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RESUMEN

La diabetes mellitus tipo 2 representa un importante problema de salud a nivel mundial que afecta a
mas de 371 millones de personas; se le atribuyen 4.8 millones de las muertes ocurridas en el 2012, de las
cuales, el 80% se registraron en paises de ingresos medios y bajos. En México la diabetes representa
también un grave problema sanitario y un gran sector de la poblacién que padece la enfermedad utiliza
para su tratamiento tanto la medicina convencional como la tradicional; esto debido en gran medida a la
creencia de que los productos naturales son inocuos, ademas de ser tratamientos mas accesibles y
econdmicos. En la actualidad se estima que en México hay alrededor de 500 especies de plantas
medicinales utilizadas para el tratamiento de la diabetes tipo 2; sin embargo, para la mayoria de éstas, no
existen estudios quimicos, farmacologicos ni de calidad que puedan avalar su eficacia y seguridad. Tal es
el caso de la especie Hydrangea seemannii L. Riley (Hydrangeaceae), de la cual no existen reportes
sobre su estudio quimico o farmacoldgico, solamente se conoce su uso tradicional en el tratamiento de la

diabetes en el estado de Chihuahua.

Por lo tanto, el presente trabajo describe el efecto hipoglucemiante y antihiperglucémico in vivo
de la infusion de la planta mediante experimentos de tipo agudo y una prueba oral de tolerancia a la
sacarosa (POTS) en ratones normoglucémicos y diabéticos (NA-STZ); en los dos tipos de prueba los
resultados fueron satisfactorios. La infusion presentd una disminucidn significativa (p<0.001) del pico
postprandial para todas las dosis ensayadas (31.6, 100 y 316 mg/Kg). En el caso de los ratones
normoglucémicos este efecto fue mayor que el de la acarbosa (control positivo) a todas las dosis, mientras
que en los diabéticos, el efecto de la dosis de 316 mg/Kg fue comparable a la del control positivo. Estos
resultados evidenciaron claramente el efecto antihiperglucémico de la infusion de H. seemannii debido a

la inhibicion de las a-glucosidasas.

Ya que la infusion presenté un buen efecto antihiperglucémico in vivo se realizd un ensayo
enzimatico para evaluar la inhibicién de a-glucosidasas de las fracciones primarias de la infusion
obtenidas por un proceso de reparto entre agua y AcOEt, en el cual solo la fraccion organica inhibi6 la

actividad de las a-glucosidasas de prueba (60% a 1000 ppm; Clsy 485.4+22.4 ppm).

El estudio quimico de la infusion de la especie Hydrangea seemannii permitio el aislamiento y
caracterizacion de siete flavonoides: camperol (1), quercetina (2), astragalina (3), isoquercetina (4), 3-
O-B-L-arabinopirandsido de quercetina (5), rutina (6), nicotiflorina (7), y de tres acidos cafeoilquinicos,

acido clorogénico (8), acido 4,5-di-O-cafeoilquinico (9) y acido 3,5-di-O-cafeoilquinico (10). Con la



excepcion de la nicotiflorina (7) cuya identificacion se realizo por co-eluciéon con una muestra auténtica,
la caracterizacion de los demas compuestos se verifico al comparar sus propiedades espectroscopicas y

espectrométricas con las descritas en la literatura.

La presencia de estos compuestos en la planta justifica las propiedades hipoglucemiantes y
antihiperglucémicas demostradas; ademas su caracterizacion permite responder a la hipdtesis de trabajo

formulada inicialmente.

También se generd de manera preliminar un perfil cromatografico del preparado de consumo
popular. Este se obtuvo utilizando un sistema de cromatografia de liquidos de ultra eficiencia ACQUITY
UPLC. De acuerdo con el mismo, el compuesto 10 es el mayoritario en la infusion, seguido por los

flavonoides 3-5.



ABSTRACT

Type 2 diabetes mellitus is a major health problem worldwide that affects over 371 million people.
About 4.8 million of the deaths in 2012 were attributed to this illness, of which 80% were recorded in

countries with a medium and low income.

In Mexico, diabetes is also a major health problem and a large section of the population suffering
from the disease use both conventional and traditional medicine for its treatment; this is largely due to the
belief that natural products are safe; in addition, they are more accessible and affordable treatments.
According to a recent review, there are about 500 species of medicinal plants used for the treatment of
type 2 diabetes in Mexico; however, for most of these there are no chemical, pharmacological or quality
control studies. Therefore their efficacy and chemical composition are unknown. This is the case of the
Hydrangea seemannii L. Riley (Hydrangeaceae), which is traditionally used for the treatment of diabetes
in the state of Chihuahua.

The present study describes the antidiabetic properties of an infusion of Hydrangea seemannii L.
Riley (Hydrangeaceae). In vivo pharmacological testing revealed that the infusion possesses
antihyperglycemic and hypoglycemic action in STZ-NA diabetic mice when tested at the doses of (31.6,
100 and 316 mg/kg). Since infusion of H. seemannii had a good antihyperglycemic effect in vivo, an
enzymatic assay was performed to evaluate the inhibition of a-glucosidases. The best effect was attained
with the AcOEt fraction (ICso 485.4 £ 22.4 ppm) resulting from the partition of the infusion between
water and AcOEt.

Phytochemical study of the infusion of the plant led to the isolation and purification of ten
compounds, kaempferol (1), quercetin (2), astragalin (3), isoquercetin (4) , quercetin 3-O-B-L-
arabinopyranoside (5), rutin (6), nicotiflorin (7), chlorogenic acid (8), 4,5-di-O-caffeoylquinic acid (9)
and 3,5-di-O-caffeoylquinic acid (10).

These compounds possess antihyperglycemic and hypoglycemic properties. Therefore, the infusion
represents a good phytotherapeutic agent with active principles having different modes of actions. In
addition, the present study provides scientific support of the use of the plant in Mexican folk medicine for

the treatment of diabetes.



The chromatographic profile was obtained using the ultra-performance liquid chromatography
system ACQUITY UPLC ®. According to the chromatographic profile, 10 is the major component of the

infusion, followed by flavonoids 3-5.
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I. ANTECEDENTES

1.1 Hydrangea seemannii

Hydrangea seemannii L. Ryley (Hydrangeaceae) es una enredadera o arbusto pequefio, de
hojas perennes, grandes y dentadas, brillantes de color verde oscuro, florece en verano dando
flores grandes y perfumadas, de color blanco crema (Figuras 1 y 2). Crece a una altitud de 1800 a
2300 metros en las barrancas y laderas de la Sierra Madre de Durango, de donde es nativa. De
acuerdo a Bye y Linares (2009) la planta se vende en los mercados de Chihuahua para el

tratamiento de la diabetes.

A la fecha no existen reportes sobre estudios quimicos de esta especie; sin embargo, otras
especies del género han sido analizadas quimicamente y de acuerdo con esto, los principales
metabolitos identificados pertenecen a las categorias de los flavonoides, estilbenoides, cumarinas,
fenilisocumarinas, fenildihidroisocumarinas, ftalidas, glucdsidos cianogénicos, secoiridoides,
alcaloides del tipo de las quinazolinas, 4acidos grasos y esteroides. En el Cuadro 1 se resumen los

distintos estudios quimicos realizados sobre estas plantas.

Figura 1. Hydrangea seemannii. Fuente. Flickr, flickr.com
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Figura 2. Hydrangea seemannii. Fuente. PlantFiles, davesgarden.com

Cuadro 1. Compuestos presentes en diferentes especies de Hydrangea

Categoria

Nombre y Estructura

Fuente

Flavonoide

Quercetina

H. seemannii Riley, H. intergrifolia
Hayata, H. macrophylla, H.
heteromalia D.Don, H. paniculata
Sieb, H. anomala D.Don, H. aspera
D.Don, H. arborescens L., H.
quercifolia Bartram
(Bate-Smith, 1978)

H. seemannii Riley, H. intergrifolia
Hayata, H. macrophylla, H.
heteromalia D.Don, H. paniculata
Sieb, H. aspera D.Don, H.
arborescens L.
(Bate-Smith, 1978)

H. heteromalia D.Don, H. paniculata
Sieb, H. anomala D.Don, H. aspera
D.Don, H. quercifolia Bartram
(Bate-Smith, 1978)



http://davesgarden.com/guides/pf/showimage/75441/
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Cuadro 1. Compuestos presentes en diferentes especies de Hydrangea (Continuacion)

Categoria Nombre y Estructura Fuente
Isoquercetina
H. serrata var. Thunbergii
(Yagietal., 1977)
H. serrata var. Thunbergii
(Yagi et al., 1977)
Flavonoide

Procianidina tipo A no caracterizada

H. heteromalia D.Don, H. aspera
D.Don, subsp. aspera, subsp.
sargentiana (Rehder)
(Bate-Smith, 1978)

Glucosidos de camperol

S5 HO HO
Hc—_HO < O
HO. O I

HO OH

H. macrophylla var. Thunbergii
(Sheng Feng, et al., 2010)
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Cuadro 1. Compuestos presentes en diferentes especies de Hydrangea (Continuacion)

Categoria Nombre y Estructura Fuente
R4
) m H. serrata var. Thunbergii
Cumarina R; o\ (Yagi et al., 1977)

6-Hidroxicumarina: R;=OH, R,=H
Umbelliferona: R,=H, R,= OH

Skimina: R;=H, R,= O-B-Glc

H. chinensis
(Ashraf Taha, et al., 2003)

Fenildihidroisocumarina

Hidrangenol

OH O

H. serrata var. Thunbergii
(Yagietal., 1977)
H. macrophylla var. thunbergii
(Matsuda, et al., 1999; Zhang, et al,
2007)

Filodulcina

H. serrata var. thunbergii
(Yagi et al., 1977)
H. macrophylla var. thunbergii
(Matsuda, et al., 1999; Zhang, et al,
2007)

Thunberginol C: R,=OH; R,=H; R,=OH
Thunberginol D: R,=OH; R,=OH; R,=OH
Thunberginol E: R, =OCH;; R,=OH; R,=OH

Thunberginol G: R,=OH; R,=OH; R,=H

H. macrophylla var. thunbergii
(Yoshikawa, et al., 1992; Zhang, et
al, 2007)



http://en.wikipedia.org/wiki/Hydrangea_macrophylla
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Cuadro 1. Compuestos presentes en diferentes especies de Hydrangea (Continuacion)

Categoria

Nombre y Estructura

Fuente

Fenilisocumarina

Thunberginol AY B

Thunberginol A: R,=OH; R,=OH; R,=H

Thunberginol B: R,=OH; R,=OH; R,=OH

H. macrophylla var. thunbergii
(Matsuda, et al., 2008; Matsuda, et
al., 1999; Yamabhara, et al., 1995;
Matsuda, et al., 1998; Zhang, et al,
2007)

Thunberginol F

HO
' HO O H. macrophylla var. thunbergii
Ftalida / (Matsuda, et al., 1999; Zhang, et al,
2007)
Glucésido

cianogénico

Hidranitrilésido A;: R(4)= OH

Hidranitrilésido A;: R(4)= OCHj;
Hidranitrilésido B;: R(3)= OCHj;
Hidranitrilosido B,: R(3)=H

H. macrophylla var. thunbergii
(Wang, et al., 2011)



http://en.wikipedia.org/wiki/Hydrangea_macrophylla
http://en.wikipedia.org/wiki/Hydrangea_macrophylla
http://en.wikipedia.org/wiki/Hydrangea_macrophylla
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Cuadro 1. Compuestos presentes en diferentes especies de Hydrangea (Continuacion)

Categoria Nombre y Estructura Fuente
Hidramacroésido A
H. macrophylla var. thunbergii
(Matsuda, Shimoda, Uemura,
Ueda, & Yamahara, 1999)
HO
Hidramacroésido B
ey H. macrophylla var. thunbergii
Secoiridoide Py g

(Matsuda, Shimoda, Uemura,
Ueda, & Yamahara, 1999)

Hidracodsido A

H. chinensis
(Fang-Rong, et al., 2003)

10
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Cuadro 1. Compuestos presentes en diferentes especies de Hydrangea (Continuacion)

Categoria Nombre y Estructura Fuente
Hydrangenosido E
HOO
H. chinensis
Secoiridoide (Fang-Rong, et al., 2003)
H. chinensis
(Fang-Rong, et al., 2003)
(+)-Febrifugina
Alcaloide

o OH H. chinensis
N (Ashraf Taha, et al., 2003)
N-'.’J O HN
Isofebrifugina
o OH H. chinensis
= | N”?’\D (Ashraf Taha, et al., 2003)
A
HN
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Cuadro 1. Compuestos presentes en diferentes especies de Hydrangea (Continuacion)

Categoria Nombre y Estructura Fuente
Acido hydrangico y derivados
H. macrophylla var.
i . "o . el thunbergii
Estilbenoide o OH (Zhang, et al., 2009; Zhang,
‘ et al, 2007)
Acido clorogénico

Acidos

hydroxicinamicos

H. serrata var. Thunbergii
(Yagi et. al., 1977)

Acidos grasos

Acido linoleico

HO S

H. chinensis
(Ashraf Taha, et al., 2003)

Esteroide

B-Sitosterol-3-O-B-D-(6’-hexadecanoil)-
glucopiranosido

H. chinensis
(Ashraf Taha, et al., 2003)

H. chinensis
(Ashraf Taha, et al., 2003)
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Desde el punto de vista farmacologico, Brindis (2011) demostr6 tanto la inocuidad como el
potencial antidiabético de la planta. Asi, el extracto integro (CH,Cl,-MeOH 1:1) y la infusion de
H. seemannii presentaron una toxicidad aguda mayor a 5 g/Kg de peso en el método de Lorke,
confirmando su seguridad. Por otra parte, provocaron una disminucion de los niveles de glucosa
en sangre en ratones diabéticos a la dosis de 100 mg/Kg. En los experimentos de tolerancia a la
glucosa en animales diabéticos, el extracto organico de H. seemannii a las dosis de 100 y 500
mg/kg inhibid de manera importante y significativa la aparicion del pico postprandial, en tanto
que la infusion fue activa a las dosis de 31.6 y 56.2 mg/Kg. También se realizaron experimentos
de tolerancia a la sacarosa con el extracto organico para determinar si el mecanismo de accion
antihiperglucemiante de esta especie estaba relacionado con una inhibicion de las a-glucosidasas
intestinales. Los resultados indicaron que en animales diabéticos a las dosis de 31.2 y 100 mg/kg,
el extracto ocasiond una disminucion significativa de los niveles de glucosa. Por lo tanto, el
extracto de H. seemannii inhibe las a-glucosidasas en los animales diabéticos. En esta ocasion no
se evaluo la tolerancia a la sacarosa de la infusion. Dado que la infusion es el preparado utilizado
en las practicas médicas populares, se decididé fraccionarla de manera preliminar mediante un
proceso de reparto entre agua y acetato de etilo. Los resultados indicaron que a las dosis
ensayadas (31.6, 56.2 y 100 mg/Kg) la fraccion orgénica presentd un efecto hipoglucemiante
comparable al de la glibenclamida en ratones diabéticos. En los experimentos de tolerancia a la
glucosa sin embargo, ninguna de las fracciones mostrd una actividad importante en ratones
diabéticos a las tres dosis ensayadas. En esa ocasion, por falta de material tampoco se realizaron
los experimentos de tolerancia a la sacarosa de las fracciones. Sin embargo, el conjunto de
resultados obtenidos por Brindis evidencio claramente el potencial de la planta como fuente de
agentes hipoglucemiantes y antihiperglucémicos. Tampoco en esa ocasidn se establecid la

naturaleza de los principios activos.

1.2 Generalidades sobre Diabetes Mellitus tipo 2

1.2.1 Definicion, tipos y complicaciones

La diabetes mellitus es una enfermedad crénica metabolica, caracterizada por un

incremento importante del nivel de glucosa en la sangre, condicion conocida como
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hiperglucemia, misma que surge como consecuencia de la deficiencia en los mecanismos que
hacen posible, o que regulan la utilizacion de la glucosa en el organismo (Guillén Gonzalez,
2002).

Existen varias categorias de diabetes (tipo 1, tipo 2, gestacional, y otras), pero las mas
comunes son la tipo 1 y la tipo 2 (DMT2). La diabetes tipo 1 se caracteriza por la destruccion de
las células B del pancreas que usualmente conduce a la deficiencia absoluta de insulina; esta
categoria esta subdividida en dos tipos principales que son: la 1la o autoinmune (90% de los
casos en Europa y Norteamérica) y la 1b o idiopatica donde no hay evidencia de autoinmunidad
(Bilous & Donnelly, 2010). Sus sintomas pueden aparecer de forma subita y consisten, entre
otros, en excrecion excesiva de orina, sed, hambre constante, pérdida de peso, trastornos visuales
y cansancio (OMS,2013; Bilous & Donelly, 2010).

La DMT?2 es causada por una combinacion de resistencia a la insulina y una disfuncion en
la secrecion de la misma (Bilous & Donnelly, 2010). Representa el 90% de los casos mundiales y
esto se debe en gran medida a un peso corporal excesivo y a la inactividad fisica; los sintomas
pueden ser similares a los de la diabetes de tipo 1, pero a menudo menos intensos (OMS, 2013).
La diabetes gestacional es un estado hiperglucémico que aparece o se detecta por vez primera
durante el embarazo; sus sintomas son similares a los de la diabetes de tipo 2, pero suele
diagnosticarse mediante las pruebas prenatales, mas que porque el paciente refiera sintomas
(OMS, 2013). Este tipo de diabetes se asocia con complicaciones en el periodo inmediatamente
antes y después del nacimiento; por lo general desaparece poco después del embarazo pero las
mujeres y sus hijos tienen un mayor riesgo de desarrollar DMT2 en el futuro (IDF, 2013).

Otros tipos de diabetes son provocados por un gran grupo de condiciones, que incluyen
defectos genéticos en la secrecion de insulina (e.g. insulinopatias) y su accidn (e.g sindromes de
resistencia severa a la insulina), pancreatitis y otros desordenes exocrinos, tumores secretores de
hormonas y el sindrome de Cushing; algunos casos de diabetes pueden ser causados también por

la administracion de farmacos como glucocorticoides (Bilous & Donnelly, 2010).

La DMT?2 es una condicion cronica que requiere de vigilancia y control estrechos. Sin el
manejo apropiado pueden conducir a niveles muy altos de azlicar en la sangre, lo cual puede
resultar en dafio a largo plazo de varios 6rganos y tejidos (IDF, 2013). Las complicaciones mas

importantes de la DMT2 son de tipo microvasculares (retinopatia, nefropatia y neuropatia),
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macrovasculares (enfermedades cardiovasculares, como ataques cardiacos, accidentes
cerebrovasculares y la insuficiencia en el flujo de sangre a las piernas) y la microangiopatia.
Alrededor de 50% de los pacientes diabéticos mueren a causa de las complicaciones
macrovasculares, principalmente de cardiopatia y accidente cerebrovascular. La neuropatia de
los pies combinada con la reduccion del flujo sanguineo incrementan el riesgo de tlceras en los
pies y, en ultima instancia, de amputacion. La retinopatia diabética es una causa importante de
ceguera, al cabo de 15 afios con diabetes, aproximadamente el 2% de los pacientes presentan
ceguera total, y un 10% sufren un deterioro grave de la vision. En cuanto a la nefropatia, €sta es
una causa importante de insuficiencia renal, alrededor de un 10 a 20% de los pacientes con
diabetes mueren por esta complicacion y, en los paises desarrollados, representa una de las

causas principales de didlisis y trasplante de rifion (OMS, 2013).

1.2.2 Morbilidad en México y el mundo

La DMT2 es un padecimiento cada vez mas comun, y de acuerdo con la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS, 2013) afecta a mas de 347 millones de personas; sin embargo, la
Federacion Internacional de Diabetes (FID) publicéd en el afio 2012 que la cifra de personas con
diabetes es de mas de 371 millones, sin tomar en cuenta que la mitad de las personas que la
padecen no son conscientes de su condicion. Se espera que para el 2030 haya un incremento del
69% en el nimero de adultos con DMT2 en los paises en vias de desarrollo y un 20% en los
paises desarrollados. EIl nimero de fallecimientos atribuidos a la DMT2, segtin la FID, fue de 4.8
millones y la mayoria ocurrieron en personas con menos de 60 afios (Shaw, et al., 2010; IDF,
2013). Cabe mencionar que mas del 80% de las muertes que se registraron por diabetes
ocurrieron en los paises de ingresos medios y bajos, entre los que se encuentra México (OMS,
2013).

En el caso especifico de México, el INEGI (Instituto Nacional de Estadistica y Geografia)
reportd que en el 2008 hubo una incidencia de 387.4 millones de personas con diabetes, de donde
el 95.9% de los casos fueron de DMT?2 y se presentaron mas en mujeres (53.3%) que en hombres
(46.7%); la tasa de mortalidad observada por DMT2 en ese afio fue de 70.9 por cada 100 mil

habitantes, de los cuales siete de cada diez muri6 antes de los 75 afios (INEGI, 2013).
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En la encuesta nacional de salud y nutricion (ENSANUT, 2012) se reportd un incremento
en la proporcion de adultos con diagnostico previo de DMT2 (9.2%), con respecto a la
proporcion reportada en el 2000 (5.8%) y 2006 (7%). Estas estadisticas son indicativas del
problema que representa la DMT2 en México. La ENSANUT 2012 reveld también que entre las
personas con diagnostico previo de DMT2, el 80% recibe tratamiento médico para su control,
cerca del 13% de los pacientes sefnald estar recibiendo insulina, ya sea como unico tratamiento o
en combinacidon con farmacos orales, mientras que un 72.5% reportd estar recibiendo solo
tratamiento oral. En lo que se refiere a las complicaciones presentadas por los pacientes
diabéticos, la mas sefialada en la ENSANUT 2012 fue la vision disminuida (47.6%); también se
reportaron otras como dafio a la retina (13.9%) y pérdida de la vista (6.6%); la presencia de
ulceras ocurrid en 7.2% de los pacientes y un 2.9% indic6 haber padecido un coma diabético

(ENSANUT, 2012).

1.2.3 Diagnosis

La diabetes mellitus se diagnostica usualmente al identificar un estado de hiperglucemia
cronica (Bilous & Donnelly, 2010). De acuerdo a la OMS y la Asociacion Americana de
Diabetes (ADA), un individuo se considera diabético (Cuadro 2) si el nivel de glucosa
plasmatica en ayunas es de 7 mmol/L (126 mg/dL) o superior, o bien, si el nivel de azicar en
sangre es de 11.1 mmol/L (200 mg/L) a las dos horas de la ingesta de una carga de glucosa
durante una prueba de tolerancia a este carbohidrato (PTG) (WHO, 2006). Cabe mencionar que
al inicio de la enfermedad los pacientes presentan etapas metabolicas intermedias entre la
homeostasis normal de la glucosa y la DMT2, que constituyen factores de riesgo para el
desarrollo de la enfermedad y problemas cardiovasculares; estas se conocen como etapas
intermedias de hiperglucemia o prediabetes. En esta condicion la tolerancia a la glucosa
(impaired glucose tolerance, IGT) y los niveles de glucosa en ayuno (impaired fasting glycaemia,
IFG) se encuentran alterados (Cuadro 2; Bilous & Donnelly, 2010); en el primer caso el nivel de
glucosa plasmatica se encuentra en un rango entre 7.8-11.0 mmol/L (140-200 mg/dL) dos horas
después de una administracion por via oral de una carga de 75 gramos de glucosa. En relacion a
la alteracion de la glucemia en ayunas los niveles del carbohidrato se encuentran entre 6.1 y 6.9

mmol/L (110-126 mg/dL).
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Cuadro 2. Niveles de glucosa en plasma en ayuno y durante una prueba de tolerancia a la
glucosa en individuos normales y diabéticos de acuerdo a la ADA y la OMS (modificado de
Bilous & Donnelly, 2010)

Muestra de sangre

Plasma Capilar Total
Glucosa sanguinea en ayunas
Normal <6.1 <5.6 <5.6
Alteracion de la glucemia en ayuno 6.1-6.9 5.6-6.0 5.6-6.0
Diabetes >7.0 >6.1 >6.1
Glucosa sanguineaalas 2 h
Normal <7.8 <7.8 <6.7
Deterioro de la tolerancia a la glucosa 7.8-11.0 7.8-11.0 6.7-9.9
Diabetes >11.1 >11.1 >10.0

1.2.4 Tratamiento de la diabetes tipo 2

Actualmente no hay cura para la diabetes, sin embargo existen diversos tratamientos que
ayudan a normalizar los niveles de glucosa en la sangre, con lo cual se reduce el riesgo de
desarrollar algunas de las complicaciones (nefropatia, retinopatia y neuropatia) debidas a este
padecimiento; sin embargo, la correccion de la hiperglucemia desempefia un papel secundario en
la prevencion de las complicaciones macrovasculares, ya que su aparicion estd determinada por
otros factores como la concentracion de los lipidos en la sangre, la presion arterial y el consumo
de tabaco, asi que corregir todos los factores que intervienen en el desarrollo de las mismas es de
suma importancia; por esta razéon es recomendable hacer ejercicio, seguir una dieta adecuada,
dejar de fumar, cuidar sistematicamente los pies y prevenir y tratar oportunamente los
padecimientos infecciosos. De manera que el tratamiento de la diabetes es mucho mas que la
simple correccion del nivel de glucosa en la sangre, es una suma de intervenciones y de cambios

en el estilo de vida (Aguilar Salinas, 2002).

Cuando la dieta y el ejercicio no son suficientes para evitar el desarrollo de complicaciones

por DMT2, es necesario el empleo de tratamientos farmacologicos, que incluyen, el uso de
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hipoglucemiantes orales (Cuadro 3), solos o en combinacion, para reducir los niveles de azucar
en la sangre; medicamentos hipolipemiantes, especialmente para reducir los niveles de
colesterol-LDL; medicamentos antihipertensivos; aspirina en dosis bajas para reducir el riesgo de

trombosis; asi como insulina, en etapas mas avanzadas de la enfermedad (Haddad, et al., 2012).

El criterio para la seleccion del tratamiento adecuado debe tomar en cuenta el tiempo de
evolucion de la enfermedad, el peso del paciente y la magnitud de la hiperglucemia (Aguilar
Salinas, 2002). Asi que, usualmente, el tratamiento farmacologico para los pacientes

diagnosticados con diabetes tipo 2 sigue el algoritmo mostrado en la Figura 3.

Actualmente se desarrollan fArmacos hipoglucemiantes relacionados con las incretinas; que
son hormonas pepticas gastrointestinales que actian principalmente en las c€lulas pancreaticas,
de las cuales las especies predominantes de son GLP-1 (Glucagén-like Peptide-1) y GIP
(Glucose-dependent Insulinotropic Polypeptide); éstas retrasan el vaciado gastrico, incrementan
la secrecion de insulina inducida por glucosa y estimulan la proliferacion de células beta. Las
incretinas son secretadas por células intestinales y degradadas rapidamente por la
dipeptidilpeptidasa IV (DPP-4), enzima que se encuentra en la sangre. Los dos tipos de farmacos
relacionados con las incretinas mas importantes son: los incretino-miméticos resistentes a la

degradacion como la exenatida y los inhibidores de DPP-4 como la sitagliptina.

Ademas del gran nimero de agentes terapéuticos que se han introducido para el
tratamiento de la DMT2, existen muchos compuestos nuevos que se encuentran en diferentes
etapas de desarrollo. En este sentido, diversos estudios etnobotanicos han demostrado el
potencial antidiabético per se de varias plantas medicinales utilizadas ampliamente de manera
tradicional para el tratamiento de la diabetes, o bien, su potencial como modelo para desarrollar
farmacos con diferentes mecanismos de accion (Israili, 2011). Tal es el caso de los inhibidores
de a-glucosidasas, desde el descubrimiento de la acarbosa, la investigacion de los productos
naturales de origen vegetal y microbiano como una fuente potencial valiosa para el

descubrimiento de nuevos inhibidores de estas enzimas se ha intensificado (Shobana et al., 2009).

Los inhibidores de a-glucosidasas de origen natural mas importantes se clasifican en
disacaridos, iminoazucares, alcaloides polihidroxilados (incluyendo piperidinas, pirrolidinas,

indolizidinas y nortropanos), aminociclitoles, ciclitoles insaturados, tioazicares y flavonoides
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(incluyendo las antocianinas) entre otros (Borges de Melo et al, 2006; Matsui et al., 2006). Los
inhibidores de a-glucosidasas mas antiguos son los dos aminociclitoles obtenidos a partir del
medio de cultivo del actinomiceto Actinoplanes SE-50, acarbosa (Precosa®) y la voglibosa
(Basen®), los cuales son usados solos 0 en combinaciéon con otros antihiperglucemiantes, o bien

con hipoglucemiantes orales o insulina (Matsui, et al., 2006).

Actualmente los principales representantes de este grupo son los productos naturales
miglitol y la acarbosa; esta ltima inhibe de manera competitiva reversible a las a-glucosidasas,

lo cual provoca una disminucion en la glucemia posprandrial tanto en animales de

experimentacidén como en personas sanas y diabéticas.

Considerar primera linea

Sulfonilurea
Metformina '3
Inhibidor de a-glucosidasas

Considerar segunda linea

Metformina . . L
R ) . . Inhibidor de a-glucosidasas, inhibidor de
I Sulfonilurea (sino hlrj:eoafnmera ° DPP-4 6 tiazolidinediona

Considerar tercera linea

I Insulina basal 6 A . S
Teuifns 6 Inhibidor de a-glucosidasas, inhibidor 6 Agonista de GLP-1

de DPP-4 o tiazolidinediona

premezclada

Considerar tercera linea

Insulina en la hora
de la comida +
basal

- Usual - Alternativo

Insulina basal 6 insulina premezclada
(después en la hora de comida + basal)

Figura 3. Algoritmo para el tratamiento de la diabetes mellitus tipo 2 (modificado de IDF, 2013).
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Cuadro 3. Tipos de hipoglucemiantes orales utilizados en el tratamiento de la diabetes mellitus

tipo 2

Tipos de hipoglucemiantes

orales

Ejemplos

Mecanismo de accién

Sulfonilureas

Biguanidas

Tiazolidinedionas

Meglitinidos

Inhibidores de SLUGT-2

Inhibidores de la a-

glucosidasa

Glibenclamida
Tolbutamida

Glimepirida

Metformina

Fenformina

Pioglitazona

Rosiglitazona

Repaglinida

Dapagliflozina

Acarbosa

Miglitol

Reducen la permeabilidad al K de las células B
a través del bloqueo de los canles Ktp, lo que
provoca despolarizacion, entrada de Ca” y

secrecion de insulina.

Aumenta la captacion y utilizacion de la glucosa
por el misculo esquelético y disminuyen su

sintesis hepatica.

Se unen al receptor nuclear PPARy que se
encuentra principalmente en el tejido adiposo;
este interviene en la diferenciacion de los
adipositos, incrementa la lipogenia y estimula la

captacion de acidos grasos y glucosa.

Acttian, al igual que las sulfonilureas,
bloqueando el receptor de sulfonilureas de los
canales Ktp de la membrana de las células

pancreaticas, estimulando la secrecion de

insulina.

Inhibe el transportador de sodio de tipo 2 en el

rifion, favoreciendo la excrecion de la glucosa.

Inhiben la enzima a-glucosidasa en el intestino

disminuyendo la absorcion de los carbohidratos.

Fuente, Goodman and Gilman’s, 2007; Haddad, et al., 2012.
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1. JUSTIFICACION

En México las plantas medicinales han constituido, desde épocas precolombinas, el recurso
mas importante con el que cuenta la poblacion para procurar alivio de sus enfermedades. El
empleo de las hierbas medicinales con fines curativos no se restringe al medio indigena y el rural,
sino también a la poblacion de zonas urbanas y suburbanas. Por lo tanto no resulta sorprendente
que la poblacion que padece diabetes utilice para su tratamiento tanto la medicina convencional
como la tradicional. De tal forma que muchos pacientes, una vez que se les diagnostica la DMT?2
en algin centro de salud, se les prescribe el tratamiento alopatico apropiado; sin embargo, la
mayoria de éstos lo abandona y recurre a los curanderos locales o vendedores de hierbas para
obtener terapias de tipo herbolario (Andrade-Cetto y Heinrich, 2005), ello ante la creencia de que
las plantas y sus derivados por ser naturales son inocuos y mas efectivos; ademas, estos
tratamientos a menudo les resultan mas econdmicos y accesibles que los alopaticos. En otros
casos, los pacientes no tienen acceso a las terapias orales modernas por sus altos costos, entre
otros factores, y recurren en primera instancia a terapias a base de plantas. Finalmente, un grupo

importante de enfermos con DMT2 combina las terapias alopaticas y alternativas.

De acuerdo a varias revisiones recientes se estima que en México hay alrededor de 500
especies de plantas medicinales utilizadas para el tratamiento de la DMT2 (Andrade-Cetto &
Heinrich, 2005; Soumyanath, 2006). Muchas de estas plantas se analizaron a principios del
siglo XX, en el Instituto Médico Nacional, dependencia oficial que comenzé a inventariar
algunas especies que eran utilizadas por la poblacidon como remedios contra la diabetes. Entre
estas plantas destacan el copalchi (Hintonia latiflora), el guarumbo (Cecropia obtusifolia), la
tronadora (Tecoma stans) y el matarique (Psacalium sp.), por mencionar algunas (Aguilar &
Xolalpa, 2002). Posteriormente esta lista se increment6 sensiblemente a lo largo del siglo XX a
medida que la enfermedad cobré importancia por su creciente impacto en la poblacidn mexicana.
Asi surgen el wareque (Ibervillea sonorae), el nopal y cientos de plantas que actualmente se
emplean en México para tratar la diabetes. Esta circunstancia indica que nuestra medicina
herbolaria, al igual que en otras partes del mundo, se encuentra en continuo proceso de
adecuacion a nuevas circunstancias. En recientes revisiones acerca de plantas utilizadas para

tratar la DMT2 se describen los aspectos etnobotanicos mas relevantes de algunas de las plantas
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mas utilizadas en el México contempordneo para tratar la diabetes. Sin embargo, el uso de
muchas otras no se encuentra documentado a pesar del papel importante que juegan estas plantas
en la terapéutica de la diabetes en distintas regiones del pais. Tal es el caso de la especie objeto
del presente estudio, Hydrangea semannii L. Riley, que se comercializa en muchas mercados del
estado de Chihuahua para el tratamiento de la enfermedad.

De manera general, la eficacia de las plantas mexicanas utilizadas para tratar la DMT2 no
ha sido comprobada y el conocimiento de sus principios activos es limitado, aunque algunas
estudios han permitido demostrar el potencial antidiabético de especies selectas de nuestra flora
medicinal a través de pruebas farmacologicas convencionales (Aguilar y Xolalpa, 2002 y
referencias ahi citadas; Andrade-Cetto y Heinrich, 2005; Alarcon-Aguilar y Roman-Ramos 2006;
Mata el al., 2013) y en menor proporcion por medio de estudios clinicos (Andrade-Cetto y
Heinrich, 2005; Aguilar y Xolalpa, 2002 y referencias ahi citadas; Herrera-Arellano et al., 2004,

inter alia).

Este breve recuento acerca del uso de las plantas medicinales en México para tratar la
diabetes deja en claro la necesidad de intensificar los estudios conducentes a establecer la
eficacia, seguridad y criterios de calidad de estas plantas a fin de asegurar el uso racional de las
mismas. En este contexto el presente proyecto pretende completar el estudio de Brindis en

relacion al establecimiento del potencial de la especie H. semannii como agente antidiabético.
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1. HIPOTESIS

El uso popular de la especie Hydrangea seemannii para el tratamiento de la diabetes
sugiere que la infusion de la planta posee propiedades hipoglucemiantes y/o antihiperglucémicas.
Por lo tanto, este preparado debe contener compuestos capaces de conferirle dichas propiedades

farmacologicas.
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IV. OBJETIVOS

3.1 Objetivos generales

Establecer el efecto de la infusion de H. seemannii L. Riley sobre las enzimas a-
glucosidasas mediante estudios farmacologicos in vivo e in vitro, con la finalidad de completar

los estudios conducentes a determinar su potencial antidiabético.

Establecer los principios activos hipoglucemiantes y antihiperglucémicos de H. seemannii,
hasta ahora desconocidos, con la finalidad de descubrir nuevos o conocidos agentes
antidiabéticos que justifiquen las propiedades farmacologicas de los preparados de la planta y

permitan en un futuro el desarrollo de las pruebas de calidad de la misma.

El cumplimiento de estos objetivos sentard las bases para el uso racional de la especie en

las practicas médicas populares del estado de Chihuahua.

3.2 Objetivos particulares

Determinar el efecto antihiperglucémico de la infusion de Hydrangea seemannii L. Riley
(Hydrangeaceae) mediante una prueba de tolerancia a la sacarosa en ratones normales y
diabéticos.

Determinar el efecto de la infusion y sus fracciones preparadas a partir de la droga cruda
de H. seemannii sobre la actividad de las enzimas a-glucosidasas a través de un ensayo
enzimatico de naturaleza espectrofotocolorimétrica.

Aislar y caracterizar los principios activos de la infusion mediante estudios fitoquimicos
convencionales.

Establecer el perfil cromatografico de la infusion mediante UPLC con la finalidad de

iniciar los estudios conducentes a determinar los parametros de calidad de la especie.
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V. DESARROLLO EXPERIMENTAL

5.1 Material vegetal

Las partes aéreas (5.5 Kg) de la especie vegetal Hydrangea seemannii procedentes de San
Rafael, Chihuahua, fueron proporcionados el 26 de mayo del 2008 por el Dr. Robert Bye,
investigador en el Instituto de Biologia de la UNAM. Un ejemplar de referencia se depositd en el
Herbario Nacional (MEXU, nimero de referencia Bye & Linares 35130). El material vegetal fue
sometido a un proceso de desecacidon a temperatura ambiente por ocho dias y posteriormente

fragmentado (2 micras) en un molino Willey modelo 4.
5.2 Anadlisis cromatograficos

Los analisis cromatograficos en capa fina (CCF) se realizaron sobre placas de aluminio de
diferentes dimensiones, recubiertas con una capa de gel de silice de 0.25 mm de espesor (60 Fjs4
Merck), utilizando como sistema de elucion AcOEt—H,O-HCOOH (8:1:1); la visualizacion de

las placas se realizé inicialmente con luz UV (onda corta, 254nm y onda larga, 365nm) y

posteriormente revelando con los agentes cromoégenos sulfato cérico amoniacal en H,SOy4 e

anisaldehido en MeOH.

La cromatografia en columna abierta se realiz6 con Sephadex® LH-20 (Pharmacia)

utilizando diferentes sistemas de elucion.

Los andlisis por Cromatografia de Liquidos de Ultra Eficiencia se realizaron empleando un
cromatdgrafo Waters (ACQUITY UPLC" clase H), equipado con un detector de UV con arreglo
de fotodiodos (PDA), bomba cuaternaria, inyector automatico y el software Empower version 3;
se utilizd la columna BHE® Shield RP18 (Waters Chromatography Division) de 2.1 mm de
didmetro interno, 100 mm de longitud y 1.7 um de tamafio de particula. Los analitos se
prepararon disolviendo un miligramo de muestra en un mililitro de la mezcla de MeOH-H,0
(40:60), posteriormente se filtraron a través de membranas de nylon (Acrodisc®) de 0.2 pm x 13

mm.
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5.3 Determinacidn de las constantes fisicas, espectroscépicas y espectrométricas

Los puntos de fusion se midieron en un aparato Fischer-Johns y se reportan sin corregir.
Los espectros en el infrarrojo (IR) se obtuvieron por reflectancia en un espectrofotdémetro FTIR
de rejilla Modelo 1605 marca Perkin-Elmer. Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear
Protonica (RMN-'H) y de Carbono-13 (RMN-"C), asi como los espectros de RMN
bidimensionales homonucleares COSY (Correlated Spectroscopy) y NOESY (Nuclear
Overhauser Effect Spectroscopy), o heteronucleares HMBC (Heteronuclear Multiple Bond
Connectivity) y HSQC (Heteronuclear Single Quantum Correlation), se registraron en aparatos
Varian Unity INOV A, operados a una radiofrecuencia de 400 MHz para 'H y 100 MHz para "*C.
Los espectros se realizaron en MeOH-d4; los desplazamientos quimicos se designaron en
unidades 6 (ppm) referidas al tetrametilsilano (TMS) como estandar interno. Los espectros de
masas generados por la técnica de impacto electronico (EM-IE) se determinaron en un aparato
JEOL JMS-SX102A Hewlett-Packard 5890 serie II mediante induccion directa a 70 eV y
bombardeo rapido de atomos (EM-FAB).

5.4 Preparacion y fraccionamiento de la infusion de Hydrangea seemannii

La infusion de las partes aéreas secas y molidas de la especie vegetal Hydrangea seemanni
se realizd6 mediante el procedimiento de infusion, utilizando 648 gramos del material vegetal y
16.2 litros de agua destilada; el extracto acuoso resultante se sometid a un fraccionamiento
primario por medio de un proceso de reparto entre acetato de etilo (AcOEt) y agua; la fraccion
organica resultante se seco sobre Na,SO4 anhidro y se concentrd al vacio para obtener 8.81
gramos de la fraccion organica; la fraccidon acuosa se descartd debido a su poca actividad. La
fraccion organica resultante se fracciond por medio de una cromatografia en columna abierta
(CCA) sobre Sephadex LH-20 utilizando MeOH como eluyente, para obtener 240 fracciones de
cinco mL cada una, las cuales fueron analizadas mediante cromatografia en capa fina y
combinadas de acuerdo a su similitud cromatografica. Este ultimo proceso cromatografico

gener6 diecisiete fracciones (F1-F17), tal como se muestra en el Cuadro 4.
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5.4.1 Aislamiento de camperol (1) a partir de la fraccién F14

De la fraccion F14 precipitaron de manera espontanea 0.0118 g de camperol (1) como un
solido vitreo amarillo claro, EM-IE m/z 287 [M+H]"; IR 3287, 1661, 1606, 1590, 1520, 1498,
1260.

5.4.2 Aislamiento de quercetina (2) a partir de la fraccion F16

De la fraccion F16 precipitaron de manera espontanea 0.0064 g de quercetina (2) como un

solido amarillo, EM-IE m/z 303 [M+H]", IR 3207, 1661, 1601, 1586, 1498, 1263.

La Figura 4 resume el proceso de preparacion y fraccionamiento de la infusion de H.

seemannii, asi como el aislamiento de quercetina (2) y camperol (1).

Cuadro 4. Fraccionamiento del extracto organico de la infusion de H. seemannii

Fracciones Clave Peso ()
combinadas
1-21 F1 0.3751
22-65 F2 4.3446
65-85 F3 0.8890
86-90 F4 0.3437
91-94 F5 0.3334
95-105 F6 0.8890
106-109 F7 0.2113
110-115 F8 0.2324
116-125 F9 0.2466
126-132 F10 0.1441
133-145 F11 0.1228
146-155 F12 0.0296
156-160 F13 0.0051
161-175 F14 0.0118
176-180 F15 0.0039
181-201 F16 0.0064
201-240 F17 0.0068
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Partes aéreas secas y molidas de H. seemannii
(648 g)

1. Infusién en 16.2 L de agua destilada

2. Filtracién sobre papel filtro

| }

Extracto acuoso Residuo vegetal
(descartar)

Reparto, AcOEt (24.3L x 3)

A A
Fase acuosa
(descartar)

Fase organica

1. Secar sobre Na,SO,4
2. Concentrar al vacio

Extracto organico
(8.819)

CCA, Sephadex LH-20 (MeOH)

oL i l

F1-F5 F6-F10 F11-F13 F15 F17
Fl14 F16
Camperol Quercetina
(11.75 mg) (6.4 mg)

Figura 4. Preparacion y fraccionamiento de la infusidon de H. seemannii y separacion de camperol (1) y quercetina

(2).

5.4.3 Aislamiento de astragalina (3) a partir de la fraccion F4

La fraccion F4 (0.344 g) se reconstituyd en MeOH; de la solucion resultante precipité un
solido que fue separado por decantacion. El solido se lavdo con AcOEt (3 x 5 mL); las aguas
madres resultantes se reunieron y concentraron al vacio para obtener 0.0132 g de astragalina (3)
como un solido amorfo, amarillo claro, EM-1E m/z 449 [M+H]"; IR 3265, 1660, 1612, 1594,
1497, 1431, 1258. En la Figura 5 se resume el proceso de aislamiento de astragalina (3) a partir

de la fraccion F4.
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F4
(334 mg)

Reconstitucion con MeOH

4 4

Sobrenadante Precipitado

Lavado con AcOEt (3x5 mL)

4 4

Aguas madre Solido

l Concentrar al vacio

Astragalina
(13.2 mg)

Figura 5. Aislamiento de astragalina (3) a partir de la fraccidn secundaria F4.

5.4.4 Aislamiento de isoquercetina (4) y del 3-O-g-L-arabinopirandsido de quercetina
(5) a partir de la fraccion F6

La fraccion F6 (0.889 g) fue sometida a un fraccionamiento terciario mediante una
cromatografia en columna abierta (CCA) sobre Sephadex LH-20 (MeOH-H,O, 85:15),
obteniéndose 105 fracciones de cinco mL cada una. Tras un cuidadoso andlisis por cromatografia
en capa fina, las fracciones similares se combinaron para generar diez fracciones (F6-1 a F6-10)
[Cuadro 5]. De la fraccion F6-8 se obtuvieron 0.0126 mg del 3-O-B-L-arabinopiranosido de
quercetina (5), como un sé6lido vitreo anaranjado, EM-IE m/z 435 [M+H]"; IR 3209, 1661, 1604,
1587, 1498, 1450, 1262. Por otra parte, de la fraccion F6-6 precipitdé un sélido amarillo claro,
que se lavo repetidamente con MeOH. Las aguas de lavado se concentraron a sequedad para
generar 0.0097 g de isoquercetina (4) como un sélido amorfo, amarillo claro, EM-IE m/z 465
[M+H]"; IR 3370, 1654, 1594, 1498, 1443. La Figura 6 resume el proceso de aislamiento de

estos dos compuestos a partir de la fraccion F6.
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Cuadro 5. Fraccionamiento de la fraccion F6

Fracciones Clave Peso (g)
combinadas
1-10 F6-1 0.0937
11-16 F6-2 0.1743
17-19 F6-3 0.1988
20-25 F6-4 0.2961
26-28 F6-5 0.0411
29-40 F6-6 0.0097
41-44 F6-7 0.0208
45-70 F6-8 0.0126
71-90 F6-9 0.0083
90-105 F6-10 0.0091
F6
(889 mg)
CCA, Sephadex LH-20
(MeOH:H,0, 85:15)
F6-1 a F6-5 F6-7 \ F6-9 a F6-10
F6-6 F6-8
h 4
Precipitado Sobrenadante

Lavado con MeOH

v
Sélido

N

Aguas madre

3-O-B-L-arabinopiranosido de
Quercetina
(12.6 mg)

l Concentrar al vacio

Isoquercetina

(9.7 mg)

Figura 6. Aislamiento de isoquercetina (4) y del 3-O-B-L-arabinopirandsido de quercetina (5) a partir de la fraccién

secundaria

F6.
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5.4.5 Aislamiento de los acidos 4,5-di-O-cafeoilquinico (9) y 3,5-di-O-cafeoilquinico (10)

a partir de la fraccion F7

El fraccionamiento de la fraccion F7 (0.211 g) se llevo a cabo mediante una cromatografia
en columna abierta (CCA) sobre Sephadex LH-20, utilizando una mezcla de (CH3),CO-MeOH
(80:20) como eluyente; se obtuvieron 80 fracciones de cinco mL cada una, las cuales fueron
analizadas mediante cromatografia en capa fina y combinadas de acuerdo a su similitud
cromatografica (Cuadro 6), para finalmente obtener siete fracciones (F7-1 a F7-7). De la
fraccion F7-7 precipitaron espontaneamente 0.0143 mg de acido 4,5-di-O-cafeoilquinico (9)
como un sélido amorfo, café claro, EM-IE m/z 517 [M+H]"; IR 3370, 1687, 1639, 1601, 1517.
De la fraccion F7-6 precipitaron 0.0112 g de acido 3,5-di-O-cafeoilquinico (10) como un sélido
amorfo, café claro, EM-IE m/z 517 [M+H]"; IR 3366, 1670, 1640, 1601, 1521. En la Figura 7 se

resume el proceso de aislamiento de estos compuestos a partir de la fraccion F7.

Cuadro 6. Fraccionamiento de la fraccion F7

Fracciones Clave Peso ()
combinadas

1-4 F7-1 0.0302
5-13 F7-2 0.0586
14-23 F7-3 0.0704
24-30 F7-4 0.0193
31-41 F7-5 0.0124
42-53 F7-6 0.0112
54-80 F7-7 0.0143
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F7
(211 mg)

CCA, Shepadex LH-20
((CH3),CO: MeOH, 80:20)

l l v
F7-1aF7-2  F7-3aF7-4 F7-5 y y
F7-6 F7-7
Acido 4,5-di-O-
Acido 3,5-di-O-cafeoilquinico cafeoilquinico
(11.2 mg) (14.3 mg)

Figura 7. Aislamiento de los dcidos 4,5-di-O-cafeoilquinico (9) y 3,5-di-O-cafeoilquinico (10) a partir de F7.

5.4.6 Aislamiento del 3-O-g-L-arabinopiranodsido de quercetina (5) a partir de la
fraccion F9

La fraccion F9 (0.247 g) se sometié a un fraccionamiento por medio de cromatografia en
columna abierta (CCA) sobre Sephadex LH-20 (MeOH—-H,O, 85:15) para obtener 75 fracciones
de cinco mL cada una, éstas se analizaron por medio de una cromatografia en capa fina y se
reunieron de acuerdo a su similitud cromatografica (Cuadro 7), para finalmente obtener nueve
fracciones (F9-1 a F9-9). En la fraccion F9-8 precipitaron de manera espontanea 0.0175 g del
3-O-B-L-arabinopirandsido de quercetina (5). La Figura 8 muestra el proceso de aislamiento de

este compuesto a partir de la fraccion F9.
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Cuadro 7. Fraccionamiento de la fraccion F9

Fracciones Clave Peso (9)
combinadas
1-10 F9-1 0.0422
11-20 F9-2 0.0509
21-22 F9-3 0.0233
23-25 F9-4 0.0363
26-28 F9-5 0.0210
29-30 F9-6 0.0145
31-33 F9-7 0.0138
34-50 F9-8 0.0175
51-75 F9-9 0.0100
F9
(247 mg)

CCA, Shepadex LH-20
(MeOH:H0, 85:15)

L |

F9-1a F9-3 F9-4 a F9-6 F9-7 SR, F9-9

3-0-B-L-arabinopiranosido de
quercetina
(17.5 mg)

Figura 8. Aislamiento del 3-O-B-L-arabinopirandsido de quercetina (5) a partir de la fraccién F9.
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5.4.7 Aislamiento de &cido clorogénico (8), rutina (6) y nicotiflorina (7) a partir de la

fraccion F3

Se llevé a cabo el fraccionamiento de la fraccion F3 (1.0890 g) por medio de
cromatografia en columna abierta (CCA) sobre Sephadex LH-20, utilizando como eluyente una
mezcla de (CH3),CO-MeOH (70:30). Se obtuvieron 85 fracciones de cinco mL cada una, se
analizaron por medio de cromatografia en capa fina y se reunieron de acuerdo a su similitud
cromatografica (Cuadro 8); finalmente se obtuvieron ocho fracciones (F3-1 a F3-8). La fraccion
F3-5 (0.1786 g) fue sometida a fraccionamiento adicional mediante cromatografia en columna
abierta (CCA) sobre Sephadex LH-20, eluyendo con una mezcla de (CH3),CO-MeOH (80:20).
De este procedimiento se obtuvieron 80 fracciones de cinco mL cada una. Estas fracciones
fueron analizadas por medio de cromatografia en capa fina y combinadas de acuerdo a su
similitud cromatografica (Cuadro 9) para finalmente obtener diez fracciones (F3-5-1 a F3-5-10).
La fraccion F3-5-9 (0.0344 g) se reconstituyd en agua y se observo la formacion de un
precipitado; el sobrenadante se sometid a un proceso de reparto con AcOEt (3 x 5ml) y la fase
acuosa resultante se concentro a presion reducida para obtener 0.0128 g de acido clorogénico (8)
como un sélido amorfo, café claro, p.f. 206-209 °C; EM-IE m/z 355 [M+H]"; IR 3370, 1688,
1646, 1600, 1519. Por otra parte, de la fraccion F-3-5-5 precipitaron 0.0066 g de rutina (6) como
un solido amorfo amarillo palido, p.f. 194-195 °C; EM-IE m/z 611 [M+H]"; IR 3400, 1690,
1610, 1496, 1260. Por ultimo de la fraccion F-3-5-6 precipitaron 0.0096 g de una mezcla de
rutina (6) y nicotiflorina (7). La Figura 9 muestra el proceso de aislamiento de los compuestos

anteriores a partir de la fraccion primaria F3.
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Cuadro 8. Fraccionamiento de la fraccion F3

Fracciones Clave Peso (g)

combinadas
1-10 F3-1 0.1620
11-15 F3-2 0.1257
16-20 F3-3 0.1642
21-25 F3-4 0.1046
26-54 F3-5 0.1786
55-65 F3-6 0.0928
66-80 F3-7 0.0963
81-85 F3-8 0.0752

Cuadro 9. Fraccionamiento de la fraccion F3-5

Fracciones Clave Peso (g)
combinadas
1-5 F3-5-1 0.0244

6-10 F3-5-2 0.0300
11-17 F3-5-3 0.0297
18-23 F3-5-4 0.0132
24-29 F3-5-5 0.0066
30-33 F3-5-6 0.0096
34-40 F3-5-7 0.0098
41-44 F3-5-8 0.0085
45-80 F3-5-9 0.0344
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F3
(1.089 g)

CCA, Shepadex LH-20
((CH3),CO: MeOH, 70:30)

L

F3-1aF3-2 F3-3aF3-4

A

!

F3-6 a F3-8

F3-5 |
(0.1786g) |

CCA, Shepadex LH-20

((CH3),CO: MeOH, 80:20)

F3-5-1 a F3-5-4 F3-5-7 a F3-5-8 F3-5-10
F3-5-5
F3-5-6 F3-5-9
Reconstituir en agua
l 4
Rutina+Nicotiflorina Precipitado Sobrenadante
(9.6 mg) Reparto
Rutina AcOEt (3 x 5 mL)
Fase acuosa Fase organica

Figura 9. Aislamiento de acido clorogénico (8), rutina (6) y nicotiflorina (7) a partir de la fraccién primaria F3.

Concentrar a presion
reducida

Ac. Clorogénico
(12.8 mg)
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5.5 Establecimiento del perfil cromatogréfico de la especie Hydreangea seemannii

El perfil cromatografico se obtuvo utilizando un sistema de cromatografia de liquidos de
ultra eficiencia ACQUITY UPLC®, la separacion se realizé con una columna BHE® Shield RP18
(100 mm x 2.1 mm x 1.7 um) a una temperatura de 40 °C; el analisis se realizé por medio de un
gradiente de elucion con (A) MeOH y (B) agua (0.4% de acido acético) como fase mévil a un
flujo de 0.30 mLmin™. Las condiciones del gradiente de la fase movil fueron: A, 19-35%, 0-1.0
min; elucion isocratica de A, 35%, 1.0-18.0 min; A, 35-19%, 18.0-20.0 min.

5.6 Ensayo para inhibidores de a-glucosidasas

El extracto acuoso (infusion), sus fracciones orgdnica y acuosa, el compuesto 5 y la
acarbosa (control positivo) fueron disueltos en MeOH 6 en agua destilada. Se tomaron alicuotas
de 0-10 pL de los materiales de prueba (por triplicado) y se incubaron durante diez minutos con
20 pL de una solucion stock de la enzima [0.75 unidades de aGHY (a-glucosidasa de levadura de
cerveza) en 100 mM de una solucion buffer de fosfato de sodio]. Después de la incubacion, se
agregaron 10 pL de sustrato (pNPG, 5mM) y se incubd durante 20 minutos a 37 °C;

posteriormente se determinaron las absorbancias.

Para el extracto y las fracciones la actividad inhibitoria se determind como el porcentaje

por comparacion con el blanco (MeOH) de acuerdo con la siguiente ecuacion:

Agost
AgosC

%aGHY = (1 — >x100%

Donde, % aGHY es el porcentaje de inhibicion, Aspst es la absorbancia corregida del
extracto, fraccion o compuesto en prueba (Asosfinal - Asosinicial) Y A40sC €s la absorbancia para el
blanco (Auosbiancofinal - A4osblancoinicial)- La concentracion requerida para tener una inhibicion del 50%
de la actividad de la enzima (ICsp) se calculd mediante un andlisis de regresion, utilizando la

siguiente ecuacion:
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A100

%Inhibicion = m
1Cs

Donde A representa la inhibicion méaxima, I es la concentracion del inhibidor, ICs es la
concentracion requerida para tener un 50% de inhibicion de la actividad de la enzima y S es el

grado de cooperatividad (Copeland, 2000).

5.7 Ensayo de tolerancia a la sacarosa de la infusion de Hydrangea seemannii

Con la finalidad de complementar los estudios del efecto antihiperglucémico de la infusion
de H. seemannii, se realizo la prueba oral de tolerancia a la sacarosa (POTS) en ratones

normoglucémicos y diabéticos.

La DMT?2 se indujo en los ratones mediante la administracion de una dosis Unica de
estreptozotocina (STZ, 100 mg/kg ip.) después de un tratamiento previo con adenin
nicotidamida (NA por sus siglas en inglés, 30 mg/kg). Los niveles de glucosa se determinaron
ocho dias después de la administracion de la STZ y aquellos que presentaron niveles de glucosa

sanguinea mayores a 200 mg/dL fueron considerados diabéticos e incluidos en los estudios.

Las muestras sanguineas fueron recolectadas de la vena caudal de los animales a través de
una pequefia incision en el final de la cola. Los niveles de glucosa en sangre se midieron por el
método enzimatico de la glucosa oxidasa utilizando un glucoémetro comercial (One Touch Ultra,

Jonhson-Jonhson, Milpitas, CA, EE.UU.).

La sacarosa, acarbosa, STZ y el NA utilizados en los ensayos se compraron a Sigma-

Aldrich (St. Lois, MO. USA).

Después de un ayuno de ocho horas, los ratones normoglucémicos o diabéticos, segun el
caso, se dividieron en cinco grupos: al grupo uno se le administr6 el vehiculo (solucion salina,
NaCl 0.9%), el segundo grupo fue administrado con el control positivo (acarbosa, 3 mg/kg). Los

grupos II1-V fueron tratados con dosis de 31.6, 100 y 316 mg/kg del extracto acuoso (infusion).
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Treinta minutos después de haber iniciado el tratamiento, todos los animales recibieron por

via oral una solucion de sacarosa (3 g/kg); posteriormente los niveles de glucosa en sangre se

midieron a los 0, 30, 60, 90, 120 y 240 minutos despué¢s de la administracion de los

carbohidratos.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Efecto antihiperglucémico de la infusion de Hydrangea seemannii

Con la finalidad de complementar los estudios del potencial antidiabético de la especie
Hydrangea seemannii se realizdo una prueba oral de tolerancia a la sacarosa (POTS) de la
infusion en ratones normoglucémicos y diabéticos (NA-STZ). La infusion se selecciond debido a
que es el preparado comunmente utilizado en las practicas médicas populares. La POTS se
efectud con la finalidad de establecer si la infusion contiene principios inhibidores de las a-
glucosidasas capaces de disminuir los niveles de glucosa postprandial (Bilous & Donnelly, 2010;
Martinez Vizcaino & Salcedo Aguilar, 1997). El efecto de la infusion en ratones
normoglucémicos se muestra en la Figura 10 donde se observa una disminucion significativa
(p<0.001) del pico postprandial a los treinta minutos para todas las dosis ensayadas, en los tres
casos el efecto es mayor que el de la acarbosa, utilizada como control positivo. En el caso de la
dosis de 100 mg/Kg, los niveles de glucosa se mantienen constantes en los distintos tiempos de
medicion, lo que podria indicar que la infusiéon de H. seemannii a esta dosis no solamente evita el
aumento de la glucosa en la sangre después de una carga de carbohidratos, sino que controla los
niveles de glucemia, manteniendo el porcentaje de variacion constante durante todo el tiempo del
ensayo. En cuanto a los experimentos realizados en animales diabéticos, la Figura 11 muestra, de
nueva cuenta, una disminucion significativa (p<0.001) del pico postprandial a todas las dosis

ensayadas. A la mayor dosis el efecto fue comparable al del control positivo.

Los resultados recién descritos evidenciaron claramente el efecto antihiperglucémico de la
infusion de H. seemanni debido a la inhibicion de las a-glucosidasas. Por lo tanto a continuacion
se decidid realizar un ensayo enzimatico para evaluar la inhibicion de oa-glucosidasas de las
fracciones primarias de la infusion obtenidas por un proceso de reparto entre agua y AcOEt. El
ensayo enzimatico utilizado consiste en determinar la cantidad de sustrato que se hidroliza por
accion de una a-glucosidasa en presencia del potencial inhibidor de la actividad enzimatica. En
este caso se utilizo un método espectrofotocolorimétrico basado en el descrito por Oki y

colaboradores (1999). Como sustrato se utilizo el a-D-glucopirandsido de p-nitrofenilo (pNGP),
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y como control positivo la acarbosa. De acuerdo a los resultados del presente estudio s6lo la
fraccion organica (AcOEt) inhibi6 la actividad de las a-glucosidasas de prueba, presentando un
porcentaje de inhibicion maxima de 60 a 1000 ppm y una consentracion de inhibicion media

(Clso) de 485.4 £ 22.4 ppm. En contraste, la fraccion acuosa no fue activa.
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Figura 10. A. Prueba de tolerancia a la sacarosa de la infusion de H. seemannii en animales normoglucémicos. B.
Dosis 31.6 mg/Kg (n=6), C. Dosis 100 mg/Kg (n=7), D. Dosis 316 mg/Kg (n=6). Vehiculo: solucion salina
isotonica (NaCl 0.9%) (n=7), Acarbosa 3 mg/Kg (n=7). Cada punto representa el promedio + EEM para los
animales de cada grupo. ***p<0.001.
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Figura 11. A. Prueba de tolerancia a la sacarosa de la infusion de H. seemannii en animales diabéticos. B. Dosis 31.6
mg/Kg (n=6), C. Dosis 100 mg/Kg (n=6), D. Dosis 316 mg/Kg (n=6). Vehiculo: solucién salina isoténica (NaCl
0.9%) (n=6), Acarbosa 3 mg/Kg (n=7). Cada punto representa el promedio = EEM para los animales de cada grupo.
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.

Integrando estos resultados con los de Brindis (2011) la fraccion organica de la infusion
contiene no sOlo los inhibidores de las a-glucosidasas sino también los principios

hipoglucemiantes.

6.2 Estudio fitoquimico de la fraccion activa de la infusion

Con la finalidad de separar los principios activos de la infusion, la fraccion organica fue
sometida a los diversos procesos cromatograficos descritos en la parte experimental. Esta

metodologia permitio el aislamiento de diez metabolitos secundarios. Los productos incluyen
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siete flavonoles (1-7) y tres fenilpropanoides (8-10). Los flavonoides se caracterizaron como
camperol (1), quercetina (2), astragalina (3), isoquercetina (4), 3-O-B-L-arabinopirandsido de
quercetina (5), rutina (6) y nicotiflorina (7). Los fenil propanoides se caracterizaron como acido
clorogénico (8), acido 4,5-di-O-cafeilquinico (9) y acido 3,5-di-O-cafeoilquinico (10). En el
Cuadro 10 se indican los rendimientos de los compuestos aislados, mientras que sus estructuras

moleculares se presentan en la Figura 12.

Cuadro 10. Compuestos aislados a partir de la fraccion de AcOEt de la infusion de H. seemannii

Compuesto Rendimiento

(% en peso seco)

Camperol (1) 0.0018
Quercetina (2) 0.0010
Astragalina (3) 0.0020
Isoquercetina (4) 0.0015
3-O-B-L-arabinopiranosido de quercetina (5) 0.0046
Rutina (6) 0.0010
Nicotiflorina (7) 0.0015 (en mezcla con rutina)
Acido clorogénico (8) 0.0020
Acido 4,5-Di-O-cafeoilquinico (9) 0.0022
Acido 3,5-Di-O-cafeoilquinico (10) 0.0017

Con la excepcion de la nicotiflorina (7), cuya identificacion se realizd por co-elucidn con
una muestra auténtica, la caracterizacion de los demas compuestos se verifico al comparar sus
propiedades espectroscopicas y espectrométricas con las descritas en la literatura. A continuacion
se discutird en forma breve el analisis de los datos que permitieron proponer las estructuras de
los compuestos 1-6, 8-10 y para facilitar el seguimiento del mismo se discutirdn conjuntamente

aquellos compuestos que muestren una mayor similitud estructural.
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Figura 12. Estructuras moleculares de los compuestos aislados de Hydrangea seemannii.

44



\
. lgncias

ulmicas

RESULTADOS Y DISCUSION

\‘

OH
OH

10

Figura 12. Estructuras moleculares de los compuestos aislados de Hydrangea seemannii. (Continuacion)
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6.2.1 Caracterizacion de los compuestos 1y 3

Los compuestos 1 y 3 son derivados de la 3,5,7,4'-tetrahidroxiflavona. Los espectros en el
UV presentan dos bandas de absorcion maxima (Amax) a 264 (banda II) y 364 (banda I) nm. Los
espectros en el infrarrojo presentaron como caracteristicas relevantes bandas de absorcion para
hidroxilos (banda ancha centrada en ~3287 cm™ en el caso de 3), carbonilo de y-pirona
(~1661cm™), y aromaticidad (~1600, 1571 y 1497cm™). Los espectros de masas generados por la
técnica de FAB en su modalidad positiva permitieron determinar sus iones pseudo-moleculares
[M+H]" en una relacion m/z de 287 y 449 para 1 y 3, respectivamente. Los espectros de RMN-'H
(Cuadro 11) presentaron sefiales para cuatro hidrogenos aromaticos correspondientes a un
sistema A,X; (O 8.08 y 6.90 para 1; 7.96 y 6.79 para 3) y dos protones para un sistema AB (Jy
6.39 y 6.18 para 1; 6.31 y 6.11 para 3) los cuales se presentan como dos dobletes, en cada caso,
con valores de J de 8.9 (1), 9.0 (3) y 1.9 (1), 2.1 (3) Hz, respectivamente. Este conjunto de
sefales son tipicas del anillo B p-sustituido y del anillo A con sustituyentes en las posiciones C5
y C7 de un flavonoide. La ausencia de la sefial para H-3 y el nimero de hidroxilos requeridos por
la formula molecular indicaron, a priori, que ambos compuestos eran flavonoles. Por otro lado,
el espectro del compuesto 3 presentd las sefiales tipicas para los hidrogenos de una hexosa,
incluyendo el hidrogeno anomérico que se observdo como un doblete (J = 7.6 Hz) en dy 5.15.
Los espectros de RMN °C (Cuadro 11) de 1y 3 presentaron el perfil tipico de un flavonol y de
un glucdsido de flavonol, respectivamente. El azicar del compuesto 3 se determind como
glucosa a partir de los valores de desplazamientos quimicos de los seis carbonos en el rango d¢
102.6-61.2. La union del azucar a la aglicona se establecio a través del hidroxilo en C-3, ya que
en el espectro HMBC se observd claramente una correlacion entre el proton anomérico H-1" (8y
5.15) y el C-3 (8¢ 134.0). Por ultimo, la configuracion B de la glucosa se establecid a partir de la

constante de acoplamiento observada para el hidrégeno anomérico (J = 7.6 Hz).

Con base en estas evidencias, el compuesto 1 se caracterizdO como el camperol y el
compuesto 3 como la astragalina, los cuales presentan una distribucion alta y media en la

naturaleza, respectivamente.
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6.2.2 Caracterizacion de los compuestos 2, 4,5y 6

El siguiente grupo de compuestos son derivados del flavonol quercetina (2). Los espectros
en el infrarrojo resultaron similares a los derivados del camperol, como se describe en la seccion
experimental; sin embargo, las bandas [ y II del espectro de UV se observaron en Apax 364 y 255
nm, respectivamente. Las formulas moleculares se establecieron con base en los espectros de
masas obtenidos por la técnica de FAB modalidad positiva. En este caso los iones seudo-
moleculares [M+H]" de 2, 4-6 se observaron en una relacion m/z de 303, 465, 435 y 611
respectivamente.

Los espectros de RMN 'H de la quercetina (2) [Cuadro 12] resultaron muy similares a los
del camperol (1). Sin embargo, en lugar del sistema A,X, en el espectro de RMN-'H se
encuentra un sistema ABX [0y 7.70 (d, J= 2.1 Hz), 7.60 (dd, J= 2.1, 8.5 Hz) y 6.90 (d, J= 8.5
Hz)] que corresponde al anillo B trisustituido en las posiciones 1', 3' y 4'. Por otro lado, en
relacion al camperol (1), el espectro de RMN °C de 2 presenté una sefial adicional para un
carbono oxigenado cuaternario en o¢ 144.8 (C-3").

Asi mismo, los espectros de RMN de los compuestos 46 fueron similares a los de la
quercetina (2) [Cuadro 12]. La principal diferencia observada en todos los casos fue la presencia
de las senales atribuibles a una o mas unidades de hexosa en los espectros. La comparacion de
los espectros de RMN BC con los de una serie de modelos (Kurkin, et al., 2011; Wang et al.,
2010; Wan et al., 2012) indico que los azlcares eran arabinosa, glucosa, y rutindsido,
respectivamente, siendo este ultimo un disacérido conformado por glucosa y ramnosa. En el caso
del compuesto 6, el azucar unido directamente a la aglicona se establecid preliminarmente como
la B-D-glucosa en virtud de las pérdidas neutras consecutivas a partir del ion seudomolecular de
un residuo de metil pentosa y de glucosa [(M+H-CH,004)]" y [M+H—CsH;004—CsH;oOs]; las
pérdidas se observaron en el espectro de masas en una relacion m/z de 465 y 303,
respectivamente.

De nueva cuenta, la configuracion de la 3 de la glucosa en 4 y 6 y de la arabinosa en 5 se
establecio a partir de las constantes de acoplamiento (J = 7.4, 5.10 y 6.6 Hz, respectivamente) de
los protones anoméricos en los espectro de RMN 'H. La configuracion a del protén anomérico

de la ramnosa del rutindsido se establecido con base en el valor de la constante de acoplamiento
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anomérico que en este caso fue de 1.5 Hz, indicando su disposicion axial. El enlace 1— 6
glicosidico entre la ramnosa y la glucosa se estableci6 a través de la correlacion HMBC
observada entre C-6 (6¢ 67.1) de la glucosa y el hidrogeno anomérico de la ramnosa [dy 4.52 (d,
J=1.5 Hz)].

Al igual que en el compuesto 3, el punto de union del carbohidrato a la aglicona
correspondiente se establecid mediante los experimentos de HMBC. Entonces, la unién del
residuo carbohidrato a la aglicona se estableci6 a través del hidroxilo en C-3, ya que en los
espectros HMBC se observan claramente una correlacion entre los protones anoméricos H-1" de
cada compuesto [0y 5.17; Oy 5.14 y i 5.10 (H-1"-Glucosa) para 4-6, respectivamente] con el
correspondiente C-3 [3¢ 134.3, 8¢ 134.2; 8¢ 134.2 para 4-6, respectivamente].

Por lo tanto, el compuesto 4 se caracterizO como isoquercetina, el 5 como 3-O-B-L-
arabinopiranésido de quercetina, y el 6 como la rutina. El flavonoide 5 es de poca de

distribucion en la naturaleza; sin embargo, 4 y 6 presentan una amplia distribucion.

6.2.3 Caracterizacion de los compuestos 8, 9y 10

El ultimo grupo de compuestos aislados corresponde a los derivados de acidos
hidroxicinamicos. En los espectros de UV se observan dos bandas de absorcion maxima (Amax ) a
243 y 327 nm. Las caracteristicas relevantes en los espectros de infrarrojo fueron la presencia de
bandas de absorcion para hidroxilos (~3370 cm™), para carbonilo de éster a,B-insaturado (~1687
cm™), una funcion olefinica conjugada (~1639 cm™) y aromaticidad (~1601 y 1517cm™). Los
iones pseudo-moleculares [M+H]" determinados mediante los espectros de masas generados por
la técnica de FAB en su modalidad positiva fueron en una relacion m/z, de 355 para 8 y 517 para
9y 10.

Los espectros de RMN para estos tres compuestos son muy similares y presentan el patron
caracteristico de derivados cafeilquinicos. Asi, el espectro de RMN-'H del derivado mono-
cafeoilquinico (Cuadro 13) presenta en la region aromatica las sefiales de un sistema ABX [y
7.04 (d, J= 1.7 Hz), 6.93 (dd, J= 8.2, 1.8 Hz) y 6.77( d, J= 8.2 Hz)], que corresponden a los
protones aromaticos del residuo de éacido cafeico. Se observan también las sefiales para un

sistema AX [0g 7.56 (d, J=15.9 Hz) y 6.30 (d, J=15.9 Hz)] correspondientes a los protones de la
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porcion olefina a,B-insaturada (H-3" y H-2") del 4cido. El valor de la constante de acoplamiento
indic6 la configuracion E de la doble ligadura. Este conjunto de sefiales correlaciona en el
espectro HSQC con las absorciones en d¢ 112.9-166.7 corroborando asi la presencia del residuo
cafeoilo en la molécula. Finalmente, los espectros presentan las sefiales tipicas de la porcion de
acido quinico ya que se aprecian sefales para dos metilenos [dy 2.08 (m, 4-H)/ d¢ 36.3 2-C, 37.5,
2-C] un grupo carboxilo (¢ 166.7) y tres carbonos unidos a funcién oxigenada [y 5.37 (m),
3.70 (dd, J=9.2, 2.7) y 4.15 (s) / 6¢ 72.1, 70.0, 69.7]. El desplazamiento quimico a campo mas
bajo de una de estas sefiales sugiere que el residuo cafeoilo se encuentra esterificando uno de los
hidroxilos del acido quinico. (Horman et al., 1984; Clifford, 1986; Slacanin et al., 1991). Al
comparar el espectro de RMN del producto natural con los descritos para el acido quinico
(Tolonen et al., 2002) se comprobd que la sefial de H-5 esta desplazada paramagnéticamente
hasta oy 5.37, por lo tanto el residuo cafeoilo se une en esa posicion. Entonces el compuesto se
caracterizdé como acido clorogenico (8).

En el caso de los compuestos 9 y 10 los espectros muestran una gran similitud con respecto
a los del acido clorogénico (8), so6lo que el 4cido quinico se encuentra esterificado por dos
residuos de acido cafeico. De tal manera que la region aromatica de ambos compuestos en los
espectros de RMN presenta un mayor nimero de sefiales, mismas que se asignaron mediante los
espectros HSQC y COSY como se indica en el cuadro 13.

En el caso del compuesto 9, las sefiales de H-5 [6y 5.72-5.61 (m)] y H-4 [0y 5.10 (dd, J=
9.8, 2.8 Hz)] se encuentran desplazadas paramagnéticamente, sugiriendo que los residuos de
cafeico se encuentran esterificando los hidroxilos de esas posiciones. Por otro lado, en el
compuesto 10, las sefiales desplazadas paramagnéticamente son los metinos geminales a los
hidroxilos en C-5 y C-3 [0 5.59-5.50 (m), 5.38 (dd, J= 6.5, 3.1)], indicando que en este caso los
residuos de cafeico se encontarban esterificando los hidroxilos de esa posiciones. En
consecuencia los compuestos 9y 10, se caracterizaron como los acidos 4,5-O-dicafeoilquinico y

3,5-O-dicafeoilquinico, respectivamente.
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Cuadro 11. Datos de RMN* de 'H y "°C de los compuestos 1y 3

1 3

dc ou (J en Hz) dc ou (J en Hz)
2 159.1 157.1
3 135.7 134.0
4 175.9 178.1
5 161.1 161.7
6 97.9 6.18 (d, 1.9) 98.4 6.11(d, 2.1)
7 164.2 164.6
8 93.0 6.39 (d, 1.9) 93.3 6.31(d, 2.1)
8a 103.1 157.6
4a 156.8 104.5
1 146.6 121.4
2 129.2 8.08 (d, 8.9) 130.8 7.96 (d, 9.0)
3 114.9 6.90 (d, 8.9) 114.6 6.79 (d, 9.0)
4 159.9 160.1
5 114.8 6.90 (d, 8.9) 114.6 6.79 (d, 9.0)
6' 129.2 8.08 (d, 8.9) 130.8 7.96 (d, 9.0)
1" 102.6 5.15 (d, 7.6)
2" 74.3 3.37-3.28 (m)
3" 76.6 3.37-3.28 (m)
4" 69.9 3.24-3.21 (m)
5" 77.0 3.14-3.07 (m)
6" 61.2 3.59 (dd, 2.4, 11.9)

3.43 (dd, 5.5, 11.9)

*100 MHz y 400 MHz, CD;OD.
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Cuadro 12. Datos de RMN* de 'H y "*C de los compuestos 2, 4, 5y 6

2 4 5 6

d¢ oy (J en Hz) d¢ Oy (J en Hz) d¢ Oy (J en Hz) d¢ oy (J en Hz)
2 156.8 157.0 157.2 157.9
3 135.8 1343 134.2 134.2
4 175.9 178.1 177.9 178.0
5 161.1 161.6 161.6 161.5
6 97.8 6.20 (d, 2.0) 98.5 6.20(d, 2.0) 98.7 6.18(d,2.1) 98.6 6.20 (d, 2.1)
7 164.1 164.7 165.3 164.6
8 93.0  6.38(d, 2.0) 93.3  6.39(d, 2.0) 934 6.37(d,2.1) 934  6.39(d,2.1)
8a 147.3 157.4 156.1 157.1
da 103.1 104.0 104.0 104.2
1 127.3 121.4 121.6 121.7
2 1148  7.70(d, 2.1) 116.1  7.83(d,2.1) 1160 7.73(d, 2.2) 1163 7.66 (d,2.2)
3 144.8 144.4 144.6 144.4
4 145.6 148.6 148.5 148.4
5 1146  6.90(d, 8.5) 1147 6.86(d, 8.5) 1147 6.86(d, 8.5) 1146  6.87(d, 8.5)
6' 122.7  7.60(dd, 2.1, 8.5) 121.5 7.58(dd, 2.2, 8.5) 121.5 7.57(dd, 2.2, 8.5) 122.1 7.62 (dd, 2.2, 8.5)
1" 1042 5.17(d, 7.4) 1033 5.14(d, 6.6) 1033 5.10(d, 7.6)
2" 68.6 3.92-3.75 (m) 714 3.89(dd, 6.6, 8.4) 743 3.49-3.38 (m)
3" 75.8  3.50-3.44 (m) 72.7 3.63(dd, 3.2, 8.4) 75.8  3.49-3.38 (m)
4" 737 3.59-3.51 (m) 67.7 3.81-3.77 (m) 70.6  3.49-3.38 (m)
5" 71.8  3.92-3.75 (m) 65.5 3.85-3.82 (m) 76.8  3.49-3.38 (m)

3.44(dd, 3.0, 13.3)
6" 60.5 3.67-3.60 (m) 67.1 3.80 (dd, 1.1, 10.8)
3.59-3.51 (m) 3.32 (m)

(R 101.0 4.52(d, 1.5)
2" 70.7  3.63(dd, 1.7, 3.4)
3" 70.8  3.53(dd, 3.4,9.5)
4" 72.5 3.26 (m)
5 68.3 3.37 (m)
6" 165  1.12(d, 6.2)

* 100 MHz y 400 MHz, CD;0D.
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Cuadro 13. Datos de RMN* de 'H y °C de los compuestos 8, 9y 10

8 9 10
d¢ ou (J en Hz) d¢ on (J en Hz) dc on (J en Hz)

2 36.3 2.08-1.94 (m) 37.3 2.12-1.95 (m) 36.3  2.14-2.03 (m)
3700  4.15() 68.9  433(d,2.1) 73.9  5.38(dd, 3.1, 6.5)
4 721 3.70(dd, 2.7,9.2) 753 5.10(dd, 2.8, 9.8) 74.9  3.90 (dd, 3.5, 9.9)

69.7  5.40-5.30 (m) 67.9  5.72-5.61 (m) 71.9  5.59-5.50 (m)
6 37.5 2.23-2.10 (m) 38.9 2.34-2.18 (m) 39.7  2.31-2.20 (m)
7 166.7 177.6 180.2
1 166.7 167.2 168.0
2' 113.2  6.30(d, 15.9) 113.4  6.26(d, 15.9) 114.7 6.36 (d, 15.9)
3 1447 7.56(d, 15.9) 1462 7.58(d, 15.9) 1454 7.60 (dd, 9.2, 15.9)
4 125.6 126.3 126.7
5 1129  7.04(d, 1.7) 113.7 6.9 (dd, 2.0, 8.4) 113.7  7.06(dd, 1.9, 9.2)
6' 144.5 145.3 145.3
T 147.3 148.2 148.1
8 1142  6.77(d, 8.2) 1150  6.73 (dd, 2.8, 8.1) 1151  6.78 (4, 8.1)
9 120.7  6.93 (dd, 1.8, 8.2) 121.9  6.89(dd, 6.7, 8.4) 121.5 6.96 (dd, 5.9,8.1)
1 167.0 167.6
2" 1134 6.26(d, 15.9) 1142 6.26 (d, 15.9)
3" 146.0  7.58 (d, 15.9) 1454 7.60 (dd, 9.2, 15.9)
4" 126.2 126.5
5" 113.7  6.99 (dd, 2.0, 8.4) 113.7  7.06 (dd, 1.9, 9.2)
6" 145.3 145.3
7" 148.2 147.9
8" 115.0 6.73(dd, 2.8, 8.1) 115.0 6.78 (d, 8.1)
9" 121.7  6.89 (dd, 6.7, 8.4) 121.5 6.96 (dd, 5.9,8.1)

* 100 MHz y 400 MHz, CD;0D.
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6.3 Establecimiento del perfil cromatogréfico mediante CLUE

Por definicion, la huella digital cromatografica de una droga cruda o preparado herbolario
es un patron cromatografico de los componentes farmacoldégicamente activos y/o quimicamente
caracteristicos presentes en éstos (State Drug Administration of China, 2000; Li, et al., 2007).
Tradicionalmente se empleaban so0lo unos pocos marcadores de los constituyentes
farmacologicamente activos para evaluar la calidad y la autenticidad de las drogas crudas y
fitomedicamentos; sin embargo, los efectos terapéuticos de los mismos se basan en la interaccion
compleja de numerosos componentes, a diferencia de los medicamentos alopaticos, lo que ha
hecho necesario el empleo de la cromatografia de gases (CG), cromatografia de liquidos de alta
eficiencia (CLAE), y técnicas acopladas (CLAE-DAD, CG-EM, CLAE-EM, CLAE-RMN), para
determinar simultdneamente estos compuestos. Recientemente la cromatografia de liquidos de
ultra eficiencia (CLUE) se ha convertido en una herramienta valiosa para la deteccion de analitos
presentes en niveles traza y para el analisis de un gran nimero de muestras. Esta técnica, que
tiene una mayor sensibilidad, resolucion mas alta y un tiempo de ejecucion mas corto que el de la
CLAE ha adquirido gran popularidad en el establecimiento de perfiles cromatograficos de
productos herbolarios (Chen, et al., 2008; Deng, et al., 2008). D¢ tal forma que el analisis
mediante un perfil cromatografico de alto rendimiento representa un enfoque cualitativo integral
con el proposito de la autenticacion de las especies, la evaluacion de la calidad y garantizar la
consistencia y estabilidad de los fitomedicamentos y productos relacionados. El patron completo
de compuestos puede, entonces, ser evaluado para determinar no solo la presencia o ausencia de
los marcadores o constituyentes activos deseados, si no como el conjunto completo de las

relaciones entre todos los analitos detectables (Liang et al., 2004; Alaert et al., 2010).

Una vez que se aislaron los compuestos 1-10, a partir de la fraccion de AcOEt proveniente
de la infusion de H. seemannii, se llevo a cabo la busqueda de las condiciones idoneas para el
establecimiento del perfil cromatografico mediante CLUE; este servird como prueba de identidad

en el eventual proceso de control de calidad de la planta.

La optimizacion de las condiciones cromatogréficas se realiz6 tomando en cuenta que los
productos mayoritarios de la infusion son de naturaleza flavonoide y derivados del 4cido cafeico.

De acuerdo a la revision bibliografica realizada, en la mayoria de los casos, los autores reportan
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obtener buenas separaciones de este tipo de compuestos empleando fase reversa (Cig) y un modo
de elucion en gradiente con variaciones en los soportes y los sistemas de elucion (Deng, et al.,
2008; Ignat, et al., 2011; Li, et al., 2007; Suan Chua, et al., 2011; Zu, et al., 2006; etc.). En
consecuencia se opté por emplear una columna C;g y un modo de elucion en gradiente lineal.
Para establecer la mezcla de elucidon se ensayaron sistemas de ACN-H,O, MeOH-H,0, (ACN—
H,0, 4:6)-H,O y (ACN-MeOH, 2:8)-H,O en distintas proporciones, agregando diferentes
acidos organicos a la fase acuosa para minimizar el ensanchamiento y el coleo de los picos. Se
ensayaron varias concentraciones de acido foérmico (0.1-0.5%) y acido acético (0.1-1%), asi

como distintas velocidades de flujo (0.2, 0.3, 0.35 y 0.4 mL/min).

El mejor sistema resultod ser el de MeOH-H,0+0.4% &cido acético asi que el gradiente de
elucion se establecid variando las proporciones de esta mezcla; se observd que a una
concentracion de MeOH menor al 30% o mayor al 40% no se lograba la separacion de los
analitos; en el primer caso debido a la alta retencion de la muestra, y en el segundo debido a la
falta de retencion de la misma. Asi se establecid un gradiente en el cual la concentracion de
MeOH llegara a un maximo de 35%, permitiendo una retencion satisfactoria. Entonces la mejor
separacion de los analitos se logré con MeOH como fase organica y 4cido acético 0.4% como
fase acuosa en proporciones de 19:81 y 35:65, a una velocidad de flujo de 0.3 mL/min. Estas
condiciones presentaron la mejor resolucion de la muestra en un buen tiempo de analisis. La
separacion de los flavonoides y acidos cafeoilquinicos se completé en 20 minutos lo cual es
varias veces mas rapido que lo reportado para CLAE (aproximadamente 30-70 min) [Inbaraj et

al., 2010; Prokudina et al., 2011; Su et al., 2008].

La presencia de los compuestos 3-5, 8 y 10 se corrobor6 mediante la coelucion de
estandares puros con una muestra de la fraccion de AcOEt de la infusién de H. seemannii, y se
establecio el acido 3,5-dicafeoilquinico (10) como compuesto mayoritario, seguido de la
isoquercetina (4) y el &cido clorogénico (8). En la Figura 13 se muestra el perfil cromatografico

obtenido.
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Figura 13. Perfil cromatografico por CLUE de la fraccion de AcOEt de la infusion de H. seemanni. Columna BHE
Shield RP18 (100 mm x 2.1 mm x 1.7 um). Fase moévil, (A) MeOH y (B) H,0+CH;COOH 0.4%. Gradiente de elucién, A,
19-35%, 0-1.0 min; elucidn isocratica de A, 35%, 1.0-18.0 min; A, 35-19%, 18.0-20.0 min. Velocidad de flujo, 0.30
mLmin'l, Volimen de inyeccion, 5 pL. *Derivado de quercetina; **Derivado de camperol; ***Derivado del acido

cafeiolquinico.

Cuadro 144. Tiempo de retencion y Amax de absorcion de los compuestos mayoritarios presentes

en el perfil cromatografico

tr (Min) Amax (NM) Compuesto
3.262 325.5,243.4 Acido clorogénico (8)
8.014 326.4,243.8 Acido 3,5-DCQ (10)
9.109 364.2,254.5 Isoquercetina (4)
9.426 364.2,255.3 Derivado de quercetina (*)
11.655 361.4,254.1 3-O-B-L-arabinopirandsido de quercetina (5)
12.014 364.3,263.6 Astragalina (3)
12.666 325.6,243.8 Derivado de 4acido CQ (**%*)
13.415 364.2,264.8 Derivado de camperol (**)
16.240 364.4,264.8 Derivado de camperol (**)
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6.4 Popiedades hipoglucemiantes y antihiperglucémicas de los compuestos aislados de la
infusion de Hydrangea seemannii

La presencia en Hydrangea seemannii de los flavonoides camperol (1), quercetina (2),
astragalina (3), isoquercetina (4), 3-O-B-L-arabinopirandsido de quercetina (5), rutina (6) y
nicotiflorina (7); y de los derivados del acido cafeico [acido clorogénico (8), acido 4,5-di-O-
cafeilquinico (9) y acido 3,5-di-O-cafeoilquinico (10)] permiten explicar los efectos
hipoglucemiante y antihiperglucémico de la infusion que es la forma popular de consumo de la

planta.

Los compuestos 1-10 presentan diferentes propiedades biologicas que les permiten
interferir con un gran numero de vias de sefializacion o procesos bioquimicos involucrados en la

diabetes tipo 2, 6 que mejoren la condicion.

Uno de los mecanismos propuestos en la literatura, por el cual los flavonoides 1-7 y los
compuestos 8-10 presentan propiedades antihiperglucemiantes es debido a su accidbn como
inhibidores de las a-glucosidasas. En el Cuadro 15 se muestran algunos de los valores de 1Cs

para estos compuestos hacia las a-glucosidasas reportados en la literatura.

En seguida se resumen algunos de los estudios realizados en los ultimos afios, reportados
en la literatura especializada, sobre las propiedades hipoglucemiantes y antihipelglucémicas de

los compuestos aislados.

De los productos aislados, quizas el 1 es el que ha recibido una mayor atencion. Existen
diversos estudios que demuestran la capacidad de la quercetina para mejorar y/o prevenir algunas

de las condiciones de alteracion metabdlica que se presenta en la DMT?2.

En experimentos realizados con ratas de la cepa Wistar con diabetes inducida (STZ), la
quercetina (1) permitid la normalizacién de sus niveles de glucosa sanguinea, provocd un
aumento del contenido de glucdgeno en el higado, la reduccion significativa de los niveles de
colesterol sérico, lipidos de baja densidad (LDL) y triglicéridos (TG) y mostré un aumento en la
concentracion de lipidos de alta densidad (HDL) [Nuraliev and Avezov, 1992; Torres-Piedra, et
al., 2010].
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Cuadro 15. Valores de Clsy reportados en la literatura para los compuestos 1-10 como

inhibidores de a-glucosidasas

Compuesto Clsp (uM) Referencias
o-Glucosidasa  Sacarasa (intestino  Maltasa (intestino
de levadura delgado de rata) delgado de rata)
1 12 (Tadera, et al., 2006)
5.2x10° 5.6x10° (Wang, Du, & Song, 2010)
2 7 (Tadera, et al., 2006)
17 (Qin Li, et al., 2009)
3.5x10° 4.8 x10°
(Wang, Du, & Song, 2010)
3 662.9 (Tao, etal., 2012)
(Wan, et al., 2012)
4 88.7
185 (Qin Li, et al., 2009)
462.1 (Tao, etal., 2012)
6 196 (Qin Li, et al., 2009)
9 890 (Gao, et al., 2008)
10 99.9 (Wan, et al., 2012)
900

(Gao, et al., 2008)
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Vessal y colaboradores (2003) demostraron que la quercetina (1) administrada por via
intraperitoneal provoca un efecto hipoglucemiante, dosis-dependiente en ratas (Wistar)
diabéticas; sin embargo, no afecta los niveles de glucosa en ratas normoglucémicas de la misma
cepa. En pruebas de tolerancia a la glucosa, los tratamientos con el flavonol provocaron una
disminucion importante del pico postprandial en las ratas diabéticas. Ademas, los autores
demostraron los efectos hipolipemiantes y el incremento de la actividad de la glucocinasa
hepatica provocados por 1. Durante el andlisis histopatologico de los tejidos de los animales que
utilizaron en el estudio, no se observaron cambios en los hepatocitos o en los tibulos y
glomérulos renales, pero si un incremento significativo del nimero de islotes pancreéticos en los
grupos de animales normoglucémicos y diabéticos tratados con la quercetina. De manera que
ellos atribuyeron la disminucién de glucosa plasmatica, colesterol y TG, provocadas por este
compuesto, a una regeneracion de las células beta pancredticas y al aumento de la liberacion de

insulina (Vessal, Hemmati, & Vasei, 2003).

El transportador de glucosa GLUT?2 apical o luminal es una importante via de absorcion de
azlcar, y por lo tanto un objetivo atractivo para agentes antidiabéticos potenciales. En este
sentido, un estudio realizado por Kwon y colaboradores (2007), demostré que los flavonoles
quercetina, miricetina, fisetina y su precursor isoquercetina presentan una inhibicion no
competitiva del transporte de glucosa y fructosa por GLUT2 expresado en oocitos de Xenopus
laevis. Asi mismo, el transporte de azticar por GLUT2 sobreexpresado en células pituitarias y
presente de forma natural en las células intestinales Caco-2E fue inhibido de manera similar por

la quercetina (Kwon et al., 2007, Perez-Vizcaino & Duarte, 2010).

Por otra parte, Torres-Piedra y colaboradores (2010) propusieron que la quercetina induce
una sensibilizacion a la insulina mediante la disminucion de los niveles de cortisol ya que el
producto inhibe la enzima 11B-hidroxiesteroide deshidrogenasa de tipo 1 (11B-HSD1); 11pB-
HSDI1 regula la acciéon de la hormona glucocorticoide en 6rganos blanco para la accion de la
insulina y juega un papel importante en la homeostasis de la glucosa. Este hallazgo es importante

ya que numerosas evidencias han implicado a los glucocorticoides y a 113-HSD1 en la etiologia
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y / 0 mantenimiento de la diabetes y el sindrome metabdlico (Hale & St. Jean, 2011; Webster &

Pallin, 2007).

Cabe mencionar que la quercetina (1) disminuye el estrés oxidativo, con lo que se

promueve la conservacion de las células B-pancreaticas (Coskun, et al., 2005).

Al igual que la quercetina, la isoquercetina (4) también es un potente inhibidor de las a-
glucosidasas (Wan, et al., 2012; Qin Li, et al., 2009; Tao, et al., 2012). Ademas, en estudios
realizados utilizando un modelo animal de diabetes tipo 2 (raton KK-AY), este producto provoco
una disminucion de la concentracion en sangre de: glucosa, C-péptido plasmatico, triglicéridos y
colesterol; también mejoro la tolerancia a la glucosa y promovié la inmunorreactividad de las
células B pancreaticas. De manera que la isoquercetina tiene un papel en la regulacion de los
niveles de glucosa sanguinea asi como de los lipidos y mejora la funcion de los islotes
pancreaticos (Zhang, et al., 2011). Por ultimo, la isoquercetina inhibe el transportador SGLT-1, y

en consecuencia la reabsorcion de la glucosa en la nefrona y, a la postre la hiperglucemia.

Del mismo modo, diversos estudios muestran que el camperol (1) al igual que la quercetina
tienen un efecto protector en ratas diabetizadas con STZ ya que disminuye el estrés oxidativo y
ayudan en la preservacion de la integridad de las células B pancreaticas. Ademas, mejoran
significativamente el consumo de glucosa estimulado por insulina en adipocitos maduros 3T3-L1

(Xian-Kang F., et al., 2007, Coskun, et. al., 2004).

Entre las propiedades biolégicas reportadas de la rutina (6) estdn los efectos
antihiperglucémico e hipoglucemiante en ratas diabéticas, debidos al incremento en la insulina y
los niveles séricos de péptido C, el efecto protector sobre las células B pancreaticas mediado por
sus propiedades antioxidantes, que reducen significativamente los dafios ocasionados por la
peroxidacion de los acidos grasos y proteinas, la restauracion de contenido de glucogeno y
actividad de hexoquinasa, la disminucion de la actividad de la glucosa-6-fosfatasa y fructosa-1,6-
bisfosfatasa. El disacarido también inhibe la actividad de las maltasas de manera similar a la
acarbosa siendo altamente especifica para esta enzima, tiene efectos inhibitorios sobre o-
glucosidasas y se ha demostrado, que al igual que la quercetina, este flavonoide es capaz de

inhibir a la enzima dipeptidil peptidasa IV (DPP-1V) para reducir los niveles de glucemia e
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incrementar la secrecion de insulina (Li, et al., 2009; Bansal et al., 2011; Fontana Pereira, et al.,

2011).

Los flavonoides aislados presentan, ademads, efectos positivos sobre las principales
complicaciones de la DMT2 o en la prevencion de las mismas ya que, entre otras cosas,
disminuyen la formacién de los productos glicosilados (AGEs, por sus siglas en inglés). Estos
productos se acumulan rapidamente en individuos con diabetes mellitus causando principalmente
dafio vascular. En un estudio realizado por Hyun y colaboradores en el 2010, los flavonoles
quercetina (2), isoquercetina (4), astragalina (3) y guayaverina (3-O-a-L-arabinopiranosido de
quercetina), presentaron un efecto significativo en la inhibicion de la formacion de los AGEs.
Cabe mencionar que en dicho estudio la isoquercetina mostré un efecto mayor que el del control

positivo, aminoguanidina (Kim, et al, 2011).

Aunado a todo lo antes mencionado, se ha reportado que los flavonoles quercetina e
isoquercetina son inhibidores de la aldosa reductasa (AR), una oxidorreductasa citosolica
monomerica, que cataliza la conversion de glucosa a sorbitol en un estado hiperglucémico
(Brownlee, 2001). El sorbitol y sus metabolitos se acumulan en los nervios, la retina, y los
rifones debido a su pobre penetracion a través de las membranas y su ineficiente metabolismo,

ocasionando retinopatias, neuropatia y nefropatia (Ah Jung, et al, 2011).

Asi mismo, la astragalina (3), disminuye la sobreexpresion del factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF, por sus siglas en inglés) en la retina, el cual es un factor bioldgico

crucial para el desarrollo de la retinopatia del diabético (Ke, et al. 2012).

Diversos estudios muestran que la ingesta de acido clorogénico (8) disminuye las
concentraciones de glucosa sanguinea en ratas con hiperglucemia inducida (Rodriguez de Sotillo
& Hadley, 2002; Andrade-Cetto & Wiedenfeld, 2001). Por otra parte, un ensayo aleatorio en
personas con diabetes tipo 2, reveld que el consumo de extractos de hojas de Cecropia
obtusifolia, ricos en acido clorogénico, disminuy6 significativamente las concentraciones de

glucosa plasmatica (Herrera-Arellano,et al., 2004).

Se han propuesto varios mecanismos para explicar los efectos benéficos de &cido

clorogénico en el metabolismo de la glucosa: (i) En primer lugar puede retrasar la absorcion de
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glucosa en el intestino y disminuir la produccion de glucosa hepatica a través de la inhibicion de
la glucosa-6-fosfatasa (Glc-6-Pasa), enzima que cataliza la hidrélisis de la glucosa-6-fosfato
(Glc-6-P) en la etapa final de la gluconeogénesis y glucogendlisis. La Glc-6-Pasa se ha
implicado como un factor importante en la produccion de altos niveles de glucosa hepatica en un
estado diabético (Herling, et al.,1999). En estudios en microsomas intactos Arion y
colaboradores (1997) demostraron que el acido clorogénico se une de manera especifica y
reversible a T1, una translocasa especifica perteneciente al sistema multicomponente de la Glc-6-
Pasa, y que media la penetracion de la glucosa-6-fosfato a través de la membrana. (ii) En
segundo término, la actividad antioxidante (Clifford, 1999) del acido puede tener efectos
beneficiosos sobre el metabolismo de la glucosa, ya que el estrés oxidativo se vincula con el
desarrollo de la resistencia a la insulina y la diabetes tipo 2. (iii) El fenilpropanoide puede
también actuar como un agente quelante de metales y cambiar composicion mineral del tejido
suave (por ejemplo, un aumento de las concentraciones de magnesio en el higado) en ratas, lo
cual, segun los autores, mejora la tolerancia a la glucosa (Rodriguez de Sotillo & Hadley, 2002).
(iv) Por tultimo, este acido puede inhibir la formacion de compuestos N-nitrosos en el tracto
gastrointestinal (Clifford, 1999), compuestos que se cree pueden contribuir al desarrollo de la
diabetes tipo 2 a través de efectos toxicos sobre las células B (van Dam, et al., 2002).
Recientemente Cho y colaboradores (2010) reportaron que el acido clorogénico mejora el
peso corporal, el metabolismo de los lipidos y los niveles de hormonas relacionadas con la
obesidad en ratones alimentados con una dieta rica en grasas. En dicho estudio los ratones
tratados con acido clorogénico mostraron una reduccion significativa del peso corporal, la masa
grasa visceral, las concentraciones de triglicéridos (en el plasma, higado y corazén) y de
colesterol (en el plasma, tejido adiposo y el corazén) en comparacion con el grupo control de alto
contenido en grasas. Ademads, las actividades de la sintasa 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA
reductasa de acidos grasos y de la acil-CoA: colesterol aciltransferasa se encontraban
significativamente reducidas, mientras que la actividad de B-oxidacion de 4cidos grasos y la
expresion de los receptores activados por el proliferador de peroxisomas o (PPARa) en el higado

increment6 con respecto al grupo de alto contenido en grasas (Cho, et al., 2010).

El extracto de semillas de achicoria (Cichorium intybus L.) rico en acidos mono y

especialmente dicafeilquinicos, entre ellos acido clorogénico (8) y los 4cidos 4,5-dicafeilquinico
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(9) y 3,5-dicafeoilquinico (10), resultd ser mas eficaz que la rutina en la mejora de los trastornos
metabdlicos inducidos en ratas mediante una dieta rica en grasas y fructosa. El extracto mejoro
los niveles de glucemia, disminuy¢ la actividad de las enzimas microbianas o y B-glucosidasas y
o y PB-galactosidasas, asi como de la enzima de la mucosa intestinal sacarasa, disminuyd el

indice aterogénico y aumento el estado antioxidante de la sangre (Jurgonski, et al., 2012).

Por ultimo, se ha demostrado que los dacidos cafeoilquinicos presentan actividades
inhibidoras de maltasa y sacarasa, y su intensidad depende del numero de residuos cafeoilo, entre

mas residuos mas fuerte es la inhibicion (Matsui, et al., 2004).
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VII. CONCLUSIONES

Los estudios farmacologicos presentados en este trabajo demuestran el potencial
hipoglucemiante y antihiperglucémico de Hydrangea seemannii y constituyen una aportacion al
conocimiento de su eficacia preclinica. Los resultados de la prueba de tolerancia a la sacarosa y
del potencial hipoglucemiante de la infusidn sugirieron la presencia inhibidores de las a-

glucosidasas y principios hipoglucemiantes en la infusion.

El estudio quimico de la infusion realizado en el presente trabajo, el primero en su tipo
para la especie vegetal Hydrangea seemannii, permiti6 el aislamiento y la caracterizacion de los
compuestos camperol (1), quercetina (2), astragalina (3), isoquercetina (4), 3-O-B-L-
arabinopiranésido de quercetina (5), rutina (6), nicotiflorina (7), acido clorogénico (8), acido 4,5-
di-O-cafeoilquinico (9) y acido 3,5-di-O-cafeoilquinico (10). Todos estos productos poseen
propiedades hipoglucemiantes y/o antihiperglucémicas demostradas, corroborandose asi la

hipotesis de trabajo.

La presencia de flavonoides y derivados del &cido cafeico tiene precedentes en el género
Hydrangea ya que en las especies H. intergrifolia Hayata, H. macrophylla, H. heteromalia D.
Don, H. paniculata Sieb, H. aspera D. Don, H. arborescens L., H quercifolia Bartram, se reporto
la identificacion de quercetina y camperol, mientras que en la especie H. serrata var. Thunbergii
se reportd la presencia de rutina, isoquercetina y acido clorogénico. Estos datos sugieren que el

género biosintetiza flavonoides de tipo flavonol y derivados del 4cido cafeoilquinico.

Se gener6 un perfil cromatografico preliminar que sentara las bases para el desarrollo de

las pruebas de identidad y composicion de la planta H. seemannii.

De acuerdo a los estudios realizados sobre los compuestos aislados se puede concluir que
la infusion de H. seemannii contiene un conjunto de compuestos que regulan la homeostasis de la
glucosa a través de multiples mecanismos de accion y mediante una via compleja de
sefalizaciones intracelulares. Asi, los productos quercetina y rutina estimulan la secrecion de
insulina; todos los flavonoles aislados asi como los tres 4cidos cafeoilquinicos regulan la

absorcion de glucosa en el lumen intestinal provocada por una inhibicion de la digestion y
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absorcion de carbohidratos, o un retraso del aumento postprandial de glucosa por la inhibicion de
a-glucosidasas; camperol, quercetina, rutina e isoquercetina mejoran la accion de la insulina; y,
por ultimo, la quercetina inhibe la produccion hepatica de glucosa debido a la inhibicion de la
11B-HSD1. El efecto neto es entonces la sinergia de los diferentes constituyentes presentes en la

infusion.
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ESPECTRO 18. RMN-"C (100 MHz, MeOD) de 4cido 3,5-di-O-cafeoilquinico (10)
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