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Resumen

El presente trabajo describe el estudio farmacolégico realizado sobre la infusién de
Bauhinia divaricata L. (Leguminosae) llamada comunmente pata de vaca, una especie
empleada tradicionalmente en la medicina popular de México para el tratamiento de la
diabetes. Estos estudios permitieron establecer su inocuidad y eficacia como agente
antihiperglucémico. También se realizaron analisis cromatograficos y espectroscopicos para

comenzar con el establecimiento de los pardmetros de identidad quimica de la especie.

Las evaluaciones preclinicas de inocuidad de la infusion de B. divaricata se realizaron
en ratones empleando el método de Lorke. El estudio toxicolégico mostré que la dosis letal
media (DLso) para la infusion es mayor a 5 g/kg, por lo que se consideré inocua en el modelo
evaluado. La eficacia antihiperglucémica se evalué en ratones normoglucémicos o
hiperglucémicos (nicotinamida-estreptozotocina, 50-130 mg/kg) y se observo que la infusion
(100 y 316 mg/kg) tiene un efecto significativo en ratones hiperglucémicos durante una
prueba de tolerancia a la glucosa oral. Los resultados generados en las pruebas de
tolerancia a la sacarosa y al almidén orales en ratones normoglucémicos mostraron que las
dosis evaluadas (31.6-316 mg/kg) inhibieron la glucemia postprandial ocasionada por los
carbohidratos, por lo que estos resultados sugieren que el mecanismo antihiperglucémico de

la especie es a través de la inhibicion de las enzimas a-glucosidasas intestinales.

Con la finalidad de profundizar en el mecanismo de accion de B. divaricata, se realizo
una evaluacion de la actividad inhibitoria de las fracciones de AcOEt y de CH2Clz> de la
infusibn de B. divaricata sobre la enzima a-glucosidasa de la levadura Saccharomyces
cerevisiae. La fraccion de AcOEt inhibié la actividad enzimatica alrededor de 93% vy la
fraccion CH2Clz inhibi6 aproximadamente 40%. Estos resultados sustentan los obtenidos en
las pruebas de tolerancia a sacarosa y al almidén, por lo que es altamente probable que la
eficacia antihiperglucémica in vivo de la infusion de B. divaricata se deba a la capacidad
inhibitoria de sus metabolitos sobre las enzimas a-glucosidasas intestinales.

Como parte del desarrollo de las pruebas de identidad quimica de B. divaricata se
obtuvieron los perfiles cromatogréficos de las fracciones de AcOEt y CH2Cl2 de la infusion
mediante cromatografia de capa fina (CCF). Ademas, de la fraccion activa de AcOEt se

generd un perfil cromatografico empleando cromatografia de liquidos de alta eficiencia



(CLAE). Por otra parte, los espectros de UV, IR y RMN de la fraccién activa de AcOEt
permitieron establecer de manera preliminar la presencia de compuestos de tipo flavonoide.

Finalmente, los perfiles cromatograficos de gases acoplados a espectrometria de
masas permitieron identificar al monoterpeno B-cariofileno y a los sesquiterpenos trans-o-
bergamoteno y 6-cadineno como los productos mayoritarios de la esencia y de los volatiles
por la técnica de microextraccion en fase soélida, respectivamente. Estos perfiles
cromatograficos serviran para el control de calidad de la especie B. divaricata.

En suma, los resultados obtenidos en esta investigacion muestran la eficacia
antihiperglucémica del preparado tradicional de B. divaricata, la cual esta relacionada con la
inhibicion de enzimas o-glucosidasas intestinales, y posicionan a la especie como una
alternativa para el descubrimiento de moléculas con este mecanismo de accion, ademas de
racionalizar su consumo como agua de uso junto con los alimentos para prevenir y tratar la

diabetes mellitus.
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1. Antecedentes
1.1 Diabetes mellitus: una enfermedad global

La diabetes mellitus (DM) es un padecimiento metabdlico que actualmente representa
un problema de salud mundial. La rapida urbanizacion, las dietas poco saludables y los
estilos de vida cada vez mas sedentarios han dado lugar a indices de obesidad y diabetes
inauditos. La diabetes mata y discapacita, afecta principalmente a las personas en su edad
mas productiva, empobreciendo a las familias o reduciendo la esperanza de vida de las
personas adultas mayores (IDF, 2017).

Esta enfermedad es una de las mayores emergencias sanitarias cosmopolitas del siglo
XXI y esta entre las 10 principales causas de muerte a nivel mundial. De acuerdo con la
Federacion Internacional de Diabetes (IDF, por sus siglas en inglés) se calcula que alrededor
de 425 millones de personas (20-79 afios) en todo el mundo padecian algun tipo de DM en
2017. Si esta tendencia continua, para el afio 2045, 629 millones de personas seran
diabéticas. En la Figura 1 se muestra la prevalencia (2017) y las tendencias previstas del
namero de diabéticos (2045) en el mundo.

México ocupa el quinto lugar entre los diez paises con mayor incidencia de esta
enfermedad en el mundo con 12 millones de personas (20 a 79 afos) diagnosticadas en
2017; se estima que en el afio 2045 el pais pasara al cuarto lugar con 21.8 millones de
personas diabéticas (IDF, 2017). De acuerdo con datos del Instituto Nacional de Geografia y
Estadistica (INEGI) en 2017 la DM fue la segunda causa de muerte en México con 106,525
defunciones (INEGI, 2018). Ademas de la muerte prematura, la baja calidad de vida y las
multiples complicaciones relacionadas con la DM, la enfermedad tiene un impacto econémico
negativo tanto para las personas con diabetes y sus familias, como para los sistemas
sanitarios de los paises con altas tasas de prevalencia.

Por tanto, resulta indispensable que se produzcan cambios en el estilo de vida de toda
la poblacion y que se fomenten la deteccion, el diagndéstico y el tratamiento farmacoldgico

temprano, que sea eficaz y econdmicamente asequible (IDF, 2017).
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Figura 1. Prevalencia mundial de diabetes mellitus (2017) y proyecciones de crecimiento de la
enfermedad (2045).Tomado del Atlas de Diabetes, Federacion Internacional de Diabetes, 2017.

1.2 Generalidades sobre diabetes mellitus

La DM es una enfermedad que ha sido descrita y documentada por los médicos en el
transcurso de la historia. La primera referencia se encuentra en el papiro de Ebers, uno de
los tratados médicos mas antiguos redactado cerca del afio 1500 a. C., el cual describe
sintomas que parecen corresponder a la diabetes. EI médico y cirujano indio Susruta
documento en el siglo V d.C. que la orina de los diabéticos era pegajosa, con sabor a miel y
que atraia fuertemente a las hormigas. Fue el médico griego Areteo de Capadocia (siglo Il
d.C.) quien le dio a esta afeccion el nombre de diabetes, que en griego significa sifén,
refiriéendose a la poliuria caracteristica de la enfermedad (Lakhtakia, 2013). En nuestro pais,
la Norma Oficial Mexicana NOM-015-SSA2-2010 define a la DM como “la enfermedad
sistémica, cronico-degenerativa, de caracter heterogéneo, con grados variables de

predisposicion hereditaria y con participacion de diversos factores ambientales, y que se
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caracteriza por hiperglucemia crénica debido a la deficiencia en la produccion o accién de la
insulina, lo que afecta al metabolismo intermedio de los hidratos de carbono, proteinas y
grasas”.

Este padecimiento se clasifica en tres tipos: tipo 1 (DMT1), tipo 2 (DMT2) y
gestacional (DMG). La DMT1 es causada por reacciones autoinmunes que desencadenan
procesos apoptoticos selectivos de las células beta pancreaticas, encargadas de producir a
la hormona insulina (Holt etal., 2010). Como resultado, el organismo produce poca o
ninguna insulina, provocando una deficiencia relativa o absoluta de dicha hormona. Por otra
parte, la DMT2 es la forma mas frecuente ya que el 90% de los pacientes la padecen. En
este tipo de diabetes, la hiperglucemia es el resultado de una produccién inadecuada de
insulina y la incapacidad del organismo para responder plenamente a dicha hormona, estado
gue se define como resistencia a la insulina. Finalmente, la hiperglucemia que se detecta por
primera vez durante el embarazo se clasifica como DMG y suele aparecer durante el
segundo y tercer trimestre del embarazo, aunque puede darse en cualquier momento (IDF,
2017).

En nuestro pais, los criterios para el diagndstico de la DM estan descritos en la Norma
Oficial Mexicana NOM-015-SSA2-2010, la cual considera parametros estandarizados a nivel
internacional para prevenir y tratar adecuadamente a los pacientes diabéticos. La Tabla 1

resume dichos criterios.

Tabla 1. Criterios de diagndstico de diabetes de acuerdo a la NOM-015-SSA2-2010

DM Pre-DM

Sintomas clasicos | Poliuria, polifagia o polidipsia No hay criterio

Glucosa plasmaética en > 126 mg/dL >100 mg/dL

ayunas
Y < 125 mg/dL
Prueba de tolerancia ) _
oral ala glucosa (TGO); | Glucemia >200 mg/dL a las 2 h Intolerancia a la glucosa:
cargade 759 postcarga glucemia 2140 mg/dL y < de
199 mg/dL a las 2 h postcarga

Prueba aleatoria (0 | > 200 mg/dL o la hemoglobina o

casual) de glucosa | glucosilada (HbA1c) equivalente No hay criterio
plasmatica a 6.5%
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1.3. Complicaciones de la diabetes mellitus

Puesto que la DM es una enfermedad cronica degenerativa, ocasiona complicaciones
tanto agudas como cronicas que deterioran la calidad de vida de quienes la padecen. Las
complicaciones agudas incluyen cetoacidosis diabética, estado hiperosmolar hiperglucémico,
coma diabético hiperglucémico, convulsiones, desmayos e infecciones. Entre las
complicaciones crénicas microvasculares destacan las neuropatias, nefropatias vy
retinopatias, que pueden deteriorarse hasta generar dolor neuropatico, insuficiencia renal, y
ceguera, respectivamente. Por otra parte, las complicaciones macrovasculares son las
causales de la enfermedad coronaria, de la enfermedad arterial periférica, de la
encefalopatia diabética y del pie diabético, que culminan en infarto de miocardio, accidentes

cerebrovasculares, y amputaciones, respectivamente (IDF, 2017; WHO, 2018).

1.4 Tratamiento farmacoldgico de la diabetes mellitus

Existen diferentes terapias farmacoldgicas y no farmacolégicas a seguir que dependen
del tipo de diabetes que se padezca. El objetivo de la terapéutica de la DM es aliviar los
sintomas, mantener el control metabdlico, prevenir las complicaciones agudas y crénicas,
mejorar la calidad de vida y reducir la mortalidad por esta enfermedad o por sus
complicaciones.

Las personas con DMT1 son tratadas con inyecciones diarias de insulina debido a la
deficiencia de esta hormona. La piedra angular en el tratamiento de la DMT2 es una vida
saludable, lo cual incluye la adopcion de una dieta sana, el aumento de la actividad fisica, y
mantener un peso corporal saludable. Sin embargo, la DMT2 es un trastorno progresivo y
complejo que es dificil de tratar de manera efectiva a largo plazo. Debido a que la mayoria de
los pacientes tienen sobrepeso u obesidad en el momento del diagndstico, dificiimente
mantienen la normoglucemia sin los agentes antidiabéticos orales (IDF, 2017; Krentz y
Bailey, 2005).

Actualmente existe una amplia gama de medicamentos antidiabéticos orales para el
tratamiento de DMT2. Las principales clases de medicamentos son heterogéneas en sus
modos de accion, perfiles de seguridad y tolerancia. Estas incluyen agentes que estimulan la
secrecion de insulina (sulfonilureas y glitinidas), aquéllos que reducen la produccion de
glucosa hepatica o mejoran la accion de la insulina (biguanidas y tiazolidinedionas), y los que

retrasan la digestion y la absorcion de carbohidratos intestinales (inhibidores de las enzimas
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a-glucosidasas), ademas de los farmacos mas recientes como lo son analogos de incretinas,

que son peéptidos que mejoran la secrecidn enddgena de insulina, los inhibidores de la

enzima dipeptidilpeptidasa-4, que degrada a las incretinas enddgenas (DPP-4), o los

inhibidores del trasportador sodio-glucosa-2 (SGLT-2) que reducen la reabsorcion renal de

glucosa (Krentz y Bailey, 2005; Upadhyay et al., 2018). En la Tabla 2 se muestran en

resumen los principales agentes terapéuticos usados en la DMT2

Tabla 2. Farmacos mas utilizados en tratamiento de diabetes mellitus tipo 2

Tipo de farmaco

Ejemplo

Mecanismo de accién y
efectos farmacoldgicos

Secretagogos
de insulina

Sulfonilureas

Glibenclamida

Unién a la subunidad
SURL1 en los canales de
potasio sensibles a ATP
(Katp) de las membranas
de las células B-
pancreaticas.

Bloqueo del canal Katp
que conduce a la
despolarizacion de la
membrana celular, Ia
apertura de los canales
de calcio dependientes
de voltaje y la fusion de
los granulos de insulina
con la membrana celular,
liberando asi insulina a la
sangre (Upadhyay etal.,
2018).

Secretagogos
de insulina

Glitinidas

Repaglinidina

o)
N o >
H

Secrecion de insulina
debido al bloqueo en un
sitio no sulfonilurea del
canal Karp de las
membranas de las
células B-pancreaticas
(Upadhyay et al., 2018).
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Continuacion de la Tabla 2. Farmacos mas utilizados en tratamiento de diabetes mellitus tipo 2

Tipo de farmaco Ejemplo Mecanismo de accion y

efectos farmacolégicos
Sensibilizador Biguanidas Metformina Inhibicion del complejo | de
de insulina la  cadena respiratoria
mitocondrial y activacion de
NH NH la AMPK, la cual induce la

J\NHZ

SNTON
| H

traslocacion del
transportador de glucosa
(GLUT-4) a las membranas
celulares de tejido adiposo y
musculo esquelético.

Reduccién de la produccién
hepatica de glucosa al
inhibir la gluconeogénesis
(Hardie et al., 2012).

Sensibilizador | Tiazolidinedionas

de insulina

Pioglitazona

o)
%S 0o N\
HN |
_
o)

Activacion del factor de
transcripcion nuclear PPAR-
Y, que promueve la
traslocacion de GLUT-4,
disminuyendo la resistencia
a la insulina en tejido
adiposo, musculo
esquelético e higado (Davis
et al., 2010).

Inhibidores de las enzimas a-
glucosidasas

Acarbosa

Inhibicion  competitiva y
reversible de las enzimas o-
glucosidasas enterales
(Bischoff, 1995).

Retardo en la digestion de
los carbohidratos complejos,
retrasando asi la absorcion
de monosacaridos y
reduciendo los niveles de
glucosa postprandial
(Upadhyay et al., 2018).

Agonistas del receptor GLP-1

Exenatida

H-His-Gly-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-
-Ser-Asp-Leu-Ser-Lys-Gln-Met-
-Glu-Glu-Glu-Ala-Val-Arg-Leu-
-Phe-lle-Glu-Trp-Leu-Lys- Asn-
-Gly-Gly-Pro-Ser-Ser-Gly-Ala-
-Pro-Pro-Pro-Ser-NH;

Aumento de la sintesis y
secrecion de insulina por las
células B- pancreéticas.
Disminucion de la secrecién
de glucagén y retraso del
vaciamiento géstrico (Davis
et al., 2010).
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Continuacion de la Tabla 2. Farmacos mas utilizados en tratamiento de diabetes mellitus tipo 2

Tipo de farmaco Ejemplo Mecanismo de acciéony
efectos farmacoldgicos
Inhibidores de DPP-4 Sitagliptina Inhibicion competitiva reversible

de la dipeptidil
(DPP-4).

Aumento de la concentracion de
las incretinas endégenas GIP y

peptidasa 4

GLP-1 (Davis et al., 2010)

Inhibicion de la reabsorcién de
glucosa a nivel renal (Davis
et al., 2010).

Bloqueadores de SGLT-2
Dapagliflozina

OH of O._CHs,
HEo
OH

1.5 Uso de plantas medicinales para tratar la diabetes mellitus

En México el uso de plantas medicinales para tratar padecimientos crénicos y agudos
es milenario. Uno de los primeros los registros que describen las propiedades curativas de
las plantas americanas empleadas por los mexicas es el Libellus de medicinalibus indorum
herbis (Libro sobre las hierbas medicinales de los pueblos indigenas), también conocido
como Cadice de la Cruz-Badiano. Durante el Porfiriato, el Instituto Médico Nacional publicé
sus Anales y la Materia Médica Mexicana, documentos donde se recopilaron las
investigaciones quimicas, las pruebas bioldgicas y las pruebas en humanos realizadas a las
plantas medicinales mas usadas en el territorio nacional (L6pez, 2017).

Las investigaciones mas recientes reportan que en nuestro pais se consumen cerca
de 380 especies vegetales para tratar la DM, entre las que destacan miembros de las
familias Asteraceae, Agavaceae, Cucurbitaceae, Cactaceae, entre otras. La eficacia de
algunas especies ha sido comprobada en modelos animales y se han determinado los
constituyentes quimicos responsables de las actividades hipoglucemiantes, pero son pocas
las plantas medicinales que cuentan con estudios exhaustivos sobre sus mecanismos de
accion antidiabéticos (Andrade-Cetto y Heinrich, 2005). Nuestro grupo de trabajo ha
determinado que varias plantas medicinales usadas para tratar la diabetes poseen
compuestos que inhiben a las enzimas o-glucosidasas enterales, entre ellas el copalchi
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(Hintonia latiflora, Rubiaceae), la raiz de cochino (Ligusticum porteri, Apiaceae), el
zacatechichi (Calea ternifolia, Astereaceae), el estafiate (Artemisia ludoviciana, Asteraceae),
y el mirto (Salvia circinata Cav., Lamiaceae) (Flores-Bocanegra et al., 2017; Mata et al.,
2013).

1.6 Generalidades del género Bauhinia

El género Bauhinia (Fabaceae o Leguminosae) consta de aproximadamente 300
especies, que se conocen comunmente como "pata de vaca" o "pezufa de vaca” debido a la
forma de sus hojas. En México y Centroameérica existen cerca de 50 especies, varias de ellas
endémicas (Barragan et al., 2010). Las hojas y tallos de las especies de este género se
utilizan con frecuencia en la medicina tradicional de Africa, Asia, América Central y del Sur

como agentes antidiabéticos o antioxidantes (Dantas Fernandes et al., 2012).

1.7 Generalidades sobre Bauhinia divaricata
1.7.1 Taxonomiay distribucion geogréfica

Bauhinia divaricata L (Leguminosae) es un arbusto o arbol pequefio de 1 a 8 m de
altura, las hojas son mas anchas que largas y a veces partidas en dos, parecidas a una pata
de cabra, de color verde palido. Las flores son blancas con unos hilos largos, con el tiempo
se tornan color rosa, pueden ser pocas 0 humerosas. Los frutos son vainas de 5 a 12 cm de
largo, con 5 a 10 semillas (Figura 2) (Torres-Colin et al., 2009).

Algunos sinénimos taxondmicos con los que se conoce esta especie son B.
adansoniana Guill. & Perr., B. amblyophylla Harms, B. americana Launay, B. aurita Aiton, B.
caribaea Jennings, B. confusa Rose, B. furcata Pierre ex Gagnep., B. goldmanii Rose, B.
mexicana Vogel, B. latifolia Cav. y B. lamarckiana DC. Los nombres comunes usados en
espafiol son pata de cabra, pata de res, pata de vaca, pata de venado y pie de cabra, casco
de chivo, calzoncillo y pie de venado (Rojas Chavez y Vibrans, 2010; TROPICOS, 2019).
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Figura 2. Muestra de herbario de B. divaricata L. (Leguminosae)
(Herbario Nacional de México, MEXU)

Es una especie originaria de América y habita en clima calido desde los 4 hasta los
900 msnm. Crece a orillas de caminos y asociada a los bosques tropical caducifolio,
subcaducifolio, subperennifolio y perennifolio, de encino. En México se distribuye en la
vertiente del golfo del Pacifico y en la peninsula de Yucatan, ademas, en Belice, Guatemala,
Honduras, El Salvador, Nicaragua, Costa Rica y en las Antillas (Figura 3) (Torres-Colin et al.,
2009).
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Figura 3. Distribucion geogréfica de B. divaricata

(Tomado de Global Biodiversity Information Facility)

1.7.2 Antecedentes etnobotéanicos y etnofarmacoldgicos

La corteza interior de B. divaricata se usa en Yucatan para fabricar lazos toscos y para
la construccion rural y de cercas. Las partes aéreas se usan como forraje y para la
fabricacion de trampas para animales (Rojas Chavez y Vibrans, 2010). Se ha descrito que B.
divaricata se emplea en Puebla, Quintana Roo y Yucatan para curar la disenteria y la diarrea;
ademas se utiliza para tratar la bronquitis, el asma, la colitis y las mordeduras de vibora.
También hay antecedentes de su consumo para tratar la diabetes en forma de “agua de uso”,
un término popular que se refiere a que las infusiones o decocciones de la planta se ingieren
junto con los alimentos y de forma cotidiana (Andrade-Cetto y Heinrich, 2005). ElI género
Bauhinia se usa en Brasil como antidiabético; existen evidencias etnobotanicas para las
especies B. forficata L., B. microstachya (Raddi) J.F. Macbr. y B. variegata L. (Santos et al.,
2012; Trojan-Rodrigues et al., 2012). En Argentina, la especie B. argentinensis Burkart se
emplea para tratar la diabetes y contra dolencias hepaticas y renales (Scarpa, 2004), y en
Chile, B. candicans es utilizada para el control de la diabetes. A este respecto, Fuentes y
Alarcon (2006) evaluaron el extracto de hojas secas de esta especie en ratas; los resultados
indicaron que favorece la relajacion dependiente de endotelio en anillos de aorta de ratas
diabéticas inducidas con aloxan, por lo que estos resultados sugieren que la planta puede ser
atil en la prevencion de complicaciones vasculares asociadas a la diabetes (Fuentes y
Alarcén, 2006).
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2. Planteamiento del problema

La prevalencia de diabetes mellitus tipo 2 (DM2) en adultos se ha duplicado de 1980 al
2014 (WHO, 2019). Ademas, esta enfermedad es un importante problema de salud publica
en México, no solo porque en el 2017 fue la segunda causa de muerte en el pais, sino por las
complicaciones cardiovasculares, retinopatia diabética, amputaciones de extremidades, e
insuficiencia renal asociadas a ella. Aunque existen medicamentos hipoglucemiantes que
mantienen los niveles de glucosa en limites dentro de la norma, hay muchos sectores
poblacionales que usan plantas medicinales en combinacion o en sustitucion a la terapia
alopatica. Este fendmeno se asocia al arraigo cultural, a los costos y accesibilidad de algunas
plantas y a la creencia de que su uso es seguro. No obstante, s6lo un tercio de las mas de
300 especies reportadas en nuestro pais como antidiabéticas poseen algin estudio que
sustente de forma cientifica su seguridad y eficacia.

Bauhinia divaricata, llamada popularmente pata de vaca es una especie que se usa en
México para tratar la diabetes y para la cual no existen antecedentes farmacoldgicos o
fitoquimicos reportados en la literatura. En este contexto, el presente trabajo se disefié para
establecer la inocuidad y eficacia preclinicas de un extracto acuoso de las hojas de B.
divaricata en ratones, y para desarrollar los perfiles cromatograficos que sirvan como
parametros de identidad quimica de la especie, con miras a contribuir al uso racional de este
recurso natural para tratar la condicion prediabética y la diabetes mellitus.
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3. Hipotesis

La infusion de Bauhinia divaricata L. reducira la glucemia postprandial en las pruebas
de tolerancia a carbohidratos en ratones normoglucémicos. El efecto antihiperglucémico en
las pruebas de tolerancia a la sacarosa y al almidén se debera a mecanismos relacionados

con la inhibicion de enzimas a-glucosidasas intestinales.

4. Objetivos
4.1 Objetivo general

Establecer la seguridad y la eficacia antihiperglucémica preclinicas de B. divaricata en
los modelos experimentales adecuados asi como los pardmetros de identidad quimica de la
especie, para generar la informacién cientifica que contribuya al uso racional de esta especie

para tratar la prediabetes y/o la diabetes mellitus.

4.2 Objetivos particulares

e Establecer la inocuidad del extracto acuosos de B. divaricata mediante la evaluacion
de la toxicidad aguda por el método de Lorke (1983).

e Evaluar el potencial antihiperglucémico del extracto acuoso de la especie en los
ensayos de tolerancia a carbohidratos (glucosa, sacarosa y almidon), empleando
como modelo ratones macho de la cepa ICR.

e Determinar el efecto de las fracciones organicas del extracto acuoso sobre la actividad
de las enzimas a-glucosidasas en un ensayo enzimatico in vitro.

e Generar los perfiles cromatograficos de los distintos extractos de la especie mediante
cromatografia en capa fina (CCF), de liquidos de alta eficiencia (CLAE) y de gases

acoplada a espectrometria de masas (CG-EM).
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5. Parte experimental

5.1 Material vegetal

Las hojas de B. divaricata fueron colectadas en el municipio de Emiliano Zapata,
Veracruz, México (10 km al sureste de Chavarillo, hacia el Palmar) en febrero del 2017. El
material fue identificado por el M. en C. Rafael Torres Colin del Instituto de Biologia de la
UNAM. Un ejemplar de referencia se encuentra depositado en el Herbario Nacional de
México (MEXU 1471892). Las hojas fueron secadas a temperatura ambiente y fragmentadas

en un molino de cuchillas Wiley Model 4 (Thomas Scientific, EE. UU.).

5.2 Preparacion de los extractos de B. divaricata

Para las pruebas en ratones se prepar6 el extracto acuoso mediante el método de
infusion empleando 30 g de las hojas secas y molidas, a los cuales se adicionaron 600 mL de
agua destilada a 78 °C durante 30 min. La infusion se filtr6 por gravedad y la fase acuosa se
concentrd en un rotaevaporador acoplado a una bomba de vacio hasta obtener un extracto
viscoso color café (18.5 g). Por otra parte, se prepararon dos extractos acuosos por separado
siguiendo esta misma metodologia y se sometieron a un proceso de reparto con AcOEt (3 x
200 mL) o con CH2Cl2 (3 x 200 mL). Las fases organicas resultantes se secaron sobre
Na2S04 anhidro y se concentraron hasta sequedad en un rotaevaporador. Este proceso se
repitid cuantas veces fue necesario hasta obtener 551 mg del extracto de AcOEt (color café)
y 2.1 mg del extracto de CH2Clz (color verde).

El aceite esencial se obtuvo por hidrodestilacién simple a partir de 300 g de la droga
cruda contenida en un matraz bola al cual se adicionaron 1.5 L de agua destilada. La
temperatura de calentamiento fue de 60 °C y el proceso de hidrodestilacion se mantuvo
durante 3 horas. Posteriormente, el hidrodestilado obtenido se sometié a un reparto con
CH2Cl2 (3 x 300 mL) y la fase organica se sec6 sobre Na2SO4 anhidro y se concentré al vacio
para obtener el aceite esencial. El aceite esencial se almacend en un vial ambar y se

mantuvo en refrigeracion (4 °C) hasta su analisis.

5.3 Evaluacién farmacoldgica preclinica
En los ensayos bioldgicos se utilizaron ratones ICR macho de entre 25 y 30 g
adquiridos en el Centro UNAM-Envigo (Envigo RMS S.A. de C.V). Los animales se

mantuvieron en un ciclo de luz/oscuridad de 12/12 h a temperatura controlada (22 £ 1°C) y se
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les administro ad libitum una dieta estandar de pellets y agua purificada hasta el comienzo de
cada experimento. Los protocolos de experimentacibn con animales siguieron las
recomendaciones de la Norma Oficial Mexicana Especificaciones técnicas para la
produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio (NOM-062-Z0O0-1999) y se
ajustaron a las pautas éticas internacionales para el cuidado y uso de animales de
laboratorio. EI Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL-
FQ) de la Facultad de Quimica, UNAM, aprobd los protocolos experimentales
(FQ/CICUAL/291/18 y FQI/CICUAL/292/18). Al término de cada experimento, se indujo

eutanasia a todos los animales por dislocacién cervical o por hipoxia en una camara de COs..

5.4 Preparacion y administracion de los tratamientos

En todas las evaluaciones bioldgicas se empled solucion salina isotonica (NaCl 0.9%)-
Tween 0.05% como vehiculo (VEH). El extracto acuoso (infusién) de las hojas de B.
divaricata (IBD) y los farmacos controles positivos se disolvieron en el vehiculo. Todos los
tratamientos se administraron por via intragastrica (p.o.) usando sondas de acero inoxidable
(3.0 x 0.3”) arazon de 0.2 mL/10 g de peso.

5.5 Evaluacion de la toxicidad aguda

Se establecio la toxicidad aguda de la infusion de B. divaricata aplicando el
procedimiento descrito por Lorke (Lorke, 1983). Brevemente, doce ratones se repartieron en
cuatro grupos experimentales (n = 3) que recibieron el VEH o dosis Unicas de la IBD p.o. en
dos fases independientes. En la primera fase, las dosis de la IBD administradas fueron 10,
100 y 1000 mg/kg; en la segunda, las dosis fueron 1600, 2900 y 5000 mg/kg. En ambas
fases se monitored el desarrollo de efectos toxicos agudos (convulsiones, diarrea, hipotermia
o piloereccion), cambios en el patrén de comportamiento (letargia o acicalado) o mortalidad.
El peso de los ratones se registré diariamente durante 14 dias. Al final de los experimentos,
todos los animales fueron sometidos a eutanasia por dislocacién cervical para obtener
corazon, pulmones, estébmago, higado y riflones. Estos 6rganos se observaron
minuciosamente para detectar cambios en el tamafio o en la morfologia, asi como la

presencia de lesiones macroscopicas.
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5.6 Evaluacion del potencial antihiperglucémico

Para establecer la eficacia preclinica de la IBD como agente antihiperglucémico en
ratones se realizaron las pruebas de tolerancia a carbohidratos (glucosa, sacarosa, almidon)
descritas en la literatura (Ovalle-Magallanes et al., 2015). Previo a los experimentos, los
ratones se mantuvieron en ayuno durante 4 horas con acceso libre a agua. Transcurrido este

tiempo, se formaron los grupos experimentales independientes (n = 7).

5.6.1 Obtencion de muestras sanguineas y determinacién de glucemia

Para la recoleccion de muestras sanguineas se empled la técnica de puncién de la
vena safena con una aguja de 25 G (0.6 mm) se realizaron 6 muestreos. Los valores de
glucemia (mg/dL) se obtuvieron empleando tiras reactivas y un glucémetro comercial (One
Touch Ultra 2, Jhonson & Jhonson, EE.UU.).

5.6.2 Prueba de tolerancia a la glucosa oral

Tras el periodo de ayuno, se midi6 la glucemia basal de todos los ratones. La IBD se
administré a tres grupos en las siguientes dosis p.o.: 31.6, 100 y 316 mg/kg. Se utilizé
metformina (MTF, 200 mg/kg; Sigma-Aldrich EE.UU.) como control positivo. Media hora
después de administrar cada tratamiento, todos los animales recibieron una carga de glucosa
(1 g/kg p.o.; Sigma-Aldrich EE.UU.). La glucemia se determiné a los 15, 30, 60, 90 y 120 min
después de la carga del carbohidrato. El porcentaje de variacion de la glucemia de cada
raton se calculé de acuerdo a la siguiente férmula:

% de variacion de glucemia = % x 100
i

donde, Gi es el valor de la glucemia basal y G: es el valor de la glucemia a los tiempos 15,
30, 60, 90 y 120 min posteriores a la administracién de la carga de glucosa. Esta prueba se
desarroll6 también en ratones con hiperglucemia inducida quimicamente con nicotinamida-

estreptozotocina (50-130 mg/kg i.p.) (Ovalle-Magallanes et al., 2015).

5.6.3 Prueba de tolerancia a la sacarosa oral

Se evallo la IBD en un ensayo independiente (31.6, 100 y 316 mg/kg, p.0.) en una
prueba de tolerancia a sacarosa en ratones normoglucémicos. La metodologia fue idéntica a
la descrita en el inciso anterior, pero usando como control positivo acarbosa (ACA, 5 mg/kg
p.o., Sigma-Aldrich EE. UU) y a la sacarosa como carbohidrato de prueba (2 g/kg p.o.,
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Sigma-Aldrich EE.UU.). El porcentaje de variacion de glucemia se calculé con la misma

féormula del inciso 5.6.2.

5.6.4 Prueba de tolerancia al almidon oral

En esta prueba desarrollada bajo el mismo esquema de las anteriores, se utilizaron
tres dosis de la IBD (31.6, 100 y 316 mg/kg, p.o.), empleando como carbohidrato de prueba
una suspension de almidén (1.5 g/kg p.o., Sigma-Aldrich EE.UU.) y como control positivo
acarbosa (ACA, 5 mg/kg p.o.). El porcentaje de variacion de glucemia se calcul6 igual que el

inciso 5.6.2.

5.7 Evaluacion in vitro sobre las enzimas a-glucosidasas

La evaluacion de la actividad de las fracciones organicas de AcOEt y CH2Clz de la IBD
sobre la enzima o-glucosidasa de levadura Saccharomyces cerevisiae (a-GHY; Sigma-
Aldrich, EE. UU.) se realiz6 utilizando la metodologia descrita en la literatura (Rangel-
Grimaldo et al., 2017), en placas de 96 pozos y con un equipo iMark (BioRad) a una longitud
de onda de 415 nm y una temperatura de 37 °C. Para el manejo de los datos se uso el
programa Microplate Manager 6.

Para este experimento se prepard una solucion de 1 U/mL de la a-GHY y se incubo
durante 30 min a 30 °C en una solucién amortiguadora de fosfatos (NaH2PO4/Na2HPO4, 100
mM, pH 7). Luego, las fracciones organicas se disolvieron en MeOH (100%) y se diluyeron
en buffer de fosfatos (PBS, pH 7, 100 mM) hasta obtener las concentraciones finales de 1.6
y 8 ppm (AcOEt) y 200 y 1000 ppm (CH2Cl2). Como control positivo se utilizé acarbosa (30
mM).

Posteriormente se transfirieron por triplicado 10 pL de las diluciones de prueba a los
pozos de las placas, 20 yL de la solucion de la enzima preincubada y 60 pL de amortiguador
de fosfatos (PBS, pH 7, 100 mM) y la placa se incub6 durante 10 min a 37 °C. Al término de
este periodo, se adicionaron a cada pozo 10 pL de una solucion del sustrato p-nitrofenil-a-D-
glucopirandsido (p-NPG, 5 mM) y se registré inmediatamente la absorbancia de las muestras
a 415 nm (tiempo 0 min). Luego la placa se incub6 a 37 °C durante 20 min mas. Transcurrido
este tiempo, se determind nuevamente la absorbancia de cada pozo de reaccion. La
actividad inhibitoria (%) de los extractos se estableci6 en comparaciéon con un blanco de

acuerdo con la siguiente ecuacion:

26



_ (AItZO - AItO)
(ACtZO - ACto

donde A;;,ocorresponde al valor de absorbancia final, A;;o al valor de absorbancia al

%inhibicion = |1 x 100

tiempo cero de cada muestra y Aco Y Acto SON las absorbancias correspondientes a un
blanco al tiempo de 20 minutos y tiempo cero. Este experimento se realizé por duplicado,
usando tres réplicas en cada uno. Los resultados se presentan como el promedio del

porcentaje de inhibicion + desviacion estandar.

5.8 Pruebas de identidad quimica

5.8.1 Métodos espectroscépicos

El registro de los espectros de infrarrojo (IR) y de resonancia magnética nuclear
(RMN) de las fracciones de AcOEt y CH2Clz de la IBD estuvo a cargo de personal de la
Unidad de Servicios de Apoyo a la Investigacion y la Industria (USAIl) de la Facultad de
Quimica, UNAM. Los espectros de IR se obtuvieron con un equipo Perkin-Elmer 1605 (4000
a 400 cm™) y los de RMN de protén *H se registraron en metanol deuterado (CDsOD), en un
espectrometro Varian Unity Plus 400 a 400 MHz, usando tetrametilsilano (TMS) como

estandar interno.

5.8.2 Perfiles cromatogréficos
5.8.2.1 Analisis por cromatografia de capa fina

Los perfiles cromatograficos por CCF de las fracciones organicas de la IBD se
obtuvieron sobre cromatoplacas de gel de silice 60 Fzsa Merck (0.25 mm de espesor como
soporte, y como fases moviles, mezclas ternarias de AcOEt-MeOH-H20 (8.5:1.2:0.3). Las
placas se revelaron bajo una lampara de UV a 254 y 365 nm, y se emplearon como agentes
reveladores soluciones de anisaldehido, sulfato cérico amoniacal y/o el reactivo de
Dragendorff.

5.8.2.2 Analisis por cromatografia de liquidos de alta eficiencia

Los perfiles cromatograficos por CLAE de fase reversa, se obtuvieron en un
cromatégrafo marca Waters (Waters Corp., Milford, MA, EE. UU.) equipado con un detector
de arreglo de fotodiodos (PDA Waters 996), una bomba cuaternaria y un inyector manual. El

software Empower 2 (Waters) se utilizé para el manejo de datos y el control de equipo. Todos

27



los andlisis se realizaron en una columna Symmetry Shield RP-8 (150 mm x 4.6 mm, d.i., 5
pum; Waters) y un sistema de elucién en gradiente ternario compuesto por mezclas entre
CH3CN, CH30H y H20 a un flujo de 0.5 mL min (Tabla 3). La deteccion se realiz6 desde
210 hasta 350 nm y las muestras se disolvieron en 1 mL de una mezcla 20:80 de CHsCN-
H20 grado HPLC vy se filtraron a través de una membrana Acrodisc® de 13 mm de diametro y
0.45 ym de espesor antes de ser inyectadas al cromatografo.

Tabla 3. Gradiente de elucion utilizado en el analisis por cromatografia de liquidos de alta eficiencia
de B. divaricata

Tiempo (min) CHiCN CH30H H-0
0 15 2 83
20 55 2 43
30 55 2 43
40 15 2 83

5.8.2.3 Andlisis por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas

Los compuestos presentes en el aceite esencial se identificaron empleando un
cromatografo de gases Agilent 6890N acoplado a un espectrometro de masas LECO de
tiempo de vuelo (EM-TOF; Agilent Technology, EE.UU.). La columna utilizada fue de tipo
capilar DB-5 de 10 m de longitud y 0.18 mm de diametro. La temperatura de la columna se
establecio en rampa de 40 a 260 °C con una velocidad de calentamiento de 4 °C/min. Se
utilizé helio como gas acarreador a una velocidad de 1 ml/min. La identificacion de los
compuestos volatiles presentes en el aceite esencial se realiz6 mediante el calculo de sus
indices de retencion usando el programa ChromaTOF ®, utilizando los valores de retencion
de la coelucion de una serie homologa de n-alcanos (Cs-Cz0). Se compararon los espectros
de masas obtenidos con los reportados en la literatura y en la biblioteca del National Institute
of Standards and Technology (NIST). En todos los casos, el porcentaje de correlacion fue

mayor al 85%.

5.8.2.4 Anadlisis de los compuestos volatiles por la técnica de microextraccion en fase
solida (HS-SPME)
Los compuestos volatiles de B. divaricata fueron determinados mediante la técnica de

microextraccion fase solida (HS-SPME; head space-solid phase microextraction). Para esto se
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empled una fibra de polidimetilsiloxano (PDMS 100 um; Sigma Aldrich, EE. UU.), de un
centimetro de longitud. La fibra se acondicioné durante 2 horas antes de iniciar el experimento
en un inyector de CG a 250 °C (Alvarez-Ospina et al., 2013).

La microextraccion se realizd colocando 118 mg de las hojas secas y fragmentadas en
un vial que contenia 9 ml de agua grado HPLC saturada con 75 mg de NaCl. Se coloco una
barra de agitacion al vial y se mont6 sobre una parrilla de calentamiento a 45°C y 550 rpm. La
fibra se introdujo a través del septum del vial y se expuso a la fase de vapor (head-space)
durante 10 minutos. Una vez que transcurrié el tiempo, la fibra se retir6 y se coloco en el
inyector del cromatégrafo de gases. La desorcién térmica de los componentes permitié su

deteccion e identificacibn como se describio para el aceite esencial.
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6. Resultados y discusion

El presente proyecto forma parte de los trabajos de investigacion encaminados al
estudio de algunas especies de plantas medicinales usadas en México para el tratamiento de
la DMT2. La especie B. divaricata fue seleccionada para establecer su eficacia e inocuidad
preclinicas, y para desarrollar algunos ensayos de identidad para la especie, teniendo en
consideracion sus antecedentes etnofarmacoldgicos y que no existen trabajos fitoquimicos
previos. Los resultados y discusidén de éstos se presentan en dos secciones: en la primera se
describen los hallazgos obtenidos de las evaluaciones preclinicas de la infusion, y en la

segunda, los resultados de los ensayos de identidad quimica.

6.1 Evaluacion farmacoldgica preclinica
6.1.1 Seguridad: toxicidad aguda en ratones

Se establecid la dosis letal media (DLso) de la infusion de B. divaricata empleando el
protocolo descrito por Lorke (1983). Se utilizé este modelo debido al uso de dosis logaritmicas
de las muestras de prueba, el corto periodo de experimentacion y a la reduccién en el nUmero
de animales usados. Los ratones recibieron dosis Unicas (10-5000 mg/kg) de la IBD en dos
etapas independientes. En ambas, los ratones fueron observados la primera hora tras la
administracion y durante 14 dias. En estas fases, no hubo cambios en el comportamiento,
peso corporal, 0 muerte de ratones, y tampoco se detectaron signos de dafio macroscopico
en corazén, higado, rifiones, tracto gastrointestinal, o pulmones. Los resultados obtenidos en
el ensayo se presentan en la Tabla 4.

Tabla 4. Toxicidad aguda de la infusion de B. divaricata en el método de Lorke

Infusiéon de B. divaricata

Etapa 1 Etapa 2
Dosis mg/kg Mortalidad Dosis mg/kg Mortalidad
10 0/3 1500 0/3
100 0/3 2600 0/3
1000 0/3 5000 0/3

Estos resultados permitieron estimar que la DLsp para la IBD es mayor a 5 g/kg, la cual

se considera inocua en las dosis y el modelo utilizado.
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6.2 Evaluacion del potencial antihiperglucémico en ratones

Las pruebas de tolerancia a la glucosa (PTGO), sacarosa (PTSO) y al almidon orales
(PTAO) permitieron evaluar el potencial antihiperglucémico de la infusiobn de B. divaricata
(IBD) en ratones, para lo cual se seleccionaron tres dosis logaritmicas de este extracto: 31.6,
100 y 316 mg/kg. Los cursos temporales construidos para estos modelos representan las
variaciones de glucemia de cada grupo experimental en el transcurso de los experimentos.

La Figura 4 muestra los resultados obtenidos en la PTGO, la cual se realiz6 tanto en
ratones normoglucémicos (panel A) como en hiperglucémicos (panel B). Se observa que en el
primer caso, la infusién no redujo el pico postprandial inducido por la glucosa, es decir, este
extracto no parece actuar como la metformina, un farmaco antihiperglucémico que sensibiliza

a los organos periféricos a la accion de la insulina (Hardie et al., 2012).

—o— VEH (NaCl 0.9%)

- —e— VEH (NaCl 0.9%
100 (Nal 0) —m— MTF (200 mg/kg)

—— MTF (200 mg/kg)

—&— |BD (31.6 mg/kg)
—e— |BD (100 mg/kg)
IBD (316 mg/kg)

804 —+— IBD (31.6 mg/kg)

—e— |BD (100 mg/kg)
IBD (316 mg/kg)

604

% Variacion de glucemia

TIEMPO (min) TIEMPO (min)

Figura 4. Tolerancia a la glucosa oral de la IBD en ratones normoglucémicos (panel A) e
hiperglucémicos (panel B) machos Hsd:ICR. VEH, vehiculo (NaCl 0.9%), MTF, metformina (200
mg/kg). Cada punto es el promedio + EEM de los ratones de cada grupo (n = 7). *p< 0.05 ANADEVA

de dos vias, post hoc Bonferroni.

Sin embargo, la IBD fue activa en ratones hiperglucémicos a las dosis de 100 y 316
mg/kg, reduciendo significativamente la magnitud del pico postprandial a los 15 y 30 min
posteriores a la carga de glucosa. A este respecto, hay efectos disimiles descritos en la
literatura para B. forficata. Por ejemplo, se ha evidenciado que la decoccion de las hojas de la
especie (150 g/L) fue activa s6lo en ratas Wistar macho con hiperglucemia inducida por

estreptozotocina y no en animales normoglucémicos (Pepato et al., 2002); en contraste, este
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preparado (500-1000 mg/kg) no tuvo efecto en ratas Wistar hembra prefiadas y con
hiperglucemia inducida por estreptozotocina (Damasceno et al., 2004; Volpato et al., 1999). El
extracto butandlico de las hojas de esta planta (400-800 mg/kg) so6lo fue activo en ratas Wistar
macho normoglucémicos, pero no en hiperglucémicos inducidas con aloxan (Silva et al.,
2002). Los extractos acuosos, hexanicos y etandlicos de esta especie (200 y 400 mg/kg)
fueron hipoglucemiantes a hipolipemiantes en ratas Wistar macho con hiperglucemia inducida
por aloxan (Lino et al., 2004). Algunos extractos secos de la especie preparados de acuerdo a
la farmacopea brasilefia también fueron activos en ratas Wistar macho con hiperglucemia
inducida por estreptozotocina (Da Cunha et al., 2010).

Por otra parte, el extracto metandlico de las hojas de la especie B. cheilandra redujo el
pico postprandial causado por glucosa sélo en ratas Wistar normoglucémicas (Almeida et al.,
2006) y el extracto acuoso (250-1000 mg/kg) de B. variegata fue hipoglucemiante,
antihiperglucémico e hipolipemiante en modelos de diabetes tipo 1 y 2 en ratas Sprague
Dawley (Kulkarni y Garud, 2016).

Ahora, en el siguiente experimento se cambi6 el carbohidrato de prueba al disacérido
sacarosa. Como se muestra en la Figura 5, los resultados de la PTSO revelaron que todas
las dosis evaluadas de la IBD poseen accion antihiperglucémica significativa en ratones
normoglucémicos, ya que inhibieron el pico postprandial provocado por la carga de sacarosa

tal como lo hace el control positivo acarbosa.
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Figura 5. Tolerancia a la sacarosa oral de la IBD en ratones normoglucémicos machos Hsd:ICR. VEH,
vehiculo (NaCl 0.9%), ACA, acarbosa (5 mg/kg). Cada punto es el promedio + EEM de los ratones de
cada grupo (n = 7). *p< 0.05 ANADEVA de dos vias, post hoc Bonferroni.

Posteriormente cuando se uso el polisacarido almidon como carbohidrato de prueba,
la IBD (100 y 316 mg/kg) también disminuy6 el pico postprandial de modo similar a la

acarbosa (Figura 6).

200+ —e— VEH (NaCl 0.9%)
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Figura 6. Prueba de tolerancia al almidén de la IBD en ratones normoglucémicos machos Hsd:ICR.
VEH, vehiculo (NaCl 0.9%), ACA, acarbosa (5 mg/kg). Cada punto representa el promedio + EEM para

los animales de cada grupo (n = 7). *p< 0.05 ANADEVA de dos vias, post hoc Bonferroni.
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Los resultados obtenidos de estas dos pruebas sugieren que la IBD posee
compuestos que podrian tener el mismo mecanismo de accion que la acarbosa, es decir, que
son inhibidores de las enzimas a-glucosidasas intestinales. Estas enzimas pertenecientes a
la familia GH31 (glucésido hidrolasas) hidrolizan carbohidratos complejos a sus mondémeros
constitutivos y estan localizadas en las vellosidades del intestino delgado. Su inhibicion
farmacoldgica retrasa el catabolismo intestinal de los carbohidratos de la dieta, retardando a
su vez la absorcion de la glucosa y disminuyendo en consecuencia el pico postprandial
(Upadhyay et al., 2018). Debido a que los farmacos con este mecanismo de accion
(acarbosa, voglibosa y miglitol) se prescriben en combinacién con la insulina para el
tratamiento de DMT2 y como terapia a pacientes prediabéticos para prevenir el desarrollo de
DM, resulta de suma importancia determinar que la eficacia hipoglucemiante de las plantas
medicinales que se usan para tratar la diabetes se deba a compuestos con este mismo
mecanismo de accion, ademas de contribuir al descubrimiento de nuevas entidades quimicas
para el desarrollo de nuevos farmacos (Mata et al., 2013). Como paso siguiente en la
investigacion se analizé si el efecto antihiperglucémico in vivo de la IBD estaba relacionado

con la inhibicién de las enzimas a-glucosidasas en un modelo in vitro.

6.3 Ensayos in vitro de las fracciones organicas de la infusion de B. divaricata

La actividad inhibitoria de las fracciones de AcOEt y de CH2Cl. de la IBD se evalué
sobre la enzima a-glucosidasa de S. cerevisiae (a—GHY) en un ensayo espectrofotométrico
de todo o nada. Este método se basa en la cuantificacion de p-nitrofenol generado por la
hidrélisis enzimatica del p-nitrofenil-a-D-glucopiranésido, de modo que la actividad de la
enzima a-glucosidasa es directamente proporcional a la cantidad del fenol libre generado
durante y los compuestos de prueba (Oki et al., 1999). Los resultados de la Tabla 5 muestran
gue los extractos provenientes de la infusién tienen capacidad inhibitoria de esta enzima: a 8
ppm, la fraccion de AcOEt inhibe la actividad enzimatica alrededor de 93%, y a 1000 ppm, la

fraccion CH2Cl2 inhibe aproximadamente 40%.
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Tabla 5. Resultados de la inhibicion enziméatica de a—GHY in vitro.

Extracto [ppm] % Actividad inhibitorial
(x + desviacion estandar)
AcOEt 1.6 15.52 + 0.20
23.95 + 2.62
8 92.19 + 1.97
935+1.78
CH:Cl2 200 14.96 + 4.35
14.23 +1.06
1000 44.42 + 4.41
40.79 +3.72

Estos resultados indican que los metabolitos mas activos para inhibir la a—GHY se
encuentran en la fraccion més polar de la infusion, y sustentan los obtenidos en las pruebas
de tolerancia a sacarosa y almidon. Es altamente probable que la eficacia antihiperglucémica
de la IBD en las PTSO y PTAO se deba a la capacidad inhibitoria de sus metabolitos sobre las
enzimas a-glucosidasas intestinales.

En un estudio reciente se reportdé que varias especies del género Bauhinia y
relacionadas inhibian a la enzima a—GHY. Las concentraciones inhibitorias medias descritas
fueron (en ng/mL): B. forficata (823 + 111), B. variegata (211 + 71), B. variegata var. candida
(173 + 17) y B. galpinii (15 + 2.8). Esta actividad se relacioné con el alto contenido de
derivados de canferol, quercetina e isoramnetina presentes en todas las especies (Farag
et al., 2015).

6.4 Ensayos de identidad

La identidad botanica del material vegetal usado en esta investigacion fue establecida
en el Instituto de Biologia de la UNAM (MEXU 1471892). La identidad quimica de las
fracciones organicas de AcOEt y CH2Cl2 de la infusion se realizé empleando distintas técnicas
cromatograficas para determinar la naturaleza de los compuestos presentes. En primera
instancia se us6 la CCF y varios agentes reveladores, y luego se generaron los perfiles
cromatograficos por CLAE de la fraccion activa de AcOEt. A la par se obtuvieron los espectros

de IR y RMN 'H de las fracciones organicas. Finalmente, se analizaron los compuestos
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volatiles presentes en un aceite esencial preparado por hidrodestilacion y en la droga cruda,
empleando cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-EM) y la
técnica de microextraccion en fase solida (HS-SPME), respectivamente.

6.4.1 Perfiles cromatogréaficos de las fracciones organicas de la IBD por CCF

En la figura se muestran los cromatogramas obtenidos para las fracciones de AcOEt y
CH2Cl2 de la infusion, usando el sistema de elucion AcOEt:MeOH:H2O (8.5:1.2:0.3). Las
cromatoplacas se revisaron bajo una ldmpara de UV a 254 y 365 nm y se observo que ambas

fracciones resultaron ser muy complejas.

A B

Figura 7. Perfil cromatografico por CCF. Carril 1, fraccion de AcOEt; carril 2 fraccion CH.Cl,. Fase

movil AcOEt:MeOH:H,0 (8.5: 1.2: 0.3). Fase estacionaria: silice F2s4 Merck (tamafio de particula: 5-20
pm). A observadaa A =254 nmy B a A =365 nm.

En la literatura esta reportado que las especies de la familia Leguminosae son ricas en
flavonoides, alcaloides, saponinas y triterpenoides (Yong y Ntie-Kang, 2015), por lo cual las
cromatoplacas se revelaron con sulfato cérico amoniacal, anisaldehido y reactivo de
Dragendorff. Como se muestra en la Figura 8A, el revelado con anisaldehido mostré
coloraciones amarillas tipicas de flavonoides; el revelado con sulfato cérico amoniacal (Figura
8B) con coloraciones marron o café, evidenciando también la presencia de flavonoides; no se

observé ninguna reaccion positiva frente al reactivo de Dragendorff (8C).

36



Acl¥ 4 { ‘-"'(E‘{ CHeCly

A B C

Figura 8. Perfil cromatografico por CCF. Carril 1, fraccion de AcOEt; carril 2 fraccion CH,Cl,. Fase
movil AcCOEt:MeOH:H,0 (8.5:1.2:0.3). Fase estacionaria: silice Fzss Merck (tamafio de particula: 5-20
pum). Solucién reveladora; A anisaldehido, B solucion de sulfato cérico amoniacal y C reactivo de
Dragendorff.

6.4 2 Establecimiento de los perfiles cromatograficos mediante CLAE

La CLAE es el método de eleccion para la separacion de mezclas complejas que
contienen compuestos no volatiles, entre ellos los flavonoides. En la literatura esta reportado
el uso de fases estacionarias, como las columnas C8 y C18, para la separacion de
flavonoides en una amplia gama de polaridades. Las fases moviles empleadas en las
eluciones en CLAE de fase reversa incluyen mezclas de CH3OH-H20, CH3CN-H20 y sistemas
ternarios en modo gradiente. Por otra parte, los sistemas de CLAE estan generalmente
acoplados a detectores de indices de refraccion, de masas o de UV. A este Ultimo respecto,
los detectores de matriz de fotodiodos (PDA) son los mas convenientes para su uso debido a
que los espectros UV generados brindan valiosa informacion para la identificacion de algunos
compuestos como los flavonoides (Stefova et al.,, 2003). Conforme a lo descrito en la
bibliografia se ensayaron los sistemas de elucion compuestos por CHzOH-H20 y CH3CN-H20
neutros en varias proporciones, y acidificados con &cido trifluoroacético, férmico y acético. El
mejor sistema resultd ser un gradiente lineal ternario neutro. La velocidad de flujo se
estableci6 0.5 mL min?! y la deteccién se realiz6 desde 210 hasta 350 nm. El perfil

cromatografico resultante para la fraccién de AcOEt de la IBD se muestra en la Figura 9.
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Figura 9. Perfil cromatogréafico por CLAE de la fraccibn de AcOEt de la IBD. Columna Symmetry
Shield RP-8 (150 mm x 4.6 mm, d.i., 5 um; Waters). Fase movil ternaria (ver Tabla 3). Tipo de elucion

gradiente lineal. Velocidad de flujo 0.5 mL mint. Volumen de inyeccion 20 pL.

Los espectros UV de los picos mayoritarios se muestran en la Figura 10. De acuerdo a
la revisién efectuada en la literatura, las absorciones observadas podrian corresponder a
compuestos de tipo &cidos benzoicos (Amax=269 nm) y flavonoles, como agliconas y derivados
glicosilados de canferol (Amax=264, 292, 318 y 363 nm) y quercetina (Amax=255, 265, 294 y 352
nm) (Farag et al., 2015; Sakakibara et al., 2003).
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Figura 10. Espectros de ultravioleta de los picos en tR=4.18 min (A), tR=18.70 min (B), tR=20.06 min
(C), tR=20.60 min (D) y tR=22.21 min (E).

6.4.3 Espectros de IRy RMN !H de las fracciones orgéanicas de la IBD

En el espectro de IR de la fraccion de AcOEt de la IBD (Figura 11) se observan
bandas intensas de absorcién en vmax 3345, 2917, 1605 y 1243 cm?, caracteristicas de la
presencia de grupos hidroxilo, fenoles, y alquenos. En el de la fraccion de CH2Cl. (Figura
12), se aprecian bandas en vmax 2918 y 1727 cm indicativas de la presencia de acidos
carboxilicos y cetonas. Los espectros de RMN 'H (Figuras 13 y 14) de ambas fracciones
permitieron identificar la presencia de compuestos con funcionalidades de tipo C-H sp®
(alifaticos), bases oxigenadas (protones anoméricos) O-C-H spS, vinilicas C-H sp? y

aromaticas C-H sp?, probablemente de tipo flavonoide o flavonoides glicosilados.

De otras especies de Bauhinia se han aislado multiples compuestos de tipo flavonoide:
de B. forficata, el 3,7-O-a-diramndsido de canferol, el 7-O-a-ramnoésido de canferol (Silva
et al., 2002), el 3-O-(2-ramnosil)-rutinésido de canferol, el 3-O-rutindsido-7-O-ramnésido de

quercetina (Ferreres etal., 2012), el 3,7-di-O-a-L-ramnopirandsido de quercetina y la
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campferitina (Da Cunha et al., 2010); de B. acuruana, el (2R,3S)-2-(3',4'-dihidroxifenil)-5-
metoxi-6-metilcroman-3,7-diol y el 3-O-ramnosido de quercetina (Gois et al., 2017); de B.
racemosa las catequinas (-)-epiafzelequina, (-)-epicatequina y (-)-catequina (Sashidhara
etal.,, 2012). Ademas se han aislado los compuestos quercetina, arabinofuranésido de
guercetina y quercitrina de B. purpurea, B. reticulata, B. splendens, B. tomentosa, B.
uruguayensis y B. vahlii (Neto et al., 2008). De B. ungulata L. se han aislado quercetina,
guayaverina y quercitrina (Farag et al.,, 2015) y de B. variegata se han identificado la
naringenina, el 3-metil éter de quercetina, la luetolina, la rutina y la isoquercitrina (Kulkarni y
Garud, 2016).

Asi, considerando un criterio quimiotaxondmico, B. divaricata podria biosintetizar
compuestos similares a los anteriormente descritos; el andlisis de los perfiles por CCF y
CLAE y la comparacion con lo descrito en la literatura (espectros de UV, IR y de RMN) de la

fraccion activa de AcOEt proveniente de la IBD sustentan esta propuesta.
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Figura 11. Espectro IR de la fraccion de AcOEt de la IBD.

1200

1000

41



LOOO _

95 |

“T

(LI

342]29

OH

2955

291848

172719

Cc=0

4000.0

3600

3

200

2000 1800 1600
cm-1

Figura 12. Espectro IR de la fraccion de CH2Cl, de la IBD.

4000

42



C-H sp? aromatico

l

C-H sp?
vinilicos

0-C-H
sp®
base de
oxigeno

C-H sp?

HO o]

OR

OH 0
O-C-H sp?

C-H sp® alifatico

OR
C-H sp?

OR

8.0 7.5 7.0

5.5

3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5

0.0

. 4.0
f1 (ppm)

Figura 13. Espectro RMN *H (metanol-ds) de la fraccion de AcOEt de la IBD.

43



C-H sp? OR
HO o
OR
OR
OH o
O-C-H sp?
C-H sp? alifatico
0O-C-H sp®
base de
oxigeno
C-H sp?
aromatico

8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0
f1 (ppm)

Figura 14. Espectro RMN H (metanol-d,) de la fraccién de CH.Cl, de la IBD

44



6.4.4 Andlisis de los compuestos volatiles del aceite esencial por CG-EM

El rendimiento del aceite esencial obtenido por hidrodestilacién de las hojas secas de
B. divaricata fue del 0.17%. Para la identificacion de los compuestos detectados en los
cromatogramas se consideraron los indices de retencion de Kovats y los espectros de
masas, los cuales se compararon con los de las bases de datos de referencia y los descritos
en la literatura especializada. El andlisis realizado por CG-EM permitié establecer que los
compuestos mayoritarios del aceite esencial fueron el 2-hexenal (8.63%), etilbenceno
(1.66%), m-xileno (4.84%), 1,3-dimetilbenceno (1.79%), decano (1.90%), undecano (6.24%),
2,6,10,14-tetrametil-heptadecano (1.81%), trans-a-bergamoteno (33.5%), cariofileno (2.24%),
aromadendreno (3.15%), germacreno D (6.27%), B-bisaboleno (6.70%), B-cadineno
(18.49%), B-vatireneno (9.91%), globulol (5.22%), t-cadinol (11.15%), y el palmitato de t-
butilo (2.97%). En la Figura 15 se presenta el cromatograma del aceite esencial con los

compuestos mayoritarios identificados y en la Tabla 6 se muestran las estructuras de los

compuestos.
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Figura 15. Cromatograma del aceite esencial de B. divaricata. Compuestos mayoritarios
identificados: 2-hexenal (9), undecano (13), germacreno D (18), B-bisaboleno (19), B-cadineno (20),

B-vatireneno (21) y t-cadinol (23).
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Tabla 6. Componentes del aceite esencial de la droga cruda de B. divaricata

Compuesto tR(s) | Area% Estructura
2-Hexenal (9) 246.3 8.63
Ox X
Etilbenceno (10) 253.8 1.66
m-Xileno (11) 261.1 4.84
Decano (12) 359.2 1.90
Undecano (13) 415.7 6.24 /\/\/\/\/\
2,6,10,14-Tetrametil- 464.5 181 /\)\/\)\/\)\/\)\
heptadecano (14)
trans-a-Bergamoteno (15) 566.6 3.35
N <
<
B-Cariofileno (16) 576.2 2.24 H
H
CH,
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Continuacion Tabla 6. Componentes del aceite esencial de la droga cruda de B. divaricata

Compuesto tR (s) Area % Estructura

Aromadendreno (17) 579.2 3.15
Germacreno D (18) 586.5 6.27
B-Bisaboleno (19) 593.9 6.70
-Cadineno (20) 601.0 18.49

I3

/\
B-Vatireneno (21) 622.6 9.91
Globulol (22) 638.7 5.22
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Continuacion Tabla 6. Componentes del aceite esencial de la droga cruda de B. divaricata

Compuesto tR (s) Area % Estructura

t-Cadinol (23) 648.5 11.15

t-Butil-palmitato (24) 802.9 2.97

Se ha reportado la composicion quimica de los aceites esenciales de diversas
especies del género Bauhinia. A diferencia de la esencia de B. divaricata, cuyo componente
mayoritario es el sesquiterpeno trans-a-bergamoteno, el aceite de B. pulchella tuvo sélo 0.2%
de éste, y los aceites esenciales de las hojas de B. aculeata y B. petandra presentaron
trazas. EI monoterpeno B-cariofileno resulté ser muy comuan en las esencias de Bauhinia que
se revisaron en la literatura, ademas de ser el componente mayoritario en B. petandra
(46.6%) y presente en menor proporcion en B. longifolia (17.4%), en B. forficata (18.5%), en
B. tomentosa (14.24%), en B. acuminata (13.87%) y en B. variegata (2.4%). El sesquiterpeno
aromadendreno fue detectado en B. variegata (7.4%), B. brevipes (2.7%) y B. rufa (1.2%), y
el sesquiterpeno germacreno D fue el componente principal de la esencia de B. variegata
(24.7%), y que se detecté en menor cantidad en B. pentandra (8.4%). Por su parte, solo en el
aceite esencial de B. rufa se observo la presencia del sesquiterpeno oxigenado globulol (De
Almeida et al., 2015; De Sousa et al., 2016; Duarte-Almeida et al., 2004; Vasudevan et al.,
2014, 2013).
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6.4.5 Perfil cromatografico de los compuesto voléatiles presentes en las hojas de B.
divaricata la técnica de HS-SPME

Para identificar a los compuestos volatiles presentes en B. divaricata se empleé la
técnica de HS-SPME v la identificacion de los compuestos se realizé de la misma forma que
en los andlisis por CG-EM. En la Figura 16 se muestra el cromatograma obtenido de los
compuestos mayoritarios identificados y en la Tabla 7 se muestran las estructuras de estos

compuestos.
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Figura 16. Cromatograma de compuesto volatiles de B. divaricata. Compuestos mayoritarios
identificados: B-cariofileno (16), germacreno D (18), 4,11-selinadieno (32), a-amorfeno (33), B-

bisaboleno (19) y 6-cadineno (34).

No se encontraron antecedentes en la literatura de uso de esta técnica para otras
especies de Bauhinia, pero si se han descrito algunos de los compuestos detectados en B.
divaricata en las esencias de otras especies del género. Por ejemplo, los sesquiterpenos 6-
cadineno (22.4%), también esta presente en los aceites esenciales de B. variegata, B.
brevipes y B. rufa; el a-amorfeno (12.08%), en los aceites de B. brevipes y B. rufa, y el a-
copaeno (3.86%), en la esencia de B. forficata. En los volatiles de las hojas de B. divaricata
también se detectd al B-cariofileno (6.49%), el cual es comdn en las esencias de varias

especies de Bauhinia (Duarte-Almeida et al., 2004).

49



Tabla 7. Compuestos volatiles identificados en la droga cruda de B. divaricata

Compuesto tR (s) Area % Estructura
2,4-hexadienol (25) 300.9 3.60 O
Wv
1,4-Cadinadieno (26) 532.8 2.34 =
a-Copaeno (27) 544.5 3.86
B-Elemeno (28) 550.0 1.70 —
B-Cariofileno (16) 563.0 6.49 H
H
CH,
Germacreno D (18) 566.3 4.95
(Z,E)-a-Farneseno (29) 566.6 4.95
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Continuacion Tabla 7. Compuestos volatiles identificados en la droga cruda de B. divaricata

Compuesto tR (s) Area % Estructura
a-Cariofileno (30) 576.1 3.28
B-Farneseno (31) 586.1 1.87 = = A
4,11-selinadieno (32) 591.9 12.36
a-Amorfeno (33) 592.2 12.08 i
B-Bisaboleno (19) 593.8 6.08 >_¥>
) O~
0-Cadineno (34) 600.9 22.24 i
a-Calacoreno (36) 608.5 2.20
PN
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7. Conclusiones

e Los estudios in vivo desarrollados permitieron establecer la inocuidad y eficacia de la
IBD. La DLso de la infusion es mayor a 5 g/kg.

e La infusion es antihiperglucémica en ensayos de tolerancia a la sacarosa y almidén en
ratones.

e La inhibicidon de los picos postprandiales de sacarosa y almidén que provoco la IBD da
sustento cientifico a nivel preclinico a su consumo en las practicas médicas populares
como agua de uso, es decir, como un agente capaz de disminuir la glucemia tras la
ingesta de carbohidratos complejos, lo cual es muy comudn en la dieta de nuestro pais.

e Las fracciones de AcOEt y de CH2Clz de la infusion poseen actividad inhibitoria sobre
la enzima a-glucosidasa de levadura; la fraccion de AcOEt es la mas activa.

e Los perfiles cromatograficos por CCF y CLAE, asi como el analisis de los espectros de
UV, IR y RMN permitieron visualizar que la fraccidon activa de acetato de etilo de la
infusion esta constituida por compuestos de tipo flavonoide.

e Los perfiles cromatogréficos por CG-EM permitieron identificar al monoterpeno -
cariofleno y a los sesquiterpenos trans-a-bergamoteno y o&-cadineno como
mayoritarios de la esencia y de los volatiles por HS-SPME.

e Los perfiles cromatograficos generados seran de utilidad para el control de calidad de

la especie B. divaricata.
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8. Perspectivas

Realizar el estudio quimico de la fraccion de AcOEt de la infusion de B. divaricata para
aislar los compuestos responsables de su capacidad inhibitoria de enzimas a-
glucosidasas, mediante técnicas fitoquimicas convencionales.

Evaluar en modelos in vivo e in vitro los compuestos aislados para establecer el modo
de inhibicién de las enzimas a-glucosidasas.

Desarrollar un método analitico por CLAE o por cromatografia de liquidos de
ultraeficiencia acoplado a espectrometria de masas para cuantificar los principios

activos en la infusién de B. divaricata.
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