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RESUMEN

Este Trabajo Especial de Grado representa un aporte en el area de Productos
Naturales Marinos, a través del estudio de los componentes principales del alga
venezolana Ulva lactuca.

Al alga Ulva lactuca colectada en las costas de la isla de Margarita, se le
realizd un estudio quimico y una evaluacién biolégica. Se prepararon cuatro
extractos principales a partir del material seco, mediante la particion del crudo
metandlico (CM) inicial: EH, ED, EM y EA. Del EM, mediante técnicas
cromatograficas de columna y capa fina, se aislaron tres fracciones principales: EM1,
EM3 y EM4. De EM1 se logré caracterizar un acido graso como constituyente
principal. En EM3 se presume la presencia de dos monosacaridos, uno en forma
libre y otro unido a un glicerol. Finalmente, usando los datos espectroscopicos de
EM4 y realizando ensayos quimicos se pudo inferir la presencia de un monosacarido
como constituyente de esta fraccion (EM4). Todos estos posibles compuestos fueron
caracterizados mediante técnicas de espectrometria de masas y espectroscopia de

resonancia magnética nuclear de protones y de carbonos (RMN 'H- *C).
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Se evaluod el nivel de toxicidad del material, mediante el ensayo en Artemia
Salina. Se aplicé tanto al CM, como a cada uno de los extracto EH, ED, EA y EM.
Los resultados indican un indice de toxicidad moderado para el crudo metandlico, el
cual fue disminuyendo a medida que se realizé la separacion de los extractos. El
extracto metanol-agua, resulté ser el menos toxico de todos con 6,7% de mortalidad.

Se les midi6 la inhibicién de la glucosa-6-fosfatasa al CM, EH, ED, EA y EM.
Para el CM la inhibicion fue de 77% sin histonas y 64% con histonas. En EH se
encontré la mejor inhibicidn con histonas (60%) en comparacion a los demas
extractos. Para ED y EM la inhibicién fue intermedia (cerca de 50%). Y con EA se
obtuvo la mejor inhibicidon sin histonas (66%), pero con muy baja inhibicion con
histonas (17%).
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CAPITULO L.

1.1. INTRODUCCION

A pesar de los grandes avances en medicina, todavia existen enfermedades
que son causa de una gran mortalidad a nivel mundial. Entre estas enfermedades se
encuentran el VIH (AIDS siglas en ingles), diferentes tipos severos de cancer, la
artritis y muchas enfermedades virales. Por otro lado, existen enfermedades para las
cuales se han encontrado curas (por ejemplo tuberculosis) y sin embargo, en
algunos casos, los microorganismos involucrados en dichas enfermedades se han
vuelto resistentes a las terapias establecidas. Por lo antes expuesto, se entiende el
interés y la vigencia en la busqueda de nuevos farmacos, con el fin de tratar
enfermedades que permitan mejorar la calidad de vida humana . En estos
momentos, alrededor de la mitad de todas las medicinas prescritas son extraidas,
derivan o de alguna manera mimetizan compuestos presentes en plantas, animales
y microorganismos, es decir, son de origen natural . Tradicionalmente, las plantas
terrestres han sido la principal fuente de metabolitos secundarios con uso medicinal,
sin embargo, el desarrollo de nuevas tecnologias ha permitido acceder a los fondos
de los océanos, lo cual se ha traducido en un mejor acceso a los organismos
marinos alli presentes. Como consecuencia se ha incrementado la cantidad de
compuestos registrados en el area de productos naturales marinos, muchos de ellos
han mostrado ser bioldgicamente activos, lo cual los hace potenciales candidatos

para el tratamiento de enfermedades humanas P!,

En lo que respecta al area de Productos Naturales Marinos, las
investigaciones realizadas en los ultimos 40 afos estdn empezando a dar sus
resultados. Asi se tiene por ejemplo el Prialt un potente analgésico derivado de las
conotoxinas (péptidos ciclicos de 20 a 30 residuos de aminoacidos) presentes en el
veneno de los conidos marinos ¥; actualmente éste farmaco es empleado en el

tratamiento de dolores cronicos asociado a enfermedades terminales.
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Algunos investigadores sugieren, que estos compuestos presentan actividad
biolégica debido a que han sido desarrollados por los organismos marinos sésiles
cuya unica defensa frente a depredadores y otros organismos que compiten por un

mismo habitat es una defensa quimica .

De todos los organismos marinos con gran auge e incidencia actual como lo
son las esponjas, octocorales, algas, entre otros, en éste trabajo se ha prestado

atencion al estudio de las algas, en particular en el alga verde Ulva lactuca.

Las algas tienen un alto contenido de carbohidratos, proteinas, vitaminas vy
especialmente minerales (hasta 30% por volumen). En las civilizaciones orientales
tradicionalmente se ha reconocido la importancia de las algas como fuente
alimenticia para fortalecer la sangre, el corazén y el sistema circulatorio. Estudios
cientificos recientes han descubierto que las algas tienen efectos antimicrobianos,
antivirales y anti cancerigenos. Se encontré también que el kombu, wakame, nori,
hiziki y otras algas comunes reducen los niveles de colesterol en la sangre,
previenen el desarrollo de la hipertension, arteriosclerosis y mejoran el metabolismo
de grasas. Ademas se ha descubierto que diversas variedades de algas contienen
anticoagulantes sanguineos similares a la heparina, el anticoagulante natural de la
sangre que a menudo se suministra en forma intravenosa a los pacientes cardiacos
para prevenir coagulos. En el Japén se ha demostrado que en las regiones donde
los habitantes consumen mayor cantidad de algas la incidencia de longevidad es
mas elevada. También se pueden utilizar algas en bafos de asiento para ayudar a
aflojar las acumulaciones de grasa y mucosidad en las regiones del bajo abdomen y

las areas reproductoras .

A continuacién se realizara una breve revision bibliografica sobre las algas, su
clasificacién e importancia, dando especial énfasis en las generalidades asociadas al
alga Ulva lactuca, asi como los trabajos quimicos realizados hasta el presente para

dicha especie.
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El alga Ulva lactuca no ha sido estudiada anteriormente a nivel
latinoamericano, es por ello que se plantea realizar un trabajo innovador en cuanto al
estudio de la misma, de manera de poder extraer de ella algunos metabolitos
secundarios importantes. En este caso especifico y debido a que no hay
antecedentes reportados para el género Ulva en contra de la diabetes, se evaluara
la inhibicién de la glucosa-6-fosfatasa de los extractos de hexano, diclorometano,

acetato de etilo y metanol asi como de los principales metabolitos aislados.
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|.2. REVISION BIBLIOGRAFICA

[.2.1. LAS ALGAS

1.2.1.1. Definicion !

El mundo de las algas se divide en distintos grupos filogenéticos, lo cual da
lugar a varias divisiones taxonémicas. En general, las algas se definen de manera
similar a las plantas, organismos fotosintéticos y acuaticos, pero a diferencia de las
plantas no tienen una verdadera raiz, tallo, hojas o tejido vascular y poseen una
forma de reproduccién simple. Se distribuyen generalmente en el mar, en aguas
superficiales y minoritariamente en la tierra. La mayoria son microscopicas, pero

algunas son de gran tamano.

Las algas tienen clorofila y pueden producir su propio alimento mediante la
fotosintesis. Recientemente las algas se reubicaron en el reino protista, que incluye
una variedad de organismos unicelulares, organismos multicelulares simples y
organismos multicelulares eucariota (con nucleos celulares separados con

membranas).

La mayoria de las algas son eucariotas y llevan a cabo la fotosintesis dentro
de estructuras con membranas denominadas cloroplastos. La naturaleza exacta de
estos cloroplastos es diferente segun sea el tipo de alga. Sin embargo, estas
divisiones tienen algunas caracteristicas en comun que las distinguen de otras
divisiones de plantas. Tipicamente, las algas poseen clorofila y son fotosintéticas,
mientras que los hongos y organismos similares (mayoria de bacterias) son
saprofitos o parasitos. Existen algas que pueden ser autotréficas o heterotréficas,
segun sean las condiciones a las cuales estan expuestas. También algunas
bacterias son fotosintetizadoras; sin embargo, normalmente producen azufre o algun
compuesto de azufre como subproducto de su actividad metabdlica, mientras que en

las algas se produce oxigeno. Es mas dificil distinguir ciertas algas de los protozoos
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flagelados. Algunos organismos desnudos e incoloros, asi como algunos otros
portadores de clorofila, pueden ser considerados como algas o como protozoos.
Tipicamente, la presencia de una pared celuldsica rigida en organismos unicelulares
y flagelados es suficiente para clasificarlos entre las algas; pero esto es
estrictamente arbitrario, puesto que muchos flagelados fotosintetizadores no poseen
pared celuldsica. Si se dispone de material en fase de reproduccion, la distincion
entre los grupos de algas y los demas grupos vegetales se hace mucho menos
dificil. Las estructuras reproductoras de las algas son unicelulares, sin capas de

células estériles.

Se distinguen ocho divisiones de algas: Cyanophyta, Chlorophyta,
Euglenophyta, Charophyta, Phaeophyta, Ochrophyta y Rhodophyta, segun Lindorf
(1985).

1.2.1.2. Estructura ©

La organizacion morfolégica de las algas es muy variada: las mas simples son
células solitarias o agregados de células formando colonias y las mas complejas son
pluricelulares. La organizacién unicelular y la colonial se encuentra solamente en
algas de las siguientes divisiones: Cyanophyta, Chlorophyta, Euglenophyta,

Chrysophyta, Pyrrophyta, Rhodophyta.

En las algas de las divisiones Charophyta y Ochrophyta estan ausentes las
formas unicelulares y las colonias. En las primeras cinco divisiones son muy
frecuentes los unicelulares; en las Rhodophyta son mas bien escasos. La
organizacion pluricelular esta presente en todas las divisiones, excepto en las
Euglenophyta. Las formas pluricelulares aparecen como filamentos, pseudotejidos o
tejidos verdaderos. Cuando la organizacién es tisular o pseudotisular el talo puede
ser muy simple o muy complejo, independientemente de su constitucion. Algunas

algas son cenociticas y estan formadas por talos simples o complejos.
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Las algas carecen generalmente de diferenciacién en estructuras vegetativas,
pero existen algunas especies con estructuras vegetativas definidas que se
denominan rizoide, cauloide y filoide, por la analogia con los érganos tipicos de las
plantas vasculares: raiz, tallo y hoja. Los rizoides, cauloides y filoides se han

observado en algas con organizacion tisular, pseudotisular y cenocitica.

Las algas no son plantas de grandes dimensiones, aunque algunas pardas
(Phaeophyta) tienen cuerpos muy grandes. Debido a su habitat y a sus dimensiones,
por lo general pequefas, la conduccion de sales y minerales, asi como el transporte
de productos elaborados no constituyen problema en este grupo, por la cual no
desarrollan tejidos vasculares. Sin embargo, en algunas algas pardas muy grandes

se ha sefialado un tejido conductor de productos elaborados, como el floema.

Los tipos unicelulares de algas frecuentemente poseen la capacidad de
locomocién con la ayuda de uno a o varios flagelos. En relaciéon al tamafo los
flagelos pueden ser de igual longitud y se llaman isocontos, o de largo desigual
llamandose anisocontos o heterocontos. Algunos flagelos estan cubiertos por
apéndices diminutos Illamados mastigonemas o barbulas; este tipo de flagelo se
llama barbulado, en cepillo o plumoso. Los flagelos desprovistos de mastigonemas
se llaman flagelos lisos o en forma de latigo. Las células reproductoras sexuales y
asexuales de las algas pueden ser flageladas, en cuyo caso se denominan zooides,
al igual que los organismos flagelados unicelulares. Los zooides estan presentes en
todas las divisiones, excepto en Cyanophyta y Rhodophyta. En algunas de las

divisiones existen representaciones unicelulares ameboides.

Las algas filamentosas se fijan, por lo general, mediante una célula de
fijacion; las laminares o de otros tipos, sean tisulares o pseudotisulares, se fijan
mediante un sistema de rizoide. Algunas algas macroscopicas viven a la deriva del
mar, como los grandes sargazos, los cuales se mantienen a flote mediante vesiculas

especiales llamadas aerocistes.
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.2.1.3. Reproduccién

Las algas se pueden reproducir sexual y asexualmente. La reproduccion
sexual se lleva a cabo normalmente mediante la produccion de gametos, pudiendo
ser isdbgama, anisbgama y oogama. En los representantes unicelulares los
organismos mismos pueden funcionar como gameto (hologamia). En pocos casos,

como en las algas conjugadas la reproduccion sexual es por somatogamia.

Los gametangios y los esporangios de las algas son tipicamente unicelulares
y, muchas veces, indiferenciados del resto de las células del talo. En algunas
especies los gametos o las esporas se producen en estructuras pluricelulares, pero
en estos casos cada célula se considera un gametangio o un esporangio, segun sea
el caso, y al conjunto se le denomina gametangio o esporangio plurilocular. A
excepcion de los chardfitos, los gametangios de las algas no estan cubiertos por
células estériles. Tampoco los esporangios de las algas tienen cubiertas estériles

protectoras.

En las algas se encuentran los tres ciclos de la vida descritos por las plantas.
El ciclo mas simple que se representa es el haplontico. Se observa en las algas mas
sencillas y es tipico de varias formas filamentosas. El ciclo dipléntico es menos
frecuente presentandose en las diatomeas, en algunas algas pardas y en algunos
otros casos, y el caso haplodiplontico el cual es caracteristico de las algas rojas mas

avanzadas y también es tipico de algunas algas verdes y pardas.

En la mayoria de las algas el cigoto es una estructura de vida libre, pero en
algunas algas pardas como laminaria y géneros afines, el cigoto es retenido sobre el

gametdfito femenino y asi mismo el esporofito en sus primeras etapas de desarrollo.

La reproduccién asexual de las algas muestra gran variedad, pudiendo
desarrollarse mediante zoosporas o aplandsporas, por biparticion, fragmentacion o

propagalos, asi como por fragmentos vegetativos.
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[.2.1.4. Organizacion

Ademas de formas estrictamente unicelulares, se presentan entre las algas

formas coloniales o pluricelulares con estructuras y anatomias a veces convergentes

que se suelen clasificar en los siguientes biotipos:

>

Colonial: Pequenos grupos de unicelulares motiles laxamente agregadas y
mas o0 menos regularmente dispuestas.

Capsoide: Células poco numerosas encerradas en una capsula mucilaginosa
comun.

Cocoide: Unicelulares envueltas en una pared celular.

Palmeloide: Células inmdviles y numerosas encerradas en una cubierta de
mucilago.

Filamentoso: Células formando un encadenamiento, a veces ramificado.
Pseudoparenquimatoso: muy comun en algas rojas (Rhodophyta)
Parenquimatoso: Células formando wun talo, un agregado denso,

pluriestratificado con algun grado de diferenciacion celular.

1.2.1.5. Ecologia

La funcion ecolégica mas conocida de las algas es la produccién primaria, son

los principales productores de materia organica a partir de la inorganica en el mar,

de esta manera la materia organica ingresa a las cadenas tréficas. Este paso puede

producirse por el consumo de algas, la absorcién de nutrientes disueltos de origen

vegetal por otros organismos, o por la descomposicion de éstas.

Hay algas en todos los ambientes acuaticos donde existe luz, unas veces en

el plancton otras en los bentos, pero algunas se encuentran en ambientes terrestres

humedos, como es el caso de algunas algas como el verdin que crece en muros y

cortezas.
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Son notables las algas que forman asociaciones simbidticas con organismos
heterétrofos. Este es el caso de las que forman liquenes en asociacién con hongos.
También de los simbiontes unicelulares que se encuentran en muchos animales

marinos.

Existen formas unicelulares hipertermdfilas (crecen en fuentes termales),
entre las que se encuentran las algas rojas. Son de gran interés bioldgico, porque
esta condicidn es unica entre los organismos eucariontes. Algunas algas eucariontes

unicelulares protagonizan a veces mareas toxicas.

1.2.1.6. Clasificacion

Los taxonomos suelen usar un sistema de clasificacién que las distribuye en
reinos diferentes. Las investigaciones actuales sugieren que existen, al menos 16

lineas filogenéticas, grupos de organismos con un antepasado comun, o divisiones.

Las divisiones de las algas se definen segun determinadas caracteristicas:
La composicién de la pared celular.

Los pigmentos fotosintéticos.

Los productos de reserva.

Los flagelos de las células mdviles.

YV V V V V

La estructura del nucleo, el cloroplasto, el pirenoide, zona del cloroplasto que
participa en la formacion de almidén; y la mancha ocular, organulo constituido

por una gran concentracion de lipidos.

Las algas constituyen un conjunto polifilético, es decir, que sus miembros

estan dispersos entre distintos grupos de parentesco.

PROCARIOTAS: Sdélo un grupo de procariotas ha sido tratado habitualmente

bajo el concepto de algas:
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> DIVISION CYANOPHYTA o CIANOBACTERIA: Las Cyanophyta, cianéfitos o
algas verdeazules, difieren del resto de las algas y demas plantas verdes, por ser
organismos procarioticos y, por lo tanto, el material nuclear y el material fotosintético
no estan delimitados del citoplasma por membranas, también carecen de organelos,

tales como mitocondrias, dictiosomas y reticulo endoplasmatico.

Son algas cosmopolitas, encontrandose en habitat aéreo, terrestre y acuatico;
muchas son constituyentes del plancton, otros son componentes de los liquenes y
algunas conviven con animales inferiores. Un cierto numero de cianobacterias puede
asimilar nitrégeno atmosférico y son conocidas sus asociaciones con hepaticas y

musgos, donde ocupan cavidades especiales.

EUCARIOTAS: Muchos grupos de eucariotas, todos clasificados
habitualmente en el reino Protista, son considerados bajo el concepto de algas. En la
mayoria de los casos coinciden en el mismo clado (rama evolutiva) con formas
heterétrofas que tradicionalmente se han descrito como “protozoos” o como

“hongos” (falsos hongos).

> DIVISION CHLOROPHYTA: Esta es la divisibn mas numerosa de las algas y

se les conoce como algas verdes o clorofitas.

Las algas verdes son adaptables, presentandose tanto en el aire como en el
suelo y en las aguas dulces o marinos como constituyentes importantes del
plancton; algunas son epifitas sobre otras algas o sobre plantas superiores; unas
cuantas son componente de los liquenes y otras viven en el interior de protozoarios,

celenterados y esponjas.

Algunas algas verdes tienen el talo impregnado con carbonato de calcio. La
impregnacion puede ser total o pueden formarse placas quedando porciones del talo
sin recubrir. Las algas calcificadas son importantes en la formacion de arrecifes,

entre otras.
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> DIVISION EUGLENOPHYTA: Las plantas de esta division han sido
asignadas, muchas veces, tanto al Reino Vegetal como al Animal, debido a que
existen representantes verdes autétrofos, asi como también, representantes
incoloros heterétrofos. Los euglendfitos se encuentran en ambientes de agua dulce

rica en materia organica o en aguas salobres o salinas.

En muchos aspectos son similares a los representantes flagelados de las
Chlorophyta, pero se distinguen principalmente por carecer de pared celular, es
decir, que son desnudas; ademas se diferencian por sus flagelos y por el tipo de

carbohidrato de reserva.

> DIVISION CHAROPHYTA: Comprende algas haplontes, abundantes en lagos
y estanques; a diferencia de muchas otras algas que ocupan estos ambientes y son
pocos conspicuas, las Charofitas, en cambio, muestran una complejidad morfologica
notable. Poseen el cuerpo organizado en sistema de nudos y entrenudos, fijado al
sustrato por medio de rizoides. El cuerpo original, derivado de la germinacion del
cigoto, es un filamento con una célula apical que por sucesivas divisiones produce
células nodales e internodales. De las células nodales se producen apéndices de
apariencia similar a hojas pero que, sin embargo, corresponden a ramificaciones
conformadas igualmente por células nodales e internodales. En algunas especies,
células procedentes de los nudos crecen en direccidn ascendente o descendente a
lo largo de la célula internodal adosandose fuertemente a ella, originandose asi una

corticacion. Muchos representantes de esta clase estan fuertemente calcificados.

> DIVISION OCHROPHYTA: Esta divisibn comprende dos clases:
Phaeophyceae y Chrysophyceae. En la clase Phaeophyceae existen sélo cinco
géneros de agua dulce, los restantes son algas marinas. Generalmente se trata de
algas macroscopicas y no existen representantes de organizacion unicelular vy
colonial. Algunas han llegado a formar tejidos verdaderos. Son conocidos también
como algas pardas. Los representantes marinos pueden crecer fijados a rocas o

moluscos en la zona intermareal o vivir flotando en medio del océano, como los
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grandes sargazos que llegan a medir hasta 50 metros; en general, son mas
abundantes en las aguas frias o templadas. Existen también representantes epifitos
de tamafio microscopico. En la clase Chrysophyceae predominan los carotenos y
xantofilas sobre las clorofilas. En este aspecto y otros, tales como la organizacién de
sus tilacoides y el tipo de sustancia de reserva, estas plantas se asemejan a la clase
ya tratada.

> DIVISION PYRROPHYTA: La mayoria de los miembros de esta divisién son
unicelulares pero existen algunos filamentosos o coloniales. Los representantes
unicelulares suelen ser flagelados, aunque también existen formas aflageladas,

hasta ameboides.

La division Pyrrophyta comprende dos clases: Desmophyceae y Dinophyceae,
que se relacionan por los pigmentos y el tipo de sustancia de reserva. Los
representantes flagelados de las dos clases se distinguen por la posicién de los
flagelos y por la constitucion de la pared, en la forma que no es desnuda. En las
Desmophyceae los flagelos son apicales y la pared esta dividida verticalmente en
dos valvas continuas. En los Dinophyceae los flagelos estan inmersos en un surco
que atraviesa transversalmente la célula. La pared no esta dividida en valvas

verticales y es homogénea o consiste de varias placas articuladas.

Las Pyrrofitas son constituyentes importantes del plancton, tanto marino como
de agua dulce; mucho de ellos son téxicos para la fauna acuatica y otros emiten luz,
es decir, presentan el fendmeno de bioluminiscencia. Existen también

representantes simbidticos y parasitos.

> DIVISION RHODOPHYTA: Las Rodofitas se reconocen usualmente por su
coloracion rojiza causada por las bilioproteinas (ficobilinas): ficoeritrina y ficocianina,
por lo que se conocen como algas rojas. Algunas especies marinas habitan las
zonas rocosas de marea, pero la mayoria viven en aguas mas profundas; las

especies de agua dulce crecen en agua mas fria, bien aireada. Dependiendo de la
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proporcion entre las ficobilinas: ficoeritrina y ficocianina, las algas rojas seran de
color rojo sanguineo, verde azulado o hasta negro. Algunas rodofitas cuando estan
expuestos a mucha luz son de color verde parduzco, mientras que en lugares mas
sombrios muestran su color rojo caracteristico; esto ocurre porque la mayor cantidad
de luz destruye la ficoeritrina, mientras que cuando no hay tanta luz la ficoeritrina se
mantiene, enmascarando a la clorofila, este fendmeno es conocido como adaptacion

cromatica.
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Tabla 3. Resumen de caracteristicas y usos de principales de las algas

Alga

Caracteristicas

Usos

Algas rojas

Algas verdes

Algas pardas

Deben su color a un pigmento rojo
llamado ficoeritrina, que oculta la
clorofila.

Son casi exclusivamente marinas,
de aguas templadas y calientes.

Se crian sobre las rocas a poca
profundidad. La mayoria son muy
ramificadas pero no sobrepasan la

longitud de un metro.

Deben su color a la clorofila, a la
gue muchas veces se agregan otros
pigmentos como el caroteno o la
xantéfila, de color anaranjado y
amarillo respectivamente.

Muchas algas verdes viven en los
mares ya sea fijas en las rocas o
flotando libremente. Ej.: lechuga de

mar y pasto de mar.

Se distinguen por su color verde
oliva o también pardo debido a la
ficoxantina, que enmascara a la
clorofila.
Viven sobre las rocas a
profundidades cercanas a los 20
metros.
Ciertas

alcanzar los 30 metros de longitud.

algas pardas pueden

De ellas se extrae el agar-agar, que
se usa en los cultivos de hongos y
bacterias, en la medicina y en la
cosmetologia debido a su valor
proteico. También se utiliza en

confituras, en jaleas y en fotografia.

En algunas regiones del mundo la
ulva y la laminaria son productos
alimenticios, especialmente en
oriente. Es alli donde son utilizadas

para producir gelatinas y sushi.

Se extrae yodo de una variedad de
algas pardas llamada kelp.

Este tipo de algas también sirve
para la obtencién de algina. Esta es
una sustancia proteica compuesta
por acidos alginicos, los cuales
tienen gran importancia en la
industria de los colorantes,
plasticos, aislantes, explosivos y de

telas impermeables.
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[..2.2. DESCRIPCION GENERAL DEL ALGA VERDE ULVA LACTUCA
El alga marina a estudiar en el presente Trabajo Especial de Grado es: Ulva
lactuca. A continuacion se muestra su clasificacion taxondmica asi como una breve

descripcion morfoanatémica de la misma.

1.2.2.1. Clasificacion taxondmica

Figura 1. El alga verde Ulva lactuca (lechuga de mar)

Reino: Protista

Phylum: Chlorophyta

Clase: Chlorophyceae

Familia: Ulvaceae

Orden: Ulvales

Género: Ulva

Especie: lactuca

Clasificacion segun: Linneo 1753

Nombre comun: Lechuga de mar
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.2.2.2. Descripcion morfoanatémica !

Esta alga verde, marina, presenta un talo laminar, suborbicular, mas o menos
lobulado y ondulado, de color verde brillante o ligeramente amarillo-verdoso, fijado al
sustrato por un pequefio disco basal pluricelular con apéndices rizoidales. En corte
transversal se puede observar que toda la lamina esta formada por dos capas de
células semejantes y en las que se encuentra un cloroplasto parietal, provisto de uno

o dos pirenoides. Ulva lactuca se encuentra en todos los mares del mundo.

Aspectos reproductivos: Especie dioica cuyos talos productores de gametos
masculinos (gametdéfitos masculinos) se distinguen de los productores de gametos
femeninos (gametofitos femeninos) por la tonalidad de los margenes de la lamina:
verde amarillento en los primeros y verde oscuro en los segundos. Ambos talos son
haploides y es precisamente en sus margenes donde se localizan Ilos
correspondientes gametangios. Cada gametangio masculino origina 16-32 gametos
flagelados y cada uno de los femeninos 8-16 gametos también flagelados. Los dos
tipos de zoogametos son muy parecidos: piriformes, con un cloroplasto posterior y
dos flagelos iguales en posicidon apical (acrocontos); sin embargo, los masculinos
son ligeramente mas pequefios que los femeninos. La reproduccion sexual es una

tipica anisogamia.

El zigoto formado (ya diploide) presenta durante un cierto tiempo cuatro
flagelos, es decir, cuadriflagelado; posteriormente adquiere una forma esférica,
pierde los flagelos y se fija al sustrato; después de sucesivas divisiones origina un
nuevo talo, morfolégicamente idéntico a los anteriores, pero cuyas células son
diploides. Este nuevo talo (espordfito) es el que produce las esporas de paso
(meidsporas) en los correspondientes esporangios, que se localizan en sus
margenes. En los esporangios, por meiosis, se originan 4 u 8 meidsporas, que, una
vez en el exterior, se proveen de cuatro flagelos en la parte apical y son piriformes
(similares a los gametos pero de mayor tamafo), con un plasto posterior provisto de

un pirenoide. Estas zodsporas dan lugar, una vez fijadas al sustrato, bien a los
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gametdéfitos masculinos o a los femeninos, ya que la determinacion del sexo ha
tenido lugar en la meiosis y las meiosporas estan definidas sexualmente. Bajo
determinadas circunstancias los zoogametos, por partenogénesis (sin fecundacion),

pueden originar gametofitos o espordfitos (en este caso haploides).

En sintesis, Ulva lactuca es un diplobionte, que presenta un ciclo donde
alternan dos generaciones morfolégicamente iguales (digenético isomérfico) y dos

fases nucleares, una haploide y otra diploide (diplohaplofasico).

Tabla 4. Resumen de caracteristicas morfolégicas y microscopicas del alga Ulva

lactuca

CARACTERES MORFOLOGICOS CARACTERES ANATOMICAS

Talo laminar Células poliédricas
Color verde brillante Cloroplasto en forma de copa
(semilunar)

Margen ondulado y finamente Un solo pirenoide

dentado
Fijacion por disco Células orgnizadas en parénquima
Zona basal muy firme La sustancia de reserva es el almidon

Pequefios discos pardos de epifito

[.2.2.3. Composicién quimica de la macroalga Ulva lactuca

Tabla 3. Composicién quimica de la especie Ulva lactuca "
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Constituyente Porcentaje (%)
Proteinas 4,62
Carbohidratos 33,12
Grasas 5,84
Cenizas 31,05
Nitrégeno 0,74
Fosforo 0,089
N/P 8,31

Humedad 88,70
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[.2.3. DIABETES Y MECANISMO DE LA GLUCOSA

1.2.3.1. Definicién '

La diabetes es una enfermedad crénica debida a la deficiencia del pancreas
de producir insulina suficiente para regular el azucar. También se origina cuando el
organismo no es capaz de asimilar la insulina producida. La insulina es una hormona
que regula el azucar en la sangre (glicemia). La hiperglicemia (aumento de la
glicemia) es un efecto frecuente de la diabetes no controlada, y con el tiempo
produce importantes lesiones en muchos sistemas del organismo, y en particular en

los nervios y los vasos sanguineos.

1.2.3.2. Tipos

La diabetes de tipo 1 (antes conocida como diabetes insulinodependiente o de
inicio en la infancia) se caracteriza por una ausencia de la produccién de insulina.
Sin la administracion diaria de insulina exdgena, este tipo de diabetes lleva
rapidamente a la muerte. Sus sintomas, que pueden aparecer bruscamente,
consisten en una produccion excesiva de orina (poliuria), sed (polidipsia), hambre

constante, pérdida de peso, alteraciones visuales y fatiga.

La diabetes de tipo 2 (antes conocida como diabetes no insulinodependiente o
de inicio en la edad adulta) se debe a que el organismo no utiliza eficazmente la
insulina. El 90% de los diabéticos del mundo padecen diabetes de tipo 2, que se
debe en gran parte a la inactividad fisica y al peso corporal excesivo. Los sintomas
pueden ser similares a los de la diabetes de tipo 1, pero menos acentuados. En
consecuencia, es posible que la enfermedad sdélo se diagnostique varios afos

después de su inicio, una vez que ya han aparecido sus complicaciones.

Hasta hace poco, este tipo de diabetes sblo se observaba en los adultos, pero

ahora también empieza a verse en nifios obesos.
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La diabetes gestacional es la hiperglucemia que se identifica por vez primera
durante el embarazo. Sus sintomas son similares a los de la diabetes de tipo 2, pero
suele diagnosticarse por las pruebas realizadas durante los exadmenes prenatales,

mas que por la manifestacion de sintomas.

Las alteraciones de la tolerancia a la glucosa y de la glucemia en ayunas son
trastornos de transicién entre la normalidad y la diabetes. Los pacientes con estos
trastornos tienen mayor riesgo de progresar hacia la diabetes de tipo 2, aunque esto

no es inevitable.
1.2.3.3. Datos sobre la diabetes "

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) calcula que en el mundo hay mas
de 180 millones de personas con diabetes, y es probable que esta cifra aumente a
mas del doble para el afio 2030.

Se calcula que en 2005 hubo 1,1 millones de muertes debidas a la diabetes.

Aproximadamente un 80% de las muertes por diabetes se registran en paises

de ingresos bajos o0 medios.

Casi la mitad de las muertes por diabetes ocurren en pacientes de menos de

70 afos, y el 55% en mujeres.

La OMS calcula que las muertes por diabetes aumentaran en mas de un 50%
en los proximos 10 afios si no se toman medidas urgentes. Es mas, se prevé que
entre 2006 y 2015 las muertes por diabetes aumenten en mas de un 80% en los

paises de ingresos medios altos.

1.2.3.4. Consecuencias frecuentes de la diabetes
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La diabetes puede dafiar el corazén, los vasos sanguineos, 0jos y nervios.

La retinopatia diabética debida al dafio de los pequefos vasos de la retina
acumulada a lo largo del tiempo, es una importante causa de ceguera. Al cabo de 15
afios con diabetes, aproximadamente un 2% de los pacientes estan ciegos, y cerca

del 10% sufren un grave deterioro de la vision.

La neuropatia diabética se debe al dafio de los nervios a consecuencia de la
diabetes, y puede llegar a afectar a un 50% de los diabéticos. La neuropatia
diabética puede causar muchos problemas diferentes, pero los sintomas mas

frecuentes son hormigueo, dolor, entumecimiento o debilidad en los pies y manos.

Combinada con la disminucion del flujo sanguineo, la neuropatia incrementa

el riesgo de ulceras en los pies y, finalmente de amputacion del miembro inferior.

La diabetes se encuentra entre las principales causas de insuficiencia renal.

Un 10% a 20% de los pacientes con diabetes fallecen de insuficiencia renal.

La diabetes aumenta el riesgo de cardiopatia y accidente vascular cerebral. El
50% de los pacientes con diabetes fallecen de enfermedades cardiovasculares

(principalmente cardiopatias y accidentes vasculares cerebrales).

En general, el riesgo de muerte de los diabéticos es al menos el doble que el
de los no diabéticos.

1.2.3.5. Metabolismo de la glucosa '

La suma de todas las reacciones quimicas necesarias para mantener la vida
se denomina metabolismo, estas reacciones se llevan a cabo en el interior de la

célula.
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Las células producen energia aprovechable descomponiendo la glucosa en
compuestos de menor energia y capturando parte de su energia liberada en forma
de ATP.

La primera fase de la degradacién de glucosa es la glucdlisis, en la que la
molécula de glucosa con seis atomos de carbono por la accion de diferentes
enzimas se convierte en dos moléculas de acido piruvico en presencia de oxigeno,
y en dos de acido lactico en ausencia de éste. La segunda parte corresponde a la
respiraciéon, la cual necesita de la presencia de oxigeno, y se realiza en las
mitocondrias, consta de dos partes el ciclo de Krebs y el transporte terminal de

electrones.

Durante la oxidacion de la molécula de glucosa, se pueden formar un maximo
de 38 moléculas de ATP mayormente producidas dentro de la mitocondria. Las
células pueden obtener energia también de otras moléculas distintas de la glucosa.
Otros monosacaridos, grasas y proteinas se descomponen en moléculas que se

introducen en alguna etapa de la oxidacién de la glucosa.

El proceso de captacion de glucosa por las células es regulado
hormonalmente por las secreciones de una glandula anexa del sistema digestivo
denominado pancreas. El pancreas posee tanto una funcion endocrina como
exocrina. En su funcién exocrina libera enzimas al tracto digestivo, mientras que en
su funcién endocrina se secretan diferentes hormonas al torrente sanguineo para

coordinar y regular el uso de la glucosa.

El pancreas exocrino es una glandula acinar lobulada y ramificada en la que
las células secretoras estan agrupadas dentro de acinos. En la unién de los acinos y
los ductos estan las células centroacinares que secretan componentes no
enzimaticos del jugo pancreatico, incluyendo bicarbonato. La secrecién del jugo
pancreatico es regulada por estimulacion hormonal, principalmente por secretina,

colecistocinina y gastrina, también por estimulacion neural. Las células endocrinas
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estan agrupadas dentro de los islotes de Langerhans, los que son pequefios grupos
celulares esferoidales compactos embebidos en el tejido exocrino. Existen cuatro
tipos principales de células enddcrinas. Las a (o A o A2) que secretan glucagon, las
B (o B) que secretan insulina y también un antagonista de la insulina denominado
amilina, y constituyen la mayoria de células en el islote, las & (0 D o A1) que

secretan somatostatina y las PP (o F) que secretan el polipéptido pancreatico.

La insulina y el glucagén son los responsables de los niveles de glucosa en
sangre, juntas ayudan a mantener casi constate este nivel. Cuando el nivel de
glucosa en sangre se eleva, (debido por ejemplo a la ingesta de alimento), se libera
la insulina, que es la responsable de que las células del cuerpo absorban la glucosa
y la metabolicen para obtener energia, o bien la almacenen para formar glucégeno.
Si los niveles de glucosa en la sangre son bajos se libera el glucagén que activa a
enzimas hepaticas que desdoblan el glucégeno almacenado por lo general en el

higado, liberando la glucosa hacia el torrente sanguineo.

La insulina es una proteina dimérica sintetizada como un precursor de
cadena simple que primero pierde el péptido sefal, posteriormente pierde un
segmento conocido como péptido C, antes de llegar a ser la molécula hormonal
madura. La insulina madura es almacenada en granulos secretores cuya liberacion
es controlada por el nivel de glucosa en sangre. Los efectos de la insulina sobre sus
tejidos blanco, son metabdlicos, promueven la captacion de glucosa e inducen la

mitosis.

En el ser humano los defectos en la produccién, liberacion o recepcion de la

insulina son responsables de la produccién de la enfermedad (Diabetes).

En términos mas concretos la diabetes mellitus es una enfermedad que
produce alteraciones en el metabolismo de carbohidratos, grasas y proteinas;
cuando la enfermedad alcanza pleno desarrollo, se caracteriza por hiperglucemia en

ayunas y, en la mayoria de pacientes con larga evolucién de la enfermedad, se
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presentan complicaciones renales y oculares, asi como afeccidon de arterias

coronarias, enfermedad vascular periférica y neuropatia.

Hipéfisis
{c) Tensitn y
Circulieitn sanguines Petigto

'-—gm—f—\\"\\ nervioso
(a) Poca canti {b) Gran cantidad simpético
de aziicar en de azicaren | \.
sangre sangre |

! Ad | . Curlﬂa;lumnal

Contisol

Figura 2. Mecanismo de regulacién de la glucosa en el organismo
[.2.3.6. Sistema de la Glucosa-6-fosfatasa

Durante el periodo de ayunas en el organismo existen dos mecanismos
principales de produccién de glucosa con la finalidad de mantener los niveles de
azucar constantes en la sangre, estos son: La gluconeogénesis (a partir de

moléculas simples tales como piruvato, lactato, aminoacidos gluconeogénicos y
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glicerol) y la glucogendlisis (degradacién del glucogeno hepatico). El paso final de
ambas rutas metabdlicas involucra la formacion de la glucosa-6-fosfato, la cual es
degradada por la enzima glucosa-6-fosfatasa. La glucosa-6-fosfatasa es una enzima
gluconeogénica presente en el reticulo endoplasmatico, en la envoltura nuclear del

higado, rifidn y enterocito.

En 1991 se describi6 la glucosa-6-fosfatasa como un sistema
multicomponente, formado por 5 polipéptidos: la subunidad catalitica glucosa-6-
fosfatasa (G-6-Pasa), una proteina estabilizadora (PE) '?. El sitio activo de la G-6-
Pasa esta orientado hacia adentro del lumen del reticulo endoplasmatico (RE), esto
hace necesario transportadores de sustratos a través de la membrana del reticulo
endoplasmatico, por lo que existen tres proteinas trasportadoras: T1, T2 y T3; las
cuales trasportan glucosa-6-fosfato, fosfato y glucosa a través de la membrana del
reticulo endoplasmatico respectivamente. Este sistema puede apreciarse claramente

en la siguiente figura:

2| AX
/—\ Lumen RE

HiQ +ghicesa P, + Glucosa

-G-fosfato

Figura 3. Sistema de la glucosa-6-fosfatasa

Este modelo sencillo sugiere que la deficiencia de cualquiera de las proteinas
involucradas en el sistema de la G-6-Pasa disminuiria la hidrélisis de la glucosa-6-
fosfato y por ende la produccion de glucosa hepatica. Existen inhibidores reportados
tanto para la enzima G-6-Pasa, como para el trasportador T1 de manera de impedir

la hidrdlisis del sustrato o simplemente su entrada al lumen.
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[.3. ANTECEDENTES

La revision de los trabajos de la especie Ulva lactuca fue realizada de
manera de considerar sélo aquellas investigaciones para las cuales se haya aislado
compuestos quimicos, considerando también aquellos trabajos en los cuales se

haya medido alguna actividad bioldgica importante en contra de enfermedades.

En uno de los primeros estudios encontrados (1968), se investigaron los
esteroles mayoritarios presentes en algunas algas verdes, de la clase
Chlorophyceae, debido a su importancia tanto a nivel biogenético como taxonémico
3 Se aislaron el 28-isofucosterol (I) de las algas Enteromorpha intestinalis
(actualmente conocida como Ulva intestinalis), Enteromorpha linza (Ulva linza) y
Ulva lactuca, lo que les permitié proponerlo como un metabolito caracteristico de las
Ulvaceae. Este compuesto aislado es el isomero del fucosterol (ll), el cual es
tipicamente encontrado en las algas pardas (Phaeophyceae). Otros investigadores
propusieron un mecanismo para la introduccion del grupo etileno en C-24 y la
isomerizacion de los etilidenos en las cadenas laterales de los fitoesteroles ' (figura
5). El aislamiento de fucosterol y 28-isofucosterol de fuentes naturales, demostré
que el mecanismo de transmetilacién que aplica en un organismo particular, debe
involucrar un control estereoespecifico enzimatico en la eliminacién del hidrogeno

para producir uno u otro isémero.

(I) 28-Isofucosterol (I Fucosterol

Figura 4. Esteroles encontrados en algas verdes (1) y algas pardas (I1)
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En 1987, se registré material glicoproteinico presente en el alga verde Ulva
lactuca, el cual diferia significativamente en sus unidades de carbohidratos y
proteinas M9 Los patrones observados en la electroforesis del material aislado
mostraron la presencia, en cada uno de los componentes, de glicoproteinas y
polisacaridos. Este grupo de trabajo reporté en la U. lactuca un contenido de
proteinas (12,5%), residuos de acido glucurénico (12,5%), xilosa (15%), ramnosa
(3,8%) y glucosa (1,4%). El analisis cualitativo de la composicion aminoacida del
alga indicé la presencia de: alanina, arginina, acido aspartico, acido cisteico, glicina,
acido glutamico, histidina, isoleucina, leucina, metionina, fenilalanina, serina,

treonina, tirosina y valina.

Una muestra del material del alga fue extraido en sucesién con agua (A),
0,9% NaCl (B), 1% oxalato de amonio (C), 0,2M buffer acetato (pH 5) (D), buffer
fosfato (pH 6) (E), buffer de citrato-fosfato (pH8) (F), y 1M NaOH (G). Cada uno de
los extractos mostré por electroforesis un contenido de mezclas de polisacaridos y
glicoproteinas junto con una proteina en B (oxalato de amonio 1%) y G (NaOH 1M),
pero en proporciones distintas en cada extracto. En la tabla 4 se da la composicion
de cada extracto. Y debido a que G presentd la mayor cantidad de carbohidratos y
proteinas se pasoé por una columna cromatografica DEAE-celulosa.

Tabla 4. Composicién de los distintos extractos de la U. lactuca

General Composiciéon monosacaridos (% total)

Extracto Alga Carbohi- Proteina Ac. Glut. Glucosa Xilosa Ramnos

(%) drato (%) (%) (%) a
A 10,9 31 14 56 5 125 265
B 52 7 14 63 12 5 20
C 52 30 12 84 - 10 6

D 42 30 15 86 4 2

E 5,8 17 10 93 - 5

F 63 28 14 61 6 8 30
G 12,3 42 29 69 5 17
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Varios afos después, un grupo de investigacion aislé un polisacarido, el
ulvan, del alga marina Ulva lactuca. La muestra fue estudiada después de realizarse
una hidrdlisis acida y el material resultante fue analizado por cromatografia de gases

(el g esquema de separacion de las fracciones es mostrado en la figura 6.

’ Material de alga seca

Concentracion y disolucién
en metanol, filtracion

Extracto metandlico Material de alga después

después de extraccion con metanol

Concentracion y disolucion

en metanol, filtraciéon Extracciéon NaOH 0,5M

Sobrenadante Extracto NaOH ‘

t

Concentracion, disolucion

en metanol, precipitacion PreC|p|tac|o'n con .e’tanol
con acetona/éter etilico (10:2) (1:2) y centrifugacion
y filtracion

Sedimento

Sedimento

Disolucion en n-butanol
prceipitacién con acetonal/éter etilico

Disoluciéon en NaOH 0,5M
precipitacién con etanol

(1:1), centrifugacion
(10:4), filtracion y secado S

Precipitad
Fraccion 1

disolucién en 0,5 M NaOH
precipitacién con 15 % TCA
centrifugacion

| Solucié
Sedimento (proteinas)| [_Solucién]

Precipitacién con aceto

(1:2), centrifugacion

Disolucion en agua,
dialisis y liofilizacion

Fraccion 2

Figura 6. Esquema de separacion de componentes de Ulva lactuca.
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Tabla 5. Actividad antiinfluenza del polisacarido aislado de U. lactuca para distintos

linajes de virus.

Sistema Linaje de MIC Max. MTC/MIC ODsso (%
de ensayo virus (mg/mL) inhibicion de control)
CAM A/PR/8 0,25 3,6 8 -—--
A/Hong Kong 0,12 2,5 16 -
AlVictoria 0,50 -—-- 1 15,4
MDCK A/Singapore 0,12 -— 5 72,7
A/Beijing 0,12 — 5 71,6
CEF A/Germany 0,50 -— 3 50,4

El ulvan fue estudiado en cuanto a su actividad antiviral in vitro. En la tabla 5
se resumen los resultados obtenidos para distintas lineas de virus de las influenzas.
Se considerd una buena actividad antiinfluenza cuando la relacion MTC/MIC fue
mayor a 8, considerando esto, el polisacarido ulvan sélo inhibié eficientemente el
linaje de virus de Hong Kong. Los carbohidratos del polisacarido aislado, fueron
analizados por TLC y comparados con estandares de Rf. Los carbohidratos hallados

fueron: arabinosa, xilosa, ramnosa, galactosa, mannosa y glucosa.

En 1999, se estudiaron 49 especies de algas del este de Australia por CG/MS
y se determiné la distribucién de bromofenoles presentes en dichas algas !'". Estos
investigadores encontraron las sustancias claves responsables del sabor a mar
presente en estas algas: el 2- y 4-bromofenol, 2,4- y 2,6-dibromofenoles asi como al

2,4 ,6-tribromofenol, los cuales se muestran a continuacion:

OH OH OH

Br Br

Br Br

2-bromofenol (2-BF) 4-bromofenol (4-BF) 2,4-dibromofenol (2,4-DBF)
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OH
Br Br

OH
Br Br

Br
2,6-dibromofenol (2,6-DBF)  2,4,6-tribromofenol (2,4,6-TBF)

Figura 7. Bromofenoles encontrados en U. lactuca

El muestreo se realizdé con réplicas y en algunos casos variando la época del
afio y la fuente de recoleccién a fin de garantizar los resultados. Los bromofenoles
fueron encontrados con un limite de deteccion alrededor de 0,01 ng/g en las 87
muestras analizadas. Los 5 bromofenoles en estudio fueron encontrados en 54 de
las 87 muestras estudiadas, 4 bromofenoles en 30 de ellas y 3 bromofenoles en las
otras 3 muestras restantes. EI TBF fue encontrado, en su mayoria, en muy altas
concentraciones. El contenido en peso total de bromofenoles varié de un alga a

otra, obteniéndose desde 0,9 ng/g hasta 2590 ng/g.

Tabla 6. Distribucién de bromofenoles en la U. lactuca medido en ng/g

Fuente (afio) Contenido de bromofenol en ng/g

2-BF  4-BF  24-DBF 2,6-DBF 246 Total
TBF
Bateau Bay 1,5 6,6 130 11 400 539
(1991)
Bateau Bay 0,1 2,2 25 1,2 1200 1229
(1993)
Botany Bay 0,1 ND 6,2 1,2 400 428
(1993)
Turimetta 0,2 0,4 47 13 390 441

Head (1994)
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El contenido total de bromofenoles en la U. lactuca oscilé6 entre 441 ng/g y
1229 ng/g de acuerdo a la muestra y al sitio de recoleccién. Los resultados
detallados de cada bromofenol presente en la U. lactuca se resumen en la tabla 6.
Unos autores sugieren que la supervivencia de las algas esta relacionada a la
presencia de halometabolitos, los cuales son utilizados por ellas como defensa en

contra de bacterias e infecciones por hongos 8.

En ese mismo afo, se realiz6 un estudio donde identificaron precursores
potenciales de compuestos fendlicos, especialmente del 2,4,6-tribromofenol
presentes en el alga marina Ulva lactuca 9 Hasta ese momento su precursor
biogenético no era conocido. Los compuestos bromados son formados por la accion
de bromoperoxidasas presentes en el alga. Las enzimas son capaces de bromar
sustancias organicas en presencia de bromuro y peréxido de hidrégeno ?°. El
objetivo de este estudio fue investigar los compuestos que podrian ser los
precursores de bromofenoles, y la posible ruta biosintética de los componentes en la
U. lactuca. ElI compuesto precursor se presumia que podia ser un compuesto

fendlico y posiblemente un acido fendlico.

La identificacion de fenoles libres en U. lactuca fue lograda con la extraccion
homogénea del alga con acetato de etilo. Los compuestos fendlicos encontrados en
mayor cantidad fueron: 4-HPAA y fenol. Ademas se encontraron la L-tirosina y la L-

fenilalanina en forma libre.

Después de la hidrolisis acida del alga los compuestos encontrados en mayor
proporcion fueron: 4-HPAA, 4-HBA y 4-HPAc.
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OH OH

OH
Acido 4-hidroxifenilacético Fenol

(4-HPAA)

Figura 8. Compuestos reportados en el extracto de acetato de etilo para la U.

lactuca
HO
o\ OH
COOH COOH
OH OH OH

Acido 4-hidroxifenilacético Acido 4-hidroxibenzoico Acido 4-hidroxifenilactico
(4-HPAA) (4-HBA) (4-HPACc)

Figura 9. Compuestos reportados después de la hidrdlisis acida

Un extracto crudo enzimatico de U. lactuca, que contenia bromoperoxidasa
(BPO), fue usado para bromar un rango de fenoles, la produccién de bromofenoles
fue monitoreada. Cada ensayo contenia un sustrato, extracto de enzima crudo,
bromuro y peréxido de hidrégeno en una solucién buffer. Los resultados mostraron
que la enzima juega un rol importante en la formacién de los bromofenoles vy
revelaron que los compuestos capaces de producir 2,4,6-TBF eran: 4-HBA, 4-HBAIc,
fenol, 2-HBAIc y 4-HPAA. Sin embargo, de estos sustratos, el mas predecible

precursor fue el 4-HBA.
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Una posible ruta biosintética para la formacion de 4-HBA en fitoplancton
marino fue propuesta en 1978 ?". Esta involucra el metabolismo de la L-tirosina, via
acido 4-hidroxifenilpiravico, acido 4-hidroxifenilacético y el 4-hidroxibenzaldehido.
Los resultados de esos estudios evidencian que ésta también es la ruta que toma

lugar en la U. lactuca. Figura 10.

OH
COOH
*
NH, / 3
o OH
COOH COOH COOH HO COOH
* *
> —_— —_— —_—
1 2 4 5
OH OH OH OH
CHO COOH COOH OH
* * * Br Br
BPO
> > + *
H,O,, Br
272 Br Br
6 OH 7 OH OH 8 Br 9

Figura 10. Ruta biosintética propuesta para la formacion de 2,4,6-TBF en la U.
lactuca. El paso de la tirosina al acido-4-hidroxibenzoico fue basada en el estudio
por Landymore (1978). Los compuestos marcados con (*) fueron detectados en la U.
lactuca. Compuestos: (1) L-tirosina, (2) acido-4-hidroxipiravico, (3) acido-4-
hidroxiactico, (4) acido-4-hidroxifenilacético, (5) acido-4-hidroximandélico, (6) 4-
hidroxibenzaldehido, (7) acido-4-hidroxibenzoico, (8) &acido-3,5-dibromo-4-
hidroxibenzoico, (9) 2,4,6-TBF.
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En estudios posteriores y después de haber sido descubierto el polisacarido
ulvan, se prestd atencion en el comportamiento conformacional del alga en solucion
acuosa ??. El ulvan representa el mejor polisacarido encontrado en las paredes de
las algas del género ulva. Este biopolimero contiene regiones regulares de
secuencias aldobiurénicas hechas a partir de B-D-glcpA-(1—4)-a-L-rhap 3 sulfato y
de a-L-idopA(1—4)-a-L-rhap 3 sulfato (figura 11), los cuales pueden ser
considerados como una fuente a muy bajo costo de azucares con un impacto
potencial en aplicaciones tanto en la industria de la farmacéutica como la de los
alimentos. Su uso depende de las propiedades conformacionales que adopte el
polimero en solucion, por lo que este parametro fue objeto de estudio en este

trabajo.
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[—4)-a-L-IdopA-(1—4)-o-L.-Rhap3-sulfate-(1 —]

Figura 11. Estructura quimica de los biopolimeros | y Il en el ulvan (conformaciones)
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La relacion conformacional de los dos anillos principales de estructura en el
ulvan depende de la composicion quimica de los residuos del sacarido en el
biopolimero. Este estudio mostré que la secuencia polimérica del ulvan puede ir de
una transicion conformacional ordenada a una desorganizada. Los investigadores
sefalaron que este entorchamiento es una consecuencia del equilibrio en la
conformacion del anillo, del acido L-idurénico involucrado en los arreglos S,y 'Cs y
por el establecimiento de puentes de hidrégeno intramolecular en la unidad de
aldobiurénica. También fue evidente la tendencia a agregarse en soluciones

acuosas diluidas en presencia de 0.1 M NaCl.

Este estudio demostré que el dicroismo circular no es capaz de detectar
cambios de estructuras promovidas por enlaces de ligandos y que involucren
pequenas porciones de la cadena total. Por otro lado, determinaron que |la
microcalorimetria isotérmica puede ser usada adecuadamente como una
metodologia par el estudio de las energias tanto en los enlazamientos como en los

procesos de orden y desorden.

En el afo 2005, fueron analizados los extractos etandlicos de 17 especies de
algas colectadas en las costas de Egipto 23] Una observacion que rapidamente salté
a la vista fue la variacion de los resultados dependiendo de la fecha de coleccién
(estacion del afo) de las algas, es decir, una misma especie mostré resultados
diferentes dependiendo si la coleccion fue realizada en verano, invierno, otofio o

primavera.

Tabla 7. Resultado de ensayo de toxicidad (artemia salina) para la U. lactuca

(porcentaje de mortalidad después de 24 horas)

Estacion 400 pg/mL 800 ug/mL 1000 pg/mL LCsp pg/mL
Invierno 14 37 61 820
Primavera 24 57 77 620

Verano 27 37 57 820




55

El objetivo principal fue evaluar biolégicamente los compuestos presentes en
los extractos de las algas estudiadas, en particular este grupo evalué el poder de
inhibicién en la iniciacion tumoral de los extractos, empleando para ellos los ensayos
de Artemia salina y la formacion de callos sobre papa promovidos por la bacteria
Agrobacterim tumefaciens. Entre las algas recolectadas se encontraba la Ulva
lactuca obteniéndose valores relativamente importantes en los ensayos. Los

resultados son mostrados en la tabla 7.

Los resultados para actividad antitumorales registrados para Ulva lactuca
fueron: 63,8 y 32,15% (% de inhibicion de los callos)

En el mismo afo, se registré un estudio sobre el contenido cualitativo y
cuantitativo de esteroles presentes en las algas del mar adriatico Ulva lactuca y
Codium dichotomum (algas verdes) y Cystoseira adriatica y Fucus virsoides (algas

) #4. Experimentalmente las algas secas fueron extraidas en primer lugar

marrones
con éter de petroleo y luego con benceno. Los extractos bencénicos fueron sujetos
a cromatografia por columna con silica gel, usando una mezcla benceno-éter de
petréleo (4:1) como sistema eluyente. La composiciéon de esteroles encontradas para

U. lactuca se resumen en la tabla 8 y sus estructuras se muestran en la figura 12.

Como puede observarse en la tabla, los principales esteroles encontrados en
el alga verde Ulva lactuca fueron colesterol e isofucosterol. Los investigadores de
este trabajo también obtuvieron en el alga parda Cystoseira adriatica como
compuestos principales el colesterol y stigmasta-5-en-33-ol, mientras que el esterol
caracteristico de las algas pardas, fucosterol, se encontré6 solo en muy bajas

concentraciones.
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Tabla 8. Composicién de estoreles (%) para U. lactuca

Compuesto U. lactuca
Colesterol (1) 34
(Z2)-Stigmasta-5,24(28)-dien-3B-ol (Il) 26
(fucosterol)
(24R)-Stigmasta-5-en-33-ol (l11) 4
Stigmasta-5,22-dien-33-ol (1V) 4
22-dehidrocolesterol (V) 4
Ergosta-5(22)-dien-3p-ol (VI) 2
Ergosta-5-en-3-ol (VII) 1.3
(E)-Stigmasta-5,24(28)-dien-3-ol (VIII) Trazas
(24R)-Stigmasta-5,25-dien-33-ol (1X) --
Stigmasta-5,28-dien-38,24-diol (X) --
CHs R
CHj
HO
R
CHj
H3C//,"(\/\(CH3 H3C//,’ CH3
CHs HsC CHs HaC
| I
CH, CH,
HsC,,, CHs HiC, CHs
CHj HyC CHs H4C



H3C/,, CH
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CH3 H3C
Vv
CH,
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CHs HaC
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HiC\, N\ CH,

HsC.,, CHj,

HO

CHs H,C

Figura 12. Estructura quimica de esteroles encontrados en U. lactuca

En el afio 2006, se estudiaron los extractos etandlicos de algunos macrofitos

(Potamogeton perfoliatus, Ranunculus tricophyllus y Cladophora glomerata) y de

algunas macroalgas (Dictyota dichotoma, Halopteris scoparia, Posidonia oceanica,

Scinaia furcellata, Sargassum natans y Ulva lactuca) de las aguas de Turquia ?°. A

estos extractos se les probd su actividad in vitro antiprotozoaria. Los organismos

ensayados fueron Tripanosoma brusei, Tripanosoma cruzei, Leishmania donovani y

Plasmodium falciparum. La citotoxicidad de los extractos fue ensayada también en

las células L6 (mioblastos primarios del esqueleto de ratones).

Tabla 9. Actividad antiprozoaria in vitro del extracto etandlico de U. lactuca (valores

de ICsp en pg/mL)

Alga T. brucei T. cruzi

L. donovani P. falciparum Citotoxicidad

U. lactuca 22,3 >90 59

48,8 >90
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El alga de interés, Ulva lactuca, tuvo una de las mejores actividades
antileishmaniasis con un ICsy de 5,9 ug/mL. Asi mismo mostré actividad inhibitoria
hacia el Plasmodium falciparum (ICso de 48,8 pg/mL). El extracto de la Ulva lactuca
inhibié eficientemente la enzima Fabl con un ICsy de 4 pg/mL. Los resultados de las
pruebas realizadas a la Ulva lactuca son resumidos en la tabla 9. Este trabajo
reporta la primera actividad antiprotozoal de las algas marinas de Turquia.
Experimentalmente se tomaron 5 gramos de cada alga, los cuales fueron sumergio
en etanol por dos dias, luego fue el solvente fue secado al vacio, para finalmente

realizar los ensayos biologicos.

Finalmente, en el afio 2007, se centrd principal atencién en el estudio quimico
y fisicoquimico del polisacarido ulvan, extraido de la U. lactuca . El interés de
estos investigadores fue la busqueda de nuevos quimicos y polimeros presentes en
las algas marinas pertenecientes a los géneros Ulva y Enterophorma como fuentes
de polisacaridos con estructura innovadora y propiedades funcionales atractivas

desde el punto de vista industrial.

En este trabajo encontr6 el ulvan como el mayor de los polisacaridos
sulfatados, solubles en agua y represento alrededor del 8 y 29 % del alga seca. Fue
extraido de la pared celular del alga y sus principales constituyentes encontrados
fueron: sulfato, ramnosa, xilosa y acido glucurénico. Ademas fue hallado el acido
idurénico (carbohidrato) como constituyente del ulvan, asi como pequefas
cantidades de mannosa y galactosa. En cuanto a la descripcién fisicoquimica del
Ulvan, los autores de este trabajo lo describieron como una familia de polimeros
quimicos con un alto contenido de ramificacién, de una alta distribucién en términos
de densidad de carga y peso molecular. El caracter polimolecular del ulvan puede
tener diferentes origenes: presencia de contaminantes, diferente distribucién de
pesos moleculares. La quimica y fisicoquimica unica del ulvan ha hecho de ésta
familia de polisacaridos candidatos atractivos para funciones novedosas y polimeros

bioldgicos atractivos para las industrias de alimentacion, farmacia y agricultura.
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1.4. JUSTIFICACION

Este Trabajo Especial de Grado representa un aporte hacia el crecimiento del
area de Productos Naturales Marinos, a través del estudio de los componentes

principales del alga venezolana Ulva lactuca.

En base a la revisidén bibliografica y los antecedentes quimicos y bioldgicos
sobre la especie Ulva lactuca, es importante resaltar que dicha especie solo ha sido
estudiada en paises del continente europeo, aun y cuando en Venezuela se

encuentra una gran variedad de la misma.

Al ser esta especie parte del phylum Chlorophyta, no cuenta con
extremidades, ni medios de defensa fisicos que involucren uso de la fuerza, es un
organismo sésil. Por ello, y con el fin de sobrevivir al habitat en el que habitan,
muchos investigadores manejan el concepto de “defensa quimica”, asegurando que
se basa en la biosintesis de componentes que sean dafiinos para sus depredadores

y en algunas ocasiones le sirvan para proveerse de alimentos.

Por tanto, tomando en cuenta que para el género Ulva no se ha estudiado la
inhibicion de la glucosa-6-fosfatasa ni tampoco se ha hecho estudios fitoquimicos en
nuestro pais, se propuso la realizacion de este Trabajo Especial de Grado de
manera de poder aislar alguno de los metabolitos secundarios de la especie Ulva
lactuca y probar su posible actividad biolégica como inhibidora de la enzima glucosa-
6-fosfatasa.
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CAPITULO I1.
[1.1. OBJETIVOS
[1.1.1. GENERAL:
Separar e identificar los componentes quimicos principales del crudo

metandlico del alga Ulva lactuca y evaluar su posible actividad biolégica como

inhibidores de la Glucosa 6-fosfatasa.

11.1.2. ESPECIFICOS:

» Preparar el crudo metandlico del alga Ulva lactuca.

» Obtener los extractos de hexano, diclorometano, acetato de etilo y metanol-

agua a través de la particion del crudo metandlico.

» Aislar y purificar mediante técnicas cromatograficas metabolitos secundarios

importantes del extracto metanol-agua.

» Caracterizar estructuralmente por espectroscopia de Resonancia Magnética
nuclear de protones y de carbono (RMN-'H, RMN-'C), Infrarrojo y

Espectrometria de Masas, los compuestos quimicos aislados.

> Evaluar la actividad biolégica de los extractos de hexano, diclorometano,
acetato de etilo y metanol/agua, y de algunos de sus metabolitos secundarios

como inhibidores de la Glucosa-6-fosfatasa (in vitro).
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> Evaluar la toxicidad, a través del ensayo de la Artemia Salina, de los extractos
de hexano, diclorometano, acetato de etilo y metanol/agua del alga Ulva

lactuca, asi como de los compuestos quimicos aislados.
1.2. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

11.2.1. Solventes

» Agua (H,0) destilada.

> Diclorometano (CH.CI,): Riedel-deHaén.
» Metanol (CH3;OH): Riedel-deHaén.

» Hexano (CgH14): Burdick and Jackson.
» Acetato de etilo: Fluka.

[1.2.2. Agentes Reveladores

> p-anisaldehido: se mezclaron 0,5 mL de p-anisaldehido con 10 mL de acido
acético glacial, seguido a esto se afiadieron 85 mL de metanol y 5 mL de
acido sulfurico concentrado, en este mismo orden. Las placas fueron

sumergidas y luego colocadas en la estufa a 100°C.

> Sulfato Cérico: a una suspension de sulfato cérico (1g en 40 mL de agua) se
afnadié una pequena cantidad de acido sulfurico concentrado. La solucion final
se preparo al 10% en metanol. La placa se rocidé y se calent6 en la estufa a
100°C.

[1.2.3. Materiales y Equipos:

> Placas analiticas de silica gel 60; 0,25mm con indicador de fluorescencia
UVas4; marca POLYGRAM® para CCF.
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> Silica gel marca Riedel-De Hain Seelze-Hannover de (0,2-0,5)mm para CC.

» Rotavapor T.W.T. Heidolph Laborata 4000 modelo: 049880063 (UCV).

» Ultrasonido Sonicor. Modelo SC-300™ (UCV).

> Lampara UV a dos longitudes de onda, A: 254 y 366nm . MINERALIGHT,
modelo UVGL-25. (UCV).

» Columnas de cromatografia (UCV).

> Equipo de RMN, marca JEOL, modelo Eclipse de 270; campo de aplicacién
270 MHz para protones y 67,5 MHz para carbono 13 (UCV, Facultad de
Ciencias).

> Espectrometro de masas modelo Varian Saturn 2000 acoplado a un

cromatégrafo de gases (IVIC).
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[1.2.4. Coleccién del alga verde

El material del alga de la especie Ulva lactuca, fue recolectado en las costas
de la isla de Margarita. Fue reconocido y colectado por el biélogo marino Dr. Rosa J.
Universidad de Oriente. Nucleo Punta de Piedra. EI mismo ingresé al Laboratorio de

Quimica del Mar en mayo 2006.

[1.2.5. Extraccién y separacion

A continuacion se describe todo el tratamiento quimico realizado al alga Ulva
lactuca para la obtencion tanto del crudo metandlico como de los subsiguientes

extractos.

Se peso (91,96 + 0,01) g del material de alga seco y se sumergié en metanol
por 48 horas (proceso de maceracion), de esta manera se extrajo del alga los

metabolitos secundarios importantes para este trabajo.

Pasadas las 48 horas el material fue filtrado. La solucion metandlica se
evaporé a sequedad para asi obtener el crudo metandlico (CM) del alga Ulva
lactuca. El proceso de maceraciéon fue repetido dos veces mas con el material
filtrado, para de esta manera asegurar la mayor extraccion de todos los metabolitos

importantes.
Al terminar el proceso de maceracion y la posterior evaporacion de la solucion
metandlica se obtuvo (10,02 + 0,01) g del crudo metandlico, utilizado como material

de partida para la separacion (figura 13).

Tabla 10. Masa del material de alga seca y del crudo metandlico

Muestra (Masa+£0,01)g % del extracto

Material de alga seco 91,96 100,0
Crudo metanolico 10,02 10,9
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El CM fue disuelto en una mezcla metanol:agua (1:1) para luego comenzar
con el esquema de separacion propuesto. Se extrajo primero con porciones de 30
mL de hexano, obteniendo asi una fase acuosa y una fase organica correspondiente
al extracto de hexano. La fase acuosa remanente fue extraida con porciones de 30
mL de diclorometano, teniendo como resultado una capa acuosa y una organica
correspondiente al extracto de diclorometano. La nueva fase acuosa remanente fue
tratada con porciones de 30 mL de acetato de etilo, teniendo finalmente una nueva
capa organica denominada extracto de acetato de etilo y una acuosa (residuo)

correspondiente al extracto metanol-agua.

Este esquema de separacion se basé en una particion por polaridad, de ésta
manera los compuestos menos polares fueron extraidos con hexano (EH), los de
polaridad intermedia fueron encontrados en el extracto de diclorometano (ED) y
acetato de etilo (EA) y los mas polares son encontrados en el extracto metanol-agua

(EM), el cual es el residuo de la extraccion.
Al terminar la extraccion, los extractos fueron secados con sulfato de
magnesio (en el caso de EH, ED y EA) y evaporados a sequedad mediante el uso de

un rotavapor. A continuacién se muestra el peso obtenido de cada uno de ellos.

Tabla 11. Masa de los extractos obtenidos después de realizar la separacion

Extracto (Masa del extracto % del extracto con
0,0001) g respesto a CM
Extracto de hexano (EH) 0,2333 2,3
Extracto de CH,CI, (ED) 0,2985 3,0
Extracto de acetato de etilo (EA) 0,3965 40
Extracto metanol-agua (EM) 5,0937 50,8

Realizando el balance de masa con respecto al crudo metandlico inicial, los

44g que faltan, corresponden a la sal separada durante la extraccion.
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Material Seco

Sumergir en

CH;OHporl A
semana | _|Filtrary evaporar

asequedad

Crudo Metanodlico
(CM)

Disolver en
(H,0HH,01:1

Crudo Metanolico

acuoso
Extraccion con
Hexano
] |
Extracto de Scolucion
Hexano (EH) remanente
Extraccion con
CH,Cl,
| |
Solucion Extracto de
remanente CH.Cl, (ED)
Extraccion con
Acetato de Etilo
Extracto de Extracto de
Acetato de etilo metanol/agua
(EA) (EM)

Figura 13. Esquema de separacion propuesto para la separacion de los compuestos

en la Ulva lactuca.



66

[1.2.6. Metodologia empleada para los ensayos bioldgicos.

Los ensayos realizados fueron: inhibicion de la glucosa-6-fosfatasa y
toxicidad (Artemia Salina). El primero de éstos fue realizado por Sandra Duque en el

Laboratorio de Bioensayos de la Escuela de Quimica, UCV.

[1.2.6.1. Metodologia empleada para el ensayo de mortalidad de Artemia Salina.

En grandes dosis los compuestos bioactivos son casi siempre téxicos. Por
ello, la mortalidad in vivo, de un organismo simple de la escala zoolégica (por
ejemplo: Artemia Salina), puede ser usada como un indicador de toxicidad en el

estudio de productos naturales.

Se colocd una pequefia cantidad de huevos de artemia salina en agua de
mar, éstos se colocaron 48 horas bajo luz blanca fluorescente, tapando el recipiente

con parafilm y manteniendo aire en el agua con el uso de un motor de pecera.

Se toma una alicuota del extracto a ensayar y se trasvasa a un vial
prepesado. Se evaporo el solvente y por diferencia de masas se determiné la masa

de extracto en el vial (mg. A)

Luego se disolvio el extracto en un volumen conocido de solvente (V1, Cy).

Se tomaron alicuotas de la solucion anterior (V2) y se trasvasaron por

triplicado a los viales en los que se realizé el ensayo.

Se evaporo el solvente en su totalidad y se disolvié el contenido de cada vial
en un volumen fijo y conocido de agua de mar (Cs, V3).

Adicionalmente se prepararon 3 viales cuyo uUnico contenido es el volumen
anterior de agua de mar (V3), correspondiente al blanco negativo. Y otros tres viales

con metanol (blanco positivo)
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Se adicionaron 10 nauplios (larvas de camaroén) a cada vial y después de 24

horas se determiné el porcentaje de larvas vivas.

En el caso de extractos que no han sido sometidos a separaciones

cromatograficas Cs es igual a 1000 ppm, en caso contrario, C3 es igual a 200 ppm.

V1 (mL) =mgA. V, (mL). 1000 (mL/L)
Cs(mg/L).V3 (mL)

donde:

V1: volumen conocido de solvente
A: masa de extracto

V,: alicuota de V4

Cs: concentracién del agua de mar

V3: volumen del agua de mar

Por lo general, V3 es igual a 4 mL, en ese caso:

Cs igual a 1000 ppm:

Vi (mL)=Amg. Vo(mL); V123V
4 mg

Csigual a 200 ppm:
Vi(mL)=Amg. Vo(mL); V423V,
0,8 mg

Teniendo presente que los analisis se realizan por triplicado:

V4 >3V,
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Todos estos datos se procesaron determinando los resultados de mortalidad
en cada caso, es decir, el porcentaje de mortalidad promedio para concentracién en

cada ensayo.

[1.2.6.2. Metodologia empleada para el ensayo de inhibicibn de la glucosa-6-
fosfatasa

La enzima Glucosa-6-fosfatasa cataliza el paso final de los procesos de
gluconeogénesis y glucogendlisis, produciendo glucosa y fosfato inorganico; la
reaccion se puede medir mediante la desaparicion del sustrato (Glucosa-6-fosfato) o
la aparicion de los productos (Glucosa o Pi).

G-6-P + H,0 S6Pasa, 5 c6ca + i

La actividad de la G-6-Pasa se determinara siguiendo la formacion de fosfato
(Pi), que en medio acido y en presencia de heptamolibdato de amonio forma un
complejo azul, cuya absorbancia se mide a una longitud de onda de 820 nm. La
ventaja del uso este método es que, ademas de ser econdmico y rapido, el reactivo

que se usa para formar el complejo también detiene la reaccion.

Para diferenciar si el inhibidor actua sobre el trasportador T1 o directamente
sobre la subunidad catalitica, se utilizan microsomas intactos y microsomas rotos;
los primeros son vesiculas en las cuales la membrana limitante actia como una
barrera de permeabilidad selectiva, mientras que los segundos carecen de dicha
selectividad y el sustrato tiene libre acceso a la subunidad catalitica. Los
microsomas rotos se obtienen mediante la incorporacién de histonas durante el
ensayo; estas son proteinas basicas que rompen la integridad de las estructuras

microsomales.

11.2.6.2.1. Preparacidén de microsomas
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Para la preparacion de los microsomas, fuente de la enzima, se seguira el

procedimiento descrito en la figura 14 7).

Ratas Sprague
Dawley (180-
200g)
|
Higado
Homogenate de
higado en sacarosa
0,32M *
Cenfrifuga
20.000gT=4-8°C
=20 min
|
| | |
) Liquido
Sedimento sobrenadant
e
Ultracentrifuga
105.000g T=
4-8h 1i50 min
1 v ..
Sedimento Liquido
(microsomas sobrenadant
) e
| |
Suspender en
sacarosa 0,25M
| Repartir en tubos eppendorfy

almacenara -80°C

Figura 14. Procedimiento para la obtencién de Microsomas

*Sacarosa 0,32 M; MgCl, 3 mM. **Sacarosa 0,25 M; HEPES 5 mM; MgCl, 1 mM pH
6,5

[1.2.6.2.2. Ensayo general de la enzima G-6-Pasa
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Se utiliza como sustrato G-6-P 5 mM, tanto con histonas (+H) como sin

histonas (-H); a continuacion se presenta en la siguiente tabla la cantidad de los

reactivos necesarios para prepararlos.

Tablal2. Preparacion de los sustratos.

Sustrato G-6-P EDTA HEPES Histonas*
100mM (pL) 0,1M (pL) 1M (pL) H20 (uL) (tipo I Vi(mL)
pH 6.5 pH 6.5 pH 6.5 AS) (uL)

-H 250 100 1570 -

+H 250 100 1370 200

Para determinar la actividad de los extractos y compuestos purificados sobre

la enzima G-6-fosfatasa se emplea la metodologia que se esquematiza a

continuacién 2

Sustrato (G-6-P)

5mM
H+H
I
1 1 1
Blanco Control Fraccion
H +H -H +H H +H

Incubacion:

T=30°C; t=10 min

Reactivo des
Parada*

Microsomas |-

Incubacion:

T=46°C; t=20 min

—I Microsomas

Incubacion: Incubacion:
T=30°C; t=10 T=30%C; t=10
min min
Reactivode Reaclivo de
Parada*® Parada*

Incubacion:

Incubacion:

Medir
Absorbancia a
2220 nm

[=46~C; t=20 T=46"C; t=20
min min
Medir Medir
Absorbancia a Absorbancia a
220 Nnm 220 nm

Donde:

Figura 15. Ensayo general de la enzima G-6-Pasa

-H: sustrato sin histonas
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+H: sustrato con histonas

*Reactivo de parada: (NH4)sMo7024 0,42% en H,SO4 0,5M: SDS 5%: Acido

Ascorbico 10% en una proporcién de 6:2:1.

A continuacién se describe brevemente la metodologia a seguir para el

ensayo:

> Se utilizan cuatro tubos de ensayo para cada compuesto a probar (blanco y

triplicados), tanto con histonas (+H) como sin ellas (-H).

» Para los ensayos Control se colocan en cada tubo 40 uL de sustrato mas 40
ML de agua (o del solvente en que fue disuelto el compuesto a probar). Para
los ensayos con la fraccion o el compuesto a analizar, se le afiade 40 pL de la
solucién problema o del compuesto problema a la concentracion que se

desea en lugar de agua.

> Se diluye los microsomas hasta una concentracion final de 1 mg de
proteina/mL, en sacarosa 0,25 M; 5 mM HEPES y 1 mM de MgCl; (pH = 6.5).

» Se colocan los tubos en un bafio de temperatura controlada a 30°C.
» Se coloca 20 pL de los microsomas a los triplicados e incubar por 10 min.

> Se detiene la reaccion tubo por tubo y en el orden e intervalo de tiempo en
que se colocaron los microsomas, afiadiendo 0,9 mL del reactivo de parada,
incluyendo a los blancos. Por ultimo, se afiade 20 pL de los microsomas a los

blancos.
» Se incuban por 20 min, en un bafio de temperatura controlada a 46°C.
> Se mide la absorbancia a una longitud de onda de 820 nm.

» La actividad enzimatica se expresa en pmoles de Pi/ mg de proteina.

Para determinar la cantidad de fosfato liberado en la reaccidén se realiza una

curva de calibracidén con un rango de concentraciéon de 0,1 a 0,75 mM de Pi tomando
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alicuotas correspondientes de una solucién madre de KH,PO4 1TmM en un volumen
final de 100 pL.

11.2.6.2.3. Determinacion de proteinas

La cantidad de proteinas se determina combinando la reaccion de Biruet 2%,
basada en la reaccién de los enlaces peptidicos de las proteinas con los iones de
cobre en medio alcalino y la reduccién del reactivo de Folin-Ciocalteu % por los
residuos de tirosina y triptéfano de las proteinas, esta reaccion intensifica el color del

complejo cobre-proteina P7.

Para determinar la concentracion de proteinas presentes en cada ensayo se
elabora una curva de calibracion con un rango de concentracion entre 25 y 100
pg/mL en un volumen final de 500 uL. Este procedimiento se esquematiza a

continuacion:

‘ Microsomes (20 ulL)

‘ 480 L de 4,0 -+ 1,5 uL del Reactivo de Lowry*

‘ Reposot =10 min

‘ 150 UL Folin-Ciocalteus (1:1) =

‘ Reposo t=40 min

‘ Medirabsorbancia a 660 nm

Figura 16. Procedimiento para la determinacién de proteinas.
*Reactivo de Lowry: A+B (100:1)
A = NayCO3 2%, NaOH 0,4%, KNaC4H40¢ 0,16%, SDS 1% y B = CuS04.5H,0
CAPITULO 1.
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[11.1. RESULTADOS EXPERIMENTALES
111.1.1. Resultados obtenidos en los ensayos biolégicos

A continuacién se muestran los resultados que se obtuvieron en la aplicacion
de los ensayos bioldgicos tanto del CM como de los EH, ED, EA y EM después de la
particion.

[11.1.1.1. Resultados obtenidos para el ensayo de mortalidad de Artemia Salina

Tabla 13. Resultados del ensayo de mortalidad de Artemia Salina aplicado al CM

como a cada uno de los extractos EH, ED, EA, y EM.

Muestra Porcentaje de mortalidad de Artemia Salina
Crudo Metandlico (CM) 50,0
Extracto de hexano (EH) 43,3
Extracto de diclorometano (ED) 13,3
Extracto de acetato de etilo (EA) 23,3
Extracto metanol-agua (EM) 6,7
Blanco negativo (agua de mar) 3,3

Blanco positivo (metanol) 86,7
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Muestra Vs % de mortalidad de artemia salina
100
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& 80
©
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Figura 17. Grafico de porcentaje de mortalidad de Artemia Salina en funcion del

extracto (concentracion de 1000 ppm).

[11.1.1.2. Resultados obtenidos para el ensayo de inhibicién de la enzima glucosa-6-

fosfatasa

Tabla 14. Resultados de ensayo de inhibicion de la enzima G-6-pasa, aplicado al
CMYy a los extractos EH, ED, EAy EM

Extracto Porcentaje de inhibicion sobre la enzima
G-6-pasa (%)
-H +H
Crudo Metandlico (CM) 77 64
Extracto de hexano (EH) 42 60
Extracto de diclorometano (ED) 47 43
Extracto de acetato de etilo (EA) 66 17

Extracto metanol-agua (EM) 48 49
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Extracto Vs % de inhibicion de la enzima G-6-pasa
90
80

60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10 -

% de inhibicion de la enzima G-6-pasa

ED

Extracto

Figura 18. Grafico de porcentaje de inhibicion de la enzima G-6-pasa en los

extractos.

[11.1.2. Seleccién del extracto a separar y purificar

Una vez realizado la separacion de los extractos y la posterior evaluacion de
los mismos hacia los ensayos biologicos, se procedid a realizar estudios por
cromatografia de capa fina de los mismos. Se emplearon distintas mezclas de
solventes, en particular hexano: diclorometano vy diclorometano: metanol para
realizar dicho estudio, con ellas se encontraron las mejores condiciones de
separacion. Al realizar la cromatografia de capa fina se encontré6 que en los
extractos de hexano y metanol-agua se lograba una mejor separacion de los
compuestos. La cromatografia de capa fina fue revelada con p-anisaldehido, sulfato

cérico y luz UV (254nm).
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En este momento fue importante decidir entre EH y EM para comenzar con la
separacion cromatografica. Es importante recordar que el alga estudiada Ulva
lactuca es un alga verde, es por ello que al estudiar el EH por CCF se encontré una
gran concentracion de clorofila, la cual al ser revelada bajo una luz UV de longitud
de onda de 366 nm produce una coloracién rojiza en las manchas. Los distintos tipos
de clorofilas corresponden a compuestos con baja polaridad, es por ello que se
decidié hacer una particion del extracto hexano siguiendo el esquema de la figura
19. Se disolvié el EH en una mezcla metanol:agua 1:1, se extrajo primero con
porciones de 15 mL de diclorometano, obteniendo asi una fase acuosa y una fase
organica correspondiente al extracto de hexano-diclorometano (EHD). La fase
acuosa remanente fue extraida con porciones de 15 mL de acetato de etilo, teniendo
finalmente una nueva capa organica denominada extracto de hexano-acetato de
etilo (EHA) y una acuosa (residuo) correspondiente al extracto hexano-metanol-agua
(EHM)

Extracto de
Hexano (EH}

Extraccién con
CH,CI,

Solucidén
acuosa

EHD

Extraccién con | |
acetato de etilo

EHA EHM

Figura 19. Particion del extracto de hexano (EH)
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Tabla 15. Masa de los extractos provenientes de la particién del extracto de hexano
(EH)

Extracto (Masa del extracto £+  Porcentaje del
0,0001) g extracto (%)
Extracto de hexano (EH) 0,2333 100
Extracto de CH,Cl,-hexano (EHD) 0,1948 83,5
Extracto de acetato de etilo-hexano (EHA) 0,0063 2,7
Extracto metanol-agua-hexano (EHM) 0,0364 15,6

Como era de esperarse la particion con diclorometano del EH resultd ser
clorofila en su totalidad (revelado bajo la luz UV 366 nm), en cambio en las otros dos
extractos EHA y EHM no se encontré clorofila. A pesar de esto, las masas de los
extractos EHA y EHM resultaron muy pequefias y no se pudo plantear un
aislamiento de los compuestos ya que los mismos eran mezclas muy complejas

segun lo observado por cromatografia de capa fina.

Al observar todos los resultados anteriores: masa de los EH, ED, EA y EM,;
resultados de ensayos bioldgicos y ademas, considerando que el 83,5% de EH
correspondia a clorofila, se escogio el extracto metanol-agua (EM) del alga Ulva
lactuca como el material a ser analizado y purificado en este Trabajo Especial de
Grado. A continuacion se muestran los resultados de la separacion cromatografica

del extracto metanol-agua.

[11.1.3. Separacion y purificacion de algunos de los componentes presentes en el

extracto metanol-agua (EM) del alga Ulva lactuca.

Se tomaron 2,5826 g del extracto metanol-agua y se sometieron a
cromatografia de columna en fase normal. La cantidad de silica usada para empacar
la columna fue 155 g (siguiendo la relacion 1:60). La columna se sembré en seco y
se eluyd con una mezcla diclorometano:metanol, empezando desde 100%

diclorometano hasta 100% metanol. Al finalizar la elucion con metanol se observaba
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todavia un color amarillento en la parte de sembrado de la columna, lo que
evidenciaba presencia de compuestos muy polares, para solucionar esto se terminé
de eluir con metanol al 1% en acido acético. El esquema siguiente describe el

proceso de separacion cromatografico.

EM(2.102¢ g)

Columna cremategrifion (131 g de
#ilica). Elucién por aumento de
pelarided, mezcla usada

Sa obtuvieron 800 fracclonas

Cromatografia de capa fina
F1-102 F 188168 F191:334 F400-447 FE16.562 F7o1-Tdd F745-800
F103-164 F 170-180 F 338-370 Fd452-514 F&11-880

Figura 20. Separacion a través de columna cromatografica de EM

En tubos de ensayos de aproximadamente 5 mL de capacidad se
recolectaron las fracciones segun iban eluyendo a través de la columna. Cada
fraccién fue sometida a cromatografia de capa fina, lo cual permitié unirlas segun
caracteristicas similares. El total de fracciones eluidas fue 800, organizadas luego en
12 fracciones segun lo encontrado por CCF. El balance de masa correspondiente a

la separacion cromatografica es mostrado a continuacion (tabla 16)
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Tabla 16. Masa de las fracciones de la separacion por cromatografia de columna de
EM

Nombre fraccién Fraccion (Masa £ 0,1) mg
F1 F1-102 10,1
F2 F102-164 5,2
F3 F165-168 14,9
F4 F170-190 24,8
F5 F191-334 1342,4
F6 F335-370 180,9
F7 F400-447 143,6
F8 F452-514 80,3
F9 F515-562 40,2

F10 F611-680 80,9
F11 F701-744 71,2
F12 F745-800 256,2

Las fracciones F5, F6 y F7 fueron seleccionadas para seguir haciendo
estudios posteriores ya que fueron las fracciones donde se obtuvo los valores mas
significativos en masa. F12 no fue analizada porque no se tenia silica en fase
reversa para hacer el estudio cromatografico (F12 esta constituida por compuestos

muy polares).

[11.1.3.1. Estudio de la fraccién F5 (F191-334)

Mediante cromatografia de capa fina se observé en esta fraccion una mezcla
de varios componentes. Dicha fraccion fue sometida a cromatografia por columna

para la separacion y purificacion de los compuestos presentes.

Se sembraron 486,6 mg de la fraccion F5 en una columna cromatografica con
29,2 g de silica. Mientras la columna iba siendo eluida, la misma iba siendo

monitoriada por CCF y revelada con p-anisaldehido y sulfato cérico. La columna fue
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eluida desde 100% diclorometano hasta una mezcla diclorometano:metanol 5:5. Al
utilizar la mezcla 9:1 fue eluida la primera fraccion importante, denominada EM1, la
misma era visible al usar la lampara UV.visible a 254nm y presentaba coloracion
morada al ser revelado con los agentes reveladores anteriormente mencionados. La
columna fue eluida hasta la mezcla diclorometano: metanol 5:5, donde se
encontraron mezclas de compuestos, de los cuales no se pudo lograr purificacion de

ninguno de ellos. La figura 21 describe la purificacién de la fraccion EM1.

Tabla 17. Masa de las subfracciones para la purificacion de la fraccion F5 por

cromatografia de columna

Nombre fraccion Fraccion (Masa = 0,1) mg
F5.1 f1-15 82,1
F5.2 (EM1) f16-45 11,2
F5.3 f46-73 55,3
F5.4 f74-85 196,8
F5.5 f86-102 120,4

Se obtuvieron 102 fracciones

Cromatografia de capafina

F5.1 F53 F55

F5.2 F 54

EM1

Figura 21. Procedimiento para la purificaciéon de la fraccion F5
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[11.1.3.2. Estudio de la fraccién F6 (F335-370)

Mediante cromatografia de capa fina se observé en esta fraccion una mezcla
de varios componentes. Dicha fraccion fue sometida a cromatografia por columna

para la separacion y purificacion de los compuestos presentes.

La fraccion F6 (180,9 mg) fue sembrada en una columna cromatografica con
10,9 g de silica. Mientras la columna iba siendo eluida, la misma iba siendo
monitoriada por CCF y revelada con p-anisaldehido y sulfato cérico. La columna fue
eluida con una mezcla diclorometano:metanol 6:4, para asi aislar el compuesto
mayoritario. Se recolectaron 70 fracciones en las cuales en F33-45 se encontro la
segunda fraccién importante, denominada EM3. El compuesto fue visible al usar la
lampara UV.visible a 254nm y presentaba coloracion amarillenta al ser revelado con
los agentes reveladores anteriormente mencionados. La columna fue eluida hasta la
mezcla diclorometano: metanol 5:5. La figura 22 describe la purificacién de la
fraccion EM3.

Tabla 18. Masa de las subfracciones para la purificacion de la fraccion F6 por

cromatografia de columna

Nombre fraccién Fraccion (Masa £ 0,1) mg
F6.1 f1-10 15,9
F6.2 f11-32 41,4
F6.3 (EM3) f33-45 53,5

F6.4 f46-70 62,3
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F6 (1809 mg)

Columna cromatografica {102 g
de silica). Elucion conmezclag:4
CH,Cl,:CH,0H

Se obtuvieran 70 fracciones

Cromatografia de capafina

F6.1 F&6.2 F64

EM3

Figura 22. Procedimiento para la purificacién de la fraccion F6

[11.1.3.3. Estudio de la fraccion F7 (F400-447)

Mediante cromatografia de capa fina se observé en esta fraccion una mezcla
de varios componentes, incluyendo los aislados anteriormente. Dicha fraccién fue
sometida a cromatografia por columna para la separacion y purificacion de los

compuestos presentes.

La fraccion F7 (143,6 mg) fue sembrada en una columna cromatografica con
8,6 g de silica. Mientras la columna iba siendo eluida, la misma iba siendo
monitoriada por CCF y revelada con p-anisaldehido y sulfato cérico. La columna fue
eluida con una mezcla diclorometano:metanol 5:5, para asi asilar el compuesto de
interés encontrado por CCF. Se recolectaron 79 fracciones en las cuales en F53-65
se encontré una nueva fraccién importante, denominada EM4. ElI compuesto es

visible al usar la lampara UV.visible a 254nm y a diferencia de los compuestos ya
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encontrados presentaba una coloracion verdosa al ser revelado con los agentes
reveladores anteriormente mencionados. La columna fue eluida hasta la mezcla
diclorometano: metanol 3:7. Las fracciones fueron unidas lo mas cuidadosamente
posible ya que esta fraccion tenia rastros de las fracciones importantes anteriores.

La figura 23 describe la purificacién de la fraccion EM4.

Tabla 19. Masa de las subfracciones para la purificacion de la fraccion F7 por

cromatografia de columna

Nombre fraccién Fraccion (Masa £ 0,1) mg
F7.1 f1-14 10,1
F7.2 f15-36 31,4
F7.3 f37-52 23,5

F7.4 (EM4) f53-65 15,9
F7.5 f66-79 451
F7 (1438 mg)
Columnacromatografica (8,6 g de
gilica). Elucién con una mezcla 4:6
CH,Cl,:CH,0H
Se obtuvieron 79 fracciones
Cromatografia de capa fina
FT4 F73 F7.5
F7.2 F74
EM4

Figura 23. Procedimiento para la purificaciéon de la fraccion F7



lll. 1.3.4. Porcentaje de las fracciones aisladas con respecto al EM.

Tabla 20. Porcentaje de las fracciones aisladas con respecto al EM.

84

Fraccion (Masa + 0,1) mg % en el EM
EMA1 11,2 0,51
EM3 53,5 2,45
EM4 15,9 0,73

[ll. 1.4. Resultados de las fracciones aisladas hacia distintos ensayos quimicos

Tabla 21. Resultados de las fracciones aisladas frente a diferentes ensayos

quimicos

Fraccion Fehling Benedict Ninhidrina a-naftol Orcinol
EM - + + + +
EM1 - - - - -
EM3 - + + + -
EM4 - + + + +
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CAPITULO IV.

IV.1. DISCUSION DE RESULTADOS.

IV.1.1. Discusién de resultados de los analisis espectroscépicos para EM1

Del tratamiento cromatografico del extracto metandlico se obtuvo 11,2 mg de
una primera fraccion denominada EM1. Esta fraccién se aisl6 como un semisdlido
marron, soluble en diclorometano y cloroformo. EM1 fue sometido a analisis
espectroscopicos de RMN (espectros 1y 2) y a analisis de espectrometria de masas
(espectros 3,4 y 5), los datos obtenidos de los espectros de protones y carbonos son

mostrados en la tabla 22.
Del espectro 1, de RMN-"H, se obtuvo la siguiente informacion:

Una sefal a un desplazamiento quimico de 0,85 ppm en forma de triplete que
puede ser asociado a protones metilicos, ademas se observa en un & de 1,24 ppm
una sefal muy intensa caracteristica de protones metilénicos en cadena carbonadas
largas. Un multiplete encontrado en 1,65 ppm el cual es asociado a protones
metilénicos en posicion 3 a un grupo carbonilo. Un triplete a 2,31 ppm que puede ser
asignado a protones de un metileno enlazado directamente a un grupo carbonilo de

un acido.

Es importante resaltar que debido a la poca cantidad de material obtenido el
espectro de RMN-"*C no se desarrollo por completo, sin embargo, un analisis

detallado de las sefales observadas es descrito a continuacion (espectro 2):

Una sefial en un desplazamiento quimico de 14,12 ppm que puede ser
atribuido a carbonos metilicos, seguido a éste se observa otra senal a 22,66 ppm
que puede ser asignado a carbonos metilénicos enlazados directamente a un metilo.

A un & de 29,77ppm se observa una sefal muy intensa caracteristica a carbonos del
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tipo -(CH2),- que se encuentran en un mismo entorno quimico. Finalmente una sefal

en 31,94ppm que corresponde a un -CH; enlazado directamente a un grupo -COOH.

Tabla 22. Datos espectroscopicos de 'H-RMN (270 MHz) y *C-RMN (67,5 MHz) en
CDCI3 para EM1

5 H (ppm); mult 5 °C (ppm)
2,61;s 41,06
2,31; t 31,93
2,01;s 29,77
1,71; d 29,39
1,65; m 22,66
1,59; d 14,12
1,24; s
0,85; t

Las asignaciones hechas para la fraccion EM1 para un acido graso en general

se muestran a continuacion:

Figura 24. Estructura general de un acido graso

Tabla 23. Tabla de asignaciones para un acido graso en general en base a los datos
de RMN obtenidos para la fraccion EM1

Posicion 5 'H (ppm) 5 °C (ppm)
2 2,31; t 31,94
3 1,65; m 29,77
1,24; s 29,77
1,24; s 22,66

0,85;t 14,12
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De los espectros 4 y 5, espectros de masa, se observa lo siguiente:

Esta fraccion fue analizada primero por un cromatégrafo de gases, seguido
del analisis espectrométrico de los picos mas relevantes (CG-MS). Después de
realizar dicho andlisis los espectros de masas muestran un pico base en 355 m/z
que asumiremos como el idbn molecular a pesar de que el nimero correspondiente
sea impar (se asume el error del equipo que es aproximadamente = 1 m/z), por ello
para un M* de 354 uma se puede presumir una formula molecular de Ca3HseOs2,
compuesto mayoritario de la fraccion EM1. La justificacion de los picos mas

importantes encontrados en el espectro de masa es discutida a continuacion:

> Lo primero que se observa en el espectro de masa es un grupo de sefiales en
forma de campana de gauss entre 14 y 100 m/z correspondiente a las
sucesivas pérdidas de ‘CHy, lo cual es un patron de fragmentacion tipico de
los acidos grasos lineales. Ademas cuando existe cadenas largas se da el
clivaje de los enlaces C-C con la pérdida de un atomo de hidrégeno, de esta
manera para cadenas hidrocarbonadas se observan los picos CpHanq O
CnHZn-Z [39]
m/z: CsHs"

» m/z = 57 se pudiera atribuir a la especie CH3(CH,)s"

> m/z = 91 se pudiera atribuye a la pérdida de ‘CH,CH, del pico de 119 m/z

> La pérdida de 46 del pico de 253 m/z a 207 m/z se pudiera presumir a la

pérdida que llevan a cabo los acidos de H,O + CO

> La pérdida de 74 uma del pico de 355 a 281 m/z se pudiera atribuir a la
pérdida de (CH).,CO2H.
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Espectro 4. Espectro de masa de la fraccion EM1 a los 29.834 min
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37.317 min. Scan: 2240 Chan: 1 lon: 828 us RIC: 418114

355

d1
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Espectro 5. Espectro de masa de la fraccion EM1 a los 37,317 min

Del espectro 6, de IR, se observa lo siguiente:

Una banda ancha alrededor de 3379,5 cm-1 correspondiente al estiramiento
del enlace O-H, seguido por unas bandas intensas en 2920,2 y 2851,2 cm-1
correspondiente al estiramiento C-H de grupos metilos y metilénicos. Finalmente en
1732,8 se observa un pico medianamente intenso que se adjudica al estiramiento

C-O de un grupo carbonilo de un acido.
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Espectro 6. Espectro IR para la fraccion EM1

En base a toda esta informacion espectrométrica y espectroscopica, se pudo

caracterizar en la fraccion EM1 un acido graso como constituyente mayoritario.

En los espectros de RMN-"C y RMN-"H se observa la presencia de un metilo
terminal y sefiales muy intensas de una cadena carbonada muy larga, ademas de un
grupo carbonilo de un acido debido a los desplazamientos de los protones ubicados
en posicion a y B al mismo. Como consecuencia de la poca concentracion de la
muestra al realizar el analisis no se pudo visualizar el carbono carbonilico
correspondiente al grupo carboxilico. Del espectro de masa se puede inferir una
formula molecular de C,3Hss05. Del analisis de los resultados antes discutidos se

propone que el compuesto principal de la fracciéon EM1 pudiera ser:

C,.H,.0O

=)
[X]

P
o
]

Figura 25. Posible compuesto que forma parte de la fraccion EM1
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IV. 1.2. Discusion de resultados de los analisis espectroscopicos para EM3

Del tratamiento cromatografico del extracto metandlico se obtuvo 53,5 mg de
un compuesto denominado EM3. Esta fraccion se aislé como un semisoélido amarillo,
soluble en agua y metanol. EM3 fue sometido a analisis espectroscépicos de RMN
(espectros 7,8 y 9) y a analisis de espectrometria de masas (espectro 10), los datos
obtenidos de los espectros de protones y carbonos son mostrados en las tablas 24 y
25.

Del espectro 7, de RMN-1H, se obtuvo la siguiente informacion:

Este espectro mostré varias sefiales en forma de doblete en una region entre
2,90 y 3,09 ppm, los cuales en base a sus desplazamientos quimicos pueden ser
asociados a protones metilénicos directamente enlazados a grupos -OH. Por otro
lado, se observa en un desplazamiento quimico de 3,66 ppm un multiplete que se
asigna a protones metinicos que forman parte de heterociclos, los cuales estan
enlazados a grupos -OH o -CH,OH. También se observa en un desplazamiento
quimico de 4,12 ppm un multiplete que puede ser asignable a protones metinicos de
heterociclos que estan enlazados directamente al heteroatomo y a su vez a grupos
-OH o -CH,OH. Finalmente, un doblete a 5,40 ppm cuyo valor es caracteristico de

protones anoméricos de carbohidratos.
Del espectro 8 y 9, de RMN-"3C y DEPT, se obtuvo la siguiente informacion:

Se observaron a desplazamientos quimicos de 105,34; 105,10 y 93,65ppm
varias sefales caracteristicas de carbonos anoméricos de carbohidratos. Por otro
lado, varias sefiales encontradas entre 83,72 y 70,36 ppm que podrian ser
asociadas a carbonos metinicos de un heterociclo, los cuales estan enlazados a
grupos -OH o -CH,OH. Y el ultimo grupo de sefiales, cuyos desplazamientos
quimicos se encuentran en 72,05ppm y entre 64,17 y 62,29 ppm, que corresponden

a carbonos metilénicos enlazados directamente a grupos -OH.
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Tabla 24. Datos espectroscopicos de 'H-RMN (270 MHz) y "*C-RMN (67,5 MHz) en
CD3;0D para EM3

® 1H (ppm); mult 0 13C (ppm)

5,40; d 105,34
4,15-4,08; m 105,10
3,82-3,62; m 93,65
3,60; t 83,72
3,09;d 79,67
3,04; d 76,65
2,95;d 75,89
2,90; d 74,82
74,62

74,37

73,19

72,57

72,10

72,05

71,51

70,36

64,17

64,08

63,42

62,35

62,29

51,98

50,60
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Tabla 25. Datos espectroscopicos de *C-RMN-DEPT (400 MHz) para EM3 en
CDs;0OD

5 °C (ppm) DEPT
105,34 -C-
105,10 -CH
93,65 -CH
83,72 -CH
79,67 -CH
76,65 -CH
75,89 -CH
74,82 -CH
74,62 -CH
74,37 -CH
73,19 -CH
72,57 -CH
72,10 -CH
72,05 -CH
71,51 -CH
70,36 -CH
64,17 -CH;
64,08 -CH;
63,42 -CH,
62,35 -CH;,
62,29 -CH;
51,98 -CHj3

50,60 -CHo-
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Analizando los espectros de RMN para esta fraccion se presume que esta
constituida por carbohidratos. A continuacion se hace la asignacion de algunas
senales encontradas experimentalmente en la fraccion EM3 en carbohidratos como

glucosa y fructosa (tabla 26)

D-Glucosa D-Fructosa

OH OH

H OH

Figura 26. Estructura de la D-glucosa y la D fructosa respectivamente

Tabla 26. Asignaciones de desplazamientos quimicos para la D.glucosa y la D-

fructosa usando la data experimental de la fraccion EM3.

Posicion 0 13C (ppm) 0 1H (ppm)
1F 105,1 ---
1G 93,65 5,40
2F 83,72 3,73
3F 79,67 4,15
4F 76,65 4,10
4G 74,82 3,61
2G 73,19 3,58
3G 72,57 3,08
5G 70,36 3,60
5F 63,42 3,05
6G 62,35 3,04

6F 62,29 3,59
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Del espectro 10, espectro de masa, se observa lo siguiente:

Este espectro a diferencia del anterior fue tomado en un espectrémetro de
masa con detector de electro spray (LRMSES), este tipo de analisis fue debido a la
polaridad de la fraccion. A diferencia de los espectros de masa anteriores, los
espectros de masa por electro spray dan directamente el i6n molecular de los
compuestos presentes. En este caso el espectro fue tomado bajo dos condiciones

diferentes, obteniendo asi dos espectros diferentes para esta fraccion.

Del primero de ellos se tienen dos picos relevantes en 180 y 276 m/z, el pico
en 276 m/z forma parte de contaminacién de la muestra, en cambio el pico en 180
m/z se atribuye a un monosacarido con formula molecular C¢H12,0¢. Por otra parte,
en el otro espectro de masa se encuentra un i6n molecular principal alrededor de
254 m/z, el cual puediera ser adjudicado a un monosacarido unido a un glicerol, a
este compuesto se le atribuye una férmula molecular CgH1gOs. Tomando en cuenta
lo anteriormente mencionado la fraccion EM3 parece estar constituida por dos

compuestos principalmente.

En base a la informacion espectroscopica y espectrométrica se puede decir lo
siguiente para la fraccion EM3: La fraccion esta constituida por un monosacarido y
un monosacarido con wuna unidad de glicerol. Tomando en cuenta los
desplazamientos quimicos en el RMN-"*C al menos unos de los monosacaridos
debe tener forma de furanosa (ciclo de 5 miembros), esta afirmaciéon surge de la
presencia de sefiales a campo tan bajo (aproximadamente 105 pmm) las cuales son
valores de desplazamiento quimico tipico para anillos de 5 miembros debido a que

presentan una mayor tension entre sus enlaces.
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En este punto fue imperativo resolver dos cosas: 1) saber cuales eran los
monosacaridos que formaban parte de esta fraccion y 2) cual era el monosacarido
libre y cual el que estaba unido al glicerol. Para resolver el primer problema se
realizé un analisis minucioso de los datos espectroscopicos obtenidos, empleando
para ello las tablas de valores reportados de desplazamientos quimicos, tanto de *C
como de 'H, para las pentosas y hexosas mas importantes, realizando un estudio

comparativo entre las sefiales reportadas y las encontradas experimentalmente.

Entre algunas pentosas se tiene: xilosa, lixosa y arabinosa, todas en su forma
de furanosa (ciclica). Sus estructuras se muestran en la figura 27, y en las tablas 27

y 28 sus respectivos desplazamientos quimicos reportados en la literatura.

D-arabinosa D-lixopiranosa
H H H H
5 10 5 10
H O H H O OH H O H H O OH
H H H H
1 9 6 1 9 6
N H OH H OH *N OH C|>H OH  OH
OH
OH 5 4 OH OH . % H . |3 OH OH _ -
OH H OH H H H H H
alfa beta alfa beta

D-xilopiranosa

H H
5 10
H O  H H O OH
H H
1 9 6
4N OH H OH H
OH . %, OH OH . % H
H OH H OH

Figura 27. Estructura quimica de pentosas importantes
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Tabla 27. Valores reportados de los desplazamientos quimicos de RMN-"C y RMN-

H para las a-pentosas mas importantes en D,O.

Posicion a-Ara a-Xil a-Lix
Oc OH Oc OH Oc OH

1 97,87 93,29 5,20 95,16 4,61

2 73,59 73,93 3,65 71,65 3,39

3 73,02 72,56 3,63 71,16 3,58

4 69,60 70,49 3,52 68,64 3,54

5 67,44 62,01 3,69 64,14 3,36

Tabla 28. Valores reportados de los desplazamientos quimicos de RMN-'3C y RMN-

'H para las B-pentosas mas importantes en D-O.

Posicion B-Ara B-Xil B-Lix
Oc OH Oc OH dc On
6 93,69 4,87 97,69 4,58 95,24
7 69,77 3,60 76,92 3,43 73,73
8 69,22 3,48 75,14 3,23 72,12
9 65,80 3,68 70,32 3,61 67,72
10 63,56 3,52 66,23 3,63 65,09

Entre algunas hexosas se tiene: glucosa, mannosa, galactosa en forma de

piranosa y fructosa en forma de furanosa. Sus estructuras se muestran en la figura

28, y en las tablas 29 y 30 sus respectivos desplazamientos quimicos reportados en

la literatura.
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D-glucopiranosa D-galactopiranosa

OH OH
=1 - 12 5/ 12 OH
OH 13 O H OH 7 O oH
gl M H
- OH H T OH H 7
H OH H
z 3 10 ] H
H OH H CH
alfa alfa beta

D-fructofuranosa

OH

[P 12 OH
Ho 13 O B H 3 O oH

H H

OH oH " 11f. OH oH A
OH OH OH H

2 3 10 g
H H H H
alfa beta alfa beta

Figura 28. Estructuras quimicas de las hexosas mas importantes.

Tabla 29. Valores reportados de los desplazamientos quimicos de RMN-"2C y RMN-

'H para las a-hexosas mas importantes en D,0. %!

Pos a- Glu a- Glc a-Man a-Fruc
Oc OH Oc OH Oc OH dc OH
1 93,18 5,43 93,32 5,27 95,02 4,88 104,1 -
2 73,87 3,42 71,43 4,09 73,38 3,27 82,79 3,89
3 72,57 3,10 70,37 3,99 71,75 3,52 80,76 4,22
4 75,62 3,57 70,26 3,82 71,32 3,50 75,67 4,06
5 70,75 3,04 69,45 3,85 67,96 3,60 63,60 3,78
6 61,67 3,49 69,22 3,74 62,08 3,56 60,94 3,67




106

Tabla 30. Valores reportados de los desplazamientos quimicos de RMN-"3C y RMN-

'H para las B-hexosas mas importantes en D,0O. **!

Pos B-Glu B-Glc B-Man B-Fruc
Oc OH Oc OH dc OH Oc OH
7 97,00 5,58 97,49 4,59 94,67 468 101,86 ---
8 77,01 3,04 76,09 3,75 77,09 3,02 81,76 3,79
9 76,88 2,89 73,89 3,65 74,11 3,52 7556 4,11
10 75,25 3,10 73,03 3,49 72,24 3,66 7519 3,99
11 78,45 3,10 69,80 3,93 67,72 3,48 62,81 3,58
12 61,90 3,54 62,03 3,75 63,35 3,60 62,79 3,60

En base a la comparaciéon de los desplazamientos quimicos reportados para
estos carbohidratos con los obtenidos experimentalmente se puede decir que uno de
los monosaridos es a-fructofuranosa. Esto se puede confirmar al observar la tabla 31
donde se plantea un cuadro comparativo entre las sefales de la fructosa y de la
fraccion EM3.

Tabla 31. Cuadro comparativo entre la a-D-fructosa y la fracciéon EM3

Pos Fraccion EM3 a-Fruc
Oc OH dc On
1 105,11  --- 1041 -
2 83,72 3,73 82,79 3,89
3 79,67 4,15 80,76 4,22
4 76,65 4,10 75,67 4,06
5 63,42 3,65 63,60 3,78
6 62,29 3,59 60,94 3,67

Tomando en cuenta las senales restantes se puede predecir que el otro
monosacarido es a-glucopiranosa. A fin de confirmar esta aseveracion se planteo el

siguiente estudio comparativo (tabla 32).
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Tabla 32. Cuadro comparativo entre la a-D-glucosa y la fraccién EM3

Pos Fraccion EM3 a- Glu
d¢ OH Oc OH
1 93,65 5,40 93,18 543
2 73,19 3,58 73,87 3,42
3 72,57 3,08 72,57 3,10
4 74,82 3,61 75,62 3,57
5 70,36 3,03 70,75 3,04
6 62,35 3,60 61,67 3,49

Siguiendo con el andlisis espectroscépico de RMN, los desplazamientos
quimicos reportados en la literatura para la glicerina se compararon con los datos
experimentalmente encontrados en la fraccion EM3, teniendo presente las

asignaciones de los monosacaridos determinados anteriormente.

Tabla 33. Cuadro comparativo entre el glicerol y la fraccion EM3

Pos Fraccion EM3 Glicerol
Oc OH dc OH
1 64,17 3,44 63,05 3,38

74,62 3,56 74,37 3,44
64,08 3,48 63,05 3,38

Finalmente faltaria por saber si el glicerol se encuentra unido a la fructosa o a
la glucosa, pero tomando en cuenta que los desplazamientos quimicos de la fructosa
tienen mucha similitud con los reportados, se propone a la glucosa como el
compuesto unido al grupo glicerol. Los dos monosacaridos propuestos son hexosas,
y en base a toda la discusion anteriormente detallada se propone que los

compuestos presentes en la fraccion EM3 son:
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alfa-D-fructosa alfa-D-glucosa glicerolada
OH
HO O\I'_’OH 0
O OH
OH
O OH 0
OH
OH OH
CEH 1205 CEH1SDS

Figura 29. Posibles compuestos que forman parte de la fraccion EM3

IV.1.3. Discusién de resultados de los analisis espectroscépicos para EM4

Del tratamiento cromatografico del extracto metandlico se obtuvo 15,19 mg de
un compuesto denominado EM4. Esta fraccion se aislé como un semisélido amarrillo,
soluble en agua y metanol. EM4 fue sometido a analisis espectroscépicos de RMN
(espectros 11, 12 y 13) asi como de espectrometria de masas, los datos obtenidos

de los espectros de protones y carbonos son mostrados en las tablas 34 y 35.
Del espectro 11, de RMN-1H, se obtuvo la siguiente informacion:

Un multiplete alrededor de 0,9 ppm que se puede asignar a protones
metilicos, una sefal intensa en 1,28 ppm caracteristica de protones metilénicos en
cadenas carbonadas largas, a un desplazamiento quimico de 1,63 se observa un
multiplete que puede ser atribuido a protones metilenicos en posicién 8 a un grupo —
COOH, un multiplete alrededor de 2,6 ppm caracteristico de protones metilénicos en
posicion a a un grupo —COOH. Este espectro mostré varias sefales en forma de

doblete en una region entre 2,86 y 3,07 ppm, las cuales en base a sus
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desplazamientos quimicos pueden ser asociados a protones metilénicos
directamente enlazados a grupos —OH. Ademas se observa en un desplazamiento
quimico de 3,64 ppm un multiplete que se puede atribuir a protones metinicos que
forman parte de heterociclos, los cuales estan enlazados a grupos -OH o -CH,OH.
También se observa en un desplazamiento quimico de 4,11 ppm un multiplete que
puede ser asignable a protones metinicos de heterociclos que estdn enlazados
directamente al heteroatomo y a su vez a grupos -OH o -CH,OH. Finalmente, un
doblete a 5,11 ppm cuyo valor es caracteristico de protones anoméricos de

carbohidratos.

Del espectro 12 y 13, de RMN-"C y DEPT, se obtuvo la siguiente

informacion:

Se observd a un desplazamientos quimico de 95,10 ppm una senal
caracteristica de un carbono anomérico de un carbohidratos. Por otro lado, varias
sefales encontradas entre 74,64 y 68,37 ppm que podrian ser asociadas a carbonos
metinicos de un heterociclo, los cuales estan enlazados a grupos -OH o -CH,OH.
Otras dos sefiales cuyos desplazamientos quimicos se encuentran en 72,22 ppm vy
62,69 ppm, que corresponden a carbonos metilénicos enlazados directamente a
grupos -OH. La sefal en 57,93 ppm puede ser atribuida a un carbono que forma
parte de un grupo metoxi. Finalmente, una senal en 30,8 ppm caracteristica de

metilenos de cadenas carbonadas largas.

Lo primero que debe ser resaltado es el grado de pureza de esta fraccion, la
misma esta constituida por carbohidratos ademas de algun tipo de acido graso, esto
en base a la similitud de las sefiales encontradas en esta fraccion y la fraccion
anteriormente discutida EM1. Debido a que el analisis por espectrometria de masa
no fue satisfactorio, no fue posible proponer ninguna estructura para esta fraccion.
Sin embargo, a pesar de ello, realizando un analisis detallado de la data

espectroscopica, se pudo inferir que esta fraccion al igual que la anterior (EM3) esta
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constituida por algun tipo de carbohidrato o mezcla de ellos. Como consecuencia de
la poca cantidad de material aislado (15 mg), el espectro de RMN-'C no se
desarroll6 con buena resolucion senal/ruido, sin embargo todo parece indicar que se
trata de una estructura mas pequefa que la anterior, pero de mayor polaridad ya que

la misma fue eluida después de la fraccion EM3 por la columna.

Tabla 34. Datos espectroscopicos de 'H-RMN (270 MHz) y "*C-RMN (67,5 MHz) en
CD3;0D para EM4

5 "H (ppm); mult 5 °C (ppm)
5,11; d 95,10
4,58; s 74,64

4,12-4,09; m 73,81
3,82-3,45; m 73,29
3,07;d 72,63
3,02;d 72,48
2,91;d 72,41
2,86; d 72,22
2,69; s 72,02
2,65;s 71,49
2,44: m 70,28
2,31; m 68,37
1,99; m 62,69
1,63; s 57,93
1,28; s 30,98
0,93-0,82; m 30,69
26,74

Tabla 35. Datos espectroscopicos de 13C-RMN-DEPT (400 MHz) para EM4 en
CDs;0D
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5 °C (ppm) DEPT
95,10 -CH
74,64 -CH
73,81 -CH
73,29 -CH
72,63 -CH
72,48 -CH
72,41 -CH
72,22 -CH,
72,02 -CH
71,49 -CH
70,28 -CH
68,37 -CH
62,69 -CH,
57,93 -CH,3
30,98 -CH,
30,69 -CH,

26,74
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Analizando los espectros de RMN para esta fraccion (EM4) también se
presume que esté constituida por carbohidratos. A continuacibn se hace la
asignacion de algunas sefiales encontradas experimentalmente en la fraccion EM4

en carbohidratos como mannosa y lixosa (tabla 36).

D-Mannosa D-Lixosa
HO
5L o
am OH, 1M o OH  OHA™
OH OH S or

M 2ZM

Figura 30. Estructura de la D-Mannosa y la D-Lixosa

Tabla 36. Asignaciones de desplazamientos quimicos para la D-Mannosa y la D-

Lixosa usando la data experimental de la fraccion EM4.

Posicion 0 13C (ppm) o 1H (ppm)
1M, 1L 95,10 5,10
2M 73,29 3,03
3M, 2L 72,02 3,49
4M, 3L 71,49 3,46
5M, 4L 68,37 3,61

6M, 5L 62,69 3,59
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Para determinar si ambas fracciones (EM3 y EM4) tenian alguna similitud, se
hizo un analisis comparativo de los espectros de RMN-"C. En los espectros 14y 15
se muestran ambos espectros, en la parte superior el de la fraccion EM3 y en la
parte inferior el de EM4. Ademas en la tabla 37 se muestran las sefales de RMN-"*C
para ambas fracciones; en la fraccion EM4 se han omitido las senales
correspondientes al acido graso presente.

Tabla 37. Cuadro comparativo entre las fracciones EM3 y EM4

5 ™°C (ppm) para EM3 5 ©°C (ppm) para EM4
105,34 95,10
105,10 74,64
93,65 73,81
83,72 73,29
79,67 72,63
76,65 72,48
75,89 72,41
74,82 72,22
74,62 72,02
74,37 71,49
73,19 70,28
72,57 68,37
72,10 62,69
72,05 57,93
71,51
70,36
64,17
64,08
63,42
62,35
62,29
51,98

50,60
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Detallando ambos espectros, se encontraron sefiales parecidas en los
mismos, sin embargo, existen algunas otras sefales presentes en EM4 que no se
observaron en EM3. Estas sefiales en la fraccion EM4 son: 95,10 ppm y 68,37 ppm.
Curiosamente estas sefiales son caracteristicas de ciertos carbohidratos como lixosa
y mannosa. Por lo que se realizé una comparaciéon de los desplazamientos quimicos
de estos carbohidratos (tablas 27, 28,29 y 30) con los observados en esta fraccién.

Esta comparacion esta reportada las tablas 38 y 39.

Tabla 38. Cuadro comparativo entre la a-D-mannosa y la fraccion EM4

Pos Fraccion EM4 a- Man
d¢ OH Oc OH
1 95,10 5,10 95,02 4,88
2 73,29 3,03 73,38 3,27
3 72,02 3,49 71,75 3,52
4 71,49 3,46 71,32 3,50
5 68,37 3,61 67,96 3,60
6 62,69 3,59 62,08 3,56

Tabla 39. Cuadro comparativo entre la a-D-lixosa y la fraccion EM4

Pos Fraccion EM4 a-Lix
Oc OH Oc OH

1 95,10 5,10 95,16 4,61

2 72,02 3,49 71,65 3,39

3 71,49 3,61 71,16 3,58

4 68,37 3,57 68,64 3,54

5 62,69 3,46 64,14 3,36
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De acuerdo a lo observado en las tablas 38 y 39 es dificil predecir o ratificar
cual de estos dos carbohidratos es el que se encuentra presente en la fraccion EM4.
Sin embargo, dado que para la a-lixosa se observa una diferencia mas pequefia en
cuanto a los valores de desplazamiento quimico se puede inferir que este es el

carbohidrato presente.

Para confirmar lo predicho por los datos de RMN se realiz6 el ensayo de Bial,
obteniendo un resultado positivo. De esta manera se pudo inferir que el compuesto
presente en EM4 es a-lixosafuranosa. El orcinol solo forma complejos coloreados

con pentosas.

alfa-D-lixofuranosa

OH  OH

Figura 31. Posible compuesto que forma parte de la fraccion EM4
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IV.1.4. Discusion de resultados para el ensayo de mortalidad (Artemia Salina)

Hay una verdadera necesidad de crear confianza hacia los bioensayos
generales los cuales pueden detectar un amplio espectro de actividades
farmocoldgicas en plantas grandes; de manera que, esto pueda ser empleado por
quimicos del area de productos naturales, para guiar estudios fitoquimicos y de

fraccionamiento. 4

Dado que muchas plantas principalmente activas son toxicas en elevadas
dosis, una posible técnica para desarrollar un bioensayo general y efectivo podria
ser simplemente visualizar sustancias que sean téxicas en sistemas zooldgicos. Una
vez que una sustancia ha sido aislada o sintetizada, una gran cantidad de
bioensayos especificos y sofisticados pueden ser empleados. Para este fin se han
disefiado bioensayos rapidos, econémicos y aplicables en cualquier area, a fin de
evaluar rapidamente las fracciones de extractos de plantas fisiologicamente activas,
entre ellas tenemos al bioensayo general de Artemia Salina que usa como

herramienta primordial los huevos de larvas de camaron.

Los huevos de larvas de camaron, ensayo de Artemia Salina, pueden ser
obtenidos comercialmente a muy bajo costo, ademas de permanecer en estado seco

por muchos afios.

Este ensayo de mortalidad proporciona un indicio del nivel de toxicidad del
material. Se aplicé tanto al crudo CM, como a cada uno de los extracto obtenidos
EH, ED, EA y EM. Los resultados mostrados en la tabla 12 indican un indice de
toxicidad moderado para el crudo metandlico, el cual va disminuyendo a medida que
fueron separados los extractos, es decir, que se puede adjudicar la mayoria de la
toxicidad del CM al EH, sin desligar, claramente, la influenza de los otros extractos
en la toxicidad de CM. Finalmente, el extracto trabajado en este TEG, el extracto

metanol-agua, resultoé el menos téxico de todos.
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En cuanto a las fracciones obtenidas no se realizé el ensayo ya que no se
cont6 con suficiente cantidad de material. Una vez obtenidas fracciones
parcialmente purificadas es necesario medir el porcentaje de mortalidad en base a
varias concentraciones del extracto. Sin embargo, se espera que estas fracciones
den resultados muy bajos en cuanto a la toxicidad dada la naturaleza quimica de las

fracciones aisladas, en particular EM3 y EM4 (carbohidratos).

IV.1.5. Discusion de resultados para el ensayo de inhibicion de la glucosa-6-

fosfatasa.

La glucosa-6-fosfatasa (G-6-Pasa) es una enzima localizada
predominantemente en el reticulo endoplasmatico (RE) del higado y del rifidén y
cataliza el paso final tanto de la gluconeogénesis como de la glucdlisis, convirtiendo

la glucosa-6-fosfato (G-6-P) en glucosa (G) y fosfato inorganico (Pi) B!

El proceso de inhibicidn puede llevarse a cabo principalmente en dos sitios,
en el transportador T1 (proteina transportadora de sustrato glucosa-6-fosfato), esto
va a ocurrir en el caso que se tienen microsomas intactos, donde no se han
colocado histonas al medio de reaccion. Otro sitio donde se puede llevar a cabo la
inhibicién es directamente sobre la sub-unidad catalitica (SUC), esto va a ocurrir en
el caso done se tienen microsomas rotos, donde se han colocado histonas al medio

de reaccion con el fin de obtenerlos.
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Figura 32. Diagrama esquematico del mecanismo de la glucosa hepatica 1!

Se les midi6 la inhibicién de la glucosa-6-fosfatasa al CM, EH, ED, EA y EM,
en los cuales de manera general se encontraron resultados importantes. Para el CM
la inhibicién fue de 77% sin histonas y 64% con histonas, resultados bastante
buenos para este tipo de ensayo. Al estudiar la inhibicibn de cada extracto se
observa una variacion dependiendo del mismo. En EH se encuentra la mejor
inhibicién con histonas (60%) en comparacion a los subsiguientes extractos. Para
ED y EM la inhibicién fue intermedia (cerca de 50%). Y con EA se obtuvo la mejor
inhibicion sin histonas (66%), pero con muy baja inhibicién con histonas (17%). Es
importante recalcar que el valor mas importante es el obtenido con histonas, ya que

de esta manera se simula el proceso que rige en el organismo.

Como no se contaba con suficiente cantidad para hacer el ensayo de las
fracciones EM1, EM3y EM4 no se reportan datos para los mismos. Sin embargo es
importante continuar con este tipo de estudios (inhibicién de la glucosa-6-fosfatasa)
ya que la diabetes sigue siendo una de las principales afecciones que padece el

mundo en el que vivimos
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IV.1.6. Discusion de resultados para los ensayos quimicos realizados.

Ensayo de ninhidrina

El ensayo con ninhidrina es especifico para la identificaciéon de aminoacidos,
en el cual el producto de la reaccién involucrada la formacion de una base de shift o

imina. EI mecanismo que describe esta reaccion es mostrado a continuacion:
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Figura 33. Mecanismo de accién para la reaccién con ninhidrina *°!

Sin embargo se ha encontrado [?

que ciertos carbohidratos pueden
reaccionar con este reactivo para dar lo que se conoce como un falso positivo. La
diferencia radica en la coloracion del ensayo, por lo general en los aminoacidos se
obtiene una coloracion violeta muy intensa, en cambio en el caso de los

carbohidratos la coloracion puede ir desde amarillo hasta rosa.

Los carbohidratos que forman compuestos coloreados con ninhidrina son
todos aquellos carbohidratos reductores (pentosas y hexosas). Los no reductores

como los disacaridos no dan ensayo positivo. El Hidrintantin, el bis-1,3-dicetoindanil
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y el acido ascorbico dan prueba positiva con ninhidrina, esto significa que las
reacciones alternativas con ninhidrina existen, y que los compuestos coloreados son

formados por la reduccion de la ninhidrina.

De esta manera se puede explicar el ensayo positivo con las fracciones EM3

y EM4 debido a la presencia de carbohidratos en las mismas.

Ensayo con a-naftol

Mejor conocida como la prueba de Molish (a-naftol/H,SO,4), Se basa en la
accion deshidratante hidrolizante del &cido sulfurico concentrado sobre los
carbohidratos. En esta prueba el acido fuerte cataliza la hidrélisis de cualquier
enlace glucosidico presente en la muestra, con una posterior deshidratacién a
furfural (pentosas) e hidroximetil furfural (hexosas). Estos furfurales se condensan
con naftol y dan un producto colorado. Es utilizado como ensayo general para
carbohidratos. Por ello se explica el ensayo positivo con la fraccion EM3 y EM4, ya

que éstos estan compuestos por carbohidratos.
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Figura 34. Reaccion de pentosas y hexosas en acido fuerte

hexosa
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Figura 35. Mecanismo para la formacion de complejos coloreados para la reaccion

con a-nafol.

Ensayo con orcinol
Mejor conocida como el test de Bial (Orcinol/H,SO,4), se caracteriza por la

presentacion, mediante condensacion, de un producto de color azulado originado
por la reaccion del furfural, derivado de la pentosa, en su reaccion con HCl y el
orcinol. Se trata de una reaccion caracteristica tanto de pentosas como de acidos
urénicos. El ensayo positivo solo dié con la fraccion EM4, lo que conlleva a que esta

fraccion esta constituida por alguna pentosa.

OH

HaC OH

Orcinol
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Reactivo de Benedict %!

Identifica azucares reductores (aquellos que tienen su OH anomérico libre),
como la lactosa, la glucosa, la maltosa, y celobiosa. En soluciones alcalinas, pueden
reducir el Cu®* que tiene color azul a Cu*, que precipita de la solucion alcalina como

Cu20 de color rojo-naranja.

El fundamento de esta reaccion radica en que en un medio alcalino, el ion
cuprico (otorgado por el sulfato cuprico) es capaz de reducirse por efecto del grupo
aldehido del azucar (CHO) a su forma de Cu®. Este nuevo ion se observa como un
precipitado rojo ladrillo correspondiente al 6xido cuproso (Cu,O). El medio alcalino
facilita que el azucar esté de forma lineal, puesto que el azucar en solucién forma un
anillo de pirandsico o furandsico. Una vez que el azucar esta lineal, su grupo
aldehido puede reaccionar con el ion cuprico en solucion. En estos ensayos es
posible observar que la fructosa (una cetopentosa) es capaz de dar positivo. Esto
ocurre por las condiciones en que se realiza la prueba: en un medio alcalino caliente
esta cetohexosa se tautomeriza (pasando por un intermediario endlico) a glucosa

(que es capaz de reducir al ion cuprico).

Los disacaridos como la sacarosa y la trehalosa, no dan positivo puesto que
sus OH anoméricos estan siendo utilizados en el enlace glucosidico. En resumen, se
habla de azucares reductores cuando tienen su OH anomérico libre, y éstos son los

que dan positivo en la prueba de Benedict.

El ensayo positivo en las fracciones EM3 y EM4 indica que entre sus

constituyentes hay monosacaridos.

Reactivo de Fehling 1%

El reactivo de Fehling, también conocido como Licor de Fehling, se utiliza
como reactivo para la determinacién de azucares reductores. Sirve para demostrar
la presencia de glucosa, asi como para detectar derivados de esta tales como la

sacarosa o la fructosa.
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El reactivo de Fehling consiste en dos soluciones acuosas de sulfato de cobre
y la Sal de Seignette (Tartrato mixto de Potasio y Sodio), ademas de NaOH. Ambas
solucionesse guardan separadas hasta el momento de su uso para evitar la

precipitacion del hidréxido de cobre (l1).

El ensayo con el reactivo de Fehling se fundamenta en el poder reductor del
grupo carbonilo de un aldehido. Este se oxida a acido y reduce la sal de cobre (ll) en
medio alcalino a 6xido de cobre (l), que forma un precipitado de color rojo. Un
aspecto importante de esta reaccién es que la forma aldehido puede detectarse
facilmente aunque exista en muy pequefia cantidad. Si un azucar reduce el licor de

Fehling a 6xido de cobre (I) rojo, se dice que es un azucar reductor.

Al reaccionar con monosacaridos, se torna verdoso; si lo hace con

disacaridos, toma el color del ladrillo.

El ensayo di6 verde para las fracciones EM3 y M4 lo que corresponde a la

presencia de monosacaridos y la ausencia de disacaridos.
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Figura 36. Reaccion quimica de los carbohidratos con complejos de cobre.
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CAPITULO V
V.1. CONCLUSIONES

La especie Ulva lactuca presenta un alto contenido de compuestos polares
debido a la masa obtenida en el extracto metanol-agua en comparacién a los otros

extractos separados.

El extracto estudiado, metanol-agua, presentd una baja toxicidad en cuanto al
ensayo de artemia salina (6,7%) y un resultado moderado hacia la inhibiciéon de la

glucosa-6-fosfatasa (sin histonas 48% y con histonas 49%)

Se aislaron tres fracciones del extracto metanol-agua rotuladas como EM1,
EM3 y EM4. Para ninguna de ellas se pudo identificar por completo su estructura, sin

embargo se pudo caracterizar algunos datos de las mismas.

» De EM1 se logré identificar un acido graso como componente principal. En
base a la informacién espectroscopica y espectrométrica se presume que

dicho compuesto es:

» EMS3 se logré caracterizar como la mezcla de dos monosacaridos, uno libre y
el otro unido a un glicerol. Usando la data espectroscépica y espectrométrica
se identific6 que ambos compuestos son hexosas, y en base a analisis

comparativos se presume la presencia de:



alfa-D-fructosa

HO
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o
OH
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alfa-D-glucosa glicerolada

OH
o
OH
OH
OH O\/%
OH OH
CoH1504

> En el caso de la fraccion EM4, como no se obtuvieron datos satisfactorios en

los espectros de RMN y MS, tampoco se pudo identificar los compuestos

presentes. Sin embargo, de los pocos datos obtenidos se infirié que dicha

fraccion esta constituida por carbohidratos, y haciendo un analisis detallado y

comparativo con los datos reportados en la literatura y con la fraccion EM3,

ademas del ensayo de Bial, se presume que el posible compuesto presente

es:

alfa-D-lixofuranosa

OH
OH
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V.2. RECOMENDACIONES

Al momento de trabajar con compuestos tan polares como los carbohidratos
se recomienda trabajar con silica en fase inversa para asi hacer el trabajo mas

efectivo.

Seguir estudiando las fracciones restantes del extracto metanol-agua para asi
aislar compuestos importantes en la inhibicién de la glucosa-6-fosfatasa encontrada

en el ensayo inicial.

Realizar el analisis quimico de los extractos restantes de la separacién inicial
(EH, ED y EA) de manera de encontrar algun metabolito importante en la especie

Ulva lactuca.

Realizar estudios de RMN en dos dimensiones que puedan ayudar a la

identificacion precisa de las fracciones aisladas (EM1, EM3 y EM4).
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Espectro 17. RMN-"3C y DEPT de la fraccién EM3 (acercamiento)
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Espectro 18. RMN-'H de la fraccion EM3 (acercamiento)
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Espectro 19. RMN-"3C y DEPT de la fraccién EM4 (acercamiento)
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Espectro 20. RMN-"C y DEPT de la fraccién EM4 (acercamiento)
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Espectro 21. RMN-"H de la fraccion EM4 (acercamiento)



