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RESUMEN

Las a-glucosidasas catalizan la liberacion de a-D-glucosa de oligosacaridos, su
especificidad depende de la longitud de éste. Pueden distinguirse dos familias principales
de glucosidasas, en las que se incluyen la mayoria de las a-glucésido hidrolasas 13 (GH13
o0 a-glucosidasas 1) y a-glucésido hidrolasas 31 (GH31 o a-glucosidasas Il). Las a-
glucosidasas | estan presentes en bacterias, levaduras e insectos y tienen elevada afinidad
por sustratos heterogéneos. Las plantas, mamiferos y algunos hongos presentan a-
glucosidasas Il y su afinidad es mayor sobre sustratos homogéneos.

Los inhibidores de a-glucosidasas evitan que dichas enzimas lleven a cabo la hidrolisis de
carbohidratos. Entre sus aplicaciones resaltan la inhibicion de a-glucosidasas Il del intestino
humano, para disminuir la absorciéon de glucosa y controlar los niveles de glucemia en
pacientes con DMII. Actualmente la mayor parte de inhibidores de a-glucosidasas utilizados
en el tratamiento de DMII ejercen inhibicion reversible competitiva. La inhibicion de a-
glucosidasas | tiene potencial como agentes antimicrobianos o insecticidas, al evitar el
aprovechamiento de carbohidratos por bacterias, levaduras e insectos.

Larrea tridentata es una planta nativa de México que ha sido ampliamente utilizada en
medicina tradicional para tratar diversos padecimientos, entre los cuales se encuentra su
uso para DMII. El principal metabolito de L. tridentata es el NDGA, un potente antioxidante
e inhibidor de lipooxigenasas, a-glucosidasas y otras enzimas, que mejora la tolerancia a la
glucosa y la sensibilidad a la insulina de ratas diabéticas y ratones ob/ob. Por lo anterior
resulta relevante analizar el efecto inhibitorio del extracto etandlico de L. tridentata y del
NDGA sobre a-glucosidasa de levadura (a-glucosidasas 1) y de intestino de rata (o-
glucosidasas Il) para determinar su posible uso en el tratamiento de DMII y/o como control
de plagas.

Se establecieron ensayos in vitro para evaluar el efecto inhibitorio de extracto etandlico de
L. tridentata y NDGA sobre a-glucosidasa de levadura y de microvellosidades de intestino
de rata, obteniendo las Clso y el tipo de inhibicion ejercida por ambas sustancias.

El NDGA vy el extracto etandlico de L. tridentata inhibieron de forma no competitiva la
actividad a-glucosidasa de levadura y presentaron Clso de 1.75 y 15 pg - mL™,
respectivamente. Estos valores fueron mucho mas pequefios que los del control positivo
(acarbosa). NDGA no inhibi6 la actividad a-glucosidasa de la fraccién de microvellosidades
de rata. Acarbosa tuvo una Clso considerablemente menor que la obtenida para la actividad
a-glucosidasa de levadura.

La inhibicién de a-glucosidasa de levadura por el extracto de L. tridentata se atribuye a su
contenido de NDGA dado que el EE de L. tridentata contiene el 10% de NDGA. Estos
resultados son prometedores para emplear estas sustancias en el control de levaduras,
insectos y bacterias. Por otro lado, el efecto de NDGA en modelos de diabetes no parece
ser a través de la inhibicion de las a-glucosidasas intestinales.

Pérez-Tenorio VR 9



Inhibicion de la actividad de a-glucosidasa por L. tridentata y NDGA

1 INTRODUCCION

Las a-glucosidasas (EC 3.2.1.x) son enzimas que catalizan la liberacién de a-D-glucosa
hidrolizando enlaces a-D-glucosidicos en el extremo no reductor del sustrato (disacaridos y
oligosacaridos). Dichas enzimas estan ampliamente distribuidas en microorganismos, plantas y
tejidos animales, y son importantes para un amplio espectro de funciones biolégicas (Chiba,
1997; Kimura, 2000; Asano, 2003; Kimura et al.,, 2004; Darmawan, 2010). Dentro de las
glucosido hidrolasas y de acuerdo con su secuencia de aminoacidos, se pueden distinguir dos
familias que incluyen a-glucosidasas: GH13 (a-glucosidasas |) con ejemplos en bacterias,
levaduras e insectos y GH31 (a-glucosidasas Il) presentes en plantas, mamiferos y algunos
hongos (Chiba, 1997; Kimura et al., 1997, Kimura, 2000; Gabrisko, 2013).

Los inhibidores de a-glucosidasas evitan la escision de oligosacaridos y han sido identificados
en plantas, hongos y bacterias. Estas moléculas son de gran interés para ser empleadas con
distintos propdsitos de entre los cuales resalta su potencial como agentes plaguicidas e

hipoglucémicos.

Las plagas de bacterias, hongos e insectos representan uno de los principales problemas en
agricultura, lo cual conduce al disefio de diversos pesticidas. Sin embargo, el uso de estos
compuestos puede derivar en degradacion ambiental, pérdida de biodiversidad y generacién de
cepas resistentes. Algunas plantas u hongos micorrizicos producen compuestos capaces de
inhibir enzimas relacionadas con la asimilacion de carbohidratos (a-glucosidasas y amilasas).
En afos recientes el estudio de éstas moléculas ha cobrado relevancia para controlar las plagas

de insectos, bacterias y hongos en cultivos (Singh et al., 2015).

El uso de farmacos que inhiben la actividad a-glucosidasa es util para retrasar la liberacion de
glucosa proveniente de la dieta y por ende su absorcién a nivel intestinal; en consecuencia, se
produce una disminucién importante del pico postpandrial de glucosa en sangre. Estos
farmacos también ofrecen la posibilidad de retrasar la progresion de dicha enfermedad y pueden

ser usados para el tratamiento de condiciones prediabéticas (Moorty et al., 2012).

Pérez-Tenorio VR 10
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Los estudios de diversas plantas medicinales con efecto hipoglucemiante conducen al
descubrimiento de compuestos de vital importancia, dado que algunos de ellos han servido
como precursores para la obtencién de farmacos (Bnouham et al., 2006; Mishra et al., 2010;

Flores-Bocanegra, 2013).

Datos étnicos y etnofarmacolédgicos sugieren que a nivel mundial el uso de plantas medicinales
para el tratamiento de la diabetes es de suma importancia, y se calcula que las plantas utilizadas
con este fin son aproximadamente de 800 a 1200 especies. Algunas de éstas ya han sido sujeto
de estudio (Israili, 2011).

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad sistémica, cronico-degenerativa, de caracter
heterogéneo, con grados variables de predisposicidn hereditaria y con participacion de diversos
factores ambientales, que se caracteriza por hiperglucemia crénica debido a la deficiencia en la
produccion o accién de la insulina, lo que afecta al metabolismo intermedio de los carbohidratos,

proteinas y grasas. Actualmente se reconocen 3 tipos de DM a saber:

-DM tipo 1 (DMI): En este tipo de DM existe destruccion de células B-pancreaticas,
generalmente con deficiencia absoluta de insulina. Los pacientes son generalmente jovenes,
delgados y presentan un comienzo abrupto de signos y sintomas, tales como insulinopenia
antes de los 30 afios de edad (Escobar y Tébar, 2009; NOM-015- SSA2-2010); suele ser
causada por una reaccion autoinmune contra las células productoras de insulina (International
Diabetes Federation, 2014).

-DM tipo 2 (DMII): También llamada diabetes mellitus no insulinodependiente (DMNID), se
caracteriza por resistencia periférica de la insulina (resultado de un mal funcionamiento de las
células B-pancreaticas) y en forma concomitante una deficiencia en su produccioén, puede ser
absoluta o relativa. Es el tipo de DM mas frecuente (90%-95% de pacientes diagnosticados con
DM) (Escobar y Tébar, 2009; American Diabetes Association, 2013; International Diabetes
Federation, 2014). Los pacientes suelen ser mayores de 30 afios, con historial de una mala
alimentacion y estilo de vida sedentario, frecuentemente son obesos y presentan relativamente

pocos sintomas clasicos (NOM-015- SSA2-2010). DMII es un proceso complejo que incluye
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alteracion del metabolismo de lipidos y proteinas con dafo vascular generalizado (Gil-

Velazquez et al., 2013).

-DM gestacional (DMG): Es una enfermedad que se caracteriza por altos niveles de glucemia
en mujeres embarazadas. El antecedente de DMG aumenta el riesgo de padecer DMII.
(Escobar y Tébar, 2009; International Diabetes Federation, 2014).

La elevada incidencia de la DMII (Diabetes mellitus tipo 1) en México y el apego de la poblacion
a usar remedios herbolarios para el tratamiento de la diabetes ha derivado en un extenso listado
de especies vegetales de diversas familias (Andrade-Cetto y Heinrich, 2005; Mata et al., 2013),
de las cuales sélo 38 especies han sido analizadas para establecer su potencial como
inhibidores de a-glucosidasas (Mata et al., 2013). La validaciéon del uso de éstas especies debe

estar sujeta a estudios farmacoldgicos en animales y humanos (Israili, 2011).

Larrea tridentata (Mog. & Seseé ex DC.) Coville (1893) es una planta comun de las regiones
aridas del norte de México y sur de Estados Unidos. Se reporta como un agente diurético
ademas de ser empleada para tratar diversos padecimientos entre los cuales se encuentran:
infecciones de las vias urinarias, calculos renales, malestares como dolor de rifidn, calculos
biliares, inflamacion de la vejiga, problemas de esterilidad, purificacién de sangre, hemorroides,
fiebre, granos, golpes, cicatrizacion, fatiga, paludismo, reumatismo, dermatitis, hepatitis, artritis,
diabetes (Alarcon-Aguilar y Roman-Ramos, 2005), cancer, disolucion de tumores,
desplazamiento de matriz y aborto, entre otros (Arteaga et al., 2005). El padecimiento para el
cual es empleado define la parte de la planta utilizada, asi como el método de preparacion y

aplicacion.

El lignano mas comun y mejor representado en la resina de Larrea tridentata es el acido
nordihidroguaiarético (NDGA), también conocido como masoprocol (Gisvold y Thaker, 1974;
Konno et al., 1990; Sakakibara et al., 1976; Hyder et al., 2002; Abou-Gazar, 2004), éste
compuesto se encuentra principalmente en érganos fotosintéticos de la planta (hojas) y en
menor medida en tallos y talluelos lo cual indica que pudiera representar una defensa en contra

de la herbivoria y proteccion ante rayos UV (Hyder et al., 2002).
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Experimentalmente el NDGA se comporta como agente antioxidante, inhibidor de diversas
enzimas, inhibidor de transporte anterégrado reticulo endoplasmico (RE)-aparato de Golgi (AG),
inductor de transporte retrogrado de proteinas en células epiteliales de riidn de rata, mas
ampliamente conocidas como células NRK por sus siglas en inglés, es decir, fomenta el trafico
en sentido AG-RE (Drecktrath et al.,1998; Sato et al., 2001 Arteaga et al., 2005) e inhibe de a-

glucosidasas de levadura (Sato et al., 2001).

|
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2 ANTECEDENTES.

2.1 a-glucosidasas

Las a-glucosidasas (EC 3.2.1.x) son enzimas que catalizan, por el mecanismo de retencion, la
ruptura del enlace O-glucosidico con la liberacién de a-D-glucosa del extremo no reductor del
sustrato (disacaridos y oligosacaridos). Estas enzimas estan ampliamente distribuidas en
microorganismos, plantas y animales; y son importantes para un amplio espectro de procesos
anabdlicos y catabdlicos, tales como la digestion intestinal y lisozomal (Chiba, 1997; Kimura,
2000; Asano, 2000; Asano, 2003; Kimura et al., 2004; Darmawan, 2010).

La especificidad de las a-glucosidasas se basa en el numero de carbohidratos del sustrato, la
posicion del sitio de escision (exo o endo, extremo reductor o no reductor) y la configuracion de
otros grupos hidroxilo del sustrato; con frecuencia suelen tener mas de un sustrato afin, razén

por la cual sus actividades pueden traslaparse (Kimura, 2000; Kimura et al., 2004).

Las a-glucosidasas obtenidas de distintas fuentes se clasifican en dos familias de acuerdo a la
similitud en su secuencia de aminoacidos (estructura primaria) y a la cinética que presentan
cuando son ensayadas con inhibidores competitivos como la isoacarbosa (IsoAca), de manera
que se distingue entre a-glucosidasas |, dentro de la familia GH13 (también conocida como
superfamilia de a-amilasas) y a-glucosidasas Il, en la familia GH31 (Janecek, 1997; Chiba,
1997; Kimura, 2000; Kimura et al., 2004; Janecek et al., 2007).

Cada familia presenta cohesion dada la similitud de su estructura primaria, pero a pesar de las
diferencias entre la secuencia de aminoacidos de las familias GH13 y GH31 se ha reportado la
existencia de una remota, pero significativa homologia, pues ambas familias pertenecen al clan
GH-H; para pertenecer a este clan las enzimas deben cumplir con las siguientes caracteristicas:
barril de plegamiento (B/a)s, poseer un aminoacido catalitico Asp (nucledfilo) situado en la hebra
B4, un Glu (donador de protones) en la hebra 5 y otro Asp (estabilizador del estado de
transicién) localizado en la hebra B7, llevar a cabo la reacciéon enzimatica por el mecanismo de
retencion (esto significa que la configuracion inicial del carbono anomérico sea mantenida en el

producto) y de 4 a 7 regiones de secuencias conservadas (CSRs, por sus siglas en inglés)
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ubicadas preferentemente en las hebras 3 del dominio catalitico (Chiba, 1997; Janecek, 1997;
Janecek et al., 2007).

2.1.1 a-glucosidasas |

Las a-glucosidasas de bacterias, levaduras e insectos son denominadas a-glucosidasas |,
pertenecen a la familia GH13 de glucésido hidrolasas, catalizan la degradacién de
oligosacaridos teniendo principalmente a-glucosa como producto final (Kimura et al., 1997). Las
a-glucosidasas | se caracterizan por presentar una alta actividad sobre sustratos heterogéneos
tales como sacarosa, p-nitrofenol-a-D-glucopiranésido (p-NPG) y aril a-glucésidos; ademas,
sobre sustratos homogéneos como malto-oligosacaridos presenta poca actividad y poca o nula

sobre a-glucanos (Kimura, 2000).

S. cerevisiae presenta tres a-glucosidasas, a saber:
e Maltasa (0-1,4 glucosidasa): Tienen como sustrato maltosa y maltotriosa, pero no

reconoce malto-oligosacaridos mayores a la maltotetrosa.

e Isomaltasa (a-1,6 glucosidasa): Hidroliza principalmente isomaltosa y presenta poca
actividad sobre otros enlaces glucosidicos como a-1,2, a-1,3 y a-1,4. Maltosa se
comporta como inhibidor competitivo sobre la actividad de esta enzima, evitando asi la

hidrdlisis de la isomaltosa (Francois y Parrou, 2001).

e Glucoamilasa (a-1,4 y a-1,6 glucosidasa): Al igual que la isomaltosa, también presenta
poca actividad sobre enlaces a-1,2, dado lo cual ambas enzimas son capaces de

hidrolizar sacarosa y p-nitrofenil-a-D-glucopirandsido (p-NPG).

La abeja mielifera (Apis mellifera) presenta al menos 3 a-glucosidasas: HBG-I hidroliza
preferentemente maltosa, sacarosa y aril a-glucésidos, HBG-Il y HBG-III al igual que la a-
glucosidasa de Bacillus sp. presentan alta afinidad por malto-oligosacaridos (Kimura, 2000). Se
ha demostrado que HBG-I, HBG-Il y HBG-Ill se localizan en distintos érganos; en intestino

medio se encuentra HBG-l y HBG-II, en hemolinfa es posible encontrar HBG-II, HBG-Ill es mas
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abundante en las glandulas hipofaringeas y la miel, lo anterior indica un significativo papel
fisiolégico de HBG-IIl en el proceso de formacion de la miel (Kubota et al., 2004). HBG-III
secretada por las glandulas hipofaringeas sobre el néctar recolectado cumple la funcién de
convertir la sacarosa (principal carbohidrato en néctar) a glucosa y fructosa (principales

componentes de la miel) (Wongchawalit et al., 2006).

Las a-glucosidasas | hidrolizan preferentemente sustratos heterogéneos y no son capaces de
hidrolizar desoxi-derivados (sustratos en los cuales se llevd a cabo la sustitucién de grupos
hidroxilo por un atomo de hidrégeno), lo cual significa que cada grupo hidroxil en la estructura

glucosil es estrictamente reconocido por el sitio catalitico de la enzima (Kimura, 2000).

2.1.2 a-glucosidasas Il

Las a-glucosidasas Il de plantas, mamiferos y algunos hongos pertenecen a la familia GH31,
tienen mayor afinidad por sustratos homogéneos con respecto a los heterogéneos, son capaces
de hidrolizar a-glucanos, a partir de lo cual se deduce que dichas enzimas reconocen la

estructura maltosil (Kimura, 2000).

En la dieta humana los monosacaridos son relativamente poco frecuentes, ya que
mayoritariamente son oligosacaridos y polisacaridos los mas comunes. Los polisacaridos
(esencialmente almiddn) son hidrolizados por la amilasa salival y posteriormente por la amilasa
pancreatica en el duodeno y parte superior del yeyuno, generando principalmente maltosa,
maltotriosa, isomaltosa y dextrinas a-limite (cadena corta remanente de la hidrdlisis de
amilopectina con a-amilasa) en proporciones similares (Gray, 1984; Elsenhans y Caspary,
1987; Bischoff, 1994; Jockovi¢ et al., 2013).

Las a-glucosidasas Il pueden ser denominadas maltasas debido a que en mayor o menor
medida presentan afinidad por maltosa (Kimura et al., 2004; Jockovi¢ et al., 2013), siendo la
maltasa la que muestra mayor afinidad para dicho sustrato y también la mas susceptible a
inhibicion por acarbosa (oligosacarido modificado empleado para tratar DMII dado que se
comporta como inhibidor de a-glucosidasa Il). Por otra parte, la sacarosa solo es hidrolizada por

la sacarasa-isomaltasa (Hoefsloot et al., 1988; Jockovic et al., 2013).
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El producto de la reaccion catalizada por las amilasas es sustrato para las a-glucosidasas Il, las
cuales degradan los disacaridos y oligosacaridos a monosacaridos, estas enzimas estan
presentes en las células de borde de cepillo (enterocitos) y se han identificado tres: complejo
sacarasa-isomaltasa, maltasa y glucoamilasa. Las dos ultimas también se han considerado
como complejo maltasa-glucoamilasa, lo cual implica que la actividad a-glucosidasa se debe a
heterodimeros que se encuentran unidos a la membrana de los enterocitos y sus sitios activos
estan dirigidos hacia el lumen intestinal (Elias et al., 1968; Hoefsloot et al., 1988; Kimura et al.,
2004; Jockovi¢ et al., 2013).

En mamiferos, las a-glucosidasas se encuentran en el intestino delgado. Su actividad ha sido
identificada en el duodeno y el tercio superior del yeyuno, distal al ligamento de Treitz (Langman
y Rowland, 1990), existen también cantidad considerables de a-glucosidasas en yeyuno inferior
e ileon (Newcomer y McGill, 1966; Elias et al., 1968).

En conjunto, las enzimas antes mencionadas son esenciales para el transporte y asimilacién de
carbohidratos a través de la mucosa del intestino delgado para ser incorporadas al torrente
sanguineo (Elsenhans y Caspary, 1987). La figura 1 esquematiza el papel que cumplen las a-

glucosidasas Il en la mucosa del intestino.

|
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Lumen intestinal
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D- Galactosa D- Glucosa
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Mucosa intestinal

Figura 1. Digestion y absorcion de sacaridos en la mucosa intestinal de mamiferos. Maltasa-
Glucoamilasa e Isomaltasa-Sacarasa son a-glucosidasas Il y todas ellas presentan actividad
maltasa (representado con linea punteada); Lactasa pertenece al grupo de B-glucosidasas, tiene

como sustrato lactosa (modificado de Caspary, 1992).

La actividad de las a-glucosidasas Il sobre el p-nitrofenil-a-D-glucopirandsido es relativamente
baja comparada con la actividad que presentan las a-glucosidasas | sobre el mismo sustrato,
ésta actividad puede duplicarse cuando el p-NPG es modificado para obtener un desoxi-
derivado. Las a-glucosidasas |l aceptan variacion estructural, tal como la falta del grupo

hidroxilo, variacion que no es tolerada por las a-glucosidasas | (Kimura, 2000).

En el caso especifico del complejo sacarasa-isomaltasa intestinal de conejo los grupos B-
carboxilo implicados en el reconocimiento del sustrato pertenecen a Asp-505 y Asp-1549, en la
a-glucosidasa lisosomal humana es el Asp-518, la a-glucosidasa de la remolacha azucarera
tiene mayor afinidad por almidon soluble que por maltooligosacaridos y su sustrato se une al 3-
carboxilo de Asp-469. En a-glucosidasa de A. niger el sustrato es reconocido por Asp-224, en
a-glucosidasa de la abeja mielifera un residuo de Asp es también el involucrado en el

reconocimiento del sustrato y se comporta como un donador de protones (para el enlace
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glucosidico) y aceptor de protones (para la molécula de agua en la reaccion hidrolitica; Kimura,
2000).

De acuerdo con lo anterior, el grupo carboxilo es necesario para la actividad a-glucosidasa. En
las dos familias de a-glucosidasas: el sustrato se une a un B-carboxilo de Asp. Sin embargo,
tienen una similitud en su secuencia de aminoacidos (estructura primaria) de apenas el 20%, lo
cual justifica su clasificacion en familias diferentes (GH13 y GH31 para a-glucosidasas | y |l,
respectivamente). La afinidad a sustratos homogéneos o heterogéneos podria deberse a las

diferencias en su sitio catalitico (Kimura, 2000).

2.2 Inhibidores de a-glucosidasas y sus aplicaciones

Los inhibidores de a-glucosidasas son compuestos que interactuan con dichas enzimas para
evitar que lleven a cabo la hidrolisis de carbohidratos, lo cual deriva en una malabsorcidn de los
mismos (Kalra et al., 2014). Algunas de estas moléculas inhibidoras son estructuralmente
similares a oligosacaridos y ejercen una inhibicion competitiva, pues resultan afines al sitio

activo de la enzima (Segel, 1975; Harvey y Ferrier, 2011).

El modelo clasico de inhibicién competitiva asume que el | (inhibidor) sélo se une a E (enzima)
en su sitio catalitico y no al complejo ES (enzima-sutrato). La inhibicidn enzimatica también
puede ser no competitiva, lo que implica que el inhibidor se une a una regién distinta del sitio
activo, pudiendo unirse a E o al complejo ES, originando asi una serie de cambios alostéricos
que evitan que la catalisis se lleve a cabo. Otra caracteristica importante de los inhibidores
competitivos es que sus efectos pueden ser reducidos con el aumento en la concentracion de
sustrato, mientras que para inhibidores no competitivos la concentracion efectiva para alcanzar
la inhibicion de la enzima se mantiene constante a distintas concentraciones del sustrato

(Harvey y Ferrier, 2011).
Muchas plantas contienen inhibidores enddgenos, los cuales reducen la actividad a-

glucosidasa, estas sustancias pueden ser proteinas, péptidos y agentes fendlicos, los cuales

pueden tener implicaciones en distintos procesos industriales, tales como la elaboracion de
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cerveza y la industria panadera (Sorensen et al., 2004 ), asi como agentes antivirales, fungicidas
y bactericidas (Asano, 2003).

Algunos inhibidores resultan efectivos para a-glucosidasas de la familia | y Il, por ejemplo:
acarbosa, isoacarbosa, y acarviosin-glucosa son inhibidores competitivos de a-glucosidasas | y
Il, sin embargo, la eficiencia de inhibicibn de cada inhibidor varia entre ambas familias
(Chakrabarti et al., 1993; Calero et al., 1997; Kim et al., 1999; Kim et al., 2004; Kimura et al.,
2004). Lo anterior resulta de gran utilidad para diferenciar a-glucosidasas | y Il; isoacarbosa es
altamente efectivo inhibiendo a-glucosidasa Il, y muy poco efectivo a practicamente nulo
inhibiendo a-glucosidasa | (Kimura et al., 2004 ), acarviosin-glucosa inhibe a-glucosidasa | en el
rango de 400-900 veces comparado con acarbosa e isoacarbosa, respectivamente, e inhibe
aun con mayor eficiencia a a-glucosidasa Il (Kim et al., 1999), esto da indicios de que ambas
familias podrian diferir conformacionalmente en su sitio activo o una regién muy cercana (Chiba,
1997; Jockovic et al., 2013).

La inhibicion de a-glucosidasas cuenta con diversas aplicaciones importantes, de entre las

cuales cabe resaltar:

-Potencial como plaguicida inhibiendo el sistema digestivo de insectos, lo cual resulta favorable,

por ejemplo, para la industria agroquimica (Asano, 2003; Kimura et al., 2004; Singh et al., 2015).

-Aplicacion médica para suprimir la actividad de la sacarasa-isomaltasa y maltasa-glucoamilasa
(a-glucosidasas 1) en el intestino humano, derivando en un decremento de la absorcion de
glucosa, efecto que resulta relevante en el tratamiento de pacientes con DMII (Bischoff, 1994;
Kim et al., 1999; Miyahara et al., 2004; Kimura et al., 2004; Andrade-Cetto et al., 2008).

2.2.1 Potencial como plaguicida
Las plagas son problemas frecuentes que representan un impacto negativo en la agricultura,
esto conduce al disefo de diversos plaguicidas quimicos para evitar la afectacién a los cultivos,

sin embargo, su uso deriva frecuentemente en degradacién del medioambiente, pérdida de
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biodiversidad y generacion de cepas resistentes. Dado lo anterior, la busqueda de alternativas

a los plaguicidas sintéticos ha tomado marcada relevancia (Singh et al., 2015)

Trabajos recientes demuestran la importancia de inhibidores de proteasas, amilasas y a-
glucosidasas en el control de insectos y otras plagas (Singh et al., 2015). Los inhibidores de a-
glucosidasas han cobrado importancia dado que evitan el aprovechamiento de carbohidratos,
por ende, limita o inhibe (segun la concentracién de inhibidor empleado) el metabolismo del

organismo no deseado, tratandose ya sea de hongos, bacterias, virus o insectos.

2.2.2 Control de la hiperglicemia postprandial

La regulacion de la hiperglucemia postpandrial es esencial en el tratamiento de la DMII, por lo
tanto, es importante entender los factores que intervienen en este fendmeno, ya que la mayor
parte de la glucosa en sangre en ese tiempo proviene de la hidrdlisis de los carbohidratos
ingeridos en la dieta y que son degradados por enzimas a-amilasas y a-glucosidasas

(Elsenhans y Caspary, 1987).

Si la tasa de degradacion de los poli, oligo y disacaridos es reducida dichos carbohidratos seran
transportados por el tracto digestivo sin ser digeridos lo cual disminuye la absorcion de

monosacaridos y por tanto, las presencia de éstos en la sangre (Elsenhans y Caspary, 1987).

Los inhibidores de a-glucosidasas reducen la tasa de absorcion de carbohidratos en el intestino
delgado y se usan en el tratamiento de la DMIlI como hipoglucémicos orales (Kim et al., 1999;
Asano 2000, Asano, 2003; Kalra et al., 2014), su importancia radica en que contribuyen a reducir
los niveles de glucosa postpandrial en sangre (Hanefeld et al. 2004; Van de Laar et al. 2005);
han sido ampliamente estudiados y recomendados dada su eficacia, seguridad, tolerabilidad,
beneficios cardiovasculares, bajo riesgo de hipoglucemia (siempre que sean consumidos en las
dosis adecuadas), y ademas pueden ser administrados en conjunto con otros farmacos orales
(Kalra et al. 2014). Un beneficio mas de los inhibidores de a-glucosidasas es que reducen el
nivel de hemoglobina glicada (Chakrabarti et al., 1993; Coniff et al., 1995; Levy et al., 2000).
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Los efectos secundarios del consumo de estos farmacos se catalogan como de preocupacion
menor y son consecuencia de carbohidratos no digeridos que tienden a acumularse en el lumen
gastrointestinal antes de ser fermentados por bacterias que se encuentran en el intestino
grueso, este proceso es la causa de flatulencia, diarrea y dolor abdominal (Bischoff, 1994; Puls,
1996; Hanefeld et al., 2004; Darmawan, 2010; Kalra, 2014).

En rata como modelo experimental se determind que la administraciéon de inhibidores de a-
glucosidasas afectan variables tales como peso corporal, alimentacion, masa de tejido adiposo,
lipogénesis, actividad de enzimas lipasa y lipoprotein lipasa, sensibilidad a la insulina en
adipocitos y musculo esquelético, ademas de disminuir la cantidad de lipidos. Cabe destacar
que muchos de los experimentos que sustentan lo anterior fueron ensayados usando acarbosa

como inhibidor de a-glucosidasas (Puls, 1996).

Unos de los primeros inhibidores de a-glucosidasas disponibles a nivel comercial como
antihiperglucémicos orales para el control de la DMIl y mas ampliamente utilizados son

acarbosa, voglibosa y miglitol (Puls, 1996; Asano, 2003).

Estructuralmente la acarbosa es un tetrasacarido lineal de residuos de D-glucosa, y actua
uniéndose al sitio activo de a-glucosidasas intestinales (maltasa-glucoamilasa y sacarasa-
isomaltasa). Este inhibidor presenta una Clso de 0.5uM sobre sacarasa de cerdo (Schmidt et al.,
1977) e inhibe también a-amilasa pancreatica y a-glucosidasa de S. cerevisiae (en todos los
casos el tipo de inhibicion es competitiva); de manera que retarda y evita la absorcion de
carbohidratos, maltasa es mas susceptible a inhibicion por acarbosa con respecto a sacarasa
(Lebovitz, 1997; Breitmeier et al., 1997; Kim et al., 1999; Kimura et al., 2005).

Voglibosa es un derivado de la valiolamina, y presenta Clso sobre maltasa y sacarosa de 0.015
y 0.0046 uM, respectivamente (Horii et al., 1986). Miglitol inhibe a-glucosidasa lisosomal,

sacarasa, maltasa, isomaltasa y maltasa-glucoamylasa presentando valores Clso de: 0.35, 0.11,
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1.3, 1.2 y 1.0 yM, respectivamente (Kuriyama et al., 2008; Mohan et al., 2010; Natori et al.,

2011). En la figura 2 se presenta la estructura de sustratos e inhibidores de a-glucosidasas.

La efectividad de inhibicion de la acarbosa se determind mediante ensayos in vitro e in vivo
mostrando, incluso, efectos retardantes y/o benéficos como la prevencion de padecimientos
neurales, enfermedades cardiovasculares, disminucion de los niveles de triglicéridos y de la
hiperinsulinemia (relacionado directamente con la disminucion del nivel de glucosa en sangre)
(Puls 1996; Hanefeld et al. 2004). Acarbosa y voglibosa no son absorbidas en el intestino, tienen
poca biodisponibilidad y sus residuos se eliminan a través de las heces, por el contrario, el
miglitol es absorbido en la parte superior del intestino y se excreta a través de los riflones
(Lebovitz, 1997).

Los inhibidores de a-glucosidasas presentan ventajas sobre otros farmacos hipoglucémicos; la
metformina, por ejemplo, se asocia con el incremento del riesgo a sufrir acidosis lactica,
mientras que las tiazolidinedionas incrementan el riesgo de sufrir problemas cardiovasculares
(Hamnvik y McMahon, 2009).

En China y Japon, los farmacos orales mas recetados para el control de la DMII son inhibidores
de a-glucosidasas, paises que se encuentran entre los diez primeros lugares de naciones
afectadas por la DMIl (Kalra et al. 2014). Recomendaciones acerca del uso de estos
compuestos han sido emitidos por instituciones como European Diabetes Policy Group y

American Diabetes Association (Van de Laar et al. 2005).

Actualmente compuestos con potencial inhibidor de a-glucosidasas son inicialmente ensayados
in vitro para evaluar su efectividad, en la tabla 1 se presentan algunos compuestos evaluados

como inhibidores de a-glucosidasas.
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Tabla 1. Algunos inhibidores de a-glucosidasas

Inhibidor

a-glucosidasa

Tipo de

inhibicién

Referencia

Acarbosa a-glucosidasa | Competitiva | Kimura et al., 2004

a-glucosidasa I Competitiva | Breitmeier et al., 1997; Kimura et al.,

2004; Jockovic¢ et al., 2013

Acarviosin-glucosa a-glucosidasa | Competitiva | Kimura et al., 2004

a-glucosidasa Competitiva | Kimura et al., 2004
Isoacarbosa a-glucosidasa | Competitiva | Kimura et al., 2004

a-glucosidasa Competitiva | Kimura et al., 2004
1-deoxinojirimicina a-glucosidasa |l Competitiva | Breitmeier et al., 1997
Calistegina A3 a-glucosidasa Competitiva | Jockovi¢ et al., 2013
Calistegina B2 a-glucosidasa |l Competitiva | Jockovi¢ et al., 2013

Sin embargo, se debe tener en cuenta que la digestion de carbohidratos en animales y el ser

humano es mas compleja que la degradacion de sustratos especificos in vitro. La actividad in

vivo de las a-glucosidasas puede ser heterogénea. Dado lo anterior, no sorprende que se

reporten eficiencias de inhibicion distintas de un inhibidor ensayado in vivo e in vitro (Harvey y
Ferrier, 2011; Newcomer y McGill, 1966; Elsenhans y Caspary, 1987; Puls, 1996; Gray, 1984).
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Figura 2. Estructura de inhibidores (A a E), sustratos de a-glucosidasa (G a K) y NDGA (F).

2.3 DMII en México e importancia de la medicina tradicional.

De acuerdo con la Federacion Internacional de la Diabetes (IDF, por sus siglas en inglés) para
el ano 2015, la DM es considerada una epidemia a nivel mundial con mayor prevalencia en
hombres con respecto a mujeres. Se calcula que al menos en el afio 2015 existian 415 millones
de personas con DM y la expectativa es que para el 2040 esta cifra crezca considerablemente
(Wild et al. 2004; NOM-015-SSA2-2010). También es importante tomar en cuenta que los
pacientes diagnosticados podrian comprender solamente el 50% de la poblacién total que
padece DM, pues existen personas con dicha enfermedad que por la ausencia de sintomas
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ignoran que la padecen (Nathan, 1993; Escobar y Tébar, 2009); el 80% de decesos
ocasionados por DM o alguna de sus complicaciones se presentan es paises de ingresos bajos
a medios (Organizacion Mundial de la Salud, 2009; NOM-015- SSA2-2010), dentro de los cuales

figura nuestro pais.

Para México la WHO (World Health Organization) estima que el numero de pacientes con DM
en el 2002 superaba los 2 millones y se esperaba que esta cifra creciera a 6 millones para el
afio 2030 (WHO, 2004); sin embargo, para el afio 2015 los casos de diabetes en México ya
superaban los 11 millones. La DM ocupa el primer lugar en numero de defunciones, con una
tasa de mortalidad que tiende a incrementar siendo sus complicaciones cardiovasculares las
principales causas de defuncidn. Por lo anterior, la DM representa un gasto importante para las
finanzas publicas. En México, al igual que en otros paises existen problemas que obstaculizan
la contencion de dicha enfermedad, tales como el desabasto de medicamentos, falta de
instalaciones y equipo ausente o deficiente, limitacion o ausencia de apoyo psicolégico y
nutricional, escaso automonitoreo por parte de los pacientes, entre otros (Bnouham et al., 2006;
NOM-015- SSA2-2010).

La norma oficial mexicana para la prevencion, tratamiento y control de la diabetes mellitus
(NOM-015- SSA2-2010) exhorta al uso de evidencia cientifica para constituir programas de
manejo primario (prevencion, deteccion y diagndstico), secundario (pacientes confirmados con
DM y cuyo objetivo es evitar la aparicion de complicaciones agudas) y terciario (pacientes con
complicaciones cronicas) de la DM. La creciente epidemia de DMII enfatiza la necesidad de
descubrir y caracterizar agentes hipoglucémicos nuevos, naturales y seguros derivados de
productos que se ingieran cotidianamente tales como plantas, frutas y verduras, procurando
que los efectos secundarios resulten poco relevantes (Alarcon-Aguilara, 1998; Grover et al.,
2002; Li et al., 2004; Apostolidis et al., 2006; Andadre-Cetto et al., 2008; Darmawan, 2010).

En México diversas poblaciones recurren a la medicina tradicional ya sea por la inaccesibilidad
para adquirir farmacos antidiabéticos o bajo la premisa de que “lo natural es inocuo”, debido a
lo anterior existen especies de plantas mexicanas recomendadas para el tratamiento de la DMII;

sin embargo, es de vital importancia evaluar el efecto de las plantas referidas para determinar
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si efectivamente funcionan como coadyuvantes en el tratamiento de la DM y descartar posibles
efectos téxicos (Bnouham et al., 2016). Actualmente existen reportes acerca de distintas plantas
nativas de México con actividad inhibitoria de a-glucosidasas; en la tabla 2 se resumen algunas

de ellas.

Tabla 2. Plantas Mexicanas Usadas en medicina tradicional como coadyuvantes en el tratamiento
de DMII y que han sido reportadas con actividad inhibitoria de a-glucosidasas (tabla modificada
de Mata et al., 2013).

ETO ] Planta Extracto Fuente de a-glucosidasa
Annonaceae Annona squamosa L. (raices) | Hidro-alcohdlico | Homogenado de intestino
de rata
Malmea depressa (raices vy | Butandlico Levadura de panadero
hojas)
Apiaceae Cuminum cyminum (semillas) | Acuoso Homogenado de intestino
de rata
Asteraceae Achillea millefolium (partes | Hidro-alcohdlico | Homogenado de intestino
aéreas) de rata

Artemisia absinthium (partes | Hidro-alcohdlico | Homogenado de intestino

aéreas) de rata

Bidens pilosa (partes aéreas) Hidro-alcohdlico | Homogenado de intestino

de rata

Brickellia cavanillesii (partes | Acuoso Levadura de panadero

aéreas)

Calea ternifolia (partes aéreas) | Hidro-alcohdlico | Homogenado de intestino

de rata
lostephane heterophylla | Hidro-alcohdlico | Homogenado de intestino
(partes aéreas) de rata

Taraxacum officinale (toda la | Hidro-alcohdlico | Homogenado de intestino

planta) de rata
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Tabla 2. Continuacion.

Bignoniaceae Tecoma stans (ramas) Hidro- Homogenado de intestino
alcohdlico de rata
Bixaceae Cochlospermum vitifolium | Metanolico Homogenado de intestino de
(Corteza) rata
Boraginaceae Tournefortia mutabilis (tallos) Metanolico Homogenado de intestino de

rata

Brassicaceae

Lepidium virginicum (hojas)

Hidro-alcohdlico

Homogenado de intestino de

rata
Cucurbitaceae | Momordica charantia (hojas y | Metandlico Levadura de panadero
frutos)
Convolvulaceae | Ipomea batatas (raices) Organico Intestino de rata

(pulverizado)

Euphorbiaceae

Ricinus communis (hojas)

Hidro-alcohdlico

Homogenado de intestino de

rata
Fabaceae Acacia farnesiana (ramas) Hidro-alcohdlico | Homogenado de intestino de
rata
Leptolobium panamense | Butandlico Levadura de panadero
(corteza)
Tamarindus indica (fruto) Hidro-alcohdlico | Homogenado de intestino de
rata
Lamiaceae Marrubium vulgare (toda la | Hidro-alcohdlico | Homogenado de intestino de
planta) rata
Lauraceae Persea americana (hojas, | Hidro-alcohélico | Homogenado de intestino de
semillas y corteza) rata
Malvaceae Guazuma ulmifolia (corteza, | Hidro-alcohdlico | Homogenado de intestino de
hojas y fruto) rata
Meliaceae Azadirachta indica (hojas) Metanolico Homogenado intestino de
raton
Monimiaceae Peumus boldus (hojas) Acuoso Levadura de panadero
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Tabla 2. Finaliza.

hojas y ramas)

Myrtaceae Eucalyptus globulus (hojas y | Hidro-alcohdlico | Homogenado de intestino de
frutos) rata
Psidium guajava (hojas) Hidro-alcohdlico | Homogenado de intestino de
rata
Onagraceae Ludwigia octovalvis (partes | Hidro-alcohélico | Homogenado de intestino de
aéreas) rata
Pinaceae Pinus sp. (corteza) Etandlico Levadura de panadero
Piperaceae Piper sanctum (hojas) Hidro-alcohdlico | Homogenado de intestino de
rata
Rosaceae Crataegus mexicana (semillas | Hidro-alcohdlico | Homogenado de intestino de

rata

Prunus serotina (frutos)

Hidro-alcohdlico

Intestino de rata

(pulverizado)

Smilacaceae Smilax officinalis (raices) Acuoso Levadura de panadero
Urticaceae Cecropia obtusifolia (hojas) Butandlico Levadura de panadero

Urtica dioca (hojas) Acuoso Levadura de panadero
Zingiberaceae Zingiber officinale (rizomas) Acuoso Levadura de panadero

Rubiaceae

Hintonia latiflora (corteza)

Hidro-alcohdlico

Homogenado de intestino de
rata

2.4 L arreatridentata (Mog. & Seseé ex DC.) Coville (1893)

Es una planta perteneciente a la familia Zygophyllaceae, comunmente conocida como
Gobernadora (denominada asi porque suele ser dominante en el desierto) o Hediondilla (por el
olor caracteristico que despide después de llover). Es un arbusto perennifolio que se distribuye
principalmente en el norte del pais, de la peninsula de Baja California a Tamaulipas e Hidalgo,
asi como en el sureste de los Estados Unidos, donde predominan los climas BS (clima seco,
estepario, donde la evaporacién excede la precipitacion anual que va de 380-760 mm) y BW
(clima seco, desértico, donde la precipitacion anual es inferior a 250 mm ) y a una altitud de
entre 400 m y 1800 m (Winkelman, 1986; Conabio, 2015); demanda suelos bien drenados y con

|
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alta concentracion de oxigeno, es resistente a dafos por insectos y cuenta con pocos enemigos

naturales (Conabio, 2015).

L. tridentata (figura 3) es uno de los principales componentes de la vegetacion arida y semiarida
de México, presenta una elevada adaptabilidad, es prolifica y ejerce alelopatia negativa sobre
otras plantas (Conabio, 2015). Se ha cultivado dado que su fruto es comestible, presenta varios
compuestos quimicos en sus hojas (que aparentemente le proporcionan proteccién contra
herbivoros), esta condicién se aprovecha por las comunidades de su entorno con varios fines
tales como: produccion de aceites, adhesivos, polifenoles solubles, hule, forraje, fibra para
papel, glucosa, xilosa, metano, suplementos alimenticios, y como recurso medicinal (Conabio,
2015).

Figura 3. Larrea tridentata (Mo¢. & Seseé ex DC.) Coville (1893)

|
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En México y el sur de Estados Unidos los usos medicinales que se le atribuyen son gracias a
efectos positivos en infecciones de las vias urinarias, calculos renales, malestares como dolor
de rifidn, calculos biliares, inflamacion de la vejiga, problemas de esterilidad, como diurético,
purificador de sangre, hemorroides, fiebre, granos, golpes, cicatrizacién, fatiga, paludismo,
reumatismo, dermatitis, hepatitis, artritis, diabetes (Alarcon-Aguilar y Roman-Ramos, 2005),
cancer, disolucion de tumores, desplazamiento de matriz y aborto (Winkelman, 1986; Ara-
Roldan, 1997; Abou-Gazar et al., 2004; Luo et al., 2004; Timmermann, 1981). Las aplicaciones
para las que es destinada definen el método de preparacién, asi como la dosis y aplicacién de
la sustancia, de manera que puede ser consumida como agua de tiempo, té, unguento, etc.
(Winkelman, 1989; Conabio, 2015).

Algunas de las propiedades medicinales de L. tridentata han sido evaluadas, se sabe, por
ejemplo, que su efecto diurético es consecuencia de su contenido de arginina, que también es
de utilidad en la insuficiencia hepatica y la liberacion de insulina y glucagon de los islotes de
Langerhans (Ara-Roldan, 1997). Moreno-Limén y colaboradores (2011) demostraron que el
extracto etandlico de L. tridentata tiene accion anti-fungica sobre al menos 17 hongos patégenos
de importancia econdmica; sin embargo, se comprobo6 que el consumo prolongado y de dosis
altas se asocia con fallas renales y hepatotoxicidad (Smith y Desmond, 1993; Sheikh et al.,
1997, Stickel et al., 2000; Heron y Yarnell, 2001, Lambert et al., 2002).

También es importante tomar en cuenta que el consumo de preparaciones herbales a pesar de
aceptarse socialmente como una alternativa natural y segura frente a medicamentos
convencionales, se corre el riesgo de que los consumidores no estén conscientes de los efectos
secundarios que podrian sufrir al ingerirlos, o las consecuencias de consumir dosis inadecuadas
(Arteaga et al., 2005), por ejemplo Bnouhamy colaboradores (2006) mencionan que al menos

un tercio de las plantas medicinales utilizadas para el tratamiento de DM se consideran toxicas.

La resina de Larrea tridentata contiene una mezcla de flavonoides, lignanos y saponinas
(triterpenoides); el lignano mas abundante es el acido nordihidroguaiarético (NDGA), también

conocido como masoprocol (Gisvold y Thaker, 1974; Konno et al., 1990; Sakakibara et al., 1976;
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Hyder et al., 2002; Abou-Gazar, 2004). Las hojas y tallos verdes (fotosintéticos) son las partes
de la planta en donde se encuentra el NDGA, este compuesto pudiera representar una defensa

ante la herbivoria y proteccion ante rayos UV (Hyder et al., 2002).

En resumen, L. tridentata es una planta nativa de México que tiene multiples aplicaciones, entre
las cuales, sobresale su papel en la medicina tradicional debido a la cantidad de quimicos que
contiene, dicha condicién alienta la realizacién de investigaciones que aporten informacién
bioldgica y farmacologica de sus metabolitos con la finalidad de comprobar y determinar su

efectividad para las enfermedades en las que es empleada (Winkelman, 1986).

2.5 Acido nordihidroguaiarético (NDGA)

Uno de los compuestos mas abundantes en las hojas de L. tridentata y muy probablemente el
mas estudiado es el NDGA, el cual representa entre un 10-15% del peso seco de la planta
(Tyler, 1994; Hyder et al., 2002; Lambert et al., 2002).

El NDGA inhibe el crecimiento in vivo e in vitro de células tumorales cancerigenas en ratas ya
que inhibe completamente la glucélisis, respiracion aerobia y anaerdbica (Lambert et al., 2001;
Foster y Tyler, 2012), es inhibidor de lipoxigenasa, fosfolipasa A2 y NADH oxidasa (Avis et al.,
1996), es un potente antioxidante y fue usado hasta finales de los 60°s en los Estados Unidos
de América para la preservacion de grasas y mantequillas (Ara-Roldan, 1997; Goodman et al.,
1970), presenta actividad biocida, antiséptica, antimicrobiana (Lira-Saldivar, 2003; Moreno-
Limon et al., 2011) y bactericida ademas de propiedades analgésicas, lo cual podria justificar
su uso en padecimientos como artritis y reumatismo (Conabio, 2015), disminuye la
concentracion de glucosa sanguinea en ratones con DMII (inducida con streptozotocina) sin
afectar la concentracion de insulina en sangre; de lo anterior se infiere que el NDGA podria
potenciar la actividad de la insulina (Luo et al., 1998; Bnouham et al., 2006), también reduce la

lipdlisis y el nivel de triglicéridos en ratas (Luo et al., 1998; Reed et al., 1999).

El consumo de NDGA por tiempos prolongados o de altas dosis induce hepatoxicidad y

nefrotoxicidad (Lambert et al., 2002), este fue el motivo por el cual en 1968 fue removido de la
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GRAS (List of Generally Recognized as Safe) emitida por la FDA (Food and Drug
Administration) (Timmermann, 1981; Foster y Tyler, 2012).

Inicialmente, la Gobernadora fue el recurso comercial del acido nordihidroguaiarético (NDGA)
por mas de 20 afos, posteriormente fue reemplazado por sintesis quimica, sin embargo, en la

medicina tradicional la fuente de NDGA continla siendo L. tridentata.

|
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3 JUSTIFICACION

Los inhibidores de a-glucosidasas tienen potencial en aplicaciones agroquimicas vy
farmacoldgicas, sobresaliendo su uso en el tratamiento y control de la DMII. L. tridentata es
usada tradicionalmente para tratar DMII. Su principal metabolito es el NDGA, un agente
antioxidante, hipoglucemiante e inhibidor de a-glucosidasa de levadura (Reed et al., 1999; Sato
et al., 2001), dicha caracteristica es de sumo interés para ser empleado en el control de plagas.
Ademas, no se ha estudiado su desempefio sobre a-glucosidasas intestinales de mamifero, por
lo que el efecto hipoglucémico y biocida del NDGA pudiera ser debido, al menos en parte, a la

inhibicion de la actividad de estas enzimas.

4 OBJETIVOS
Objetivo general
- Determinar el efecto inhibitorio de partes aéreas de Larrea tridentata y de su metabolito,

el acido nordihidroguaiarético (NDGA), sobre la actividad de a-glucosidasas | y Il.

Objetivos particulares
- Establecer un ensayo in vitro para evaluar el efecto inhibitorio del extracto etandlico
(EE) de L. tridentata y del NDGA sobre a-glucosidasa | y lI
- Determinar la concentracion inhibitoria 50 (Clso) tanto para el EE de L. tridentata como
el NDGA.
- Determinar el tipo de inhibicién del NDGA y el EE de L. tridentata
- Comprobar la presencia y cantidad de NDGA en el EE de L. tridentata

|
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5 HIPOTESIS

El EE de L. tridentata y su metabolito el NDGA, inhibiran la actividad a-glucosidasa in vitro
tanto de levadura como de intestino de rata.

Puesto que el NDGA es el metabolito principal de L. tridentata y que su estructura contiene 2
anillos aromaticos de 6 carbonos con grupos OH, estos anillos se insertaran reversiblemente
en el sitio activo de las a-glucosidasas provocando una inhibicion competitiva.

Se comprobara la presencia y cantidad de NDGA en el EE de L. tridentata.

6 MATERIALES Y METODOS

6.1 Extracto etandlico de Gobernadora (Larrea tridentata)

Se utilizé planta seca colectada en San Luis Potosi durante el mes de Julio del afio 2013, los
especimenes se encuentran depositados en el Herbario Nacional, Instituto de Biologia, de la
Universidad Nacional Autonoma de México (MEXU) (no. 534807), y en el Herbario de Plantas
Medicinales, Centro Médico Siglo XXI (IMSS) (nos 11 319-11 321). El extracto de Gobernadora
se obtuvo de la siguiente manera: a 100 g de hojas y talluelos de planta seca se le agregd 1 L
de etanol absoluto y se agité durante 30 min a temperatura ambiente; posteriormente se filtré y
se evaporo el etanol en un rota vapor. La resina obtenida fue liofilizada y las hojuelas y polvo
resultantes se almacenaron en un envase de aluminio y en desecacion. El rendimiento obtenido

fue de 11 g por cada 100 g de planta.

6.2 Obtencion de a-glucosidasas de levadura

La obtencion del extracto de Saccharomyces cerevisiae con actividad de a-glucosidasa (Figura
4) se llevé a cabo de acorde con la metodologia de Rangel y colaboradores (2011) con las
siguientes consideraciones: 200 mg de levadura seca comercial Tradipan®, fueron colocados
en un tubo de ensayo de 10 mL. Se adicionaron 5 mL de amortiguador de fosfatos NaPO4 0.1M
pH 6.8 y 70 mg de sacarosa al tubo; la mezcla levadura-amortiguador-sacarosa fue agitada
durante 30 segundos con el apoyo de un vortex y se incubd durante 15 minutos a temperatura
ambiente. Una vez transcurrido el tiempo la mezcla fue centrifugada a 2700 rpm (equivalentes

a 1000 g) en una centrifuga Sol-Bat C-300 durante 5 minutos.
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De la mezcla centrifugada se elimind el sobrenadante y el precipitado fue re-suspendido en 5
mL de amortiguador de fosfatos NaPO4 0.1 M pH 6.8, se agregaron micro esferas de lisis cuyo
volumen comprendia una tercera parte del volumen total. La mezcla fue sometida a cinco ciclos
de agitacion en vortex durante 60 s a temperatura ambiente (aproximadamente 25 °C),
alternados con cinco ciclos de incubacion a 4 °C (colocando la muestra en un recipiente con
hielo) 120 s.

Posteriormente la mezcla de células lisadas se centrifugd a 1600 g (4500 rpm) durante 5
minutos en la centrifuga Spectrafuge (Labnet International Inc., NJ, USA) manteniendo una
temperatura de 4 °C. El precipitado fue descartado y el sobrenadante (fuente de enzima) fue

colectado en tubos eppendorf® de 1,5 mL; los tubos fueron almacenados a -20 °C.

6.3 Obtencion de a-glucosidasa intestinal de rata

La obtencion de microvellosidades de intestino de rata se realizd por una modificacion del
meétodo de Cheeseman y O’Neill (2006) de la siguiente forma: 3 ratas Wistar hembras, en ayuno
por 16 h, de 416, 337 y 357 g de peso corporal, fueron anestesiadas con una inyeccion
intraperitoneal de pentobarbital a una dosis de 45 mg-kg'. Se hizo una incision en la parte
ventral (abdomen) y se identifico el intestino delgado. Con el animal anestesiado, se realizaron
2 incisiones, una al inicio del intestino delgado (duodeno) y otra en su parte final (ileon),
posteriormente, por el lumen del intestino delgado se hizo pasar un volumen aproximado de
50mL de solucion fria salina isoténica adicionada con PMSF (inhibidor de proteasas para
preservar las proteinas celulares) 0.1 mM. A continuacién, los vasos que irrigan al intestino
delgado fueron cortados y la seccién de intestino se transfiridé a un vidrio que se mantenia frio
gracias a que estaba asentado sobre una cama de hielo. El animal fue sacrificado cortando la
aorta. Con ayuda de una espatula se ejercié una presion moderada y sostenida a lo largo del
intestino delgado, para desprender la mucosa intestinal obtenida de los tres ejemplares, la cual
se colecté y homogeneizd en partes en un homogeneizador Dounce de 7 mL con una solucién
de manitol 300 mM, EGTA 5 mM, Tris-Cl 2 mM pH 7.4 y PMSF 0.1 mM (Esta mezcla comprende
la solucién 1). En todos los casos el PMSF se agregd justo antes de usar la solucion. El

homogenado se llevd a 65 mL con solucion 1, se diluyé con 65 mL de agua desionizada y se
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adicionaron 18 mL de MgCl2 100 mM, con lo cual las membranas basolaterales y gran parte de
la porcion intracelular se congregan. Esta mezcla se agité durante 15 min con la ayuda de una
parrilla de agitacién y su respectivo magneto. Todas las soluciones se mantuvieron a una

temperatura de 4 °C (Figura 5).

La mezcla fue centrifugada a 1,600 g durante 15 min, a 4 °C. El precipitado fue descartado y el
sobrenadante se centrifugd nuevamente a 20,000 g durante 30 min a 4 °C. De la centrifugacion
anterior se descartd el sobrenadante y el precipitado fue suspendido manualmente en 30 mL
de una solucién de manitol 150 mM, EGTA 2.5 mM, Tris:Cl 6 mM pH 7.4 y PMSF 0.05 mM de
a 4°C (esta mezcla comprendia la Solucion 2), para esta solucion se repitid un proceso de
precipitacion adicionando 4 mL de MgClz2 100mM y agitandola durante 15 min con la ayuda de
una parrilla de agitacién y su respectivo magneto. Posteriormente se centrifugd la mezcla a
1,600 g durante 15 min. Se descarto el precipitado y se colecto el sobrenadante, mismo que se
centrifugd nuevamente a 20,000 g durante 30 min. Se descarté el sobrenadante y el precipitado

(fuente de enzima) fue suspendido en amortiguador de fosfatos NaPO4 0.1 M pH 6.8.

6.4 Actividad in vitro de a-glucosidasa

La actividad a-glucosidasa fue determinada de acuerdo con el método de Matsui y
colaboradores (1996), el cual se basa en la liberacion de 4-nitrofenol del p-nitrofenil-a-D-
glucopiranésido (p-NPG). La mezcla de reaccién tenia un volumen total de 250 uL y contenia:
amortiguador de fosfato de sodio NaPO4 0.1 M pH 6.8, p-NPG 2.3 mM, y fuente de enzima. Se
realizaron ensayos previos para ajustar un volumen de enzima equivalente a una actividad de
0.06 unidades de absorbancia por minuto. El ensayo se llevd a cabo en microplaca de 96 pozos
y la reaccion fue iniciada con la adicién de enzima. El cambio de absorbancia a 405 nm fue
monitoreado durante 5 minutos (a intervalos de 30 s) con un lector de microplacas EIx800

(BioTek). El ensayo se realiz6 por triplicado

6.5 Determinacion de Clso y Ki in vitro
Los ensayos para determinar la existencia de efecto inhibitorio por parte del NDGA y/o EE de

L. tridentata fueron llevados a cabo de acuerdo con la metodologia descrita en la seccion 6.4
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con la adicion de distintas concentraciones de NDGA (Sigma-Aldrich) 6 EE de L. tridentata en

las mezclas de reaccion dentro de los siguientes rangos:

-Para el NDGA se probaron concentraciones entre 0.264-122 ug - mL"’
-Para el EE de Larrea tridentata se probaron concentraciones entre 4.84-1,000 ug - mL""’
-Como control positivo de la inhibicion de a-glucosidasas se emplearon concentraciones de

acarbosa entre 50 -16,000 ug - mL™".

El valor de Concentracion inhibitoria 50 (Clso) expresa la concentracion de inhibidor necesaria
para reducir al 50% la actividad enzimatica; estos valores fueron calculados por el método
grafico, se realizd también una prueba de ANOVA con post-hoc de Bonferroni para determinar
si existian diferencias significativas con un a de 0.05 entre las Clso para los distintos inhibidores.
Adicionalmente se llevo a cabo el célculo de Ki (constante de inhibicion) por el método de Brandt
y colaboradores (1987), que demuestra que en inhibicidén competitiva, Ki = Clso/3, mientras que

para inhibicion no competitiva, Ki= Clso.

6.6 Determinacion del tipo de inhibiciéon

NDGA y EE de L. tridentata inhibieron la actividad a-glucosidasa de levadura, lo mismo que el
control positivo acarbosa, por lo cual se procedié a determinar el tipo de inhibicion replicando la
metodologia de la seccion 6.4, con la diferencia de que se emplearon concentraciones de p-
nitrofenil-a-D-glucopiranésido (p-NPG) entre 0.1-2.5 mM con las siguientes concentraciones de
inhibidor: Clso de NDGA, Clso de EE de L. tridentata, y Clso de acarbosa. La liberacion de 4-

nitrofenol se monitore6 durante 10 min a intervalos de 40 s.

Los resultados obtenidos fueron graficados de acuerdo con el método de Hanes-Wolf (Hanes,
1932) para la determinacion del tipo de inhibicion. Se obtuvieron los parametros Km y Vmax para
cada caso y se realizdé una prueba de ANOVA con post-hoc de Bonferroni para determinar si
existian diferencias significativas con un a de 0.05 en los parametros obtenidos bajo las distintas

condiciones de estudio.
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Levadura Comercial
200 mg

Agregar 5 mL de NaPO, 0.1 MpH 6.8y
70 mg de sacarosa

Agitar con vortex
durante 30 s

Incubar durante 15
min a Temp. ambiente

|

f Agitalr con \
vortex durante
60 s
X5 |

Mantener en
hielo 120 s

- 1 J

l

Centrifugar a 1600 g
por 5 min

—  Descartar precipitado

. Colectar sobrenadante
(fuente de a-glucosidasas )

Figura 4. Diagrama de flujo de la metodologia empleada para obtener un extracto crudo de
levadura con actividad de a-glucosidasas |

|
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Mucosa de intestino

Homogeneizacion con solucion 1
(65 mL)

Adicion de 65 mL de H,O y 18 mL de MgCl, 100 mM
Agitar por15 min en frio

Centrifugar durante 15 min a

1600 g
L
[ |
Descartar , .
precipitado Centrifugar Sobrenadante a 20,000 g por 30 min
[ | |
Descartar -
sobrenadante Resuspender el precipitado

Agregar 30 mL de Sol. By 4 mL de MgCl, agitar
durante 15 minutos a 4°C

Centrifugar a 1600

g por 15 min
[ : |
Descartar Centrifugar sobrenadante
precipitado a 20,000 g por 30 min

—— Descartar sobrenadante

Resuspender precipitado
(fuente de a-glucosidasas Il)

Figura 5. Diagrama de flujo de la metodologia empleada para obtener una fraccion de
microvellosidades de intestino con actividad de a-glucosidasas Il.
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6.7 Identificacidon y cuantificacion de NDGA en L. tridentata.

Para determinar la presencia y cantidad de NDGA en el EE de L. tridentata se utilizé la técnica
de cromatografia en capa fina (TLC, por sus siglas en inglés). Como estandar se corrié una
solucion de NDGA (Sigma-Aldrich con un grado de pureza = al 97%) a una concentracion de 1
mg - mL-! de etanol (C2HeO).

Para realizar la curva de calibracion de NDGA de la solucién estandar se tomaron alicuotas de
los siguientes volumenes: 0.5, 2.5, 5, 7.5y 10 uL, que se aplicaron en los carriles 1-2, 3-4, 6-7,
9-10 y 11-12, respectivamente; la muestra a resolver fue una solucion del EE de L. tridentata a
una concentracion de 5 mg - mL-! de etanol, de la cual se colocaron 3 yL en el carril 5y 8. Las
alicuotas fueron aplicadas con el equipo CAMAG ATS 4® sobre una placa de 10 - 10 cm de
silica gel (MERCK) con diametro de poro de 60 A y grosor de capa de 250 um adherida a una
superficie de vidrio. Cabe sefialar que la placa fue pre-eluida con metanol (CH3OH) y

posteriormente activada a 120° C durante 20 minutos.

El desarrollo de la placa se llevé a cabo en una camara horizontal (CAMAG), la fase movil
contenia Hexano (CeH14), Cloroformo (CHCI3) y Acetato de etilo (C4HsOz2) en proporcion 2:4:6,
la distancia de migracion fue de 70 mm. La placa fue escaneada en un densitdmetro CAMAG
TLC Scanner 3® en distintas longitudes de onda entre 200-400 nm (en saltos de 20 nm), los
resultados se analizaron con el software winCATS Planar Chromatography Manager (CAMAG)
para determinar el Rf (parametro que es igual a la distancia recorrida por la muestra - la distancia
recorrida por el solvente o fase movil"') del NDGA vy la longitud de onda (A) a la cual presenta
mayor absorbancia. Para constatar que la muestra de L. tridentata tuviera NDGA se procedi6 a
obtener el espectro de absorcion de todos los carrilles (190-400 nm, en saltos de 1 nm), acotado

al Rf obtenido para el NDGA. Los resultados fueron graficados.
Posteriormente, la placa se asperjé de manera uniforme con una soluciéon de cloruro férrico

(FeCls) 0.1% m/v (ampliamente utilizado en pruebas colorimétricas para identificar grupos
fenoles). La placa derivatizada fue escaneada en longitudes de onda que van de 400-800 nm
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(a intervalos de 50 nm), los resultados fueron analizados por el software winCATS Planar

Chromatography Manager (CAMAG®) para:

-ldentificar la longitud de onda (A) a la cual el NDGA presenta mayor absorbancia (una vez

derivatizada la placa).

-Obtener la curva de calibracion con los estandares de NDGA (a través de la regresion

polinébmica de area bajo la curva).

-Determinar la cantidad de NDGA en el EE de L. tridentata al compararlo con la curva patrén de
NDGA.

|
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7 RESULTADOS

7.1 Actividad in vitro de a-glucosidasa

Inicialmente se evalud la actividad del extracto de levadura para verificar que la concentracion
de enzima en el ensayo tuviera una relacién lineal con la velocidad inicial medida como cambio
de absorbancia a 405 nm por minuto. Se observo una correspondencia lineal de la actividad de
a-glucosidasa (figura 6) a medida que aumenta la concentracion de extracto de levadura (fuente

de a-glucosidasa |) entre actividades de 0 y 0.3 unidades de absorbancia por minuto.

Dicho resultado nos indica que la fuente de a-glucosidasas | era confiable para continuar con
los procedimientos posteriores; dado lo cual, a partir de este ensayo se realizd el calculo para
determinar el volumen de extracto que diera una actividad de 0.06 unidades de absorbancia por
minuto para la determinacién de los Clso de Acarbosa, NDGA y EE de L. tridentata. Para los
ensayos de determinacion del tipo de inhibicion el cambio de absorbancia por minuto se ajusté

a 0.2 unidades de absorbancia por minuto.

0.25 +

0.15 +
y =0.0134x-0.0105

(] R?=0.9593

A Abs - min-
o
[EEN

0.05 T

0e i i i i i
10 15 20 25

4
(2]

-0.05 -~
ML de extracto de levadura - 250 pL-1

Figura 6. Relacion entre actividad de a-glucosidasa y el volumen del extracto de levadura.
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La figura 7 muestra que la actividad a-glucosidasa de la fraccién de microvellosidades de
intestino de rata aumenta de manera lineal a medida que la cantidad de enzima en el ensayo
se eleva. Tal como en el caso de la actividad a-glucosidasa del extracto de levadura, los
resultados de la actividad a-glucosidasa de la fraccién de microvellosidades permitieron realizar
los calculos correspondientes para ajustar la velocidad de actividad enzimatica en los ensayos

posteriores.

Se observa que la velocidad fue mayor para la actividad enzimatica de levadura, esto no es de
sorprender dado que el sustrato utilizado (heterosustrato) es hidrolizado mas rapidamente por

a-glucosidasa | con respecto a a-glucosidasa Il.

0.03 T
0.025 +

0.02 +

0.015 + y =0.0005x + 0.0078

R?=0.9117

A Abs - min-

0.01 + °

0.005 +

0 I I I I I I I I I
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ML de fraccion de microvellosidades- 250 pL-

Figura 7. Relacién entre actividad de a-glucosidasa y el volumen de la fraccion de

microvellosidades intestinales.
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7.2 Clso in vitro de a-glucosidasa de levadura

En la figura 8 se presentan las curvas de inhibicion, el eje de las ordenadas corresponde al
porcentaje de actividad enzimatica obtenida bajo diferentes concentraciones de acarbosa,
NDGA y EE de L. tridentata. Las pendientes del EE de Larrea tridentata y de NDGA son
similares, mientras que la de acarbosa es menor. Claramente se observa que el NDGA es un
inhibidor potente de a-glucosidasa de levadura, mientras que acarbosa es el mas débil (nétese
que el eje de las abscisas se presenta en escala logaritmica, esta transformaciéon permite
realizar mas rapidamente el calculo grafico de la Clso). La inhibicién de a-glucosidasas | seria
de utilidad para aplicaciones agroquimicas o biocidas, dado que inhibe el metabolismo de
carbohidratos. L. tridentata también ejercié una inhibicion considerable, aunque a mayores

concentraciones (aproximadamente un orden de magnitud mayor).
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levadura (%)

0 ' I
0.1 1000 10000 100000
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Figura 8. Determinacion de la concentracién inhibitoria 50 (Clso) para Acarbosa (e), NDGA (A) y
EE de L. tridentata (m) sobre la actividad a-glucosidasa del extracto levadura (Saccharomyces

cerevisiae); glucosidasa I.
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El valor de Clso nos muestra de manera clara la eficiencia de inhibicion de algun compuesto
sobre la actividad enzimatica, como era de esperarse (segun el grafico anterior), NDGA
presenta una Clso mas pequefia, mientras que acarbosa presenta el valor de Clso mas elevado,
los valores precisos de Clso para estos tres inhibidores pueden ser consultados en la tabla 3

(recuérdese que estos resultados son validos Uunicamente para a-glucosidada de levadura).

Tabla 3. Concentraciones inhibitorias 50 para a-glucosidasa de levadura obtenidos para cada uno
de los inhibidores ensayados. Los valores son media * DS (n = 3). Letras distintas denotan

diferencias significativas (P<0.05, ANOVA y Bonferroni).
Clso (pg - mL")
Acarbosa 579 £ 33.6a
NDGA 1.75+0.4b
EE de L. tridentata 15+ 2.5¢

7.3 Clso in vitro de a-glucosidasa de intestino de rata

El ensayo para identificar la Clso de los compuestos evaluados evidencié que el NDGA y EE de
L. tridentata no ejercen inhibicidon sobre la actividad a-glucosidasa de la fraccion de
microvellosidades, mientras que para el control positivo (acarbosa) se determin6 una Clso de
23.6 ug de acarbosa - mL™" (ver figura 9). La Clso de acarbosa fue mas de 20 veces menor con
respecto a la obtenida para el mismo inhibidor, pero sobre la actividad a-glucosidasa de
levadura, esta diferencia podria ser explicada como consecuencia de la estructura de dicho
inhibidor, ya que asemeja a una tetramaltosa (es decir, una configuracion de sustrato

homogéneo).
El hecho de presentar valores de Clso tan dispares refleja que entre los sitios activos de ambas

familias (a-glucosidasas | y Il) existen diferencias importantes, e incluso, como sefala Kimura

(2000), las a-glucosidas Il reconocen preferentemente la estructura maltosil.
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Figura 9. Determinacion de la concentracién inhibitoria 50 (Clso) para para Acarbosa (e), NDGA
(A) y extracto etandlico de L. tridentata (m) sobre la actividad a-glucosidasa de la fraccion de

microvellosidades de rata (a-glucosidasa lIl).

7.4 Tipo de inhibicién

Conocer el tipo de inhibicidon es de suma importancia para entender el comportamiento de las
enzimas, ademas, tiene implicaciones importantes acorde a las distintas aplicaciones de un
inhibidor; por ejemplo, en el disefio y eficacia de productos farmacéuticos. Para la determinacion
del tipo de inhibicién se ensayaron distintas concentraciones de p-NPG (sustrato) en presencia

y ausencia de una concentracion fija de inhibidor.

La curva resultante se linearizé por el método de Hanes-Wolf. En dicho grafico la pendiente
equivale a 1/Vmax y la abscisa al origen corresponde a -Km. En este tipo de grafico, una inhibicién
competitiva se refleja con lineas de pendientes similares, mientras que los interceptos en la

abscisa resultan dispares. En una inhibicién no competitiva los resultados esperados son Vmax
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distintas y Km iguales o muy similares. Graficamente el tipo de inhibicién para acarbosa
corresponde al tipo competitivo (Fig. 10A), mientras que para NDGA y EE de L. tridentata se
aprecia una inhibicion del tipo no competitivo (Fig. 10 B y C, respectivamente). Cabe mencionar
que el calculo de las variables Km y Vmax se realizaron acorde al analisis del mismo tipo de

grafico.

Tal como se menciona al principio de esta seccién determinar el tipo de inhibicion permite
conocer aspectos del acoplamiento enzima-inhibidor. En una inhibicién competitiva el inhibidor
se une en el sitio activo de la enzima, mientas que en una inhibicion no competitiva el inhibidor
generalmente se une a un sitio distinto del sitio activo y reduce o impide que la enzima lleve a
cabo la catalisis. Otro aspecto importante es que el efecto de inhibidor competitivo (como lo es
la acarbosa) puede ser revertido con el aumento en la concentracion de sustrato; mientras que
un inhibidor competitivo (NDGA, acorde con este trabajo), ejerce el mismo efecto de manera

independiente a la concentracidn de sustrato.
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Figura 10. Determinacién del tipo de inhibicion inducido por Acarbosa (A), NDGA (B) y EE de L.
tridentata (C) sobre la actividad a-glucosidasa del extracto de levadura (Saccharomyces
cerevisiae), las curvas fueron linearizados por el método de Hanes-Woolf.
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Adicionalmente se realiz6 la curva de saturacion de sustrato para identificar que el
comportamiento de la actividad enzimatica mostrara una cinética del tipo Michelis-Menten
(figura 11), la saturacion de a-glucosidasa del extracto de levadura se obtiene a una

concentracion de p-NPG de 2.5 mM (con una actividad inicial equivalente a 0.2 unidades de

absorbancia por minuto).
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Figura 11. Comportamiento cinético Michaelis-Menten de la actividad a-glucosidasa del extracto

de levadura.

Los resultados de la prueba de ANOVA con post-hoc de Bonferroni se reportan en la Tabla 4.
Estadisticamente las Vmax calculadas en presencia de NDGA y EE de L. tridentata) son
diferentes de la obtenida en ausencia de inhibidor, indicando una inhibicion no competitiva. Vmax
en presencia de acarbosa es distinta a Vmax en ausencia del inhibidor, sin embargo, la
apreciacion grafica y la literatura refieren a la acarbosa como un inhibidor competitivo; esta
diferencia puede atribuirse a que no se usd a-glucosidasa pura. Por otro lado, las Km's

calculadas con NDGA y con el EE de L. tridentata no son estadisticamente diferentes con
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respecto a Km obtenida sin inhibidor (Tabla 4). Estos resultados de Vmax diferentes y Km iguales
son los esperados para una inhibicion no competitiva tanto para NDGA como para el EE de
Gobernadora (lo anterior es valido para la actividad a-glucosidasa del extracto de levadura). En
el caso de acarbosa, la Km obtenida fue significativamente diferente de la obtenida en el ensayo
sin inhibidor. Este comportamiento es caracteristico de una inhibicion competitiva, la cual

coincide con lo publicado para este inhibidor.

Tabla 4. Valores de Km, Vmax ¥ Ki obtenidos en ausencia y presencia de cada uno de los
inhibidores de a glucosidasa de levadura. *Diferencia significativa respecto al mismo parametro

del ensayo en ausencia de inhibidor. Se presentan medias * DS.
Vmax (abs . min'1)

Sin inhibidor 0.65+0.03 0.302+0.007 -—=-
Clso Acarbosa 2.58+0.17* 0.342+0.014* 193 (0.299mM)
Clso NDGA 0.54+0.05 0.153+0.017* 1.75 (0.0058mM)

Clso EE de L. 0.42+0.02* 0.069+0.004* 15

Ki (Mg - mL ensayo™)

tridentata

Las Ki calculadas se presentan en la Tabla 4, la Ki de NDGA es la mas baja, mientras que la del
extracto de L. tridentata es casi 10 veces mayor que la de NDGA. La Ki de acarbosa fue 2
ordenes de magnitud superior a la de NDGA. La K| calculada para acarbosa, a partir de su ICso
(23.6 ug-mL-") en el ensayo de actividad de a-glucosidasa de intestino de rata fue de 7.9 ug-mL-
1(0.05 mM), 24 veces menor con respecto a la Ki de acarbosa con a-glucosidasa de levadura.
Los resultados anteriores son prometedores para la posible aplicaciéon del NDGA y del EE de L.
tridentata como agente biocida y/o insectida ya que inhibe fuertemente la actividad de a-

glucosidasa I.

7.5 Presencia y cantidad de NDGA en L. tridentata

Para determinar el Rf y la longitud de onda a la cual el NDGA presenta mayor absorbancia se
realizo el escaneo de la placa de 200-400 nm (a saltos de 20 nm), el Rf obtenido fue de 0.26
(recordemos que la composicion de la fase movil fue: CsH14, CHCIl3 y C4HsO2 en proporcion

2:4:6) y la longitud de onda a la cual presenta mayor absorbancia fue de 200 nm. El espectro
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de absorcion realizado entre 190-400 nm (a saltos de 1 nm) confirmé la presencia de NDGA en

el EE de L. tridentata. Estos resultados se pueden apreciar graficamente en las figuras 12y 13.

Figura 12. Muestra la absorcion del NDGA a distintas longitudes de onda. La concentracion de
NDGA que se presenta corresponde a la alicuota de 10 pL (de una solucion con concentracion de
1 mg-mL""). Como se indica en el texto la longitud de onda a la cual el NDGA presenté6 mayor

absorcion fue 200 nm y un valor Rf de 0.26.

|
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Figura 13. Muestra el espectro de absorcion de 190-400 nm (a saltos de 1 nm), * indica que la
alicuota fue tomada de una solucién de NDGA con concentracién de 1 mg-mL". Las alicuotas de
EE de L. tridentata fueron tomadas de una solucién con concentracion de 5 mg-mL™'. Dada la
similitud de los espectros de absorcion del estandar con respecto a la muestra de L. tridentata

se confirma la presencia de NDGA en la misma.

La placa revelada se escanedé nuevamente y se obtuvo maxima absorciéon del NDGA
derivatizado a una longitud de onda de 620 nm, en la figura 14 se muestra el resultado. En la
fotografia de la placa derivatizada (figura 15) y la lectura de todos los carriles a 620 nm (figura
16), es posible observar otros compuestos con grupos fenoles (esto de acuerdo con el revelador
usado) y la presencia de NDGA comparado con un carril con solucion estandar de NDGA en un
Rf de 0.26.

|
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Figura 14. Muestra la absorcion del NDGA derivatizado con FeCl; 0.1% m/v a distintas longitudes
de onda (400-800 nm). La concentracion de NDGA que se presenta corresponde a la alicuota de
10 pL (de una solucién con concentracion de 1 mg-mL™"). La longitud de onda a la cual el NDGA

derivatizado presenté mayor absorcion fue 620 nm.

Figura 15. Fotografia de la
placa derivatizada con FeCl3
0.1% ml/v, en el carril 1y 4 se
desarrollaron alicuotas de 3
ML de una solucién stock de
EE de L. tridentata 5 mg-mL"

|
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Figura 16. Perfil de absorbancia a 620 nm de los carriles con estandar de NDGA y la muestra (EE
de L. tridentata). * indica que la alicuota fue tomada de una soluciéon de NDGA con concentracion
de 1 mg-mL". Las alicuotas de EE de L. tridentata fueron tomadas de una soluciéon con
concentracion de 5 mg-mL™". De acuerdo con el derivatizador usado, los picos en la grafica
denotarian la presencia de NDGA en un Rf de 0.26; ademas de otros compuestos con grupos

fenodlicos a distintos Rf.

Como se menciona en la seccion de materiales y métodos la evaluacion de los distintos
volumenes de alicuotas del estandar se realiz6 con la finalidad de obtener una curva de
calibracion del NDGA a través de la regresion polindmica de area bajo la curva para cuantificar
la cantidad de NDGA presente en la alicuota de EE de L. tridentata. El coeficiente de correlacion
para la curva con 5 volumenes de NDGA: 0.5, 2.5, 5, 7.5 y 10 yL que equivalian a 0.5, 2.5, 5,
7.5, y 10 pg, respectivamente; y la muestra de L tridentata (5 pL) fue de 0.991. La ecuacion

ajustada resultante de la regresion fue:

Y = 3517.48 + (15.21 - x) + (—0.001 - x?)
|
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La estimacion de la concentracién de NDGA en el EE de L. tridentata de acuerdo a este ajuste
es 0.1 yg de NDGA por cada ug del EE de L. tridentata, o dicho de otra forma, el 10% del EE

de L. tridentata es NDGA. En la figura 17 se muestra la grafica resultante.

Figura 17. Curva de calibracion de NDGA obtenida por regresiéon polinémica de area, del estandar
de NDGA (cruces negras) fueron duplicados de 0.5, 2.5, 5, 7.5, y 10. Las cruces rojas
representan las alicuotas de 3 pL de una solucién stock de EE de L. tridentata 5 mg-mL"'; de

acuerdo con estos resultados se determiné que el EE de L. tridentata contiene el 10% de NDGA.

|
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8 DISCUSION

De acuerdo con los resultados obtenidos es posible sefialar que el NDGA inhibe in vitro la
actividad a-glucosidasa de levadura (tipo 1), pero no la de glucosidasa de mamifero (tipo II).
Sato y colaboradores (2001) reportan al NDGA como un inhibidor de a-glucosidasas I, con una
Clso de 0.5 pg de NDGA - mL-', mientras que el valor Clso en nuestro ensayo fue de 1.75 ug de

NDGA - mL, lo cual es muy parecido.

Los valores de Clso para un mismo compuesto pueden diferir entre distintos investigadores
debido a diferencias en las condiciones de reaccion, para dicha limitante conviene calcular la
Ki. En nuestro caso, la Ki obtenida para el NDGA es considerablemente menor con respecto a
la Ki obtenida para acarbosa (siendo esto valido para actividad de a-glucosidasa de levadura).
El valor de la Ki de acarbosa sobre la actividad a-glucosidasa de mamifero fue hasta 24 veces
menor con respecto a la que se obtuvo sobre la actividad a-glucosidasa de levadura, siendo
indicativo de que acarbosa se une con mayor afinidad a a-glucosidasa Il, este hecho puede
deberse en gran parte a las diferencias entre ambas familias de glucosidasas. Inclusive, Kimura
(2000) indica que a-glucosidasas Il reconocen preferentemente la estructura maltosil,

recordemos que acarbosa estructuralmente es una tetramaltosa modificada.

Se ha publicado que la presencia de albumina y otras proteinas en el medio previenen la
inhibicion ejercida por el NDGA sobre la glucosidasa de levadura, este efecto modifica la Clso
incrementandola hasta 460 veces (Sato et al., 2001). El uso del extracto de levadura en lugar
de enzima purificada tuvo como propdsito evaluar el comportamiento inhibitorio del NDGA en
una mezcla heterogénea de proteinas (extracto de levadura), lo cual cobra relevancia si
consideramos que es practicamente nulo el escenario en donde enzima y sustrato se
encuentren aislados de otras proteinas a las cuales pueda unirse el NDGA (Sato et al., 2001).
Como consecuencia, cuando se intentan conciliar resultados obtenidos in vivo con los obtenidos
in vitro generalmente surgen discrepancias en dichos valores que pueden ser incluso de uno o
mas ordenes de magnitud. En el caso de levadura, aparentemente no hay proteinas en el

homogenado que inhiban el efecto del NDGA.
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El EE de L. tridentata también inhibi6 la actividad a-glucosidasa de levadura, este resultado se
atribuye completamente a su contenido de NDGA. Segun la concentracion reportada de NDGA
para L. tridentata es del 10-15% del peso seco (Hyde et al., 2005; Arteaga et al., 2005). El valor

experimental que obtuvimos se corresponde con un 10% de NDGA en el EE de L. tridentata.

Conviene mencionar que de acuerdo con los resultados de la TLC la inhibiciéon de la actividad a-
glucosidasa de levadura por el EE de L. tridentata puede atribuirse por completo a su contenido de
NDGA, pues se determiné que la concentracion de NDGA en el extracto era del 10%. Este se relaciona
directamente en los valores de Clsy de 1.75 y 15 ug - mL™' para NDGA y el EE de L. tridentata,

respectivamente.

Asi mismo, la Vmax disminuyé mas que con NDGA y la Km en presencia del inhibidor fue menor.
Estos resultados no coinciden del todo con una inhibicidén no competitiva, aunque el grafico si
semeja este tipo de inhibicion. Quizas la interaccion o presencia de otros componentes del
extracto (en este trabajo se reportan la presencia de al menos otros tres compuestos que
contienen grupos fenoles en su estructura), que incluye isémeros del NDGA, ademas de
flavonoides (Sing et al., 2015), sean la causa de este comportamiento. Solo otros estudios,

como fraccionamiento del extracto, podran responder a estas diferencias.

La inhibicion de a-glucosidasas | por accion del EE de L. tridentata refleja posibles futuras
utilidades para el control de organismos que expresen a-glucosidasas tipo |, como en levaduras,
insectos y bacterias, dado que evitaria la disponibilidad de los carbohidratos para los
organismos mencionados. El NDGA se ha reportado como bactericida, fungicida e insecticida
(Arteaga et al., 2005); este trabajo sefiala que la inhibicién de a-glucosidasas | es al menos uno
de los mecanismos por los cuales el NDGA ejerce su accion biocida, y que el EE de L. tridentata

pudiera emplearse para este fin.

La mayor parte de los inhibidores comerciales de a-glucosidasas ejercen una inhibicién
competitiva (Bischoff, 1994; Bischoff, 1995; Lebovitz, 1997; Kimura et al., 2004), tal es el caso
para acarbosa y miglitol (Lebovitz, 1997). Los graficos de Hanes-Wolf y parametros cinéticos
obtenidos para el tipo de inhibicion en el caso del NDGA y del EE de L. tridentata son
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caracteristicos de una inhibicion no competitiva, es decir, el NDGA se une a una region distinta

al sitio activo.

El hecho de que el NDGA se comporte como inhibidor no competitivo representa una ventaja
sobre los inhibidores competitivos, dado que la concentracion para inhibir a la enzima se
comporta de manera independiente a la concentracion de sustrato, mientras que para el caso
de un inhibidor competitivo su efectividad depende en gran medida de la concentracion del
sustrato, debido a que los efectos de un inhibidor competitivo se revierten al aumentar la

concentracion de sustrato.

Para determinar si el NDGA inhibe la actividad de a-glucosidasas Il de la fraccion de
microvellosidades de intestino de rata se uso6 inicialmente homogenado de epitelio intestinal,
Sin embargo, el NDGA no inhibi6 la actividad de a-glucosidasas del homogenado (resultados
no mostrados). Para evitar que otras proteinas en el homogenado bloquearan la accion del

NDGA, se obtuvo una fraccién enriquecida en microvellosidades.

No obstante, a pesar de que en la fraccion enriquecida se evaluaron concentraciones de NDGA
incluso mas altas que en el caso del extracto de levadura, tampoco hubo inhibicion. Este

escenario puede interpretarse al menos de dos formas:

1. EI'NDGA no inhibe la actividad de a-glucosidasas Il. Entre enzimas a-glucosidasas | y Il
existen diferencias en la eficiencia catalitica registrada con distintos tipos de sustrato,
condicién que es consecuencia de que ambas familias de a-glucosidasas presentan una
estructura primaria distinta, con apenas un 20% de similitud (Chiba, 1997; Kimura, 2000;
Kimura et al., 2004). Estas diferencias pudieran implicar que en a-glucosidasa Il no existe

el sitio de union para que el NDGA induzca la inhibiciéon, como en la a-glucosidasa |.

2. En la fraccion enriquecida en microvellosidades existen aun proteinas que interactuan

con el NDGA y previenen que la inhibicion se lleve a cabo.
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Tal y como se menciona al principio de este trabajo (antecedentes), L. tridentata es usada
en el tratamiento de DM por comunidades del nor-oeste de México y sur-oeste de
Estados Unidos (Winkelman., 1986; Arteaga et al., 2005; Alarcon-Aguilar y Roman-
Ramos, 2005). Al identificar que el NDGA (principal metabolito de la Gobernadora) habia
sido reportado como inhibidor de a-glucosidasas (Sato et al., 2001), se supuso que la
utilidad de L. tridentata en el tratamiento de la DM podria deberse, al menos en parte, a
dicha propiedad. Lo anterior no se descarta por completo, y se sugiere realizar las

siguientes pruebas:

-Evaluar in vitro el efecto del NDGA sobre una preparacién de a-glucosidasa Il pura para
evitar que otras proteinas protejan a la a-glucosidasa Il de la inhibicion por NDGA. También
de manera indirecta se podria ensayar si la actividad a-glucosidasa | de levadura adicionada
al medio con microvellosidades u homogenado de epitelio intestinal deja de ser inhibida por
NDGA.

-Analizar la posibilidad de que la inhibicibn por NDGA ocurra utilizando como sustrato
maltosa o sacarosa, dado que a-glucosidasa Il es mas afin a sustratos homogéneos (p.ej.
maltosa) que a sustratos heterogéneos (p-NPG), mientras que para a-glucosidasas | la
afinidad a sustratos es inversa (Kimura, 2000; Kimura, 2004). Vale la pena recordar aqui
que acarbosa inhibe tanto la actividad de a-glucosidasa | como la de la Il. Sin embargo, en
este estudio, la Clso para a-glucosidasa | fue 24 veces mayor con respecto a la de la a-

glucosidasa Il.

-Realizar pruebas en modelos animales de diabetes de tolerancia a glucosa y maltosa, con
y sin la administracion de NDGA o EE de L. tridentata. Si los resultados de la prueba de
tolerancia a la glucosa y maltosa reflejaran un efecto hipoglucémiante del NDGA y EE de L.
tridentata sobre ambos sustratos (y que el efecto hipoglucemiante sea cuantitativamente
similar para maltosa y glucosa), entonces podriamos concluir que el efecto hipoglucémico
observado por el NDGA no se debe a que se comporte como un inhibidor de a-glucosidasas
II, por lo que su mecanismo hipoglucemiante habria de ser uno distinto, como por ejemplo,

la sensibilizacion de los tejidos periféricos a la insulina (Reaven, 1999). Sélo si se observara
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un efecto hipoglucémico mayor en la prueba de tolerancia a maltosa, que en la de glucosa
podriamos deducir que el efecto observado es debido, al menos en parte, a la inhibicion de

a-glucosidasas Il de las microvellosidades del intestino.

Nos parece importante seialar que hasta el momento diversos articulos acerca de la utilidad de
inhibidores de a-glucosidasas para el tratamiento de DMII evaluan el efecto de los compuestos
prospecto con a-glucosidasa |, generalmente proveniente de levadura (S. cerevisiae),
calificandolos como prometedores para la inhibicion de a-glucosidasas Il del epitelio intestinal
de humanos, sin tomar en cuenta que las enzimas provenientes de ambas fuentes pertenecen
a familias distintas que presentan diferencias en su estructura primaria, y que ambas familias
pueden incluso ser diferenciadas por la afinidad a distintos tipos de sustratos (Kimura et al.,
2004).

En nuestro estudio se utilizé la a-glucosidasa Il de las microvellosidades intestinales. También
seria interesante comparar el efecto del NDGA vy el extracto etandlico de L. tridentata sobre la
actividad de la a-glucosidasa lisosomal (enzima relacionada con la enfermedad de Pompe y
también conocida como a-glucosidasa acida). Se ha determinado que existe homologia entre
a-glucosidasa intestinal y a-glucosidasa lisosomal, pero cada una tiene una actividad éptima a
distintos valores de pH, siendo un valor de 7 para a-glucosidasa intestinal y pH 4 a 5 para a-
glucosidasa lisosomal. Los aminoacidos cataliticos (residuos de acido aspartico) se encuentran
conservados en ambas versiones de la enzima. Aun asi, es posible que NDGA inhiba esta forma
de glucosidasa Il. Se ha demostrado que acarbosa inhibe ambas formas de la enzima (Miyahara
et al., 2004; Jockovi¢ et al., 2013).
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9 CONCLUSIONES.

e NDGA y extracto etandlico de L. tridentata inhiben in vitro la actividad a-glucosidasa de
levadura, siendo la inhibicion no competitiva.

e La Clsode NDGA sobre la actividad a-glucosidasa | es alrededor de 300 veces menor
comparada con la Clso de acarbosa para la misma enzima, bajo las condiciones del
presente ensayo.

e NDGA no inhibi6 la actividad a-glucosidasa Il de la fraccion de microvellosidades de
intestino.

e La Clso de acarbosa fue hasta 24 veces mayor para a-glucosidasa | que para
a-glucosidasa Il.

e EI 10% de cada gramo de extracto etandlico de L. tridentata es NDGA

|
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