La fase organica obtenida se lavé con H20, se secd con Na2SO4 anhidro y
se concentrd, obteniendo 4.7582 g de fraccidn acida. Esta fraccion fue sometida a
dos CCV sucesivas (Columnas O y P) para obtener el compuesto 3 semipuro (m =
1.6331 g).

12-Epi-physanicandiol (1): cristales incoloros, p.f. 146-147°C; [a]o -7.8 (¢ 0.19,
CHCI3); IR CHCI3 wmax: 3609, 3081, 1666, 1642, 1387, 1369, 1084, 994, 894 cm;
EM-DART: m/z 307 [M+H]*.

12-O-acetilphysacoztomatina (2): aceite incoloro.

Acido physaglutinico (3): aceite incoloro; IR CHCls vmax: 3604, 3517, 3600-2400,
1731, 1603, 1372, 1168, 1053, 1027, 965, 922 cm™'; EMAR-DART m/z 466.31595
[M+NH4]* (calc. para C2sH4006'NH4*: 466.31686).

Retusina (4): cristales amarillo palido, p.f. 159-160 °C; EM-DART: m/z 359 [M+H]".
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OBTENCION DE DERIVADOS

Obtencion del compuesto 5. A 100.7 mg de 1 se agregaron 0.5 mL de piridina y
0.5 mL de anhidrido acético. La solucion se dejé reaccionar durante 2 horas en
agitacion; se agrego hielo (5 g) y se extrajo con AcOEt. La fase organica se lavd
sucesivamente con HCI al 5%, agua, solucién saturada de NaHCO3 y agua; se seco
con Na2S0s4 anhidro. El producto de la reaccion (5) se purificé mediante CC eluida
con hexano-AcOEt 95:5. Se obtuvieron 99.8 mg de 5 (rendimiento 78.3%): aceite
incoloro; [a]p +2.3 (¢ 0.22, CHCI3); IR CHCI3s wmax: 1730, 1644, 1603, 1370, 1021,
962, 899 cm™'; EMAR-DART: m/z 408.31117 (calc. para C24H3804NHa4*: 408.31138).

Obtencion del compuesto 6. A 100.7 mg de 1 disueltos en 3 mL de CH2Clz2 se
agregaron 261.8 mg de clorocromato de piridonio (PCC). La reaccién se mantuvo 24
horas en agitacion, monitoreada por CCF y cuando concluyo, se filtré y se purificd
por CCV eluida con hexano-CH2Cl2 80:20. Se obtuvieron 6.3 mg (rend. 6.7%) del
producto 6: aceite incoloro; [a]p +18.2 (¢ 0.22, CHCI3) IR CHCI3 vmax: 3087, 1643,
1511, 968, 890 cm™'. EM-DART: m/z 287 [M+H]".

Obtencién del compuesto 7. A 50.1 mg de 1 en 8 mL de CHCIs se agregaron 26.9
mg de MnOz2. La reaccion se mantuvo en agitacion, monitoreada por CCF. Cuando
no se observaba avance se agregd mas reactivo poco a poco (121.8 mg en 48
horas). El crudo de la reaccion se filtrd, se evapord el disolvente y el residuo se
purifico por CCV. Se obtuvieron 34.4 mg (rend. 69.2%) del producto 7: aceite
incoloro; [a]p -19.1 (¢ 0.22, CHCI3) IR CHCIs wmax: 3605, 3540, 1672, 1642, 1615,
1387, 1116, 1013, 895, 866 cm™'; EMAR-DART: m/z 305.24870 (calc. para C20H330z2:
305.24805).

Obtencion del compuesto 8. A 116.5 mg del compuesto 3 disueltos en 10 mL de
MeOH, se le agregaron aproximadamente 5 mL de solucién etérea de CH2N2 y se
dejé a temperatura ambiente hasta que dej6é de desprender nitrégeno. Se evaporo el

disolvente y el residuo se purificé por CCV. Se obtuvieron 109.8 mg (rend. 97.78%)
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del producto 8: aceite incoloro; [a]po +11.1 (¢ 0.18, CHCI3) IR CHCI3 vmax: 1733, 1602,
1370, 1163, 1024, 993 cm™'; EM-FAB: m/z 463 [M + H]".

PRUEBAS BIOLOGICAS

ENSAYOS DE INHIBICION DE LA ACTIVIDAD DE a-GLUCOSIDASA DE
LEVADURAY DE INTESTINO DE RATA

INHIBICION DE LA ACTIVIDAD DE LA a-GLUCOSIDASA DE LEVADURA

La inhibicion de la actividad enzimatica se evalué usando el método adaptado de
Xiao-Ping S. et al** Una solucién del compuesto a evaluar (1, 5, 6 o 7) en
dimetilsulféxido (DMSQO)/agua desionizada 1:1 se adicioné a 150 uL de disolucion
amortiguadora de fosfatos (DAF, 67 mM, pH=6.8) y se incubé a 37 °C por 10
minutos. Manteniendo la temperatura, se agregaron 25 uL de glutatién reducido (3
mM en DAF) y 25 uL de solucién (0.2 U-mL-', en DAF) de a-glucosidasa tipo | de
levadura para pan (No. Cat. SIGMA G5003-100UN). La solucién de sustrato (25 uL,
23.2 mM p-nitrofenil a-D-glucopiranésido (No. Cat. SIGMA N1377-1G en DAF) fue
afiadida y se incubd6 quince minutos con agitacion constante a 37 °C. La reaccion se
detuvo con 50 uL de carbonato de sodio (Na2COs, 1 M), y después de 5 minutos de
agitacion, se determind la absorbancia de la mezcla a una A = 405 nm (Amax. del p-
nitrofenol liberado). Como control positivo se usd quercetina. El porcentaje de

inhibicion se determind con la ecuacion:
Inhibicion (%)= [Acontrol- (Amuestra- Abasal)/ Acontrol] X100.

Donde Acontrol, Amuestra ¥ Abasal S€ definen como la absorbancia del 100% de la
actividad de la enzima, de la muestra con enzima y de la muestra sin enzima,

respectivamente. Todas las muestras fueron evaluadas por triplicado.
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INHIBICION DE LA ACTIVIDAD DE LA a-GLUCOSIDASA DE INTESTINO DE
RATA

La a-glucosidasa de intestino de rata se prepard siguiendo el método modificado de
Jo.%0 El polvo de acetona de intestino de rata (100.0 mg) se rehidraté con 4 mL de
DAF (67 mM, pH=6.8). Después de ser homogeneizada por 3 minutos a 4°C, la
suspension fue centrifugada (13,400 fcr, 4°C, 30 minutos) y el sobrenadante fue
usado para el ensayo. La mezcla de reaccion que contenia 150 yL de solucion
amortiguadora de fosfatos (67 mM, pH=6.8), 25 pL a-glucosidasa y 25 uL de
muestra (en DMSO-H20 1:1) a diferentes concentraciones fue pre-incubada a 37 °C
por 10 minutos. Se afiadieron 25 pL de p-nitrofenil a-D-glucopiranésido (23.2 mM).
Después de incubar la mezcla por 15 minutos a 37°C, la reaccion se detuvo con 50
ML de Na2COs (1 M), se agité durante 5 minutos y se determiné la absorbancia de la
mezcla a A = 405 nm en un lector de microplacas Biotek Synergy HT. Como control
positivo se us6 acarbosa y como control negativo DMSO 5% (v/v). Los experimentos

se realizaron por triplicado. El porcentaje de inhibicién se calculo con la formula:
Inhibicion (OA))= [Acontrol- Amuestra/ Acontrol] x100.

Donde Acontrol Y Amuestra SON las absorbancias del control negativo y de la muestra,

respectivamente.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

Como resultado del estudio quimico realizado al extracto de hexano de las partes
aéreas (hojas, ramas y flores) de Physalis glutinosa Schltdl. se aislaron cuatro
compuestos que fueron identificados como 12-epi-physanicandiol (1), 12-O-

acetilphysacoztomatina (2), acido physaglutinico (3) y retusina (4).

Adicionalmente se determind la capacidad de los productos naturales 1 y 3, asi

como la de los derivados 5-8, para inhibir la actividad enzimatica de a-glucosidasas.

Tl
Tl

0
Z
z
d

Tl

z OH
12- epi-physanicandiol (1) 12-O-acetilphysacoztomatina (2) Acido physaglutinico (3)
OMe ACO// H

OAc

i (5)
Retusina (4) O)k ©)

7 (8)

Figura 12. Estructuras de los compuestos aislados de Physalis glutinosa Schlitdl. y

de los derivados obtenidos.
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ELUCIDACION ESTRUCTURAL DE LOS METABOLITOS AISLADOS

La elucidacion estructural de los productos naturales y de sus derivados (Figura 12)

se llevd a cabo mediante el analisis de los respectivos espectros de IR, RMN y EM.

El compuesto 1 se aislé en forma de sdlido blanco con un punto de fusion de 146 —
147 °C. Su rendimiento fue de 7.8293 g, 1.44 % respecto al peso del material

vegetal seco.

En el espectro de IR (Espectro 1) presenta bandas para grupos hidroxilo (3609 cm-"’
y 1084 cm") y para dobles enlaces (3081, 1666 y 1642 cm™'). Su espectro de masas
(EM-DART, Espectro 2) presentd un ion molecular de m/z 307 [M+H]*, que es
consistente con una formula molecular C20H3402. El espectro de RMN '3C (Espectro
4) muestra veinte sefiales (Tabla 1) que segun el espectro DEPT (Espectro 5),
corresponden a cuatro metilos, ocho metilenos, cuatro metinos y cuatro carbonos no
protonados. Lo anterior sugiere que se trata de un diterpeno. Se propuso que se
trata de un labdano con dos dobles enlaces y dos grupos hidroxilo debido a que el
espectro de RMN 'H (Espectro 3) muestra sefiales para tres grupos metilo terciarios
que se asignaron a los metilos CH3-18 (on 0.87), CH3-19 (dn 0.80) y CH3-20 (oH
0.69) y para un metilo vinilico (én 1.67, CH3-16). La sefal de un hidrogeno vinilico
que se observa en 61 5.52 como triplete de dobletes (J = 7.0, 1.0 Hz) correlaciona en
el experimento COSY (Espectro 6) con las sefiales de los protones de un metileno
unido a un grupo hidroxilo (61 4.23 dd, J = 13.0, 7.0Hz; 61 4.18 dd, J = 13.0, 7.0Hz) y
con la sefal de CHs-16. Esto indica la presencia de un doble enlace entre C-13 y C-
14 y de un alcohol en C-15. En el espectro HMBC (Espectro 7) la sefial de H-14 (6H
5.52) correlaciona con las de los carbonos C-15 (6c 59.2), C-16 (6c 10.6) y con la del
carbono de un metino unido a un grupo hidroxilo en éc 77.2, que se asigna a C-12. A
su vez H-12 (61 4.13 dd, J = 9.0, 5.5 Hz) correlaciona con C-16, C-15, C-14 (6c
126.6) C-11 (6c 28.6) y C-9 (6¢c 53.2). Las correlaciones de C-9 con las sefiales de
dos hidrégenos vinilicos en 61 4.87 (H-17) y én 4.68 (H-17") indican que existe un

doble enlace entre los carbonos C-8 y C-17.
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TABLA 1. Datos de RMN "H y "3C del compuesto 1 en CDCl3.2

Posicion gy Oc Posicion &y oc
1 1.72m 39.0 10 39.5
1 0.92 dad 11 1.70 m 28.6
(13.0,13.0, 4.0)
2 1.58 ddddd 19.4 11° 1.68 m
(13.5, 13.5, 13.5, 3.5, 3.5)
2 1.49m 12 4.13 dd 77.2
(9.0, 5.5)
3 1.39 dddd 421 13 140.2
(13.0, 3.0, 3.0, 1.5)
3 1.17 ddd 14 5.52 td 126.6
(13.5, 13.5, 4.0) (7.0, 1.0)
4 33.6 15 4.23 dd
(13.0, 7.0)
5 1.06 dd 55.5 15 4.18 dd 59.2
(12.5, 3.0) (13.0, 7.0)
6 1.31 dddd 24 .4 16 1.67 s 10.6
(13.0, 13.0, 13.0, 4.0)
6 1.72m 17 487da 106.7
(1.5)
7 2.38 dad 38.3 17 468da
(12.5, 4.0, 2.5) (1.0)
7 1.93 ddd 18 0.87 s 33.5
(12.5, 12.5, 5.0)
8 1.47 dd 149.1 19 0.80s 21.7
(10.0, 3.0)
9 1.06 dd 53.2 20 0.69s 14.6
(12.5, 3.0)

a® en ppm; (J en Hz); RMN "H: 500 MHz; RMN 13C: 125 MHz.

La geometria del doble enlace en C-13 se determiné como E por la interaccion entre
H-12 y H-14 que se observa en el espectro NOESY (Espectro 8). Al revisar la
literatura se encontré que existen dos compuestos con la misma constitucion, que
fueron aislados de Physalis nicandroides var. aftenuata.*> Estos compuestos
presentaron diferente configuracién en C-12. Se les denomind physanicandiol (12R)
y 12-epi-physanicandiol (12S). Se compararon los datos espectroscopicos y las
constantes fisicas de 1 con los con los descritos para estos compuestos. Se

encontré que los del compuesto 1 concuerdan con los del 12-epi-physanicandiol.
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12- epi-physanicandiol (1)

El compuesto 2 fue aislado como aceite incoloro. Su espectro de RMN '3C (Espectro
10) muestra veintidos senales que segun el espectro DEPT (Espectro 11)
corresponden a seis metilos, seis metilenos, cinco metinos y cinco carbonos no
protonados. Dos de estas sefales corresponden a un grupo acetato (6c 170.6 y
21.3). Lo anterior sugiere que se trata de un diterpeno, el cual fue propuesto como
un labdano con dos dobles enlaces y con presencia de grupos hidroxilo y acetato.
Esto se confirma al observar que el espectro de RMN 'H (Espectro 9) muestra una
sefal a campo bajo ou 5.28 correspondiente al proton del carbono unido al acetato
(H-12) y la sefial correspondiente al metilo del acetato en én 2.08. Al igual que en el
compuesto 1, se presenta la sefial de un hidrégeno vinilico en é1 5.64 como triplete
(J = 6.6 Hz), lo que indica la presencia de un doble enlace entre C-13 y C-14;
ademas se presenta la sefal de los protones de un metileno unido a un grupo
hidroxilo como un doblete en 6+ 4.18 (J = 6.6 Hz, 2H). Esta senal se asign6é a H-15y
H-15". La sefal en dH 5.42 esta en la zona de los hidrégenos vinilicos, esto indica la
presencia de un doble enlace entre C-7 y C-8. Esto se confirma por las senales de
C-7 (6c 123.0) y C-8 (6c 134.4) y de un metilo vinilico (6c 22.3, CH3-17) en el
espectro de RMN '3C. Ademas, la sefial de H-12 aparece a campo mas bajo (OH
5.28, da, J = 9.9 Hz) que la del compuesto 1 (61 4.13 dd, J = 9.0, 5.5 Hz), lo que
indica que el grupo acetato se encuentra en C-12. De esta manera se propuso la
estructura 2 para este compuesto. Al revisar la literatura se encontré que
corresponde a la 12-O-acetilphysacoztomatina, un compuesto aislado de P.

sordida.?8
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La identidad de 2 se confirmd por comparacion, mediante CCF con una muestra
original de la 12-O-acetilphysacoztomatina, asi como por comparacion de sus datos

de RMN con los previamente reportados en la literatura. 2

12-0O-acetilphysacoztomatina (2)

El compuesto 3 fue aislado como aceite incoloro. En el espectro de infrarrojo
(Espectro 12) se presentan bandas en 1731y 1168 cm™' correspondientes a enlaces
C=0 y C-O de éster y una banda ancha entre 2800 y 3600 cm™' que indica la
presencia de un acido carboxilico. El espectro de masas (EMAR-DART, Espectro
13) presenta un ion molecular de m/z 466.31595 [M + NH4]*, correspondiente a una
formula molecular C26H400eNH4*. El espectro de RMN 3C (Espectro 15) (Tabla 2)
muestra veintiséis sefiales que corresponden a seis metilos, ocho metilenos, cinco
metinos y siete carbonos no protonados. Dos de las sefales corresponden a un
grupo acetato (6¢ 170.8 y 21.3). El espectro de RMN 'H (Espectro 14) (Tabla 2) es
muy similar al del compuesto 2; muestra sefales para tres grupos metilo terciarios
que se asignaron a los metilos CH3-18 (64 0.88), CH3-19 (61 0.86) y CH3-20 (oH
0.74) y para dos metilos vinilicos (6v = 1.72, 6H, CH3-16 y CHz3-17). También
muestra las sefales de H-7 (61 5.41,d a, J= 3.5 Hz) y H-14 (6n 5.57, tt, J=7.0, 1.0
Hz) que indican la presencia de dobles enlaces entre C-7 y C-8 y entre C-13 y C-14.
Se observan ademas las senales de H-12 (én 5.28, dd, J = 11.0, 1.5 Hz) y de H-15
(61 4.65, dd, J = 13.0, 7.0 Hz) y H-15" (6w 4.62, dd, J = 13.0, 7.0 Hz), cuyo
desplazamiento indica que ambas posiciones estan esterificadas. El espectro de
RMN 'H muestra un singulete en &n 2.09 (3H) que confirma la presencia del grupo

acetato. La correlacion del carbonilo del acetato con H-12 en el espectro de HMBC
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(Espectro 18), indica que el grupo acetato esta en esta posicion. El espectro de RMN

"H muestra un multiplete que integra para cuatro hidrogenos en &1 2.65 y en el

espectro de RMN '3C (Espectro 15), se observan las sefales de un carbonilo de

éster (&¢c 172.0), uno de acido carboxilico (dc 176.1) y dos sefales para carbono de

metileno en oc 29.0 y 28.8. Estas ultimas sefales correlacionan con la sefal en on

2.65 en el espectro HSQC (Espectro 17). Lo anterior indica la presencia de un

derivado del acido succinico monoesterificado. El espectro HMBC (Espectro 18)

muestra una correlacion entre los hidrogenos de C-15 y el carbonilo en é¢c 172.0, lo

cual indica que el acido succinico esta unido a C-15. Asi, se establece la estructura

3 para este compuesto. La configuracion de C-12 no pudo ser determinada. El

compuesto 3 no ha sido descrito con anterioridad, por lo que se le dio el nombre de

acido physaglutinico.

TABLA 2. Datos de RMN "H y '3C del compuesto 3 en CDCls.2

Posicion oy Oc Posicion oy Oc
1 1.88 m 39.2 12 5.28 dd 78.4
(11.0, 1.5)
1 0.91 ddd 13 5.57 tt 140.4
(13.0, 13.0, 4.0) (7.0, 1.0)
2 1.52 m 18.8 14 4.65dd 119.8
(13.0, 7.0)
2 1.48 m 15 4.62 dd 60.9
(13.0,7.0)
3 143 m 42.3 15’ 1.72s
3 1.16 ddd 16 12.9
(13.5, 13.5, 4.0)
4 33.0 17 1.72s 22.3
5 1.19dd 50.0 17
(12.0, 5.0)
6 1.98d a 23.7 18 0.86 s 33.1
(17.0)
6" 1.86 m 19 0.88s 21.9
7 541da 123.0 20 0.74 s 13.5
(3.5)
8 134.3 OAc 2.09 s, 3H 170.8, 21.3
9 1.73 m 50.3 1 172.0
10 36.4 2 2.65m, 4H 29.0
3" 28.8
11 1.76 dd 314 4" 176.1
(15.0, 11.0)
11° 141 m

ag en ppm; (J en Hz); RMN 'H: 500 MHz; RMN '3C: 125 MHz.
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Acido physaglutinico (3)

El compuesto 4 se aislé como un sélido cristalino amarillo con un punto de fusion de
159-160 °C (262.0 mg; rendimiento 0.0483 % respecto al peso del material vegetal
seco). En espectrometria de masas (EM-DART) (Espectro 19) presenté un ion
molecular de m/z 359 [M + HJ*, que es consistente con una férmula molecular
C19H1807.

El espectro de RMN 'H (Espectro 20) mostré que se trata de un flavonoide, ya que
presentd tres sefiales en 6n 7.74 (dd; J = 8.5, 2.0 Hz), 7.69 (d, J = 2.0 Hz) y 6.99
(d, J = 8.5 Hz), cada una integra para un hidrégeno y forman parte del mismo
sistema. Esto indica que el compuesto presenta 3 hidrégenos aromaticos.
Considerando el valor de las constantes de acoplamiento, las sefiales se asignaron,
respectivamente, a los hidrogenos H-6", H-2" y H-5" del anillo B del flavonoide. En la
misma zona, se observan dos dobletes en 6+ 6.36 (J=2.5 Hz) y 6.45 (J = 2.5 Hz). El
valor de estas constantes de acoplamiento indica una sustitucion de tipo meta. Estas
sefales fueron asignadas a H-6 y H-8 del anillo A, respectivamente. A campo bajo
se observa una sefial singulete en o1 12.64 que se asigna al hidrégeno de un grupo
hidroxilo quelatado unido a C-5. Ademas, se observan cuatro senales que integran
para tres hidrégenos cada una y que se atribuyen a grupos metoxilo (6 3.87, 3.88,
3.96, 3.97).
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En el espectro RMN '3C (Espectro 21) se observan sefiales para 19 carbonos, las
cuales corresponden a cinco metinos, cuatro metilos y diez carbonos no protonados;
entre las ultimas, la de un carbonilo de cetona en 6¢c 178.7 que corresponde a C-4.
Lo anterior permitio identificar al compuesto 4 como el flavonol retusina. Esto se
confirmd al comparar sus datos fisicos y espectroscépicos con los descritos en la

literatura.46. 47

Retusina (4)

Datos de RMN 'H de 4 (500 MHz, CDCls): 6+: 12.64 (s, 5-OH), 7.74 (dd; J =8.5, 2.0
Hz, H-6), 7.69 (d, J =2.0 Hz, H-2"), 6.99 (d, J =2.0 Hz, H-5"), 6.45 (d, J =2.5 Hz, H-
8), 6.36 (d, J =2.5 Hz, H-6), 3.97 (s, 4-OMe), 3.96 (s, 3-OMe), 3.88 (s, 7-OMe), 3.87
(s, 3-OMe).

Datos de RMN '3C de 4 (125 MHz, CDCls): 6¢: 178.7 (C-4), 165.4 (C-7), 162.0 (C-
5), 156.7 (C-9), 155.8 (C-2), 151.4 (C-4"), 148.8 (C-3"), 139.0 (C-3), 122.9 (C-1°),
122.2 (C-67), 111.3 (C-57), 110.9 (C-2°), 106.1 (C-10), 97.8 (C-6), 92.2 (C-8), 60.2 (3-
OMe), 56.1 (3-OMe), 56.0 (4°-OMe), 55.8 (7-OMe).

Con la finalidad de obtener una serie de compuestos para evaluar su capacidad de
inhibir la actividad de a-glucosidasas, se prepararon algunos derivados de los de los

productos naturales 1y 3.

El derivado 5 se obtuvo al tratar el compuesto 1 con anhidrido acético y piridina. La
presencia de los dos grupos acetato en la molécula fue confirmada al analizar los

diferentes espectros, como se describe a continuacion:
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El espectro de IR (Espectro 22) del compuesto 5 mostré una banda en 1730 cm™'
correspondiente a los grupos carbonilo de éster; no se observaron las sefiales para
grupos hidroxilo. El espectro de masas (EMAR-DART) (Espectro 23) mostré un ion
molecular [M + NH4]* de m/z 408.31117, correspondiente a una formula molecular
C24H380a4.

El espectro de RMN 'H (Espectro 24) fue comparado con el del compuesto 1, y se
observa que las sefnales de H-12 y H-15 se desplazan a campo bajo (o1 5.27 H-12;
OH 4.64 y 4.57 H-15 y H-15"); también se observa la presencia de dos senales
simples en o1 2.03 y 2.05 correspondientes a los metilos de acetato. El espectro de
RMN '3C (Espectro 25) muestra sefiales que confirman la presencia de los grupos
acetato en C-12 (6c 170.1, 21.7) y C-15 (6c 170.8, 21.3). La estructura de este

derivado se propone como:

OAc

~
7,
Z
-
1

19

12,15-di-O-acetil-12-epi-physanicandiol (5)

Se efectuaron dos reacciones de oxidacion de 1; la primera con clorocromato de

piridonio (PCC) y la segunda con diéxido de manganeso (MnQOz).

El producto mayoritario de oxidacion de 1 con PCC fue el compuesto 6, el cual tiene
un anillo de furano en la cadena lateral. La presencia del furano se deduce al
analizar los diferentes espectros; En el espectro de IR (Espectro 26) no se
observaron las sefiales para grupos hidroxilo. El espectro de masas (EM-DART,
Espectro 27) presenté un ion molecular de m/z 287 [M+H]*. En el espectro de RMN
'H (Espectro 28) no se presenta la sefial de H-12, en cambio se observan dos
sefales dobles en 61 6.11 (d, J=2.0 Hz) y 61 7.17 (d, J = 2.0 Hz), que se atribuyen
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a un furano disustituido; estas sefiales se asignan a H-14 y H-15, respectivamente.
Se observa que la sefal de H-16 (dn 1.96) se encuentra desplazada a campo mas

bajo respecto a la del compuesto 1.

En el espectro de RMN '3C (Espectro 29) se observa que las sefiales de los
carbonos C-12 a C-15 (6c 151.0, 113.2, 112.8, 139.2) aparecen en la zona de los
carbonos aromaticos. En la literatura ha sido descrita esta estructura como
pumiloxido*® y al comparar los datos experimentales con los previamente descritos,

se llegd a la conclusion que se trata del mismo compuesto.

PCC

Y

12- epi-physanicandiol (1)

De la oxidacién de 1 con MnO2 se obtuvo el aldehido 7; el espectro de masas
(EMAR-DART) (Espectro 31) mostr6 un ion molecular de m/z 305.24870
correspondiente a una féormula molecular C20H3302. La presencia del grupo aldehido
fue confirmada en el espectro de RMN 'H (Espectro 32) por la sefial de H-15 (6H
10.06; J = 7.8 Hz) que se presenta como un doblete por estar acoplado con H-14. La
sefial de H-12 aparece en on 4.25. En el espectro de RMN '3C (Espectro 33) se
observa que las sefales de algunos carbonos se desplazan hacia campo bajo, el
carbono del aldehido (C-15) aparece en dc 191.6; el carbono B al carbonilo (C-13)
en &c 163.2 y el metilo vinilico (C-16) aparece en 6c 12.2. Ademas, en el espectro de
infrarrojo (Espectro 30) se observa una banda a 1672 cm-! que confirma la presencia

del grupo aldehido conjugado.
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Mn02

Y

12- epi-physanicandiol (1) (7)

El compuesto 3 fue sometido a una reaccidén de metilacion con diazometano
(CH2N2), de la cual resulté el compuesto 8, el cual fue aislado como aceite incoloro.
En el espectro de masas (EM-FAB, Espectro 34) se observa un ién de m/z 463 [M +
H]*, que es consistente con la formula molecular C27H4206. Los espectros de RMN
presentan sefiales semejantes a las del compuesto 3; la diferencia entre los dos
compuestos es la presencia de un metilo de metoxilo en el compuesto 8. En el
espectro de RMN 'H (Espectro 35) este grupo se presenta como un singulete que
integra para tres hidrégenos en o1 3.69 y en el espectro de RMN "3C (Espectro 36)
presenta una sefal en 6c 51.8. Las sefales de H-2" y H-3” del succinato de metilo se

presentan como un singulete en on 2.63.

OH
Acido physaglutinico (3)

Para fines comparativos, los datos de RMN 'H y'3C de todos los labdanos obtenidos

en este estudio se presentan en las Tablas 3 y 4.
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TABLA 3. Datos de RMN "H de los compuestos 1-3 y 5-8 en CDCIz (500 MHz).?

1H 12 2b 3a 5b 62 7b 82
1 1.72m 1.88 m 1.71m 1.77d a 1.72m 1.88 m
(12.5)
1 |0.92 ddd 0.91 ddd 0.92 ddd 1.16 ddd 0.94 ddd 0.90 ddd
(13.0,13.0, 4.0) (13.0, 13.0, 4.0)[(12.6, 12.6,4.2)  [(12.5,12.5,4.0) ((12.3, 12.3,4.5) (13.0, 13.0, 4.0)
2 [1.58 ddddd 1.52m 1.55m 1.59 ddddd 1.58 m 1.52m
(13.5, 13.5, 13.5, (14.0, 14.0, 14.0,
3.5, 3.5) 3.5, 3.5)
2" [1.49m 1.48 m 1.49 m 1.50 d quint 1.55m 1.48 m
(14.0, 3.5)
3 [1.39 dddd 1.43 m 1.39m 1.41 dddd 1.40 da 1.41m
(13.0, 3.0, 3.0, 1.5) (13.0, 3.5, 3.5, 1.5)(12.9)
3" [1.17 ddd 1.16 ddd 1.16 ddd 1.21 ddd 1.17 ddd 1.16 ddd
(13.5, 13.5, 4.0) (13.5,13.5, 4.0)/(13.2,13.2,4.2)  |(13.0,13.0,3.5) [(12.9, 12.9,4.2) [(13.5, 13.5, 4.0)
5 [1.06 dd 1.19dd [1.19dd 1.03 dd 1.20 dd 1.07 dd 1.19 dd
(12.5, 3.0) (12.5,5.1) (12.0, 5.0) (12.6, 2.7) (13.0, 3.0) (12.6, 3.0) (12.5, 5.0)
6 [1.31 dddd 1.98da 1.30 dddd 1.33 dddd 1.31 dddd 1.97 da
(13.0, 13.0, 13.0, (17.0) (12.9,12.9, 12.9, ((13.0, 13.0, 13.0, {(12.9,12.9, 12.9, |(17.5)
4.0) 4.2) 4.5) 4.2)
6" 1.72m 1.86 m 1.71m 1.73m 1.75m 1.86 m
7 [2.38 ddd 542sa H41da 2.37 ddd 2.34 ddd 2.39 ddd 5.41da
(12.5, 4.0, 2.5) (3.5) (12.9,4.2,2.4)  |(13,4.5,2.5) (12.6,4.2,2.4) |(3.5)
7" [1.93 ddd - 1.86 ddd 2.02 ddd 1.94 tda -
(12.5, 12.5, 5.0) (12.9, 12.9,4.8) [(13.0,13.0,5.0) |(12.6, 5.1)
9 [1.47dd 1.73m 144da 2.30da 1.52m 1.70 m
(10.0, 3.0) (7.5) (10.0)
11 1.70 m 1.76 dd 1.73m 2.73 1.80 m 1.76 dd
(15.0, 11.0) (15.0, 3.5) (15.0, 11.0)
11" [1.68 m 1.41m 1.73m 2.62 dd 1.80 m 1.42 dd
(15.0,10.0) (15.0, 2.0)
12 4.13dd 5.28da [5.28 dd 5.27 dd - 4.25 dd 5.30 dd
(9.0, 5.5) (9.9) (11.0, 1.5) (8.7,6.9) (7.8, 6.0) (11.0, 1.5)
14 5.52 td 564t [5.57 tt 5.49 tdc 6.11 d 5.92 ddc 5.57 tt
(7.0, 1.0) (6.6) (7.0, 1.0) (6.9, 1.5, 0.6) (2.0) (7.8,2.7,15) |6.5,1.0)
15 4.23 dd 4.18d ©4.65dd 4.64 ddd 7.17 d 10.06 d 4.63d
(13.0, 7.0) (6.6) (13.0, 7.0) (12.9,6.9,0.6)  [(2.0) (7.8) (6.5)
15" [4.18 dd 4.18d ©4.62dd 4.57 ddd 4.63d
(13.0, 7.0) (6.6) (13.0,7.0) (12.9, 6.9, 0.6) (6.5)
16 [1.67 s 169s [1.72s 1.68 dt 1.96s 2.16 d 1.71s
(1.2, 0.6) (1.5)
17 4.87da 1.73s [1.72s 4.88d a 4.76 dd 4.90 dd 1.72s
(1.5) (1.5) (3.0, 1.0) (2.7, 1.2)
17" 4.68da - - 4.79d a 4.57da 4.68 d -
(1.0) (0.9) (1.0) (1.2)
18 (0.87 s 0.88s [0.86s 0.86 s 0.89s 0.87 s 0.86 s
19 0.80s 0.86s [0.88s 0.79 s 0.83s 0.80 s 0.88s
20 0.69s 0.74s [0.74s 0.68 s 0.76 s 0.69 s 0.74 s
OAc 2.08s3H[2.09s,3H [2.05s,2.03 s 3H 2.08s, 3H
2" 2.65 m, 4H 2.63's, 4H
3
OMe 3.69s

2§ en ppm; (J en Hz); ® Obtenido a 300 MHz.
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TABLA 4. Datos de RMN "*C de los compuestos 1-3 y 5-8 en CDCl; (1252 o 75° MHz).

13C 1a 2b 3a 5b 6a 7b 8a
1 39.0 39.3 39.2 38.2 39.0 39.0 39.2
2 19.4 18.8 18.8 19.3 19.4 19.3 18.8
3 421 42.3 423 42.0 42.1 41.9 42.3
4 33.6 33.0 33.0 33.5 33.6 33.6 33.0
5 55.5 50.0 50.0 52.5 55.4 55.5 50.0
6 24.4 23.8 23.7 24.3 24.3 24.3 23.7
7 38.3 123.0 123.0 38.9 38.1 38.2 123.0
8 149.1 134.4 134.3 1475 148.7 | 149.3 134.3
9 53.2 50.3 50.3 55.6 54.4 53.4 50.3
10 39.5 36.4 36.4 39.3 39.6 39.7 36.4
11 28.6 31.6 31.4 26.2 215 29.1 315
12 77.2 78.6 78.4 78.7 151.0 76.7 78.2
13 | 140.2 137.8 140.4 138.1 113.2 | 163.2 140.2
14 | 126.6 125.1 119.8 123.5 112.8 | 127.0 119.9
15 59.2 59.0 60.9 60.6 139.2 | 1916 60.9
16 10.6 12.7 12.9 11.4 10.1 12.2 12.9
17 | 106.7 22.3 22.3 107.3 106.8 | 106.9 22.3
18 33.5 33.1 33.1 33.5 33.6 33.5 33.1
19 21.7 21.9 21.9 21.0 21.8 21.6 21.9
20 14.6 13.5 13.5 14.6 14.2 14.5 13.5
OAc 170.6, 21.3 [170.8, 21.3 1708, 213 170.5, 21.2
170.1,21.7
O-Succ
17 172.0 172.2
27,3 29.0,28.8 29.0, 28.9
4" 176.1 172.7
O-CH; 51.8
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PRUEBAS BIOLOGICAS

La diabetes tipo 2 es la forma mas comun de diabetes caracterizada por la
resistencia a la insulina y un incremento anormal de azucar en sangre
inmediatamente después de consumir alimentos (hiperglicemia posprandial) y es
uno de los desordenes de salud asociado con la incidencia y la progresion de
enfermedades como la retinopatia diabética, pérdida de la visidon, nefropatias y

enfermedades cardiovasculares.

Uno de los enfoques terapéuticos mas importantes para disminuir la hiperglicemia
posprandial es retardar la absorcion de la glucosa a través de la inhibicion de las
enzimas que hidrolizan carbohidratos como las a-glucosidasas y a-amilasas. Existen
compuestos de origen vegetal capaces de inhibir la actividad de estas enzimas, que
podrian representar una terapia efectiva para el control de la hiperglicemia

pospandrial con efectos secundarios minimos.43: 38

En este trabajo se evalu6 la capacidad de los compuestos 1, 4-8 para inhibir la

actividad de las a-glucosidasas. En las Tablas 5 y 6 se muestran los resultados.

TABLA 5: Evaluacion de capacidad de los compuestos 1 y 5-7 para inhibir la

actividad de la enzima a-glucosidasa de levadura.

Muestra Concentracion| Absorbancia Inhibicion
(ug/mL) (A=405nm) (%)
a-glucosidasa 1.871

1 1.704 8.9

1 10 1.787 4.5

100 1.728 7.6

1 1.743 6.9

5 10 1.788 4.4

100 0.803 57 1

1 1.634 12.7

6 10 0.691 63.1

100 0.022 08.8
1 1.598 14.61

7 10 1.157 38.2

100 0.003 99.8

1 1.846 1.3

Quercetina 10 1.378 26.4
100 0.238 87.3
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TABLA 6: Evaluacion de capacidad de los compuestos 1 y 4-8 para inhibir la

actividad de la enzima a-glucosidasa de intestino de rata.

Muestra Concentracion| Absorbancia Inhibicion
(bg/mL) (A=405nm) (%)
1 0.882 7.9
12 10 0.864 97
100 0.836 12.7
1 0.907 5.3
42 10 0.887 73
100 1.318 376
1 0.899 6.1
5 10 0.857 105
100 0.878 8.2
1 0.928 16
6° 10 0.904 41
100 0.884 6.3
1 0.893 3.2
7° 10 0.904 45
100 0.896 35
1 0.869 93
8 10 0.857 10.4
100 0.876 85
1 0.637 26.4
Acarbosa® 10 0.507 41.4
100 0.385 55.6

a) Determinadas con un valor de A = 0.957 para a-glucosidasa 100%, b) Determinadas con un valor de A = 0.943

para a-glucosidasa 100% c) Determinadas con un valor de A = 0.866 para a-glucosidasa 100%

El porcentaje de inhibicién se determind con la relacién
Inhibicion (%)= [Acontrol- Amuestra/ Acontrol] X100.

Donde Acontrol Y Amuestra SON las densidades 6pticas del control negativo y de la

muestra respectivamente.

Al realizar el estudio para determinar la inhibicién de la actividad de la a-glucosidasa
de levadura, se observo que los compuestos 5, 6 y 7 exhibieron capacidad para
inhibir la actividad de la enzima. Los compuestos 6 y 7, en concentraciones de 100
Mg/mL, mostraron porcentajes de actividad inhibitoria de 98.8 y 99.8,
respectivamente. Estos valores fueron mayores que el de la quercetina (control

positivo), que a la misma concentracién presentd un porcentaje de inhibicion de
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87.3. El compuesto 5 aunque fue activo, mostré un porcentaje de inhibicion menor
(57.1 %) que el del control. En la prueba con a-glucosidasa de intestino de rata
ninguno de los compuestos evaluados presentd porcentajes de inhibicion superiores

al 13%. La capacidad de inhibir la actividad de la enzima no es significativa.

La mayor actividad inhibitoria de los derivados 6 y 7 respecto a la del compuesto 1,
podria explicarse por la presencia del furano en 6 y del aldehido conjugado en 7, en
lugar del diol de 1. Esto se podra confirmar evaluando la actividad de un mayor

numero de derivados que contengan otros grupos funcionales.
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6. CONCLUSIONES

El presente trabajo contribuye al conocimiento del metabolismo secundario de
Physalis glutinosa Schltdl. y por ende del género Physalis, ya que permitio
determinar que esta especie sintetiza principalmente diterpenos de tipo labdano, de
los que se aislaron tres. El mas abundante se identific6 como 12-epi-physanicandiol
(1), el menos abundante como 12-O-acetilphysacoztomatina (2) y el tercero como un
monoéster del acido succinico, al que se denominé acido physaglutinico (3), el cual
es un nuevo producto natural. Se aislé6 también el flavonoide retusina (4). Los

compuestos 1, 2 y 4 ya habian sido aislados de otras especies del género Physalis.

Los resultados del estudio quimico realizado al extracto de hexano de las partes
aéreas de Physalis glutinosa Schltdl. muestran que el perfil quimico de esta especie
concuerda con los de algunas especies del género Physalis, cuyos principales

metabolitos son labdanos.

Se prepararon tres derivados del 12-epi-physanicandiol (5-7) y uno del acido
physaglutinico (8) en los que se modific6 la cadena lateral. En los ensayos
biolégicos de los productos naturales 1 y 4, asi como de los derivados 5-8, en los
que se evaludé su capacidad para inhibir la actividad de dos a-glucosidasas,
solamente los derivados 6 y 7 mostraron una actividad significativa cuando el ensayo
se realiz6 con la enzima de levadura. Lo anterior indica que la funcionalizacién de la

cadena lateral es importante para la actividad inhibitoria.
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7. PERSPECTIVAS

Tomando en consideracion que el 12-epi-physanicandiol existe en una alta
concentracion (1.44 %) en Physalis glutinosa Schitdl., seria importante explorar si
este compuesto o un derivado que se pueda obtener con un rendimiento alto,
presentan una actividad biologica relevante para enfrentar alguno de los principales

problemas de salud que enfrenta actualmente la humanidad.
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ESPECTRO 4. RMN-"3C del 12-epi-physanicandiol (1);. (125 MHz, CDCls).
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ESPECTRO 5. DEPT del 12-epi-physanicandiol (1); (CDCls).
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ESPECTRO 11. DEPT de la 12-O-acetilphysacoztomatina (2); (CDCI3).
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ESPECTRO 12. IR del &cido physaglutinico (3); (CHCI3).
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ESPECTRO 13. EMAR-DART del &cido physaglutinico (3).
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ESPECTRO 14. RMN-"H del acido physaglutinico (3); (500 MHz, CDCls).
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ESPECTRO 15. RMN-"3C del acido physaglutinico (3); (125 MHz, CDCls).
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ESPECTRO 16. COSY del acido physaglutinico (3); (CDCI3).
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ESPECTRO 17. HSQC del acido physaglutinico (3); (CDClIz3).



69

|, Ai
T rl
[ ]
'30%*’;9
s 88, sl 9
+ 8 0 s @ I
Ad [ ] L
g O ! 3 e g * -
® ° 4 ) % °
EX
y °
° *
L]
0 ° ° ° 0
L) % » (1]
o )
160 140 120 100 80 60 40 20
Fi (ppm)

ESPECTRO 18. HMBC del acido physaglutinico (3); (CDCI3).
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ESPECTRO 19. EM-DART de la retusina (4).
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ESPECTRO 20. RMN-'H de la retusina (4); (500 MHz, CDCls).
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ESPECTRO 21. RMN-'3C de la retusina (4); (125 MHz, CDCl5).
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ESPECTRO 22. IR del compuesto 5; (CHCI3).
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ESPECTRO 23. EMAR-DART del compuesto 5.
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ESPECTRO 24. RMN-"H del compuesto 5; (300 MHz, CDCls).
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ESPECTRO 26. IR del compuesto 6; (CHCI3).
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ESPECTRO 27. EM-DART del compuesto 6.
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ESPECTRO 28. RMN-"H del compuesto 6; (300 MHz, CDCls).
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ESPECTRO 29. RMN-'3C del compuesto 6; (75 MHz, CDCl5).
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ESPECTRO 30. IR del compuesto 7; (CHCI3).
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ESPECTRO 31. EMAR-DART del compuesto 7.
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ESPECTRO 32. RMN-"H del compuesto 7; (300 MHz, CDCls).
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ESPECTRO 33. RMN-"3C del compuesto 7; (75 MHz, CDCls).
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ESPECTRO 35. RMN-"H del compuesto 8; (500 MHz, CDCl5).
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ESPECTRO 36. RMN-"3C del compuesto 8; (125 Hz, CDCls).
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