UNIVERSIDAD

NACIONAL

DE COLOMBIA

Estudio del potencial inhibitorio de las xantonas provenientes de
Garcinia mangostana (Clusiaceae) sobre tres enzimas digestivas
relacionadas con obesidad y diabetes tipo 2 en busqueda de
moléculas con accion multidiana

Juan Camilo Cardozo Muioz

Universidad Nacional de Colombia
Facultad de Ciencias, Departamento de Quimica
Bogota, Colombia
2021






Estudio del potencial inhibitorio de las xantonas provenientes de
Garcinia mangostana (Clusiaceae) sobre tres enzimas digestivas
relacionadas con obesidad y diabetes tipo 2 en busqueda de
moléculas con accion multidiana

Juan Camilo Cardozo Muinoz

Tesis de investigacién presentada como requisito parcial para optar al titulo de:

Maestria en Ciencias - Quimica

Director (a):
Ph.D., Oscar Javier Patifio Ladino
Codirector (a):
Ph.D., Fabian Harvey Lopez Vallejo

Linea de Investigacion:
Bioprospeccién en agentes fitosanitarios y terapéuticos
Grupo de Investigacion:
Grupo de Investigacion en Quimica de Productos Naturales Vegetales Bioactivos
(QuiProNaB)

Universidad Nacional de Colombia
Facultad de Ciencias, Departamento de Quimica
Bogoté4, Colombia
2021






A mi familia, mi novia, y a todas aquellas
personas que me brindaron su apoyo

incondicional.

Para que pueda surgir lo posible, es preciso

intentar una y otra vez lo imposible.

Herman Hesse



Declaracion de obra original

Yo declaro lo siguiente:

He leido el Acuerdo 035 de 2003 del Consejo Académico de la Universidad Nacional.
«Reglamento sobre propiedad intelectual» y la Normatividad Nacional relacionada al
respeto de los derechos de autor. Esta disertacion representa mi trabajo original, excepto
donde he reconocido las ideas, las palabras, o materiales de otros autores. Cuando se han
presentado ideas o palabras de otros autores en esta disertacion, he realizado su
respectivo reconocimiento aplicando correctamente los esquemas de citas y referencias
bibliogréaficas en el estilo requerido.

He obtenido el permiso del autor o editor para incluir cualquier material con derechos de
autor (por ejemplo, tablas, figuras, instrumentos de encuesta o grandes porciones de
texto).

Por ultimo, he sometido esta disertacion a la herramienta de integridad académica, definida
por la universidad.

Juan camilo Cardozo Mufioz

Fecha 23/04/2021






Agradecimientos

Agradezco a mi director Dr. Oscar Javier Patifio Ladino y codirector Dr. Fabian Harvey
Lépez Vallejo, por darme la oportunidad de trabajar con su grupo de investigacion,
comunicar su conocimiento, su tiempo y orientacion, ademas de la capacitaciéon y

colaboracién para el desarrollo de este trabajo.

Agradezco al profesor Luis Enrique Cuca Suarez por permitirme hacer parte del grupo y
abrirme las puertas del laboratorio de Quimica de Productos Naturales Vegetales
Bioactivos, del Departamento de Quimica de la Universidad Nacional de Colombia.

Agradezco a la profesora Juliet Angélica Prieto por su asesoria, orientacion y colaboracion.
Ademas, al laboratorio de bioensayos del Departamento de Quimica de la Pontificia
Universidad Javeriana por la capacitacion, colaboracion y recursos para el desarrollo de
los ensayos de actividad biol6gica.

A la Universidad Nacional de Colombia y a la Pontificia Universidad Javeriana, por la

financiacioén y la formacién académica brindada.

Al Ministerio de Ciencia, Tecnologia e Innovacién (MinCiencias) por el apoyo financiero a
través del contrato 003-2017 con coédigo 110174559038, financiado a través de la
convocatoria nacional de proyectos para el fortalecimiento de la investigacion, creacion e
innovacién de la universidad nacional de Colombia 2016-2018. Adicionalmente, por el
apoyo al Joven Talento Juan Camilo a través del contrato 907-2019 de la convocatoria
850-2019 para el fortalecimiento de proyectos de investigacion de CTel en ciencias

médicas y de la salud con talento joven e impacto regional.

A Luis Carlos Chitiva, Harold Rodriguez, Daniela Torres, Leidy Nagles, Yohum Lozada,
Alberto Osorio, Felipe Victoria y los demas miembros del Grupo de Investigacion en
Quimica de Productos Naturales Vegetales Bioactivos (QuiProNaB) del Departamento de
Quimica, por darme la oportunidad de trabajar con ustedes y compartir su espacio,

conocimiento y apoyo para llevar a cabo este proyecto.









Resumen y Abstract Xl

Resumen

Garcinia mangostana (Clusiaceae), conocida popularmente como mangostino, es una
especie de importancia econémica a nivel mundial que se caracteriza por contener una
amplia diversidad de xantonas, las cuales tienen la capacidad de inhibir enzimas digestivas
como a-amilasa (AA), a-glucosidasa (AG) y lipasa pancreatica (LP). Estas enzimas juegan
un papel importante en el metabolismo de carbohidratos y lipidos, por lo que suelen ser
atractivas dianas terapéuticas para el tratamiento de la diabetes tipo 2 y la obesidad. Existe
una estrecha correlacion entre estas dos enfermedades, por lo que en las Ultimas décadas
muchas investigaciones se han enfocado en la busqueda de moléculas con accion
polifuncional para tratar de manera simultanea estas dos patologias. En este sentido, G.
mangostana es un objeto interesante de estudios debido a que varios de sus componentes
quimicos causan inhibiciones en diferentes enzimas digestivas. La presente investigacion
contribuye a la busqueda de moléculas con potencial inhibitorio multidiana frente a lipasa
pancreatica, a-amilasa y a-glucosidasa, a partir de un estudio de las xantonas
provenientes de G. mangostana. La metodologia incluy6 el estudio fitoquimico biodirigido
sobre el pericarpio de los frutos de G. mangostana, para aislar e identificar una serie de
xantonas con potencial inhibidor sobre las enzimas diana de interés. Adicionalmente, se
realiz6 la sintesis de algunos derivados a partir del constituyente mayoritario.
Posteriormente, se determiné la concentracién inhibitoria, el tipo de inhibicion y el modo
de unién que ejercen las xantonas sobre las enzimas digestivas. Finalmente, se realizé un
estudio de optimizacién farmacodinamica con cada blanco enzimatico tomando como base
la molécula a-mangostina, para predecir posibles moléculas con accion multidiana y mayor
afinidad frente a LP, AG y AA. Se realiz6 la sintesis de algunas de las moléculas
optimizadas y se determin6 el efecto que ejercen sobre las enzimas digestivas. El estudio
guimico biodirigido permiti6 determinar que en la fraccion de DCM se concentra la
actividad inhibitoria sobre las tres enzimas digestivas (LP, AG y AA). A partir de la fraccion
de DCM se logro el aislamiento e identificacion de cinco xantonas preniladas, entre las que
se encuentran 9-hidroxicalabaxantona (Gm-1), 8-desoxigartanina (Gm-2), gartanina (Gm-

3), a-mangostina (Gm-4) y y-mangostina (Gm-5). Adicionalmente, a partir del



constituyente mayoritario Gm-4 se sintetizaron los derivados Gm-6 a Gm-11,
destacandose la propuesta de una nueva metodologia libre de disolvente y por irradiacion
con microondas para la obtencién de compuestos aroméaticos con ciclo tetrahidropirano, a
partir de precursores aromaticos hidroxilados con una cadena prenilada vecinal. Entre los
compuestos aislados y sintetizados se destacan Gm-4 (Clso AA =317,6 £ 4,3 uM, Clso AG
=31,6+2,6 uMy ClsoLP =50,6 £ 6,7 uM) y Gm-6 (Clso AA = 164,4 £ 28,6 UM, Clso AG =
33,3+4,1uM vy Clso LP = 69,2 + 6,9 uM) por su mayor accién multidiana sobre las tres
enzimas. De manera general, con los estudios de cinética enzimatica y de acoplamiento
molecular, se encontré que las xantonas bioactivas ejercen su accion sobre AA en su
mayoria mediante una inhibicién de tipo competitivo, mientras que sobre AG predomina la
inhibicién de tipo mixto, y frente a LP la mayoria de los inhibidores son de tipo no
competitivo. Por ultimo, el estudio optimizacion farmacodinamica sobre Gm-4 permitié
proponer 10 moléculas optimizadas, de las cuales se sintetizaron tres sin reportes previos
en la literatura y que fueron denominadas como Gm-12, Gm-13 y Gm-14. Estas moléculas
presentaron accioén inhibitoria frente a LP, AG y AA, destacandose Gm-14 por su accion
inhibitoria polifuncional, y por ser el Gnico compuesto con el que se logré optimizar de
manera simultanea la actividad inhibitoria frente a AG y AA. Adicionalmente, se estableci6
gue los compuestos optimizados son de tipo competitivo para AA, de tipo no competitivo
para AG, y no competitivo y acompetitivo para la enzima LP.

Palabras clave: Lipasa pancreatica, a-amilasa, a-glucosidasa, Xantonas, G.

mangostana.



Abstract

Garcinia mangostana (Clusiaceae), popularly known as mangosteen, is a species of
economic importance worldwide that is characterized by containing a wide variety of
xanthones, which can inhibit digestive enzymes such as a-amylase (AA), a- glucosidase
(AG) and pancreatic lipase (LP). These enzymes play an important role in carbohydrate
and lipid metabolism and are therefore often attractive therapeutic targets for the treatment
of type 2 diabetes and obesity. There is a close correlation between these two diseases,
reason why in the last decades many investigations have focused on the search for
molecules with multitarget action to treat these two diseases simultaneously. In this sense,
G. mangostana is an interesting object of study because several of its chemical
components cause inhibitions in different digestive enzymes. The present investigation
contributes to the search of molecules with multitarget inhibitory potential against
pancreatic lipase, a-amylase and a-glucosidase, based on a study of xanthones from G.
mangostana. The methodology included the bioguiated phytochemical study on the
pericarp of G. mangostana fruits, to isolate and identify a series of xanthones with inhibitory
potential on the target enzymes of interest. Additionally, some derivatives were synthesized
from the majority constituent. Subsequently, the inhibitory concentration, the type of
inhibition and the binding mode exerted by xanthones on digestive enzymes were
determined. Finally, a pharmacodynamic optimization study was carried out with each
target enzyme based on the a-mangostin molecule, to predict possible molecules with
multitarget action and higher affinity against LP, AG and AA. The synthesis of some of the
optimized molecules was carried out and the effect they exert on digestive enzymes was
determined. The bioguiated chemical study made it possible to determine that the inhibitory
activity on the three digestive enzymes (LP, AG and AA) is concentrated in the DCM
fraction. From the DCM fraction, the isolation and identification of five prenylated xanthones
was achieved, among which are 9-hydroxylabaxanthone (Gm-1), 8-deoxygartanine (Gm-

2), gartanine (Gm-3), a- mangostin (Gm-4) and y-mangostin (Gm-5). Additionally, from the



majority constituent Gm-4, the derivatives Gm-6 to Gm-11 were synthesized, highlighting
the proposal of a new solvent-free methodology with microwave irradiation for obtaining
aromatic compounds with tetrahydropyran cycle, from hydroxylated aromatic precursors
with a neighboring prenylated chain. Among the isolated and synthesized compounds, Gm-
4 (ICso AA=317.6 £ 4.3 uyM, ICs0 AG = 31.6 £ 2.6 uM and ICso LP = 50.6 £ 6.7 uyM) and
Gm-6 (ICso AA = 164.4 = 28.6 pM, 1Cs0 AG = 33.3 + 4.1 uM and ICso LP = 69.2 = 6.9 uM)
due to its greater multitarget action on the three enzymes. In general, with the enzymatic
kinetics and molecular coupling studies, it was found that bioactive xanthones exert their
action on AA mostly through competitive inhibition, while on AG mixed-type inhibition
predominates, and against LP most of inhibitors are non-competitive. Finally, the
pharmacodynamic optimization study on Gm-4 allowed proposing 10 optimized molecules,
of which three were synthesized without previous reports in the literature and which were
called Gm-12, Gm-13 and Gm-14. These molecules showed inhibitory action against LP,
AG and AA, with Gm-14 standing out for its polyfunctional inhibitory action, and for being
the only compound with which it was possible to simultaneously optimize the inhibitory
activity against AG and AA. Additionally, it was established that the optimized compounds
are competitive inhibitors against AA, non-competitive for AG and non-competitive and

uncompetitive for the LP enzyme.

Keywords: Pancreatic lipase, a-amylase, a-glucosidase, Xanthones, Garcinia

mangostana.
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INTRODUCCION

La obesidad y diabetes son reconocidas ampliamente como unas de las principales
problematicas de salud a nivel mundial, dado su estrecha relacion con otros trastornos
patolégicos (Aschner 2010; Johnson et al. 2012; OPS/OMS Colombia 2018). La diabetes
mellitus es un trastorno metabdlico resultante de una deficiencia relativa en la secrecion
de insulina y/o resistencia asociada con esta hormona, caracterizandose por hiperglucemia
cronica (Calderén S., Mufioz R., y Quintanar E. 2013; Corbatén A., Cuervo P., y Serrano
R. 2004; Islas A. y Revilla M. 2013; Johnson et al. 2012). En el afio 2017, 425 millones de
personas en todo el mundo vivian con diabetes, estando el 90% de ellas afectadas por
diabetes mellitus tipo 2 (DM2) y se espera que el nimero aumente a 629 millones de
personas en el afio 2045 (OPS/OMS Colombia 2018; Salud 2005). Un enfoque prometedor
para el tratamiento de la DM2 consiste en disminuir la hiperglucemia postprandial
inhibiendo las enzimas hidrolizantes de carbohidratos en el tracto gastrointestinal. Esto se
puede hacer mediante la inhibicién de las enzimas a-amilasa (AA) y a-glucosidasa (AG),
gue son importantes en la digestion de azulcares. Los inhibidores de estas enzimas
ralentizan la digestiébn de los carbohidratos, por lo que prolongan el tiempo total de
digestion, reduciendo la absorcién de glucosa y en consecuencia, atenuando la glucosa

plasmatica postprandial (Ascaso 2014; Marrelli et al. 2013; Pérez-Sanchez et al. 2015).

Una patologia muy relacionada con DM2 es la obesidad, pues es comun que en la literatura
se describa que un alto porcentaje (alrededor del 70-90%) de los diabéticos (DM2) fueron
0 son obesos (Fundacion para la Diabetes y Nordisk 2020; Pappachan, Fernandez, y
Chacko 2019). Segun la OMS, un cuarto de la poblacion mundial sufre de sobrepeso u
obesidad, por lo que tiene un riesgo tres veces mayor de sufrir de diabetes (Aschner 2010;
OMS 2018; OPS/OMS Colombia 2018). En Colombia, se estima que cerca de la mitad de
la poblacion adulta padece de obesidad y sobrepeso. La obesidad es una enfermedad

cronica degenerativa no transmisible en la que el desbalance alimenticio genera exceso
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de grasa acumulada en el cuerpo, desarrollandose la hipertrofia del tejido adiposo (Costa
Gil y Spinedi 2017; Rodriguez et al. 2009). Dentro de los principales enfoques para el
tratamiento de esta enfermedad se encuentran los cambios en los habitos alimenticios,
aumento de actividad fisica y la toma de suplementos y/o medicamentos. Los
medicamentos antiobesidad generalmente involucran tres mecanismos que incluyen la
mejora del gasto de energia, supresion del apetito e inhibicion de enzimas
gastrointestinales involucradas en metabolismo de digestion y absorcion de carbohidratos
y grasas. Dado que la lipasa pancreatica (LP) juega un papel importante en la absorcion
de grasas, su inhibicién también ha sido de gran interés en el desarrollo de medicamentos
(Adnyana et al. 2016; Bell 2006; Birari y Bhutani 2007; Gu et al. 2011; Lee et al. 2007;
Ochir et al. 2010).

Comercialmente se disponen de algunos medicamentos que inhiben enzimas digestivas,
tal es el caso de Orlistat que inhibe la LP, Acarbosa y Miglitol que inhiben AA 'y AG. Sin
embargo, muchos de estos productos se han asociado con algunos problemas
gastrointestinales que incluyen hinchazén, diarrea, flatulencia y malestar abdominal
(Gendaram et al. 2017; Morales G. 2017; Salvador R. et al. 2004). Por lo tanto, se hace
necesario el desarrollo de nuevos agentes eficientes y seguros para inhibir este tipo de
enzimas que participan en el metabolismo de carbohidratos y grasas. En este sentido
muchas investigaciones se han enfocado a la busqueda de inhibidores enzimaticos en
productos naturales, dada la diversidad estructural y mdltiples aplicaciones de las
sustancias que se derivan de la naturaleza (Atanasov et al. 2021; Keilany 2005; Newman
y Cragg 2020).

Garcinia mangostana L, conocida como mangostdn o mangostino, es una especie
proveniente del sureste de Asia e Indonesia, que se cultiva en muchas regiones tropicales
del planeta dada su importancia econdmica. El fruto es conocido como “la reina de los
frutos” por ser jugoso, suave, dulce y con multiples propiedades terapéuticas (Farrington,
Musgrave, y Byard 2019; Jiang et al. 2010). A partir de diferentes 6rganos se han
identificado un gran nimero de xantonas con diversas aplicaciones, entre las que se
destacan sus propiedades para tratar el cancer, la obesidad y diabetes (Chen, Yang, y
Wang 2008; Han et al. 2009; Islas A. y Revilla M. 2013; Jiang et al. 2010; Khaw et al. 2014;
Yeong et al. 2020). Algunas de las xantonas identificadas en la especie se les ha

determinado su potencial inhibitorio frente LP, AA y/o AG, siendo gartanina, a-mangostina



Estado actual del tema 3

y y-mangostina de las mas representativas por su capacidad para inhibir mas de una
enzima (Adnyana et al. 2016; Chae et al. 2016; Ryu et al. 2011). Teniendo en cuenta lo
anterior y a que en la actualidad se promueven el desarrollo de farmacos con accién
multidiana, las xantonas provenientes de G. mangostana constituyen una base interesante
para emprender investigaciones en el desarrollo de inhibidores polifarmacolégicos
aplicables en el tratamiento de obesidad y diabetes tipo 2 (Artasensi et al. 2020; Yang et
al. 2019; Zheng et al. 2014). El presente trabajo contribuye con la busqueda de moléculas
con potencial inhibitorio multidiana frente a lipasa pancreatica, a-amilasa y a-glucosidasa,

a partir de un estudio de las xantonas provenientes de G. mangostana.



4 Estudio del potencial inhibitorio de las xantonas provenientes de Garcinia mangostana
(Clusiaceae) sobre tres enzimas digestivas relacionadas con obesidad y diabetes tipo 2
en busqueda de moléculas con accidn multidiana

OBJETIVOS

Objetivo general

Contribuir a la busqueda de moléculas con potencial inhibitorio multidiana frente a lipasa
pancreatica, a-amilasa y a-glucosidasa, a partir del estudio de las xantonas provenientes

del pericarpio de la especie Garcinia mangostana (Clusiaceae).

Objetivos especificos

¢ Realizar el estudio fitoquimico biodirigido sobre la especie Garcinia mangostana
(Clusiaceae) con el fin de obtener las xantonas con potencial inhibitorio frente a

lipasa pancreatica, a-amilasa y/o, a-glucosidasa.

e Determinar el mecanismo de inhibicion enzimética sobre las enzimas lipasa
pancreatica, a-amilasa y/o a-glucosidasa de los compuestos aislados y derivados

sintetizados.

e Diseflar y sintetizar algunos compuestos con accion multidiana frente a lipasa
pancreatica, a-amilasa y/o, a-glucosidasa, a partir del estudio de optimizacién

farmacodinamica sobre las xantonas bioactivas.
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1. Estado actual del tema

1.1 Importancia de la obesidad y diabetes tipo 2

La obesidad y diabetes son reconocidas ampliamente como unas de las principales
problematicas de salud a nivel mundial, dado su estrecha relacion con otros trastornos
patolégicos (Aschner 2010; Johnson et al. 2012; OPS/OMS Colombia 2018). La diabetes
mellitus es un trastorno metabdlico resultante de una deficiencia relativa en la secrecion
de insulina y/o resistencia asociada con esta hormona, caracterizandose por hiperglucemia
crénica (Calderén S. et al. 2013; Corbaton A. et al. 2004, Islas A. y Revilla M. 2013;
Johnson et al. 2012). En el afio 2017, 425 millones de personas en todo el mundo vivian
con diabetes, estando el 90% de ellas afectadas por diabetes tipo 2 (DM2) y se espera que
el nimero aumente a 629 millones de personas en el afio 2045 (OPS/OMS Colombia 2018;
Salud 2005). Un enfoque prometedor para el tratamiento de la DM2 consiste en disminuir
la hiperglucemia posprandial inhibiendo las enzimas hidrolizantes de carbohidratos en el
tracto gastrointestinal. Esto se puede hacer mediante la inhibicion de las enzimas a-
amilasa y a-glucosidasa importantes en la digestién de azucares. Los inhibidores de estas
enzimas ralentizan la digestiéon de los carbohidratos, por lo que prolongan el tiempo total
de digestion, provocando una reduccion de la absorciéon de glucosa y en consecuencia,
atenuando la glucosa plasmatica postprandial (Ascaso 2014; Marrelli et al. 2013; Pérez-
Sanchez et al. 2015).

Una patologia muy relacionada con DM2 es la obesidad, se ha descrito que alrededor del
80% de los diabéticos (DM2) fueron o son obesos (Fundacion para la Diabetes y Nordisk
2020). Segun la OMS, un cuarto de la poblacion mundial sufre de sobrepeso u obesidad
(Aschner 2010; OMS 2018; OPS/OMS Colombia 2018). En Colombia, se estima que cerca
de la mitad de la poblacion adulta padece de obesidad y/o sobrepeso. La obesidad es una

enfermedad crénica degenerativa no transmisible en la que el desbalance alimenticio
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genera exceso de grasa acumulada en el cuerpo, desarrollandose la hipertrofia del tejido
adiposo (Costa Gil y Spinedi 2017; Rodriguez et al. 2009). Apareciendo con esto nuevos
factores de riesgo como lo son los pacientes con diabesidad, un término usado para
describir la fisiopatologia vinculada entre las dos enfermedades anteriormente descritas
(DM2 y Obesidad), y desarrollo del sindrome metabdlico, el cual de manera similar esta
relacionado con el desarrollo de factores de riesgo notables en las dos enfermedades tales
como riesgo cardiaco, altos niveles de azlcar en la sangre, alta presion arterial, resistencia
a la insulina y diabetes, lo que implica un notable incremento en la prevalencia de estas
enfermedades (Al-Goblan, Al-Alfi, and Khan 2014; Libert, Nowacki, and Natowicz 2018;
Pappachan et al. 2019).

1.1.1 Generalidades de la obesidad

La obesidad es una enfermedad crénica catalogada asi por la acumulacién anormal y
excesiva de grasa que aumentan el riesgo de tener problemas de salud (OMS 2018).
Ademas, la OMS califica la obesidad o sobrepeso como un desbalance metabdlico y
cronico degenerativo, que se desarrolla por alteraciones nutricionales relacionadas al
desequilibrio energético, es decir, un desbalance alimentario entre el nimero de calorias
consumidas y el numero de calorias gastadas (OMS/OPS 2017). Dicha deficiencia
metabdlica se observa en el aumento de peso corporal causado por la hipertrofia del
tejido adiposo de forma anormal en el individuo, produciéndose a un nivel con el que se
hace muy probable sufrir de otras patologias asociadas lo que puede ser perjudicial para
la salud en mayor medida por existir principalmente una relacién con diabetes tipo 2
(Rodriguez et al. 2009).

Para el diagnoéstico y clasificacion de la obesidad la OMS establece el indicador de
obesidad y sobrepeso como el indice de masa corporal (IMC), el cual correlaciona el peso
del individuo (en kilogramos), dividido entre su altura (en metros) elevada al cuadrado. Asi
un IMC entre 25-30 clasifica en la categoria de sobrepeso y para obesidad este IMC es
igual o mayor a 30; también se emplea el indice asociado al perimetro abdominal,
identificando con este el porcentaje de tejido adiposo visceral, ya que éste es uno de los

mas perjudiciales en la salud (Villarroya 2016).
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Entre las alternativas que pueden ser usadas para el tratamiento de la obesidad, las
preventivas y las terapéuticas, son pocas. Principalmente se recomienda mejorar los
habitos de vida, mejorando la dieta, dietas equilibradas, y la realizacion de mayor ejercicio
fisico. Por otra parte, la cirugia bariatrica es aplicable ante casos de obesidad extrema,
aunque esta posea limitaciones para su practica, asi como restricciones y
reglamentaciones para un éptimo tratamiento. Adicionalmente se encuentran, entre los
tratamientos usados, una gama de farmacos (orlistat, acarbosa, metformina) no muy
amplia, ademés de tener una eficacia moderada posee efectos secundarios poco
despreciables como dolor rectal, dolor abdominal, dolor de cabeza, nauseas, diarrea y
flatulencias (Villarroya 2016).

Ser un individuo con obesidad implica un alto porcentaje de tejido adiposo, entre las
funciones de este tejido se encuentra la segregacion de adipoquinas como TNF-a,
interleucina 6 y resistina; Entre las acciones dadas por estas adipoquinas, el factor nuclear
tumoral alfa (TNF-a) dispone un ambiente proinflamatorio que junto a la interleucina 6 (IL
6) generan mayor tamafo de las células del tejido adiposo, lo que conlleva a la aparicién
de resistencia a la insulina, este hinchamiento estimula la segregacién en mayor
concentracion de la lipasa sensible a hormonas (LSH), que entre su principal accién se
encuentra favorecer la lipolisis de triglicéridos almacenados en este tejido, con lo que se
observa un aumento anormal de &cidos grasos libres (AGL); Los AGL se encuentran
relacionados con la resistencia a la insulina y a la diabetes tipo 2, ademas se vinculan con
otros factores de riesgo como la hipertension arterial, la hiperuricemia y el dafio de las

células B del pancreas (Costa Gil y Spinedi 2017; Rodriguez et al. 2009).

1.1.2 Generalidades de la diabetes

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad integrada por un grupo de sindromes que
en la practica se observan como la hiperglucemia conocida por la elevada concentracion
de glucosa en plasma, resultado de un mal funcionamiento de las células beta del
pancreas; ademas, la baja sensibilidad que el cuerpo tiene frente a la insulina en el tejido
musculo-esquelético (Corbatén A. et al. 2004; Islas A. y Revilla M. 2013) y las alteraciones
metabdlicas de carbohidratos, grasas y proteinas (Calderén S. et al. 2013; Johnson et al.
2012).
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Dichas alteraciones generan diferentes efectos sobre el cuerpo, lo que conlleva asignar
una debida clasificacibn a la diabetes segun sus alteraciones, esta clasificacion es
asignada por la American Diabetes Association (ADA). La deficiencia absoluta de insulina
por dafio completo de las células beta del pancreas se asocia a diabetes mellitus tipo 1
(DM1); la existencia de insulinoresistencia y/o alteracion en la secrecion de insulina, es
presentada por los pacientes con diabetes mellitus tipo 2 (DM2), siendo los de mayor
incidencia en la poblacion con esta enfermedad. También existen la diabetes gestacional
y otros tipos raros (Corbatén A. et al. 2004).

Entre las causas que generan estas alteraciones de salud se encuentra un componente
ambiental, como lo es la obesidad abdominal, el sedentarismo y la mala alimentacion, y
también otras alteraciones de tipo hormonal, disminuciéon en la secrecion de insulina y

aumento en secrecion del glucagon (Ascaso 2014).

Entre las formas de prevencion de obesidad y diabetes tipo 2 se encuentran la pérdida de
peso con el uso de una dieta baja en grasas y calorias, realizacién de ejercicio fisico, esto

como método de control y prevencion ante la obesidad (Aguilar S. y Aschner 2019).

El tratamiento dado para personas con DM2 ha sido constituido bajo el uso de farmacos
hipoglucemiantes como inhibidores enzimaticos entre los que se encuentran acarbosa y
miglitol con efecto sobre la degradacién de hidratos de carbono en el intestino; gliburida y
acetoxamida entre otros, para el aumento en la secrecion de insulina. Las glitazonas y
biguanidas frente al aumento de sensibilidad a la insulina. Sin embargo, con el uso de
estos farmacos hipoglucemiantes se han encontrado problemas secundarios relacionados
de manera general con un menor numero de células beta del pancreas, generacion de
hipoglucemias, deterioro vascular, ademés, aumento de peso inducido, agravando la
obesidad, la resistencia a la insulina y la hiperglucemia, lo que afecta en mayor medida a

los pacientes con enfermedad diabética (Ascaso 2014; Corbatén A. et al. 2004).



Estado actual del tema 9

1.2 Enzimas digestivas como blancos terapéuticos
para el tratamiento de obesidad y diabetes tipo
2

La modulacion de las enzimas digestivas ha demostrado un efecto promisorio frente a las
enfermedades DM2, obesidad y sindrome metabdlico, debido al efecto de influir en el
metabolismo, lo anterior es dado por la modulacién de la enzimas que involucradas
principalmente en la digestion de carbohidratos y grasas (Shakoor et al. 2020). Al dificultar
la descomposicion de almidones y grasas a causas de la inhibicion catalitica de algunas
de estas enzimas digestivas como AA, AG y LP, dificulta la digestién y absorcion,
reduciendo asi la concentraciéon de glucosa posprandial y la disminucién de peso corporal
(Al-Goblan et al. 2014; Shakoor et al. 2020). Por lo cual, se resalta aqui la importancia en
el hallazgo de nuevas alternativas en el tratamiento de enfermedades como DM2 y
obesidad, las cuales comparten algunos factores de riesgo y de desarrollo de la
enfermedad. Dada esta razon los tratamientos actuales se encaminan hacia el uso de
terapias con el uso de farmacos que poseen efecto sobre mas de una diana molecular, por
lo que se trabaja en el desarrollo de farmacos multidiana para enfermedades como la
diabesidad, la obesidad y la diabetes (Ballester y Giorgi 2017; Pappachan et al. 2019;
Zhang, Pei, y Lai 2017).

Los farmacos polifarmacolégicos son moléculas quimicas con la capacidad de modular dos
0 mas dianas farmacolégicas simultdaneamente regulando y logrando las respuestas
fisiolégicas deseadas (Zhang et al. 2017). Con el fin de que esto genere una mayor
efectividad, desarrollando farmacos mas seguros y con menor probabilidad de fracaso en
la terapia (Garcia M. y Holm 2018). En la actualidad algunos farmacos que se encuentran
en el mercado tienen actividad sobre mas de una diana como es el caso de la metformina,
amilina y farmacos pertenecientes a los grupos de sulfonilurias, entre otros (Pappachan et
al. 2019). En algunos casos esta actividad no selectiva puede incrementar casualmente la
eficacia, mientras que en otros casos se asocia a un mayor nimero de efectos secundarios
(Ballester y Giorgi 2017; Garcia M. y Holm 2018).

El disefio de estos farmacos con efectos multidiana ha venido tomando fuerza en su
investigacion, desarrollo y aplicacion. Los métodos de disefio de farmacos con objetivos

multiples abordan en principio las mismas preocupaciones de los medicamentos con un



10 Estudio del potencial inhibitorio de las xantonas provenientes de Garcinia mangostana
(Clusiaceae) sobre tres enzimas digestivas relacionadas con obesidad y diabetes tipo 2
en busqueda de moléculas con accidn multidiana

solo objetivo. Teniendo desde este punto las herramientas computacionales como una
fuente de trabajo para el desarrollo de dichos fArmacos. Técnicas de screening basado en
farmacdéforos, molecular docking, modelos QSAR (Shang et al. 2014; Zhang et al. 2017).

1.2.1 Lipasa pancreatica (LP)

La lipasa secretada por el pancreas mas conocida y estudiada se encuentra principalmente
en el pancreas exocrino de la mayoria, sino de todos, los vertebrados adultos. Los niveles
de lipasa en el duodeno aumentan con la edad y alcanzan los niveles de los adultos en los
primeros 1 a 2 afios de vida. Es una enzima de 465 aminoacidos y una masa molecular de
48 kDa; adicionalmente, cuenta para el desarrollo de su actividad con una pequefa
proteina (colipasa o cofactor proteico) de bajo peso molecular con alrededor de 10 kDa y
esta no tiene propiedades de actividad enziméatica propias. Por lo tanto, la conformacion
activa de esta lipasa se genera a través del complejo LP-colipasa (1:1) (Pleiss et al. 2000;
Whitcomb y Lowe 2007).

De esta manera, la funcion de esta enzima se activa al existir una disminucién de pH del
lumen intestinal de 8.1 a 6, el cual es el pH 6ptimo para la enzima, dado esta activacion,
la enzima promueve la digestion intestinal hidrolizando triglicéridos y liberando una mezcla

de diacilgliceroles, monoglicéridos, &cidos grasos libres y moléculas de glicerol Figura 1-1.
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Figura 1-1. Mecanismo de reaccion de la hidrdlisis de triglicéridos desarrollada por la LP.
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Adicionalmente, la estructura cristalina de LP demuestra la existencia de 2 dominios. El
dominio N-terminal tiene el pliegue a / § hidrolasa, que esta presente en otras lipasas y
esterasas. Este dominio contiene la triada catalitica Ser-His-Phe; y el otro dominio, el
dominio C-terminal, tiene una estructura de sandwich 3 y proporciona la principal superficie
de unidén para la colipasa(Sankar y Maida E. 2018; Whitcomb y Lowe 2007). Entre las
caracteristicas del complejo de la enzima LP-colipasa obtenida del PDB, clasificada como
hidrolasa (carboxilica esterasa), se tiene una resolucion de 2.46 A, con 4300 atomos y 544
residuos, la estructura del dimero lipasa-colipasa se encuentra unida covalentemente un
inhibidor de tipo fosfonato de alquilo y posee ademas un valor Riee= 0.285 (Pierre Egloff et
al. 1995). Asi se puede observar en la Figura 1-2 el sitio de union catalitico formado en la
interface entre lipasa y colipasa (His?®3, Ser'*?, Phe’), donde es usual se ubiquen los
inhibidores de esta enzima (Sankar y Maida E. 2018). Adicionalmente, autores presentan
reportes para todas las lipasas presentan en su centro activo un residuo tipo serina y los
otros dos residuos pertenecientes a la triada catalitica pueden ser reemplazados por una
variedad de aminoacidos ya que el hueco formado por la seria y el segundo residuo son

los encargados de formar el centro nucleofilico del sitio catalitico (Sankar y Maida E. 2018).

Sitio catalitico

Alstérico
Co-lipasa

Figura 1-2. Sitios de union catalitico y alostérico de la a-mangostina en la estructura de la

lipasa pancreética (Codigo de PDB:1LPB).

Por otra parte, el inico farmaco aprobado por la Food and Drug Administration (FDA), que

actla sobre la LP como inhibidor irreversible y es usado en el tratamiento de la obesidad,

es el orlistat, un producto semisintético de la lipstatina, producido por la bacteria

Streptomyces toxytricini. Los efectos secundarios del orlistat son severos, dentro de los
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cuales se incluyen: heces grasosas, incremento de la flatulencia, incontinencia fecal y
trastornos en la absorcién de vitaminas liposolubles, entre otros. Debido a esto, se ha
realizado investigaciones buscando alternativas de tratamiento que en su mayoria son de
origen natural, las cuales tienen un potencial inhibitorio comparado con el orlistat,
encontrando a las especies como Syzygium aromaticum, Cudrania tricuspidata, Cosmos
caudatus y Garcinia mangostana que generan mejores resultados y contrarrestan en su
mayoria efectos secundarios ocasionados a nivel gastrointestinal, por lo cual, se podrian
tener en cuenta para el desarrollo de futuros medicamentos que ayuden a combatir la
obesidad de manera mas sencilla y que sea beneficioso para la poblacion afectada
(Briggyth, Rojas, y Castillo 2019; Chae et al. 2016).

1.2.2 a-Glucosidasa (AG)

La a-glucosidasa, posee alrededor de 868 amino&cidos, con una masa molecular de 98.8
kDa. La estructura de AG tiene 5 dominios principales: (1) dominio tipo trébol P (residuos
1-51); (2) dominio tipo sandwich B N-terminal (residuos 52-269); (3) dominio tipo catalitico
(B/a) (residuos 270-651), (4) dominio proximal C-terminal (residuos 652-730); y (5) dominio
distal C-terminal (residuos 731-868), ambos con tipologia sandwich B (Sim et al. 2008). La
funcién catalitica comun a todos los miembros de las enzimas hidroliticas es la escision de
los enlaces a-(1,4)-glicosidicos no reductores para liberar a-D-glucosa de un carbohidrato
terminal, mientras que sus sustratos varian en tamafio desde pequefios disacaridos hasta
grandes polimeros de almacenamiento, como almiddn, glucégeno y glucoproteinas Figura
1-3 (Bras et al. 2018; Ernst et al. 2006).
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Figura 1-3. Mecanismo de reaccion de la hidrolisis de disacaridos desarrollada por la AG.

Ademas, la enzima AG humana en complejo con acarbosa obtenida del PDB, clasificada

como una hidrolasa, la cual posee una resolucion de 1.9 A, con 7123 atomos, 870 residuos
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y un valor Rge=0.215 (Sim et al. 2008). Posee una triada catalitica con residuos como
Asp3?’, Asp?3, His® con la caracteristica de mantener dos residuos aminoacidicos acidos
los cuales estan involucrados en la actividad catalitica de esta enzima, ilustrandose el sitio
catalitico generalmente hallado en complejo con acarbosa, asi se observa el sitio de

escision de azucares en la Figura 1-4 (Sim et al. 2008).

Sitio catalitico
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Figura 1-4. Sitios de unién catalitico y alostérico de la a-mangostina en la estructura de a-
Glucosidasa (Cddigo del PDB: 2QMJ).

Por otro lado, los farmacos actualmente aprobados para la inhibicién de la enzima AG por
la FDA, y son usados en el tratamiento de la DM2, son acarbosa y miglitol, cuyos efectos
gastrointestinales son adversos y de importancia, ademas de no poseer informacion a largo
plazo, respectivamente para cada farmaco. Efectos entre los que se presenta dolor
abdominal, trastornos de absorcion, hipoglucemia, entre otros. Por esta razén, interesa el
hallazgo de nuevas alternativas para el tratamiento de DM2, donde se han hallado
productos de origen natural como lo son las especies Garcinia cowa, mangostana y aloe
vera, como especies promisorias frente la inhibicion de esta enzima, por lo que se podrian
tener en cuenta para el desarrollo de futuros medicamentos que ayuden a combatir la DM2
de manera mas sencilla y que sea beneficioso para la poblacion afectada (Briggyth et al.
2019; Chaudhury et al. 2017; Ryu et al. 2011; Sriyatep et al. 2015).

1.2.3 a-Amilasa (AA)
La a-amilasa, una glicoproteina de 57 kDa, es una proteina de 512 aminoacidos con un
peso molecular de 57,6 kDa. La proteina contiene 3 dominios: A, By C. El sitio de unién al

sustrato se encuentra en una hendidura entre los dominios A y B. Los residuos en los
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dominios Ay B se unen al calcio, lo que puede estabilizar la hendidura del sitio activo. Una
molécula de cloruro se une al dominio A cerca de la hendidura del sitio activo. El dominio
C forma una estructura completamente 3 y parece ser un dominio independiente con
funcion desconocida. La uniéon de analogos de sustrato sugiere que Asp!®’ y Asp3®
participan en la catalisis. El sitio de union al sustrato contiene 5 subsitios con el sitio
catalitico colocado en el subsitio 3. El sustrato puede unirse con el primer residuo de
glucosa en el subsitio 1 0 2, permitiendo que se produzca la escisién entre el primer y el
segundo o el segundo y el tercer residuo de glucosa. En consecuencia, la amilasa escinde
preferentemente los enlaces a-1,4-glucosa internos (Figura 1-5), no los residuos terminales
de glucosa ni los enlaces a-1,6 pueden escindirse mediante AA (Qian et al. 1997;
Whitcomb y Lowe 2007; Williams 2017; Williams et al. 2012).
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Figura 1-5. Mecanismo de reaccion de la hidrolisis de polisacaridos desarrollada por la AA.
Asimismo, entre las caracteristicas principales de la enzima AA humana en complejo con
el compuesto miricetina, se encuentran estar clasificada en el grupo de las hidrolasas, con
una resolucién de 1.2 Ay poseer un valor de Re.=0.198, ademas de tener 3485 atomos y
496 residuos aminoacidicos (Williams et al. 2012). Asi se puede observar en la Figura 1-6
el bolsillo de interaccion catalitico para esta enzima Asp!®’, Glu?33, Asp®® (Williams et al.
2012).



Estado actual del tema 15

Sitio catalitico

a-amilasa

Figura 1-6. Sitio de union catalitico de la a-mangostina en la estructura de a-Amilasa
(Cdédigo de PDB:4GQR).

Por otro lado, la acarbosa es usada como farmaco para la inhibicién de la AA, cuyo efecto
es mas potente frente a la enzima AG y se exhibe un efecto inhibitorio frente a AA mas
disminuido, ademas, posee efectos adversos similares a los generados con la enzima AG
pero en menor expresion. Dados que estos efectos se ven un poco mas disminuidos
actualmente, desde los productos naturales se han hallado porcentajes comparados con
acarbosa, promisorios frente a la inhibicion de AA, teniendo entre las especies halladas a
los extractos de Faujasiopsis flexuosa, Erythroxylum laurifolium, Elaeodendron orientale,
Antidesma madagascariensis, Garcinia xanthocymus y mangostana, entre otras (lbrahim
et al. 2019; Nguyen et al. 2017; Ponce, Rodriguez V., y Juarez 2019). Observando que el
objetivo de algunas investigaciones es la de hallar compuestos con la capacidad de inhibir
la enzima AA y posiblemente, la enzima AG por tratarse de sustratos similares para su
accion catalitica y asi hacer un control integral de la diabesidad (Gorgojo-Martinez 2014;
Ponce et al. 2019).

1.3 Plantas como fuente de sustancias para la

inhibicion de enzimas digestivas (LP, AAy AG)

El actual interés en los productos naturales se puede atribuir a diferentes factores, entre
los que se encuentran necesidades terapéuticas insatisfechas, poca disponibilidad de
variedad de farmacos y falta de estudios quimicos y biol6gicos completos de un amplio
namero de especies. Por otra parte, se resalta su importancia debido a que de estos se

pueden hallar compuestos con actividad farmacolégica que puede ser (til para tratar
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diversos tipos de enfermedades. Estos pueden actuar como componentes activos no solo
para la medicina tradicional sino también para las medicinas modernas. Estos productos
naturales se utilizan a menudo como puntos de partida para el descubrimiento de farmacos
en la sintesis quimica a partir de los cuales se pueden preparar anélogos sintéticos con
mayor eficacia, potencia, seguridad y pureza (Chintoju et al. 2015). Ademas, los recursos
naturales son una alternativa en la busqueda de compuestos con actividad antidiabética y
antiobesidad, entre otras. El uso de medicina tradicional a base de hierbas se ha
propagado, en los paises en desarrollo, pero también en los paises industrializados, como
una forma complementaria de tratar y prevenir las enfermedades (OMS 2013; Yuan et al.
2016). La importancia de los productos naturales en el tratamiento de la diabetes esté bien
documentada, y son menos costosas en comparacioén con los agentes hipoglucémicos
sintéticos. Varios de estos compuestos han sido obtenidos de plantas (flavonoides,
compuestos fendlicos, taninos condensados, taninos hidrolizables, terpenos y derivados
del &cido cindmico) o microbios (acarbosa, miglitol, voglibosa) (Hiéu et al. 2009; Newman
y Cragg 2020; Ponce et al. 2019; Sekhon-Loodu y Rupasinghe 2019).

Precisamente la metformina aislada de la especie Galega officinalis hace parte de los
farmacos comercializados que aumentan la sensibilidad de la insulina para el tratamiento
de la DM. Existen plantas reportadas para el tratamiento de estas enfermedades DM2 y
obesidad, dentro de las cuales podemos encontrar G. mangostana, G. cambogia (Chae et
al. 2016; Jiang et al. 2010). Por otro lado, las propiedades antidiabéticas se deben a la
inhibicion de las enzimas digestivas (AG, AA, LP), como los compuestos a-mangostin y
acido hidroxicitrico que presentan algunos de los mecanismos de accién frente a la
diabetes y obesidad previamente mencionados (Adnyana et al. 2016; Farrington et al.
2019; Jiang et al. 2010; Li et al. 2009). Adicionalmente los compuestos naturales también
han exhibido su potencial farmacéutico multidiana en el tratamiento de diabetes, obesidad,
Alzheimer y cancer (Brito, Berenger, y Figueiredo 2017; Cruz 2017; Mahendran et al.
2015).

Entre la variada gama de usos que se le ha atribuido al fruto de G. mangostana
(Clusiaceae), la actividad que presentan algunos de sus metabolitos centra la busqueda y
la identificacion de compuestos que posibiliten un tratamiento a enfermedades como la
obesidad y la diabetes tipo 2. Por ello los metabolitos secundarios aislados del mangostino

(G. mangostana) como el a-mangostin, B-mangostin y y-mangostin entre otros, han
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mostrado un efecto multidiana positivo para controlar la obesidad y diabetes, inhibiendo
la actividad de blancos terapéuticos como las enzimas LP (Adnyana et al. 2016), AG (Ryu
et al. 2011) y AA (Hasenah, Houghton, y Soumyanath 2006).

1.3.1 Generalidades de la especie Garcinia mangostana

G. mangostana (Clusiaceae), es un arbol con origenes en el sudeste de Asia e Indonesia,
siendo endémica de la peninsula de Malay, Myanmar, Tailandia, Camboya, y Vietnam.
Asimismo, es cultivada en Colombia en zonas como Choco, Antioquia, Valle del Cauca,
Tolima, Meta y Narifio. La clasificacion taxondmica de esta especie se presenta en el
género Garcinia, familia Clusiaceae, orden Malighiales, clase Magniolopsida, filo
Magnoliophyta y reino Plantae. En la Figura 1-7 se ilustra la distribucion geogréfica de esta

especie.

Figura 1-7. Distribucién geogréafica de la especie G. mangostana. A) Distribuciéon a nivel
mundial (zonas en color amarillo). B) Distribucién en Colombia (zona biogeografica en color azul,
zona de cultivo en color rojo).

G. mangostana (Clusiaceae), conocida también como mangostan o mangostino, reina de
los frutos. En la actualidad esta especie se encuentra en todas las zonas tropicales sin
limitarse a solo su area de origen por lo que en la actualidad se encuentra cultivada en
zonas tropicales del viejo y nuevo continente (Farrington et al. 2019). Ademas, esta especie
es un arbol frutifero con algunas caracteristicas observadas en la Figura 1-8 (Medellin
Zabala 2016). Posee gran importancia econémica, teniendo asi regiones del pais donde
se cultiva, se consume su fruto, se realizan preparaciones a partir de este como yogurt,
jugos, postres, y algunas preparaciones por infusion en caliente del pericarpio del fruto,

pericarpio al cual se le atribuye pérdida de peso.
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Arboles de

6-25 m de altura
cultivados en
climas calidos
28-30°C

Fruto con pericarpio
rojo/morado.

6 a 8 arilos
comestibles.
Conocida como:
""La reina de los
frutos"'

Hojas perennes y flores rojas o verdes
de4-5cm

Figura 1-8. Caracteristicas del arbol, hojas y fruto de la especie G. mangostana
(Clusiaceae).

De los estudios fitoquimicos realizados sobre la especie, xantonas de diversos tipos,
flavononas, flavonoles, biflavonoles, xantonas glicosiladas y bifenilos son los metabolitos

comunmente reportados y que tienen gran importancia para la especie (Jiang et al. 2010).

Las xantonas son la clase de compuestos quimicos de mayor relevancia para la especie
G. mangostana, pues estan presente en la mayoria de los érganos estudiados de la planta,
hallando alrededor de 87 compuestos en total. Del estudio fitoquimico de las hojas se
aislaron 3 compuestos. De la corteza fueron aislados 20 compuestos. Del estudio de la
pulpa del fruto un total de 15 compuestos y, finalmente, del estudio del pericarpio del fruto
un total de 49 compuestos, algunos de los cuales se ilustran en la Figura 1-9 (Pedraza-
Chaverri et al. 2008).
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Figura 1-9. Compuestos aislados de G. mangostana. Clasificacion por 6rgano estudiado a)
hojas, b) corteza, c) pulpa del fruto y d) pericarpio.

G. mangostana (Clusiaceae) se le han realizado diversos ensayos de la actividad biologica

siendo atribuida la accion frente a la pérdida de peso, asociado esto a la accién inhibitoria

del a-mangostina sobre la enzima acido graso sintasa (Farrington et al. 2019). Ademas,

esta especie posee propiedades antiinflamatoria, antimicrobiana, anticancerigena y ahora

se estudia la actividad antidiabética, razén por la cual son altamente estudiados, teniendo

presente que compuestos aislados como el alfa mangostan y el gamma mangostan posee

efectos promisorios frente a los blancos enziméticos propuestos (LP, AA y/o AG) (Brito et
al. 2017; Che H., Taher, y Susanti 2018; Pedraza-Chaverri et al. 2008).
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Asi algunos de los compuestos ilustrados en la Figura 1-9, presentan reportes de inhibicion
frente a las enzimas LP y AG, donde también se halla reportado los porcentajes de
inhibicion para la enzima AA, ya que no se han establecido aun las concentraciones
inhibitorias 50 para esta enzima. El porcentaje de inhibicion causado por el extracto
etandlico frente a LP siendo mayor al 50% de inhibicion. Los reportes realizados por
diversos autores se describen y resumen en la tabla 1-1 (Adnyana et al. 2016; Chae et al.
2016; Ibrahim et al. 2019; Mohamed Ibrahim et al. 2019; Ryu et al. 2011; Santos, Freitas,
y Fernandes 2018; Sumaryada y Roslia 2016; Vongsak et al. 2015).

Tabla 1-1. Actividades y tipos de inhibicion reportados para algunos compuestos aislados de G.
mangostana y extracto etanodlico del mismo,

Actividad enzimética
Muestra Lipasa pancreatica a-glucosidasa a-amilasa Clsg (UM)
Extracto etanélico 60% de inh 74% de inh 105.3

Lipasa pancreatica a-glucosidasa Clsg

compuestos aislados Cleo (M) TI (M) TI a-amilasa TI
9-hidroxicalabaxantona 12 34.2 -
8-desoxigartanina >50 21.5 M -
Gartanina 12 10 M -
a-mangostina 5/47.3 NC 10/5/29.2 M 60% de inh
y-mangostina 10 5/15/4.2 M 69.7% de inh
l-isomangostina 34.5 - -
Garcinona D 22.5 - -
Smeatxantona A 19.5 - -
Tovofilina A 12,5 - -
Mangostanina 21 - -
Calocalabaxantona >50 - -

TI: tipo de inhibicion, NC: no competitivo, M: mixto, inh: inhibicién.

1.4 Estudios computacionales aplicables en el

desarrollo de inhibidores enzimaticos

Durante el proceso de desarrollo de farmacos hay una variedad de procesos asistidos por
computadora que cobran importancia, ya que el principal objetivo es el disefio y desarrollo
de nuevos farmacos con actividad biol6gica. Estos procesos se centran en farmacos de
uso clinico por lo que, vienen fortaleciéndose en el campo de investigacion, en la industria,
en las universidades y centros de investigacion. Estas herramientas también son de gran

utilidad y ayuda en campos como la bioquimica, quimica de alimentos, productos naturales,
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entre otros (Medina-Franco, Fernan-Dezde Gortari, y Naveja 2015). Por lo anterior, se
destacan algunos farmacos que se disefiaron de manera exitosa y que poseen algin uso
terapéutico, como es el caso de la norfloxacina como antibacteriano, sal de potasio de
losartan como tratamiento de la hipertension, Mesilato de nelfinavir y sulfato de indinavir
como tratamientos para el SIDA (Lopez-Vallejo, Medina-Franco, y Castillo 2018). Entre las
disciplinas usadas para el desarrollo de nuevos farmacos, en cualquiera de los campos
anteriormente presentados, se encuentra modelado molecular, quimio informéatica, quimica

tedrica y quimica computacional.

1.4.1 Estudios de acoplamiento molecular de moléculas naturales

aplicados en lainhibicion de las enzimas

El método de acoplamiento molecular consiste en realizar calculos y predicciones de
manera rapida y confiable, usando como base los ligandos moleculares y las estructuras
proteicas con el fin de encontrar cudl se ajusta mejor con algunos criterios establecidos,
como rigidez en el modelo cristalogréfico y flexibilidad de los ligandos en el momento de
estudiar los modos de union (Preto y Gentile 2019; Repasky, Shelley, y Friesner 2007).
Adicionalmente, este proceso permite predecir modos de unién que adopta un ligando
cuando interacciona con una proteina objetivo y con ello establecer la energia de
interaccion, en funcién de su afinidad, entre el ligando y su receptor. Asi como predecir los

sitios de union con mayor probabilidad de unién (Li, Fu, y Zhang 2019).

De esta manera, los estudios reportados muestran descripciones incompletas acerca de
las actividades biologicas pudiendo ser una razoén la dificultad en el aislamiento de estos
metabolitos. Dicho esto, el uso de simulaciones in silico y metodologias de sintesis pueden
contribuir como recurso para generar descripciones mas detalladas y amplias sobre el

potencial biolégico que pueden poseer las xantonas.

El miglitol es usado en el tratamiento de diabetes tipo 2, éste y otros farmacos como
acarbosa son el punto de comparacion en el estudio de potenciales compuestos lideres
ante el blanco enzimético AG con la herramienta de acoplamiento molecular que modela
el tipo de interaccién y los sitios a los que posiblemente se encuentra unido el ligando y
genera su accion de inhibicién. Por lo que para las xantonas a-, B- y y-mangostina
resultaron ser esqueletos promisorios con actividad inhibitoria frente a AG, ya que la

interaccion entre la proteina y el ligando hallado generé menor energia (-6,7, -6,3 y -7.6,
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respectivamente para cada xantona) comparados con el farmaco miglitol (-5.3), y cuya
interaccion revelo los aminoacidicos presentes el bolsillo de interaccion representado por
los siguientes aminoacidos Tyr%%, Asp™?, Glu™*, Glu™®, Lys’®, Gly’™, Leu’® y His’®
(Sumaryada y Roslia 2016).

1.4.2 Estudios de optimizacion farmaconidamica sobre moléculas

naturales aplicados en lainhibicion de las enzimas

Los modelos con los cuales se busca optimizar una molécula de manera que interactie
frente a uno o varios blancos de importancia han sido descubiertos tras la busqueda de
nuevos farmacos para hacerle frente a enfermedades de alta importancia a nivel global
tales como tuberculosis, malaria, infecciones virales, entre otras. Los mecanismos usados
en la actualidad se desarrollan a nivel in silico con herramientas computacionales
desarrolladas con el fin de hallar estas nuevas moléculas y potenciarlas para obtener un
mayor efecto. Por tal motivo, se usan programas tanto que predigan la actividad molecular
como gue identifiquen los cambios en la estructura molecular que se deben realizar para
aumentar dicha acciéon sobre el blanco. Entre estas metodologias se encuentran
programas que basan su estudio en modelos de similitud molecular con actividad
reportada, modelos farmacoéforos a través de comparacion con bases de datos, modelos
de relacion cuantitativa de estructura y actividad (QSAR, por sus siglas en inglés) y por
modelos de acoplamiento molecular (Mignani et al. 2016; Neves et al. 2018; Da Silva,
Desaphy, y Rognan 2018; Uthuppan y Soni 2013; Xu et al. 2018).

Asi se han realizado andlisis de modelos farmacéforos basado en inhibidores de LP, AG y
AA, obteniendo potentes inhibidores alternativos en el manejo de la diabetes y obesidad.
Con esto, sintetizar derivados en el que sus esqueletos poseen propiedades quimicas y
biologicas unicas. En el caso de LP se hall6 el compuesto N-ftaloil fenacil éster como
potente inhibidor anti obesidad con el cual se han desarrollado pruebas preclinicas (Sankar
y Maida E. 2018). Ademas, los estudios desarrollados a partir de los blancos terapéuticos
AG y AA, permitieron evidenciar a través de herramientas como molecular docking, QSAR
(quantitative structure activity relationship, por su sigla en inglés) que las moléculas tipo
xantona (a-mangostina, B-mangostina y y-mangostina) con varios grupos ricos en

electrones muestra buena interaccion en especial cuando existen grupos hidroxilo en
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posiciones 1y 3 sobre el anillo A de la estructura de la xantona (Figura 1-10) (Ibrahim et
al. 2019; Mohamed lbrahim et al. 2019; Zawawi et al. 2016). Con AA el hidroxilo en la
posicidn 1 resultd ser una posicién clave para la interaccion de las xantonas con la proteina
AA, es asi evidente que ofrece una estrategia eficaz para hallar compuestos capaces de
disminuir los niveles de hiperglucemia (Chantarasriwong et al. 2018; Nisha 2017; Ye et al.
2019). Estos resultados permiten dar evidencia de la efectividad que se logra tras el uso
de herramientas como molecular docking, estudios QSAR o modelados farmacoféricos, se
evidenciaron posiciones y grupos responsables de la actividad y de su interaccion en el
modelo de unién, permitiendo con esto establecer y disefiar compuestos con propiedades
antidiabéticas y antiobesidad mas potentes (Kim et al. 2018; Sankar y Maida Engels 2018;
Taha et al. 2015; Zawawi et al. 2016).

X-Mangostina o B Y
R, H CH; H
R, H CH, H
R, CH,4 CH; H

Figura 1-10. a-, B- y y- mangostan extraido del pericarpio de la especie G. mangostana
(Clusiaceae).






2.Metodologia

2.1 Estudio fitoquimico biodirigido sobre Ia

especie Garcinia mangostana (Clusiaceae)

2.1.1 Procedimientos generales

Para el fraccionamiento del extracto se empleé cromatografia liquida al vacio (CLV)
utilizando como fase estacionaria silica gel 60 Fzs4 SiliaPlate™ de tamafio 5-20 ym
(SiliCycle® Inc, Canadd). Las separaciones cromatograficas en la parte fitoquimica y
sintética se realizaron mediante cromatografia flash (CF) utilizando como fase estacionaria
silica gel Pgo SiliaFlash® de tamafio 40-63 um (SiliCycle® Inc, Canada). Los estudios
cromatogréficos, el monitoreo de las cromatografias liquida al vacio y flash se realizaron
por cromatografia en capa delgada (CCD) empleando cromatoplacas de silica gel 60 Fzsa
SiliaPlate™ (SiliCycle® Inc, Canada), utilizando como revelador luz UV (254 y 365 nm),
vainillina al 0,1% en &cido sulfarico, anisaldehido al 0.5% en &cido acético y/o cloruro

férrico al 0.1% en acido sulfurico.

Los disolventes utilizados para las separaciones cromatogréficas fueron de grado técnico
y destilados antes de su uso. Los solventes empleados en las reacciones quimicas
(diclorometano, metanol, acetona, acetato de etilo) fueron de grado analitico y en algunos
casos almacenados en atmdsfera inerte sobre tamiz molecular de 4 A. Los demas reactivos
utilizados en este estudio fueron adquiridos comercialmente y usados sin purificacion

adicional.

Los compuestos aislados y sintetizados fueron elucidados mediante el empleo de técnicas
espectroscopicas y espectromeétricas, y por comparacion con los datos reportados en la
literatura. Los espectros de RMN uni y bidimensionales fueron adquiridos en un
espectrometro Avance AC-400 (Bruker®, Germany), empleando solventes deuterados a

una temperatura de 25 °C. Los desplazamientos quimicos (8) estan expresados en partes
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por millén (ppm) y las constantes de acoplamiento (J) en Hertz (Hz). Los tipos de carbonos
presentes en cada una de las moléculas elucidadas fueron obtenidos de los analisis de
los experimentos APT. Los andlisis de espectrometria (HRMS) se realizaron en LC-MS
QTOF 9030, Nexera X2 (Shimadzu®, Alemania). El método de ionizacion fue ESI operado
en modo de iones negativos. Las muestras se disolvieron en metanol. Adicionalmente, los
puntos de fusidn se determinaron en un Thermo Scientific 590Q Fisher-Johns (Thermo
Scientific, EE. UU.)

2.1.1 Material vegetal

Los frutos de G. mangostana fueron adquiridos en la plaza de mercado de Paloquemao de
la localidad de Teusaquillo en Bogota D. C., Colombia. La especie fue determinada por el
biblogo Néstor Garcia y un espécimen fue depositado en el Herbario de la Pontificia
Universidad Javeriana con el nimero HPUJ-29768.

2.1.2 Extraccién y fraccionamiento realizado al pericarpio de G.

mangostana

El pericarpio del fruto seco y molido de G. mangostana (3345 g) fue sometido a extraccion
con etanol al 96% empleando el método de maceracién a temperatura ambiente. La
solucion resultante fue concentrada por destilacion a presion reducida para obtener 562,1
g de extracto etandlico. Los 562,1 g de extracto fueron fraccionados por cromatografia
liquida al vacio (CLV) y eluida con solventes de diferente polaridad: diclorometano (DCM),
acetato de etilo (AcOEt), isopropanol (IPA) y mezcla etanol-agua (EtOH-H,0 8:2). Después
de la evaporacién de los solventes a presién reducida se obtuvieron las fracciones DCM
(212,5 g), AcOEt (210,0 g), IPA (108,0 g) y EtOH-H.0O (31,6 g). En la Figura 2-1 se ilustra
el esquema general de extraccion y fraccionamiento realizado sobre el pericarpio de G.

mangostana.
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Figura 2-1. Esquema de extraccion y fraccionamiento realizado sobre G. mangostana.

2.1.3 Determinacion de la actividad inhibitoria frentea LP, AAy AG

del extracto y fracciones de G. mangostana

Para la determinacion de inhibicién enzimatica frente a las enzimas Lipasa pancreatica

(LP), a-amilasa (AA) y a-glucosidasa (AG) del extracto etandlico y las fracciones

provenientes de la CLV, se siguieron los procedimientos descritos en la literatura con

algunas modificaciones (Bustanji et al. 2011; Ryu et al. 2011). En la seccion 2.2.2 se

describen mas detalles de la metodologia empleada frente a cada una de las enzimas. El

extracto y las fracciones fueron diluidas en DMSO y se evaluaron por triplicado en

diferentes concentraciones efectivas entre 1000 y 10 ppm.
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2.1.4 Purificacion de la fraccion DCM proveniente G. mangostana

La fraccion DCM fue seleccionada para continuar con el proceso de purificacion teniendo
en cuenta los resultados de los ensayos de actividad inhibitoria sobre las tres enzimas de
interés. Una parte de la fraccion DCM (65,1 g) se someti6 a cromatografia flash (CF)
utilizando como sistema de elucion en gradiente la mezcla hexano:AcOEt (90:10) hasta
hexano:AcOEt (50:50), lo que condujo a la obtencion de 44 fracciones que finalmente
fueron reunidas en 4 fracciones (D1, D2, D3 y D4), de acuerdo al perfil presentado en
cromatografia en capa delgada (CCD). La fraccion D1 (40,3 g) fue purificada por CF
eluyendo con hexano:AcOEt en polaridad creciente (95:5 a 70:30), obteniéndose siete
fracciones (D1.1 a D1.7). La fraccion D1.2 (437 mg) se purifico por CF eluyendo con
hexano:AcOEt (95:5) obteniéndose un sélido amarillo denominado 9-hidroxicalabaxantona
(Gm-1, 191 mg, p.f. 155-157°C). La fraccion D1.3 (3,3 g) fue sometida a CF eluyendo con
hexano:AcOEt (90:10 a 80:20), la cual permitié obtener un sélido verde claro denominado
deoxigartanina (Gm-2, 125 mg, p.f. 165-167°C) y un sélido amarillo oscuro denominado
gartanina (Gm-3, 65 mg, p.f. 166-168°C). La fraccién D1.4 (18,6 g) fue purificada por CF
con hexano:AcOEt (80:20 a 60:40), obteniéndose un sélido amarillo palido denominado a-
mangostina (Gm-4, 3,0 g, p.f. 180-182°C). La fraccion D2 (14,8 g) se someti6 a purificacion
mediante CF con sistema de elucion hexano:AcOEt (80:20 a 70:30), lo que condujo a la
obtencion de siete fracciones (D2.1 a D2.7). Las fracciones D2.1y 2.2 fueron reunidas (764
mg) y purificadas mediante CF sucesivas eluyendo con hexano:AcOEt (90:10 a 80:20)
obteniéndose el compuesto Gm-3 (112 mg). Las fracciones D2.3 a D2.5 fueron reunidas
(7,5 g) y se sometieron a CF sucesivas con el sistema de elucidon hexano:AcOEt (80:20) y
hexano:AcOEt (60:40), lo que condujo al aislamiento de Gm-4 (1,0 g). La fraccién D3 (6,9
g) fue purificada por sucesivas CF con hexano:AcOEt (70:30 a 50:50), obteniéndose Gm-
4 (329 mg) y un solido café cristalino denominado y-mangostina (Gm-5, 131 mg, p.f. 206-
208°C). En la Figura 2-2 se ilustra el esquema de purificacion realizado sobre la fraccion
DCM.
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Figura 2-2. Esquema general de purificacion de los metabolitos secundarios (Gm-1 a 5)
presentes en el pericarpio de G. mangostana.

2.1.5 Sintesis de derivados a partir de Gm-4

Aprovechando la cantidad obtenida del compuesto Gm-4 (compuesto mayoritario), se

realizo la sintesis de algunos derivados siguiendo la metodologia descrita a continuacion.

2.1.5.1 Sintesis de fuscaxantona C (Gm-6)

acetona, K2CO3
—_—

CHasl, reflujo, 60 h

(47,3%)
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La reaccién de metilacion sobre Gm-4 se realiz6 en presencia de yoduro de metilo y
carbonato de potasio, adaptando la metodologia descrita en la literatura (Rao, Reddy, y
Seshadri 1940). A una mezcla de Gm-4 (100 mg, 0.255 mmol), K.CO3 (310 mg, 2.24 mmol)
y acetona (5 mL) se adicion6 un exceso de CHsl (3.4 mL, 5.46 mmol). La mezcla de
reaccion fue agitada en reflujo por un tiempo de 60 horas. La reaccién fue monitoreada por
CCD para verificar la desaparicion de Gm-4. Al término de la reaccion, se eliminé el exceso
de CHsl por destilacion a presion reducida. Posteriormente, se afiadieron 10 mL de H,O y
se realiz6 una extraccion liquido-liquido con AcOEt (4 x 5 mL). Las fases organicas
combinadas fueron lavadas con una solucion saturada de NaCl (4 x 5 mL), secadas con
Na.SO, anhidro. Finalmente, el disolvente fue eliminado por destilacion al vacio, y el
producto crudo resultante se purific6 por CF con un sistema de elucién hexano:AcOEt
(90:10), en donde se obtuvo un sélido amarillo correspondiente a fuscaxantona C Gm-6,
(89.3 mg, 47.3%, p.f: 118-120°C).

2.1.5.2 Sintesis de 3-isomangostina (Gm-7) y BR-xantona-A (Gm-8)

Py-HCI
Mw, 20%, 24-28 min

Gm-8
(23,0%)

El compuesto Gm-4 fue sometido a una reaccion de demetilacion usando clorhidrato de
piridina (py-HCI) en condiciones libres de solvente bajo irradiacién con microondas, de
acuerdo con las condiciones descritas en la literatura (Kulkarni et al. 1999). Una mezcla de
Gm-4 (100 mg, 0.252 mmol) y pyHCI (180 mg, 1.25 mmol) fueron colocados en un balén
de 25 mL y este fue sellado. La mezcla fue sometida a irradiacion de microondas en un
equipo convencional con un 20% de potencia (215 W) por periodos de 2 min hasta
completar un total de 13 ciclos (26 min). La reaccién fue monitoreada por CCD hasta

verificar la desaparicion de Gm-4. Posteriormente, se afiadié agua fria (20 mL) y se extrajo
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con DCM (3 x 15 mL). La fase orgénica fue lavada con agua, secada con Na>SO, anhidro
y el disolvente, removido por destilacién al vacio. El producto crudo resultante se purificd
por CF en un sistema de elucién hexano:AcOEt (90:10), para dar un sélido amarillo
correspondiente a 3-isomangostina Gm-7 (63.4 mg, 63.3%, p.f: 165-167°C) y un sdlido
blanco correspondiente a BR-xantona-A Gm-8 (23 mg, 23,0%, p.f: 160-162°C).

2.1.5.3 Sintesis de tetrahidro-a-mangostina (Gm-9)
O OH
_ H2 O
Pd/C, MeOH O O
HO o} OH

T. Amb., 60 h
(98,7%) Gm-9

La reaccion de hidrogenacién sobre Gm-4 se realizé en presencia de hidrégeno molecular
y paladio soportado sobre carbono y metanol anhidro, adaptando la metodologia descrita
en la literatura (Zheng, Kenney, y Lam 1992). A una solucién de Gm-4 (200 mg, 0.504
mmol) en metanol anhidro (5 mL) se le adicioné paladio soportado sobre carbono (13.4
mg, 0.126 mmol) y se saturd la atmosfera del recipiente con hidrégeno molecular. La
mezcla de reaccion fue agitada a temperatura ambiente alrededor de 60 horas, hasta que
por CCD se verifico la desaparicion de Gm-4. Posteriormente, la mezcla resultante se filtré
sobre papel Whatman cuantitativo para retirar el catalizador. El producto crudo se purificé
por cromatografia flash (CF) con hexano:AcOEt (80:20), obteniéndose un compuesto
solido de color amarillo correspondiente a tetrahidro-a-mangostina Gm-9 (160.4 mg,
98,7%, p.f: 85-87 °C).

2.1.5.4 Sintesis de 3,6-di-pentoxi-a-mangostina (Gm-10)

SN Br

K,COj5, DMF
T. Amb., 24 h
(67,2%)

El compuesto Gm-4 fue sometido a una reaccion de o-alquilacion en presencia de

bromopentano, bicarbonato de potasio y N,N-dimetilformamida (DMF), de acuerdo con las
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condiciones descritas en la literatura (Torres R., Almeida S., y Vogel 2015). A una mezcla
de Gm-4 (80 mg, 0.200 mmol) y bromopentano (0.410 mL, 3.29 mmol), se adicion6
bicarbonato de potasio (691 mg, 5.05 mmol) en 3.0 mL de DMF anhidra. La mezcla de
reaccion resultante se agit6 por 24 horas a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo
el disolvente fue retirado mediante destilacion a presion reducida. Luego se adicion6 agua
fria y se realiz6 una extraccion con CHCIs; (3 x 15 mL). La fase organica se filtré, secé con
sulfato de sodio anhidro y el disolvente fue removido mediante presion reducida. El
producto crudo fue purificado mediante CF eluida con hexano:AcOEt (90:10), de donde se
obtuvo un sdlido amarillo correspondiente a 3,6-di-pentoxi-a-mangostina Gm-10 (72 mg,
67,2%, p.f: 176-178 °C).

2.1.5.5 Sintesis de 3,6-di-metoxi-4-metil-a-mangostina (Gm-11) y fuscaxantona C (Gm-
6)

Acetona, Ag20
—_—
CHesl, reflujo, 2 h

La reaccion de metilacién sobre Gm-4 se realiz6 en presencia de yoduro de metilo y 6xido
de plata en acetona seca, adaptando la metodologia descrita en la literatura (Sassaki, I., y
Gorin 2005; Wang 2010). A una mezcla de Gm-4 (50 mg, 0.125 mmol), éxido de plata (250
mg, 1.07 mmol) y acetona anhidra (5 mL) se adicion6 un exceso de yoduro de metilo (1.5
mL, 13,0 mmol). La mezcla de reaccién fue agitada a temperatura ambiente por un tiempo
de 2 horas. Al término de la reaccion, se elimin6 el exceso de CHsl por destilacion a presion
reducida, el producto bruto fue lavado con solucion saturada de NaCl (4 x 2.5 mL) y se
filtré con papel filtro cuantitativo de 2.5 um para eliminar residuos de oxido de plata. El
residuo resultante se extrajo con AcOEt (3 x 10 mL), se secé con Na,SO, anhidro y el

disolvente, eliminado mediante destilacién a presion reducida. El producto crudo se purificé
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por CF con un sistema de elucién hexano:AcOEt (90:10), en donde se obtuvo un sélido
amarillo correspondiente a 3,6-di-metoxi-4-metil-a-mangostina Gm-11 (8.7 mg, 15.3%, p.f:
90-92 °C) y un sdlido amarillo correspondiente a fuscaxantona C Gm-6 (89.3 mg, 39.4%,
p.f: 118-120 °C).

2.2 Determinacion del mecanismo de inhibicion
enzimatica frente a las enzimas LP, AAy AG de

los compuestos aislados y sintetizados

2.2.1 Procedimientos generales

Las enzimas empleadas para los estudios de inhibicibn enzimatica fueron: lipasa
pancreatica tipo (LP) Il derivada del pancreas porcino (100-400 unidades/mg proteina, L-
SLBD2433V, Sigma-Aldrich, EC. 3.1.1.3); a-amilasa (AA) tipo VI-B derivada de pancreas
porcino (210 unidades/mg solido, L-SLBP4061V, Sigma-Aldrich, EC. 3.2.1.1) y a-
glucosidasa (AG) tipo | derivada de Saccharomyces cerevisiae (polvo liofilizado, 210
unidades/mg proteina, L-SLBX6245, Sigma-Aldrich, EC. 3.2.1.20). Como sustratos se
usaron los compuestos dodecanoato de 4-nitrofenilo (Sigma-Aldrich) para LP, almidén
soluble de papa (Sigma-Aldrich) y como reactivo derivatizante fue usado el acido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS) para AA, y p-nitrofenilo-a-D-glucopiranésido (Sigma-Aldrich) para
AG. Los demas reactivos utilizados en los ensayos enzimaticos fueron de grado analitico,

adquiridos comercialmente y usados sin tratamiento adicional.

Las lecturas de absorbancia se realizaron en un lector de microplacas Thermo Scientific
Multiskan GO (Waltham, MA, EE. UU.) utilizando el software Skanlt RE4.1.

Los modelos de acoplamiento molecular fueron realizados en una estacion de trabajo
DELL PRECISION TOWER 7810 con 2 procesadores Intel® Xeon® E5-2640 v4 @
2.40GHz (40 cores), con una memoria RAM de 64 GB, y sistema operativo Linux de 64-
bit. Ademas se usaron los programas de acoplamiento molecular: Glide (Maestro Release-
2016 de la plataforma Schrddinger), AutoDock 4.2 (AD4) y AutoDock Vina 1.1.2 (ADV)
(Goodsell, Morris, y Olson 1996; Repasky et al. 2007; Trott y Olson 2012).
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2.2.2 Ensayo deinhibicion de la actividad catalitica de las enzimas
LP,AGy AA

2.2.2.1 Ensayo de inhibicién de la actividad catalitica de LP

La determinacién de inhibicién enzimatica frente a la enzima LP se realiz6 siguiendo la
metodologia descrita en la literatura con algunas modificaciones (Bustan;ji et al. 2011). En
el ensayo se utilizé la enzima LP con una concentracion de 200 U/mL, el sustrato fue
dodecanoato de p-nitrofenilo (100 uM) y el control positivo fue el farmaco Orlistat. Los
compuestos fueron disueltos en DMSO y evaluados a una concentraciéon efectiva maxima
de 300 pM. Los ensayos fueron desarrollados en cajas de 96 pozos. El procedimiento de
reaccion consistio6 en mezclar sobre cajas de 96 pozos 30 pL de solucion stock de cada
compuesto, 30 uL de la solucion de LP y 160 pL de buffer Fosfato (pH: 7.2). La mezcla
obtenida se pre-incubd por 30 minutos a 37 °C. Posteriormente, se adicionaron 30 puL de
sustrato para completar un volumen final de 250 uL y se incubd 40 minutos a 37 °C. Pasado

el tiempo de incubacién se midi6 la absorbancia de la muestra a 405 nm.

Cada experimento se realiz6 por triplicado y los porcentajes de inhibicién fueron estimados

a partir de las absorbancias medidas de acuerdo con la ecuacién 2-1.

A control—A muestra x 100 Ec. 2-1

% inhibicion = eontrol

A los compuestos que presentaron una inhibicibn superior al 60% a la maxima
concentracion evaluada, se les estimd la concentracion inhibitoria media (Clso), para lo cual
fue necesario evaluar diferentes concentraciones de cada compuesto (500 a 6.25 uM).
Todos los ensayos se realizaron por triplicado y en ensayos independientes. Los valores
Clso se estimaron mediante andlisis de regresion no lineal. Para el andlisis detallado de los
datos, se utiliz6 el paquete estadistico GraphPad Prism 8. Los valores Clsp se estimaron
mediante analisis de regresion no lineal. Se analizaron las diferencias estadisticamente
significativas en los efectos biologicos de los inhibidores (extractos, fracciones y
compuestos) y se compararon utilizando la prueba de comparacién de medias ANOVA,

complementada con el andlisis post hoc de Tukey HSD. Todos los datos informados
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corresponden al promedio de tres repeticiones + DS, la significacion estadistica

considerada fue P < 0.05.

2.2.2.2 Ensayo de inhibicion de la actividad catalitica de AA

La determinacion de inhibiciébn enzimética frente a la enzima AA se realizé siguiendo la
metodologia descrita en la literatura con algunas modificaciones (lwai et al. 2006; Ryu et
al. 2011). En el ensayo se utilizé la enzima AA con una concentracion de 2 U/mL, el sustrato
fue almidén (5%) y el control positivo fue el farmaco Acarbosa. Los compuestos fueron
disueltos en DMSO y evaluados a una concentracion efectiva maxima de 500 puM. El
procedimiento de reaccién consistié en mezclar sobre cajas de 96 pozos 50 uL de solucién
stock de cada compuesto y 50 pL de la solucién de AA. La mezcla obtenida se pre-incubé
por 30 minutos a 37 °C, y luego de transcurrido este tiempo se adicionaron 50 pL de
sustrato para completar un volumen final de 150 pL y se incubé 60 minutos a 37 °C.
Finalmente, se adiciond 100 uL de DNS y se calenté 10 min a 100 °C. Pasado el tiempo

de reaccion se midié la absorbancia a 540 nm.

Cada experimento se realiz6 por triplicado y los porcentajes de inhibicion fueron estimados

a partir de las absorbancias medidas de acuerdo con la ecuacién 2-2.

. Sy s s A control—A muestra
% inhibicion = x 100 Ec. 2-2

A control

A los compuestos que presentaron una inhibicibn superior al 60% a la maxima
concentracion evaluada, se les estimo la concentracion inhibitoria media (Clso), para lo cual
fue necesario evaluar diferentes concentraciones de cada compuesto (500 a 6.25 uM).
Todos los ensayos se realizaron por triplicado y en experimentos independientes. Para el
andlisis detallado de los datos, se utilizod el paquete estadistico GraphPad Prism 8. Los
valores Clso se estimaron mediante andlisis de regresion no lineal. Se analizaron las
diferencias estadisticamente significativas en los efectos biolégicos de los inhibidores
(extractos, fracciones y compuestos) y se compararon utilizando la prueba de comparacion
de medias ANOVA, complementada con el andlisis post hoc de Tukey HSD. Todos los
datos informados corresponden al promedio de tres repeticiones + DS, la significancia

estadistica considerada fue P < 0.05.



36 Estudio del potencial inhibitorio de las xantonas provenientes de Garcinia
mangostana (Clusiaceae) sobre tres enzimas digestivas relacionadas con obesidad y
diabetes tipo 2 en busqueda de moléculas con accién multidiana

2.2.2.3 Ensayo de inhibicion de la actividad catalitica de AG

La determinacion de inhibicion enzimatica frente a la enzima LP se realiz6 siguiendo la
metodologia descrita en la literatura con algunas modificaciones (Ryu et al. 2011). En el
ensayo se utilizo la enzima AG con una concentracion de 0.5 U/mL, el sustrato fue p-
nitrofenilo-a-D-glucopirandsido (400 pM) (Wang et al. 2017), el control positivo fue el
farmaco Acarbosa. Los compuestos fueron disueltos en DMSO y evaluados a una
concentracion efectiva maxima de 300 uM. Los ensayos fueron desarrollados en cajas de
96 pozos. El procedimiento de reaccién consisti6 en mezclar 10 pL de solucion stock de
cada compuesto, 20 pL de la solucion de AG y 200 pL de buffer Fosfato (pH: 7.2). La
mezcla obtenida se pre-incubd por 30 minutos a 37 °C. Posteriormente, se adicionaron 20
UL de sustrato para completar un volumen final de 250 pL y se incub6 30 minutos a 37 °C.
Pasado el tiempo de reaccion se midié la absorbancia a 405 nm. Cada experimento se
realizé por triplicado y los porcentajes de inhibicion fueron estimados a partir de las

absorbancias medidas de acuerdo con la ecuaciéon 2-3.

e ., A control—-A ¢
% inhibicion = SEZEIOTLMUESTTE 4 100 Ec. 2-3

A control

A los compuestos que presentaron una inhibicibn superior al 60% a la maxima
concentracion evaluada, se les estimo la concentracion inhibitoria media (Clso), para lo cual
fue necesario evaluar diferentes concentraciones de cada compuesto (500 a 6.25 uM).
Todos los ensayos se realizaron por triplicado y en experimentos independientes. Para el
analisis detallado de los datos, se utilizé el paquete estadistico GraphPad Prism 8. Los
valores Clso se estimaron mediante analisis de regresién no lineal. Se analizaron las
diferencias estadisticamente significativas en los efectos biol6gicos de los inhibidores
(extractos, fracciones y compuestos) y se compararon utilizando la prueba de comparacién
de medias ANOVA, complementada con el andlisis post hoc de Tukey HSD. Todos los
datos informados corresponden al promedio de tres repeticiones + DS, la significancia

estadistica considerada fue P < 0.05.
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2.2.3 Determinacion del tipo de inhibicion enzimatica sobre LP, AA
y AG

Los estudios cinéticos para determinar el tipo de inhibicion se realizaron con LP, AAy AG
utilizando una metodologia similar a la descrita en los ensayos de actividad inhibitoria
(numeral 2.2.2). Las xantonas (Gm-1 a 11) se evaluaron a 3 concentraciones diferentes de
acuerdo con su Clso usando los siguientes valores: 0.5, 1.0 y 2.0 x Clso. Adicionalmente se
emplearon de 5 a 8 concentraciones de sustrato para cada una de las enzimas en el rango
entre 12.5 a 200 uM de dodecanoato de p-nitrofenilo para LP, 1 a 10% de almidén para
AA 'y de 25 a 800 uM para p-nitrofenilo-a-D-glucopiranésido en AG (Ryu et al. 2011). Los
experimentos cinéticos se realizaron por triplicado y en experimentos independientes. Los
datos fueron analizados con el software GraphPad Prism 8. Las constantes de inhibicién
(Ki) se calcularon a partir de las curvas de [sustrato] vs velocidad de reaccién usando la
regresion no lineal de la funcién cinética de inhibicibn enzimatica. Adicionalmente, el
mecanismo de inhibicion se determiné graficamente aplicando la funcién de regresion

doble reciproca Lineweaver-burk en el software GraphPad Prism 8.

2.2.4 Estudio del sitio y modo de union de los compuestos activos
con LP, AAy AG

El estudio de sitio y modos de unién se realizd a través de tres etapas de trabajo. La
primera etapa consistid6 en determinar los programas usados para el desarrollo de los
modelos de acoplamiento molecular y las estructuras cristalograficas necesarias para el
mismo. Los programas usados para el desarrollo de los modelos fueron AD4, ADV y Glide.
Las estructuras cristalogréaficas y sus coordenadas tridimensionales (3D) de las estructuras
de las enzimas LP (codigo PDB: 1LPB, resolucién de 2.4 A) (Pierre Egloff et al. 1995), AG
(cédigo PDB: 2QMJ, resolucion de 1.9 A) (Sim et al. 2008) y AA (cédigo PDB: 4GQR,
resolucion de 1.2 A) (Wiliams et al. 2012) fueron obtenidas de RCSB PDB

(https://www.rcsb.org/) en complejo con sus ligandos (inhibidores) cristalograficos acido

metoxiundecilfosfinico (MUP), acarbosa y miricetina, respectivamente. La segunda etapa
de trabajo consisti6 en preparar los modelos de acoplamiento, en los que se prepararon
los correspondientes grids para cada enzima y los mapas de trabajo requeridos para los
modelos de acoplamiento molecular con la herramienta de AutoDock Tools (ADT). Se

llevaron a cabo los acoplamientos moleculares ciegos para cada uno de los modelos (LP,


https://www.rcsb.org/
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AA'y AG). El grid de trabajo tuvo en sus dimensiones el total del area de cada una de las
enzimas, cubriéndolas totalmente y preparandolas para evaluar las interacciones sobre
toda la enzima durante los acoplamientos moleculares, los demas parametros del
acoplamiento fueron aceptados por defecto. En los tres programas de acoplamiento (ADV,
AD4 y Glide) la estructura de la proteina se mantuvo rigida y los ligandos flexibles.
Finalmente, la tercera etapa de trabajo fue realizada con las cinco moléculas (1 a 11)
aisladas de G. mangostana obteniendo los scores de interaccion y los modos de union.
Los resultados del acoplamiento molecular obtenidos de AD4 y ADV se extrajeron a través
de un script (Lanchero Barrios 2016), cuyo objetivo es extraer de cada archivo
independiente la energia de union asociada a cada molécula. Con ayuda de la
visualizacién de los diferentes modos de interaccién de los complejos (LP, AA, AG y las
moléculas 1 a 11) y los resultados de modo de inhibicién, se establecieron los sitios de

union mas probables por cada molécula para cada enzima.

2.3 Diseflo y optimizacion de compuestos con

accion polifarmacolédgica frente a LP, AAy AG

2.3.1 Procedimientos generales

Las moléculas fueron dibujadas en el programa ChemDraw, minimizadas energéticamente
en el programa MOE y guardas en los formatos “.sdf’, “.pdb” y “.pdbqt”. Los modelos de

acoplamiento molecular se realizaron de la misma manera que en la descripcion 2.2.4.

Algunas reacciones requirieron condiciones inertes (ausencia de humedad y aire), las
cuales se llevaron a cabo en una atmésfera de nitrégeno. Todo el material de vidrio en
estos experimentos fue secado en un horno a 100 °C durante 12 horas. Para los trasvases
de liquidos en condiciones inertes se utilizaron jeringas o canulas de acuerdo con los
procedimientos estandar descritos en la bibliografia (Martinez Grau y Csaky 2012). Las

demas reacciones tienen similares condiciones generales, descritas en el numeral 2.1.

2.3.2 Optimizacion farmacodinamica

El proceso de optimizacion farmacodinamica, para el hallazgo de compuestos

multifuncionales, requirié de los primeros resultados de acoplamiento molecular de las
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xantonas. Se requirié del estudio del modo de interaccién para visualizar posibles cambios
estructurales que potenciaran las interacciones entre los complejos ligando-enzima. En
este sentido, inicialmente se disefié una serie de moléculas a partir de una molécula base
(Gm-4). Una vez se tuvo la base de moléculas construida, se realizé el proceso de
minimizacion energética con el programa MOE. Por lo cual fue necesario modificar los
archivos de salida .sdf a terminaciones .pdb y .pdbgt que permitieron ser leidas por los
programas de acoplamiento molecular AD4, ADV y Glide. Paso siguiente, se ejecutaron
los correspondientes acoplamientos con cada complejo ligando-enzima (LP, AAy AG) y
mediante los diferentes programas de acoplamiento. Una vez obtenidos los resultados
como score de interaccion y los modos de interaccion se procedi6 a realizar una inspeccién
y andlisis visual de los resultados del acoplamiento para cada una de las moléculas
(Fischer et al. 2020). Tras realizarse este andlisis de interaccion, se procedio a disefar
nuevas moléculas con el fin de establecer mejores scores de interaccion y mayores
posiciones de interaccion entre los ligandos y las enzimas. Finalmente, para continuar el
proceso de optimizacion, se realizé la normalizacion de los datos de puntuacion de todas

las xantonas de este proceso para descartar posibles falsos positivos.

2.3.2.1 Normalizacion de los resultados de acoplamiento molecular

Para mejorar el proceso de identificacién o seleccién de moléculas con alto potencial de
inhibicion multifuncional se realizé un consenso por autoescalado de los resultados de
acoplamiento molecular con los tres programas de acoplamiento (Glide-Xp refine, AD4 y
ADV). La metodologia que fue usada en el consenso inicialmente tomo de referencia los
mejores valores de afinidad ligando-enzima de la molécula Gm-4. Se realizé el
acoplamiento molecular en los programas de acoplamiento molecular AD4, ADV y Glide.
El valor de afinidad del complejo Gm-4 — enzima sirvi6 como valor de referencia para
descartar los modelos de unién cuyos valores fueron menores. Los mejores modos de
unién ligando — enzima (LP, AA y AG) en cada uno de los programas se ordenaron de

acuerdo con sus valores de afinidad (docking score).

Posteriormente, los valores obtenidos en cada uno de los programas de acoplamiento
fueron normalizados y clasificados por el método del promedio de la puntuacion de
autoescalado (PromedioAE) propuesto en la literatura (Oda et al. 2006). Se aplico la
normalizacién de los datos de afinidad del complejo ligando-LP, ligando-AA y ligando-AG

de manera independiente usando la ecuacion 2-4, donde, xe es el valor de afinidad
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escalado obtenido en cada programa, Xmin Y Xmax SON los valores menor y mayor de afinidad
en cada programa.

_ (X—Xmin)
Xe = (Xmax—Xmin)

Ec. 2-4
Posteriormente, se hallo el valor consenso para cada molécula a partir de la PromedioAE
aplicando la ecuacion 2-5, donde Xpromedioae €S €l valor de afinidad promedio, xe es valor
escalado en el respectivo programa AD4, ADV y Glide; n es el nimero de programas
usados (n=3).

XeAD4+ x,ADV+x,.Glide
n

Promedio AE = Ec. 2-5

Finalmente, la normalizacion de estos datos generd un nuevo valor numérico. Los valores
mas préximos a cero significan una menor afinidad por el blanco, por otro lado, los valores
mas cercanos a uno significan mayor afinidad por el blanco. Valores que ayudan a
descartar posibles moléculas falsos positivos (Abarca-Gomez et al. 2017; Palacio-
Rodriguez et al. 2019).

2.3.3 Sintesis de xantonas sugeridas por el estudio de

optimizacion molecular

A partir de los estudios de optimizacibn molecular se sugirieron algunas moléculas
multidiana con mejores scores de interaccion y mayores posiciones de interaccion entre
los ligandos y las enzimas. En la presente seccion se describe la sintesis de algunas de
estas moléculas (Gm-12 a Gm-14) a partir del compuesto Gm-4 (mayoritario), siguiendo

las metodologias descritas a continuacion.
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2.3.3.1 Sintesis de 3,6-di-o-tosil-a-mangostina (Gm-12) y 1,3,6-tri-o-tosil-a-mangostina
(Gm-13)

Ts-Cl
EtsN, DCM, 30 h

La reaccion de tosilacion sobre Gm-4 se realizd en presencia de cloruro de tosilo (Ts-Cl),
trietilamina (EtsN) y diclorometano (DCM) seco, adaptando la metodologia descrita en la
literatura (Ubukata et al. 2007). A una mezcla de Gm-4 (100 mg, 0.243 mmol) disuelto en
DCM seco (2.80mL), y EtsN (1.40 mL, 0.975 mmol), se adicion6 Ts-Cl (620 mg, 3.24 mmol)
gota a gota, manteniendo un ambiente libre de humedad. La mezcla de reaccion se
mantuvo en reflujo por 30 horas y fue constantemente monitoreada por CCD para verificar
la desaparicion de Gm-4. Posteriormente, el disolvente fue eliminado a presion reducida y
el residuo fue extraido con AcOEt (3 x 5 mL). Las capas organicas combinadas fueron
secadas con sulfato de sodio anhidro y el disolvente, retirado por destilacion a presion
reducida. El producto crudo se purific6 mediante CF en un sistema de elucién
hexano:AcOEt (90:10) en donde se obtuvo un sélido amarillo correspondiente a 3,6-di-o-
tosil-a-mangostina Gm-12 (68.9 mg, 39,1%, 145-147°C) y un sdlido blanco
correspondiente a 1,3,6-tri-o-tosil-a-mangostina Gm-13 (63.2 mg, 35,9%, p.f: 137-138°C).

2.3.3.2 Sintesis de 3,6-di-o-(4'-metoxibenzoil)-a-mangostina (Gm-14)

HO)K©\
O/

_—
DMAP, DCC, 48 h
(31,8%)
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El compuesto Gm-4 fue sometido a una reaccion de esterificacion usando &cido p-
metoxibenzoico, 4-(dimetilamino)piridina (DMAP) y diciclohexilcarbodiimida (DCC), de
acuerdo con las condiciones descritas en la literatura (Gai-Li et al. 2016). Se afiadi6 a un
matraz de fondo redondo Gm-4 (100 mg, 0.243 mmol), 4cido p-metoxibenzoico (84.1 mg,
0.448 mmol) y 5 mL de DCM seco. Adicionalmente, se afiadi6 DMAP (103 mg, 0.25 mmol)
y DCC (101.1 mg, 0.25 mmol), previamente disueltos en DCM seco (5 mL). La reaccioén se
agito en reflujo por 48 horas y luego la fase organica fue separada. Al residuo resultante
se le realizaron extracciones con DCM (3 x 5 mL). Las fases organicas fueron reunidas y
sometidas a extraccion liquido-liquido sucesivas con solucién de HCI al 5% (3 x 10 mL),
NaHCO; (3 x 10 mL) y salmuera (3 x 10 mL). La fase organica fue secada con Na;SO4
anhidro y luego el disolvente fue retirado mediante destilacién a presion reducida. El
producto crudo se purific6 mediante CF en un sistema de elucién hexano:AcOEt (80:20)
en donde se obtuvo un sdélido amarillo correspondiente a 3,6-di-o-(4'-metoxibenzoil)-a-
mangostina Gm-14 (58.2 mg, 31,8%, p.f: 142-145°C).

2.3.4 Determinacion de actividad inhibitoriay modos de inhibicion
frente a LP, AAy AG para los compuestos sintetizados
A los compuestos sintetizados (Gm-12 a Gm-14) se les determiné la capacidad para inhibir

la actividad catalitica y el tipo de inhibicién frente a LP, AA y AG, siguiendo la metodologia

descrita en 2.2.2 y 2.2.3, respectivamente.
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3. Resultados y discusidén

3.1 Estudio fitoquimico biodirigido del pericarpio

del fruto de Garcinia mangostana (Clusiaceae)

El estudio sobre el pericarpio del fruto de G. mangostana fue realizado con el fin de
determinar sustancias con propiedades multidiana capaces de inhibir las enzimas
digestivas LP, AA y AG. En este sentido el extracto etandlico (EE) y cada una de las
fracciones obtenidas en el fraccionamiento por CLV fueron sometidas al ensayo de
inhibicion enziméatica frente a LP, AA y AG. Los resultados obtenidos se resumen en la
Tabla 3-1, y de los cuales se deduce que, a las diferentes concentraciones evaluadas el
EE y la fraccion de DCM son de los mas promisorios para inhibir las enzimas LP, AAy AG.
Las anteriores razones condujeron a seleccionar la fraccion de DCM para continuar con el
proceso de aislamiento e identificacion de los constituyentes bioactivos. En la literatura se
ha reportado previamente la actividad del EE proveniente del pericarpio del fruto frente a
LP (Clso 26.50 £ 1.15 pg/mL) y AA (Clsp 105.36 + 2.73 pg/mL) (Adnyana et al. 2016),
mientras que la actividad del EE frente a AG no se habia reportado. Los valores reportados
en la literatura no son comparables con los obtenidos en este estudio debido a las
diferencias en la metodologias utilizadas, entre las que se destacan variaciones en el
tiempo de reaccidn enzimatica, reactivos colorimétricos empleados y longitudes de onda

de medicion (Adnyana et al. 2016; Bisswanger 2014).
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Tabla 3-1. Determinacion de la inhibiciéon enzimatica frente a LP, AA y AG de extracto y fracciones
provenientes de G. mangostana,

Muestra Clso ppm
EE 1,73+0,1 718,93+9,2 261,36+21,8
DCM 1654+4,2 141,73+123 197,64+15
AcOEt 59,00+3,9 246,19+18,0 NA
IPA NA 707,42 £ 69,9 NA
EtOH:H,O NA 575,07 £ 96,2 NA
Orlistat 0,65+0,4 --- ---
Acarbosa 820,0+140 3152%372

LP: lipasa pancreatica, AA: a-amilasa, AG: a-glucosidasa,
EEExtracto etandlico, DCM: diclorometano, AcOEt: Acetato de etilo,
IPA: isopropanol, EEOH:H20: Etanol:agua, NA: No activo,

El estudio fitoquimico biodirigido realizado sobre la fraccion de DCM proveniente de G.
mangostana condujo al aislamiento de cinco xantonas, las cuales fueron identificadas por
métodos espectroscépicos y por comparacion con los datos descritos en la literatura. Los
compuestos aislados e identificados se ilustran en la Figura 3-1 y corresponden a 9-
hidroxicalabaxantona, Gm-1, 8-desoxygartanina, Gm-2, gartanina, Gm-3, a-mangostina,
Gm-4, y-mangostina, Gm-5, los cuales ya han sido previamente reportadas en el pericarpio
de la especie (Ah-Reum et al. 2009; Chae et al. 2016). Las xantonas encontradas en la
especie se caracterizan por presentar en diferentes posiciones del anillo aromatico
sustituyentes oxigenados (posiciones 1, 3, 6 y/o 7) y multiples cadenas preniladas de 5, 10
y/o 15 carbonos (posiciones 1, 0 2, 4 y/o 8) (Chae et al. 2016; Genovese et al. 2016; Ibrahim
et al. 2018, 2019; Liu et al. 2016; Morelli et al. 2015; Sukandar et al. 2018; Zhang et al.
2010). Adicionalmente, en la especie también se han reportado bixantonas oxigenadas y
preniladas, y xantonas con un anillo extra de tipo furano o pirano (Liu et al. 2016; Peres,

Nagem, y De Oliveira 2000).
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9-Hidroxicalabaxantona (Gm-1)  8-Desoxigartanina (Gm-2)  Gartanina (Gm-3)

| |

‘ O OH = 0O OH #F
BOAS BOSS
HO o] OH HO (o] OH
o-mangostina (Gm-4) y-mangostina (Gm-5)

Figura 3-1. Compuestos aislados e identificados de la fraccion de DCM proveniente del
pericarpio del fruto de G. mangostana.

Todos los compuestos aislados se caracterizaron en CCD por su coloracién verde con
revelador de vainillina-acido sulfarico y coloracién azul con revelador de p-anisaldehido-
acido sulfurico. En los perfiles de espectros RMN se deducen sefiales para las xantonas
reportadas en especies del género Garcinia que se caracterizan por ser polipreniladas e
hidroxiladas y con muy pocos hidrégenos sobre los anillos arométicos (Peres et al. 2000).
En este sentido es comun ver en sus espectros de RMN *H con sefiales para hidroxilos
guelatados en el rango de &4 11.00 a 15.00, sefiales para sustituyentes prenilos hacia &u
5.30a5.20, 4.30 a 4.00, 3.60 a 3.40 y 1.80 a 1.60. En algunos casos se observan sefiales
para anillos extras al nucleo xantona de tipo pirano (&4 6.70 a 6.50, 5.80 a 5.40, 4.20 a
3.30y 1.80 a 1.50) y de tipo furano (64 3.60 a 3.20 y 1.80 a 1.50). En el especto de *C
como sefales caracteristicas de las xantonas esté la del grupo carbonilo que suele salir en
0:175.0 a 186.0, muchas sefiales en la region aromatica (6. 160.0 a 100.0) para carbonos
cuaternarios y algunos de ellos correspondientes a carbonos cuaternarios oxigenados de
hidroxilos y grupos metoxilo (6:140.0 a 160.0). Adicionalmente, también se ven las sefiales
caracteristicas de los grupos prenilos (6.138.0 a 130.0,125.0 a 100.0, 26.0 a 16.0), grupos
pirano (&: 145.0 a 120.0, 80.0 a 75.0, 25.0 a 15.0), y grupos furano (6. 145.0 a 135.0, 120.0
a 100.0, 35.0 a 25.0 y 20.0 a 10.0) (Boonnak et al. 2014; Deachathai et al. 2005; Le et al.
2016; Li et al. 2018; Nagem y De Oliveira 1997; Walker 2007).

El compuesto Gm-1 fue aislado como un sélido amorfo de color café con p.f de 155-157

°C, y por analisis de RMN se determindé que corresponde a una xantona 1,2,3,4,6-
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pentasustituida por las sefiales de *H con &4 6.86 (s, 1H) y 6.24 (s, 1H), y de APT con &¢
182.0 (C), 159.9 (C), 157.9 (C), 156.8(C), 155.8 (C), 154.5 (C), 142.5 (C), 136.9 (C), 111.9
(C), 104.2 (C), 103.2 (C), 101.6 (CH), 94.1 (CH). Adicionalmente, del analisis de RMN se
determiné que los sustituyentes sobre el nicleo de xantona corresponden a un grupo
hidroxilo fendlico quelatado (6n 13.69 (s, 1H) y 6¢ 159.9(C)), un grupo hidroxilo fendlico (&u
6.37 (s, 1H), y dc 154.5), un grupo metoxilo (613.83 (s, 3H) y en APT con d¢ 62.0 (C)), un
grupo isoprenilo (du 5.26 (m, 1H), 4.09 (d, J = 6.2 Hz, 2H), 1.83 (s, 3H) y 1.69 (s, 3H) y en
con &¢ 132.5 (C), 123.1 (CH), 26.5 (CH>), 25.8 (CHs) y 18.2 (CHs)) y un anillo tipo pirano
(61 6.73 (d, J = 10.1 Hz, 1H), 5.56 (d, J = 10.1 Hz, 1H) y 1.46 (s,6H), y con &¢c 127.1 (CH),
115.7 (CH), 77.9 (C), 28.3 (2CHs3)). Cada uno de los sustituyentes fue ubicado sobre el
nacleo base de la xantona por analisis de los espectros HMBC (ver Figura 5-3, anexo 5-
1). Del analisis anterior y por comparacion con los datos espectroscopicos reportados en
la literatura se identific6 a Gm-1 como 9-hidroxicalabaxantona (Jiang et al. 2010). Esta
xantona ha sido reportada en las familias Clusiaceae (G. mangostana, y G. Cowa) e
Hypericaceae (Gomphandra tetrandra y Cratoxylum cochinchinense) (Han et al. 2009; Ji,
Avula, y Khan 2007; Raksat et al. 2020; Raksat, Sripisut, y Maneerat 2015; Sukandar et al.
2019; Walker 2007). Para 9-hidroxicalabaxantona se ha reportado que exhibe propiedades
citotoxicas frente a la linea celular de cancer de colén HT-29 (Lim 2012). Adicionalmente,
se le han reportado propiedades antibacterianas (Micrococcus luteus, Staphylococcus
epidermidis, Pseudomonas aeruginosa) y la capacidad para inhibir enzimas digestivas
como LP (Clspde 12 uM) (Chae et al. 2016) y AG (En condiciones diferentes Clso de 34.2
MMy 11.4 uM) (Chae et al. 2016; Raksat et al. 2020; Ryu et al. 2011).

El compuesto Gm-2 fue aislado como un sélido amorfo de color amarillo oscuro con p.f de
165-167°C y por andlisis de RMN se determind que corresponde a una xantona 1,2,3,4,5-
pentasustituida (6H 7.77 (dd, J = 7.8, 1.5, 1H), 7.30 (dd, J = 7.8, 1.5, 1H), 7.25 (t, J = 7.8,
1H), y con &C 180.9 (C), 160.7 (C), 158.5 (C), 152.2 (C), 144.2 (C), 144.1 (C), 123.6 (CH),
120.7 (C), 119.5 (CH), 116.7 (CH), 108.9 (C), 105.2 (C), 103.1 (C)). En los espectros de
RMN también se determiné que los sustituyentes sobre el ntcleo de xantona corresponden
a un grupo hidroxilo fendlico quelatado (dH 13.19 (s, 1H) y 8C 160.7(C)), dos grupos
hidroxilos fendlico (8H 6.53 (s, 1H), y 6C 158.5, y dH 5.68 (brs, 1H), y 6C 144.1), y dos
grupos isoprenilo (grupo 1: 8H 5.20 (m, 1H), 3.52 (d, J = 7.2 Hz, 2H), 1.86 (s, 3H) y 1.79
(s, 3H) y con 8C 136.5 (C), 122.0 (CH), 21.9 (CH2), 25.7 (CH3) y 17.7 (CH3); grupo 2: &6H
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5.20 (m, 1H), 3.46 (d, J = 7.0 Hz, 2H), 1.86 (s, 3H) y 1.76 (s, 3H) y con 6C 133.3 (C), 121.0
(CH), 21.4 (CH2), 25.4 (CH3) y 17.7 (CH3)). Mediante el andlisis del espectro HMBC (ver
Figura 5-6, anexo 5-1) se establecid la ubicacién de los sustituyentes sobre el nlcleo base
de la xantona. Por comparacion con los datos espectroscopicos reportados en la literatura
se identific6 a Gm-2 como 8-desoxigartanina (Han et al. 2009). Esta xantona presenta
reportes de aislamiento en especies como G. mangostana y G. braacteata, de la familia
clusiaceae (Khaw et al. 2014; Wang et al. 2012; Zhang et al. 2019). Los reportes de
literatura indican que este compuesto presenta propiedades anticancerigenas (Wang et al.
2012), propiedades para inhibir enzimas de relevancia en el control de Alzheimer (Khaw et
al. 2014), y para inhibir enzimas digestivas importantes en el control de obesidad y
diabetes. En este ultimo caso se ha reportado la inhibicion frente a LP (Clso de
aproximadamente 50 uM) y AA (Clso de 21.5 uM) (Chae et al. 2016; Ryu et al. 2011).

El compuesto Gm-3 fue aislado como un sélido amorfo de color verde claro con p.f de 166-
168°C y por andlisis de RMN se determiné que corresponde a una xantona 1,2,3,4,5,8-
hexasustituida (sefiales de RMN H con &4 7.22 (d, J= 8.9, 1H), 6.66 (d, J= 8.9, 1H), y en
APT con &¢ 184.3 (C), 161.7 (C), 158.2 (C), 153.9 (C), 152.6 (C), 142.9 (C), 135.8 (C),
123.0 (CH), 109.9 (CH), 109.6 (C), 107.2 (C), 105.9 (C), 102.5 (C)). Adicionalmente, del
andlisis de RMN se determiné que los sustituyentes sobre el ndcleo de xantona
corresponden a dos grupos hidroxilos fendlicos quelatados (6+ 12.33 (s, 1H) y 8¢ 161.7(C),
y dn 11.25 (s, 1H) y &¢ 152.6 (C)), dos grupos hidroxilos fendlico (o4 6.60 (s, 1H), y ¢
153.9, y &u 6.52 (s, 1H), y 6¢ 158.2), y dos grupos isoprenilo (sefiales en RMN 1H con &y
5.26 (m, 1H), 3.50 (d, J = 7.2 Hz, 2H), 1.79 (s, 3H) y 1.75 (s, 3H) y en APT con &¢ 135.8
f(C), 122.0 (CH), 22.0 (CH2), 26.0 (CH3) y 18.1 (CH3), y 64 5.26 (m, 1H), 3.46 (d, J = 7.2
Hz, 2H), 1.86 (s, 3H) y 1.86 (s, 3H) y en APT con &c 134.0 (C), 120.8 (CH), 21.8 (CHy), y
18.1 (2CHs)). Los sustituyentes fueron ubicados sobre el nucleo base de la xantona por
analisis de los espectros HMBC (ver Figura 5-9, anexo 5-1). Por comparacion con los datos
espectroscopicos reportados en la literatura se identific6 a Gm-3 como gartanina (Han et
al. 2009). Gm-3 ha sido reportada previamente en el género Garcinia, en G. bracteata, G.
propinqua y G. mangostana (Mohamed Ibrahim et al. 2019; Sriyatep et al. 2018; Zhang et
al. 2019). Adicionalmente, a gartanina se le han reportado propiedades anticancerigenas
frente a una linea celular de cancer de colon HCT116 (Sriyatep et al. 2018), propiedades
protectoras ante dafio oxidativo producido por la acrilamida en el sistema digestivo y la

capacidad para inhibir enzimas digestivas como LP (Clsg de 12 yM) (Chae et al. 2016),
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AG (Clso de 10.8 uM) (Ryu et al. 2011), y AA (69.7% de inhibicién a concentracién de 1000
UM (Mohamed Ibrahim et al. 2019).

El compuesto Gm-4 fue aislado como un solido amorfo de color amarillo claro con p.f de
180-182°C y por andlisis de RMN se determind que corresponde a una xantona 1,2,3,6,7,8-
hexasustituida (sefiales de RMN *H con &4 6.83 (s, 1H), 6.30 (s, 2H), 6.14 (s, 1H) y en APT
con d¢ 181.8 (C), 161.4 (C), 160.4 (C), 155.6 (C), 154.9 (C), 154.3 (C), 142.4 (C), 131.9
(C), 112.0 (CH), 108.2 (C), 103.5(C), 101.3 (CH), 93.1 (CH)). Adicionalmente, del analisis
de RMN se determiné que los sustituyentes sobre el nicleo de xantona corresponden a un
grupo hidroxilo fendlico quelatado (dn 13.78 (s, 1H) y &¢ 161.4(C)), dos grupos hidroxilos
fendlico (6n 6.30 (s, 1H), y 8¢ 155.6, y 1 6.14 (s, 1H), y &¢c 160.4), un grupo metoxilo (dn
3.81 (s, 3H) y en APT con &¢ 61.9 (C)), y dos grupos isoprenilo (sefiales en RMN 1H con
On 5.26 (m, 1H), 4.09 (d, J = 7.2 Hz, 2H), 1.84 (s, 3H) y 1.77 (s, 3H) y en APT con &¢ 135.7
(C), 122.9 (CH), 26.4 (CH,), 25.6 (CHs) y 18.0 (CHs), y 64 5.26 (m, 1H), 3.46 (d, J = 7.2 Hz,
2H), 1.84 (s, 3H) y 1.69 (s, 3H) y en APT con &c 136.8 (C), 121.2 (CH), 21.2 (CH), 25.6
(CHs) y 17.7 (CHs)). Cada uno de los sustituyentes fue ubicado sobre el nicleo base de la
xantona por analisis de los espectros HMBC (ver Figura 5-12, anexo 5-1). Por comparacion
de los datos espectroscoépicos reportados en la literatura se identific6 a Gm-4 como a-
mangostina, el cual es el compuesto mayoritario de la fraccién de diclorometano (Chen et
al. 2008). Este compuesto ha sido reportado en las familias Hypericaceae (Cratoxylum
prunifolium y Cratoxylum cochinchinense), y Clusiaceae (G. echinocarpa, G. terpnophylla
y G. mangostana) (Chen et al. 2008; Le et al. 2016; Li et al. 2018; Peres et al. 2000;
Sultanbawa 1980). EI compuesto Gm-4 ha sido asociado con el control y disminucién del
progreso en enfermedades de Parkinson y Alzheimer (Yeong et al. 2020). Por otra parte,
se le ha reportado que presenta propiedades anticancerigenas, antiinflamatorias,
antioxidantes, antidiabéticas y antiobesidad (Assemian et al. 2019; Han et al. 2009; Jiang
et al. 2010; Liu et al. 2016). Frente a las enzimas objeto del presente estudio se le ha
reportado su capacidad para inhibir la LP (Clso de 5.0 uM) y AG (Clso de 5.6 pM) (Chae et
al. 2016; Ryu et al. 2011).

El compuesto Gm-5 fue aislado como un sélido amorfo de color café con p.f de 206-208°C
y por analisis de RMN se determiné que corresponde a una xantona 1,2,3,6,7,8-
hexasustituida (sefiales de RMN *H con &4 6.69 (s, 1H), 6.25 (s, 1H)y en APT con &¢ 182.1
(C), 161.9 (C), 160.1 (C), 154.8 (C), 152.6 (C), 151.8 (C), 140.6 (C), 130.3 (C), 130.2 (C),
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109.7 (CH), 102.3 (C), 99.5 (CH), 91.5 (CH)). Adicionalmente, del andlisis de RMN se
determiné que los sustituyentes sobre el nlcleo de xantona corresponden a un grupo
hidroxilo fendlico quelatado (6n 14 (s, 1H) y 6¢c 161.9(C)), tres grupos hidroxilos fendlico
(6c 160.1, dc 154.8 y 152.6), y dos grupos isoprenilo (sefiales en RMN 1H con &4 5.28 (m,
1H), 4.09 (m, 2H), 1.86 (s, 3H) y 1.80 (s, 3H) y en APT con &¢ 128.2 (C), 123.4 (CH), 20.8
(CH2), 24.6 (CH3) y 16.9 (CHs), y &1 5.28 (m, 1H), 3.34 (d, J = 7.2 Hz, 2H), 1.86 (s, 3H) y
1.68 (s, 3H) y en APT con ¢ 128.2 (C), 122.5 (CH), 20.8 (CHy), 24.5 (CHs) y 16.5 (CHa)).
Cada uno de los sustituyentes fue ubicado sobre el nicleo base de la xantona por analisis
de los espectros HMBC (ver Figura 5-15, anexo 5-1). Por comparacién con los datos
espectroscopicos reportados en la literatura se identific6 a Gm-5 como y-mangostina
(Chen et al. 2008). EI compuesto (Gm-5) ha sido reportado en las especies G. travancorica
y G. mangostana de la familia Clusiaceae, y Cratoxylum cochinchinense e Hypericum
perforatum de la familia Hypericaceae (Aravindakshanpillai et al. 2016; Li et al. 2018;
Mohamed Ibrahim et al. 2019; Tusevski et al. 2017). A y-mangostina se le ha reportado su
capacidad para inhibir PTP1B, proteina clave para el tratamiento de obesidad y diabetes.
Adicionalmente, se le ha reportado su capacidad para inhibir LP (Clso de 24.1 pyM), AG
(Clso de 10 uM) y a-amilasa (70% de inhibicién a una concentracion de 1000 uM) (Chae
et al. 2016; Ibrahim et al. 2019; Ryu et al. 2011).

3.1.1 Obtencion de algunos derivados a partir de Gm-4

A partir de constituyente quimico mayoritario aislado e identificado en G. mangostana (a-
mangostina Gm-4), se realiz6 la sintesis de algunos derivados (Gm-6 a G-11) con el fin de
aumentar la diversidad estructural y poder establecer algunas relaciones de estructura-
actividad preliminar. EI compuesto mayoritario fue sometido a reacciones de alquilacion,
demetilacion e hidrogenacion, tal como se ilustra en la Figura 3-2. Las moléculas obtenidas
fueron caracterizadas espectroscépicamente de manera similar a lo realizado para los
compuestos naturales. En el anexo 5.2 se resumen los datos espectroscopicos para los
derivados preparados. Todos los compuestos sintetizados han sido previamente
reportados en la literatura y por comparacion de sus datos espectroscopicos estos fueron
identificados como Fuscaxantona C Gm-6 (lto et al. 2003), 3-isomangostinaGm-7 (Ah-
Reum et al. 2009), BR-xantona A Gm-8 (Balasubramanian y Rajagopalan 1988),
Tetrahidro-a-mangostina Gm-9 (Sudta et al. 2013), 3,6-di-pentoxi-a-mangostina Gm-10
(Ha et al. 2009) y 3,6-di-metoxi-4-metil-a-mangostina Gm-11 (Ren et al. 2011). Los
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compuestos (Gm-6 a Gm-11) se ilustran en la Figura 3-2, los cuales ya han sido
previamente reportadas en especies como G. fusca, G. mangostana y Cratoxylum
cochinchinense (Ah-Reum et al. 2009; Ito et al. 2003; Ren et al. 2011). Las xantonas (Gm-
6 a Gm-11) presentan reportes en la literatura de propiedades anticancerigenas y
antibacterianas (Ah-Reum et al. 2009; Ha et al. 2009; Ito et al. 2003; Sudta et al. 2013).

Figura 3-2. Sintesis de derivados (Gm-6 — Gm-11) a partir de Gm-4. Reactivos y
condiciones: i) CHsl, K2COs, Acetona, reflujo, 60 h, rendimiento total (47,3%); ii) Py-HCI, 20% de
potencia de 215 W, 2 min por 13 ciclos, rendimiento total (63% - Gm-7), (23% - Gm-8); iii) Hz, Pd/C,
MeOH, t.a., 60 h, rendimiento total (98%); iv) 1-bromopentano, K2COs, DMF, t.a., 24 h, rendimiento
global (67%); v) CHsl, Ag20, acetona, reflujo, 2 h, rendimiento total (39% - Gm-6), (15% - Gm-11).

Con las metodologias empleadas en este estudio no se habia reportado la sintesis de Gm-
7, Gm-8 y G-11. Inicialmente, se sometié a Gm-4 en condiciones de una reaccion tipica de
demetilacion por irradiacion de microondas en presencia de clorhidrato de priridina, lo que
no condujo al producto demetilado, sino a la formacién de Gm-7 y Gm-8, caracterizados
por la presencia de ciclos de tipo tetrahidropirano. Estos dos compuestos se habian
reportado previamente como subproductos de la sintesis descrita en una patente para y-
mangostina (Gokaraju 2009). La metodologia desarrollada en la presente investigacion
representa una alternativa interesante que debe ser profundizada, ya que permitiria bajo

condiciones de reaccion libre de disolvente y por irradiacion de microondas, la obtencién
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de compuestos aromaticos con ciclo tetrahidropirano a partir de precursores aromaticos
hidroxilados con una cadena prenilada vecinal. El mecanismo de reaccidn propuesto para
la formacién de Gm-7 y Gm-8 (Figura 3-3), contempla la adicion del hidrégeno proveniente
del acido débil (clorhidrato de piridina) en el doble enlace de la cadena prenilada, y
posteriormente, la ciclacion entre el oxigeno y el carbocatién formando el ciclopirano (Gm-
7) o el diciclopirano (Gm-8) de xantona. De igual manera, cuando se someti6 a Gm-4 en
condiciones para una reaccion tipica de metilacion en presencia de yoduro de metilo,
carbonato de potasio y oxido de plata, se observé la formacion del producto deseado Gm-
4, junto con un producto en bajo rendimiento denominado Gm-11. Este producto se
caracteriza porque ademas de las metilaciones sobre los grupos hidroxilos ocurrié una C-
metilacion, lo cual pudo estar favorecido por la presencia de los grupos activantes
oxigenados presentes en el anillo aromético. La reaccion de metilacion se llevo a cabo de
forma mas eficiente y con mayores rendimientos al realizar la reaccion sin la presencia del
oxido de plata (ruta i, Figura 3-2). La reaccion de hidrogenacioén realizada sobre Gm-4 para
formar el producto Gm-9, se llevé a cabo con las condiciones tipicas en presencia Pd/C,
siendo los rendimientos comparables a los reportados en la literatura (Zheng et al. 1992).
Por otro lado, la obtencion de Gm-10 posee un rendimiento (67%) menor al reportado por
Torres con un valor de 96%, resaltando la importancia del uso de Cs,COs; en lugar de
K2COs.

Cl
=]

o oH § eN-cHs ~ o OH
0 { (0
OO0 & S
HO 0 0 [ ] Ho o )
o

Gm-8
(23,0%)

Figura 3-3. Mecanismo de reaccion propuesto para la obtencion del compuesto Gm-7 y
Gm-8.
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3.2 Determinacién del mecanismo de inhibicién
enzimatica sobre las enzimas LP, AG y AA de

los compuestos aislados y sintetizados.

A los compuestos aislados y sintetizados (Gm-1 a Gm-11) se les determiné la capacidad
de inhibir la actividad catalitica de las tres enzimas digestivas de interés. Para los
compuestos que presentaron una potencial actividad inhibitoria se les estim6 la
concentracion inhibitoria media (Clso), las constantes de inhibicion y el tipo de inhibicién
gue ejercen sobre cada enzima (lipasa pancreética LP, a-amilasa AA y a-glucosidasa AG).
Ademas, se realiz6 un estudio de acoplamiento molecular para estimar los sitios de union
y las energias de union a los sitios aminoacidicos de las enzimas. A continuacion, se

presentan los resultados de los estudios de inhibicién sobre cada una de las enzimas.

3.2.1 Estudio de inhibicién sobre lipasa pancreética (LP)

En la Tabla 3-2 se presentan los resultados del estudio de inhibicion sobre la lipasa
pancreatica de los compuestos aislados y sintetizados. De los 11 compuestos evaluados,
se observa que 8 lograron inhibir la lipasa pancreatica con valores de Clsp entre 50.6 y
454.6 uM. Sin embargo, ninguno de los compuestos logré una inhibicibn comparable con
la causada por el control positivo Orlistat. Los compuestos sintéticos Gm-7, Gm-8 y Gm-
10 fueron las sustancias que no causaron ninguna inhibicién en la actividad catalitica de la
enzima. Este estudio constituye el primer reporte de actividad inhibitoria frente a LP para

los compuestos Gm-6, Gm-9y Gm-11.

En estudios previos se ha reportado la actividad frente a LP para Gm-1 (Clso=12 uM, (Chae
et al. 2016), Gm-2 (Clso= 50 pM, (Chae et al. 2016), Gm-3 (Clsp=12 pM, (Chae et al. 2016),
Gm-4 (Clsp= 5 puM, Chae et al, 2016; Clso = 47.3 uM, Adnyana et al. 2016) y Gm-5 (Clso
=10 pM, (Chae et al. 2016). Los resultados reportados por Chae y colaboradores y los
obtenidos en este estudio no son comparables, debido a que se utilizaron metodologias
muy diferentes (oleato de 4-metilumbeliferiilo como sustrato, cuantificacion por
fluorescencia y tiempo de reaccion de 10 min (Chae et al. 2016)). Por otro lado, los

resultados obtenidos para Gm-4 concuerdan con lo reportado por Adnyana y
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colaboradores, ya que se utilizé el mismo método de cuantificacion de la actividad
enzimatica.

Tabla 3-2. Resultados de inhibicion enzimatica frente a LP de los compuestos Gm-1 a Gm-11.

Lipasa pancreética

Compuestos/control
positive Clso (M) Ki (uv) PO
inh
Gm-1 138,1+ 6,8 138,1 NC
Gm-2 326,3+ 7,1 326,3 NC
Gm-3 134,8+ 1,5 129,7 UC
Gm-4 50,6 + 6,7 50,6 NC
Gm-5 67,1+ 2,8 57,2 uc
Gm-6 69,2+ 4,9 69,2 M
Gm-7
Gm-8
Gm-9 4546 + 1,9 405,2 M
Gm-10
Gm-11 59,4+ 3,8 59,4 NC
Orlistat 0,65+ 0,4 0,2 Il

Tipo inh: tipo de inhibidor, II: Inhibidor Irreversible, C:
Competitivo, NC: No competitivo, UC: Acompetitivo, M:
mixto

Con los resultados de Clso de los compuestos activos se pueden estimar algunas
relaciones cualitativas de estructura-actividad inhibitoria sobre LP. Se encuentra que los
compuestos que tienen cadenas de isoprenilo en las posiciones 2 y 8 del nucleo de la
xantona (Gm-4, Gm-5, Gm-6 y Gm-11) presentan los menores valores de Clso, 0 que
sugiere que la presencia y ubicacion de estos sustituyentes es importante para la inhibicion
de la LP. Es importante resaltar que a pesar de que el compuesto Gm-10 tiene los
sustituyentes isoprenilo en las posiciones 2 y 8 no presenta actividad sobre LP, indicando
gue la O-alquilacién realizada en Gm-4 sobre los hidroxilos ubicados en las posiciones 3y
6 con cadenas de cinco atomos de carbono influye negativamente en la actividad. Otro
aspecto estructural que se puede resaltar es el efecto negativo que tiene la hidrogenacién
de las cadenas preniladas en la actividad inhibitoria sobre LP, pues al comparar el valor
Clso de Gm-4 (50,6 + 6,7 uM) con el de Gm-9 (456,6 + 1,9 uM), se aprecia que la actividad

se reduce en aproximadamente un orden de magnitud.
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Con cada uno de los compuestos bioactivos se realizé un estudio de cinética enziméatica
variando las concentraciones de inhibidor y de sustrato, para estimar el tipo de inhibicién
gue estan causando sobre la LP. En la Figura 3-4 se presentan los graficos de Lineweaver-
Burk que permiten determinar el tipo de inhibicién de acuerdo con el comportamiento de
las lineas de tendencia (Saboury 2009). El estudio cinético permiti6 determinar que los
compuestos Gm-1, Gm-2 y Gm-4 se comportan como inhibidores no competitivos.
También se establecié que los compuestos Gm-3 y Gm-5 pueden ser catalogados como
inhibidores acompetitivos, mientras que Gm-6 y Gm-9 se clasifican como inhibidores de
tipo mixto. Lo anterior indica que ninguna de las xantonas bioactivas sobre LP compite con
el sustrato por el sitio activo de la enzima. Adicionalmente, se estimaron las constantes de
inhibicion (Ki) para establecer la afinidad de los inhibidores por la enzima, resultados que
se resumen en la Tabla 3.2. En este caso se encontré que todas las constantes de
inhibicion estimadas son mayores a la K (47.4 uM), por lo tanto, es posible afirmar que
los inhibidores tienen menor afinidad con la enzima que el sustrato empleado en el ensayo.
Estudios previos catalogan a Gm-4 como inhibidor no competitivo sobre LP (Chae et al.
2016), resultados que coinciden con lo obtenido en este trabajo. Se reportan por primera
los tipos de inhibicion causados por Gm-1, Gm-2, Gm-3, Gm-5, Gm-6, Gm-9 y Gm-11
sobre LP.
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Figura 3-4. Gréficos Lineweaver-Burk del estudio cinético de los compuestos Gm-1 a
Gm-11 activos sobre LP.

Teniendo en cuenta los resultados de actividad inhibitoria sobre la LP, se realizé un estudio
de acoplamiento molecular ciego para visualizar el modo de unién y estimar las energias
de unién entre las moléculas bioactivas y los residuos aminoacidicos de la LP (Figura 3-
5). Para este estudio se tuvieron en cuenta el bolsillo catalitico y otros sitios de union en
los que las xantonas pueden ubicarse causando la inhibicién de la actividad catalitica de
la LP. Los valores de energias de union obtenidos con los tres programas indican que la
interaccion de los compuestos bioactivos con LP es moderada. Los resultados del estudio
de acoplamiento molecular ciego muestran que las xantonas no se ubican en el bolsillo
catalitico de la enzima que contiene los aminoacidos Ser®?(OH), Phe”(NH) y His?53(NH)
(Veeramachaneni et al. 2015). Estos resultados concuerdan con lo encontrado en los
estudios de cinética enzimatica, donde se encontraron inhibiciones no competitivas,
acompetitivas y mixtas. En el modelo de acoplamiento molecular (Figura 3-5) se encuentra
un bolsillo existente entre la LP y la colipasa donde se observaron las moléculas Gm-1 a
Gm-11 interactuando con los residuos de esta region. La principal interaccién observada
sobre el bolsillo LP-colipasa es de tipo pi-pi con el aminoacido Tyr*®® de la colipasa, lo que

sugiere que este bolsillo esta involucrado en la disminucién de la actividad catalitica. Las
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moléculas pueden estar ocasionando un cambio conformacional de la estructura de la
enzima al ser probablemente modificado el sitio catalitico ya que este esta formado por el
puente originado por la unién entre la LP y su colipasa (Whitcomb y Lowe 2007). En el
caso de los Gm-6 y Gm-9, cuya inhibicion fue de tipo mixto, los resultados de acoplamiento
molecular sugieren que su caracter de inhibicién tiende hacia el tipo de inhibicion no

competitivo, pues no se observo para estas sustancias ninguna interaccion con la triada
catalitica de LP.
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Figura 3-5. Visualizacion de los modos de unién de Gm-1 a Gm-11 — LP, modelo 3D y 2D
de interacciones.
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3.2.2 Estudio de inhibicién sobre a-glucosidasa (AG)

Los resultados del estudio de inhibicién sobre a-glucosidasa para los compuestos aislados
y sintetizados se presentan en la Tabla 3-3. Se observa que, de los 11 compuestos
evaluados, 8 lograron inhibir la a-glucosidasa con valores de Clso entre 33.3 y 247.8 uM.
Todos los compuestos activos presentaron un mayor efecto inhibitorio sobre AG que el
control positivo acarbosa, siendo los compuestos Gm-4, Gm-6 y Gm-7 los mas
promisorios, pues son aproximadamente 10 veces mas activos que el control positivo. Los
compuestos sintéticos Gm-8, Gm-10 y Gm-11 fueron las sustancias que no causaron

ninguna inhibicién en la actividad catalitica de la enzima.

Tabla 3-3. Resultados de inhibicién enzimatica frente a AG de los compuestos Gm-1 a Gm-11.

a-glucosidasa

Compuestos/control
Posifve Clso (M) Ki (uv) P
inh
Gm-1 157,11+ 2,1 1540 UC
Gm-2 2478+ 4,0 247,8 M
Gm-3 123,6 + 8,2 123,6 M
Gm-4 31,6+ 2,6 31,6 M
Gm-5 84,7+ 6,7 84,7 M
Gm-6 33,3+ 4,1 23,3 C
Gm-7 37,2+ 4,1 37,2 M
Gm-8
Gm-9 34,2+ 1,8 23,9 C
Gm-10
Gm-11
Acarbosa 315,2+ 3,2 56,4 C

Tipo inh: tipo de inhibidor, II: Inhibidor Irreversible, C:
Competitivo, NC: No competitivo, UC: Acompetitivo, M:
mixto

En estudios previos se reporta la actividad para los compuestos Gm-1 a Gm-5 frente a AG,
encontrandose que los resultados obtenidos en este estudio difieren de los reportes
previos. Li y colaboradores reportan valores de Clsode 10.0 uM para Gm-4 y 5.0 uM para
Gm-5 (Li et al. 2018). Ryu y colaboradores reportan valores de Clso de 34.2 uM para Gm-
1, 21.5 pM para Gm-2, 10 pM para Gm-3, 5 pM para Gm-4 y 1.5 pM para Gm-5 (Ryu et

al. 2011). En el estudio desarrollado por Vongsak y colaboradores reportan valores de Clso
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de 29.2 uM para Gm-4 y 4.2 uM para Gm-5 (Vongsak et al. 2015). Tanto en los reportes
previos como en este estudio se utiliza el mismo método para la cuantificaciéon de la
actividad enzimatica de AG, sin embargo, los tiempos de reaccion y las concentraciones
de sustrato son diferentes en todos los casos. Dichas variaciones metodolégicas pueden
ser las responsables de las marcadas diferencias en los resultados encontrados en las
diferentes investigaciones. Es importante anotar que los resultados reportados para los
compuestos Gm-6, Gm-7 y Gm-9 constituyen el primer reporte de actividad inhibitoria
frente a AG.

Con los resultados de Clspde los compuestos activos se pueden estimar algunas relaciones
cualitativas de estructura-actividad inhibitoria sobre AG. Al comparar los valores Clso de
Gm-4 y Gm-5 es posible establecer que la presencia de un grupo metoxilo en la posicién
7 del nucleo xantona favorece la actividad inhibitoria sobre AG, pues Gm-4 es
aproximadamente tres veces mas activo que Gm-5. También se aprecia que la presencia
del anillo pirano en las posiciones 7 y 8 del nlcleo xantona anula completamente la
actividad sobre AG, hecho que se puede evidenciar al comparar las Clso de Gm-7 y Gm-
8. Otra caracteristica estructural que conlleva a la pérdida de actividad sobre esta enzima
es la presencia de un grupo metilo en la posicion 4 de la xantona, efecto que se confirma
al comparar los resultados obtenidos para Gm-6 y Gm-11. Finalmente, al comparar la
actividad exhibida por Gm-7 y Gm-1, es posible apreciar que la actividad se reduce
aproximadamente 4 veces cuando el anillo de pirano ubicado en las posiciones 2y 3 de la

Xantona posee una insaturacién que extiende la conjugacion del anillo aromatico.

Con cada uno de los compuestos bioactivos se realizé un estudio de cinética enzimatica
variando las concentraciones de inhibidor y de sustrato, para determinar el tipo de
inhibicién que estan causando sobre la AG haciendo uso de los graficos L-B (Figura 3-6).
El estudio cinético permitié determinar que los compuestos Gm-2, Gm-3, Gm-4, Gm-5y
Gm-7 actian como inhibidores mixtos, el compuesto Gm-1 se comporta como inhibidor
acompetitivo, mientras que los compuestos Gm-6 y Gm-9 son catalogados como
inhibidores competitivos. Lo anterior indica que las xantonas Gm-6 y Gm-9 compiten con
el sustrato por el sitio activo de la enzima. Adicionalmente, se estimaron las constantes de
inhibicion (Ki) para establecer la afinidad de los inhibidores por la enzima, resultados que

se resumen en la Tabla 3.3. En este caso se encontr6 que todas las constantes de
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inhibicién estimadas son mayores a la K, (12 uM), por lo tanto, es posible afirmar que los
inhibidores tienen menor afinidad con la enzima que el sustrato empleado en el ensayo.
Sin embargo, los compuestos Gm-6 y Gm-9 presentaron los menores valores de K;, lo que
era de esperarse, por ser los inhibidores de tipo competitivo. En estudios previos se ha
determinado que los compuestos Gm-2 y Gm-5 se comportan como inhibidores de tipo
mixto sobre AG (Ryu et al. 2011), resultados que coinciden con lo obtenido en este trabajo.
Se reportan por primera los tipos de inhibicion causados por Gm-1, Gm-3, Gm-4, Gm-6,
Gm-7 y Gm-9 sobre AG.
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Figura 3-6. Gréficos Lineweaver-Burk del estudio cinético de los compuestos Gm-1 a Gm-
9 activos sobre AG.

Teniendo en cuenta los resultados de inhibicion de la actividad catalitica de AG, se realizo
un estudio de acoplamiento molecular ciego para visualizar el modo de unién y estimar las
energias de unién entre las moléculas bioactivas y los residuos aminoacidicos de la AG
(Figura 3-7). Para este estudio se tuvieron en cuenta el bolsillo catalitico y otros sitios de
union en los que las xantonas pueden ubicarse para ejercer la inhibicion sobre AG. Las
energias interaccion calculadas indican que se presenta una interaccion moderada entre

los inhibidores y la enzima. El modelo de acoplamiento molecular permite evidenciar que



60 Estudio del potencial inhibitorio de las xantonas provenientes de Garcinia
mangostana (Clusiaceae) sobre tres enzimas digestivas relacionadas con obesidad y
diabetes tipo 2 en busqueda de moléculas con accién multidiana

los compuestos Gm-6 y Gm-9 se ubican en el bolsillo catalitico de la enzima, pero no
interacttian con los aminoacidos Asp?°3(OH), Asp®?’(OH) y Asp**3(OH) de la triada catalitica
(Sim et al. 2008), lo que sugiere que estos compuestos estan ejerciendo una inhibicion de
tipo competitivo por obstruccion del sitio activo. También se encontré que Gm-4 se ubica
sobre el sito catalitico de la enzima, lo que indica que es un inhibidor mixto que interactia
directamente con el sitio catalitico de la AG. Contrario a lo anterior, se observa que los
compuestos Gm-1, Gm-2, Gm-3, Gm-5 y Gm-7 no se ubican en el bolsillo catalitico de la
enzima, sino que interactdan con un sitio alostérico cercano al sitio catalitico de la AG, en
el que estan presentes los residuos aminoacidicos Asp'®(OH), Glu?*2(OH) y Asp*’4(OH).
Para el compuesto Gm-4 también se encontraron interacciones con el bolsillo alostérico.
Dada la proximidad que existe entre el bolsillo catalitico responsable de la escision de los
azucares y el sitio alostérico hallado, se puede inferir que la interaccion de las xantonas
con el bolsillo alostérico origina un cambio conformacional en la enzima que conlleva a la
reduccion de su actividad catalitica (Sim et al. 2008), hecho que confirma el
comportamiento de estas sustancias como inhibidores mixtos y acompetitivos. Finalmente,
se resalta que los compuestos Gm-6 a Gm-11 no se presentan reporte en la literatura de

los tipos de inhibicién causados sobre AG.
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Figura 3-7. Visualizacién de los modos de unién de Gm-1 a Gm-11 — AG, modelo 3Dy 2D

de interacciones.

3.2.3 Estudio de inhibicién sobre a-amilasa (AA)

En la Tabla 3-5 se presentan los resultados del estudio de inhibicion sobre AA causada por

los compuestos aislados y sintetizados. Se observa que, de los 11 compuestos evaluados,

5 lograron inhibir la enzima a-amilasa con valores de Clsg entre 90.1 y 333.5 pM,

obteniendo una actividad muy superior a la causada por el control positivo acarbosa. Los

compuestos Gm-1, Gm-3, Gm-7, Gm-8, Gm-10 y Gm-11 fueron las sustancias que no

causaron ninguna inhibicion en la actividad catalitica de la enzima AA. En estudios previos

se reporta la actividad frente a AA de los compuestos Gm-4 (Clsode 29.6 uM, (Adnyana et
al. 2016); 60% de inhibicion a una concentracion de 100 uM (Ibrahim et al. 2019)) y Gm-5
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(67.3% de inhibicién a una concentracion de 100 uM (lbrahim et al. 2019)), encontrandose
gue los resultados obtenidos en este estudio difieren de los reportados previamente. Las
diferencias encontradas estan relacionadas con las metodologias empleadas, pues tanto
en nuestro estudio como en el de los otros dos autores se emplean enzimas de distinto
origen diferente, sustratos, tiempos de reaccién y métodos de cuantificacién diferentes
(Adnyana et al. 2016; Bisswanger 2014; Ibrahim et al. 2019). Cabe destacar para los
compuestos Gm-2, Gm-6 y Gm-9 este es el primer reporte de actividad inhibitoria que se
realiza frente a AA.

Tabla 3-3. Resultados de inhibicién enziméatica frente a AA de los compuestos Gm-1 a Gm-11.

Compuestos/control a-amilasa
positve Clao (M) Ki (uh) 1P
inh
Gm-1
Gm-2 165,6 + 4,1 165,6 NC
Gm-3
Gm-4 3176+ 4,3 240,4 C
Gm-5 3335+ 45 138,6 C
Gm-6 164,4 + 0,9 28,6 M
Gm-7
Gm-8
Gm-9 90,1+ 6,0 45,1 C
Gm-10
Gm-11
Acarbosa 820,0+ 14,0 130,7 C

Tipo inh: tipo de inhibidor, II: Inhibidor Irreversible, C:
Competitivo, NC: No competitivo, UC: Acompetitivo, M:
mixto

Con los resultados de Clso de los compuestos activos se pueden estimar algunas
relaciones cualitativas de estructura-actividad inhibitoria sobre AA. Se encuentra que la
metilacion de los hidroxilos fendlicos favorece la actividad, lo cual se evidencia al comparar
los valores Clso de Gm-6, Gm-4 y Gm-5, siendo Gm-6 aproximadamente 2 veces mas
activo que Gm-4 y Gm-5. También se pudo observar que la hidrogenacion de las cadenas

preniladas aumenta la actividad inhibitoria sobre AA, pues Gm-9 es aproximadamente 3,5
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veces mas activo que Gm-4. Por otro lado, comparando los resultados de actividad
inhibitoria causada en AA por Gm-11y Gm-6 se encuentra que la metilacion en la posicion
4 del nacleo xantona anula completamente la actividad sobre la enzima. Finalmente, se
puede establecer que los anillos tipo pirano presentes en las estructuras de Gm-1, Gm-7

y Gm-8 hacen que se pierda completamente la actividad inhibitoria sobre AA.

Con cada uno de los compuestos bioactivos se realizé un estudio de cinética enzimética
para estimar el tipo de inhibicion que estan causando sobre la AA tomando como base los
gréficos de L-B mostrados en la Figura 3-8. El estudio cinético permitié determinar que los
compuestos Gm-4, Gm-5 y Gm-9 se comportan como inhibidores competitivos, que el
compuesto Gm-2 corresponde a un inhibidor no competitivo y que Gm-6 ejerce una
inhibicién de tipo mixto. Dichos resultados sugieren que los compuestos Gm-4, Gm-5, Gm-
9, y posiblemente Gm-6 compiten con el sustrato por el sitio catalitico. Adicionalmente se
calcularon las constantes de inhibicion (Kj), que se resumen en la Tabla 3-5. Los valores
de Ki determinados para todos los inhibidores son menores que la Kn (340 uM), lo que
indica que estos tienen mayor afinidad por la enzima que el sustrato empleado en el
ensayo. Por otro lado, cabe resaltar que los tipos de inhibicion determinados para las

xantonas bioactivas sobre AA se reportan por primera vez en este estudio.
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Figura 3-8. Gréficos Lineweaver-Burk del estudio cinético de los compuestos Gm-2 a Gm-
9 activos sobre AA.
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Teniendo en cuenta los resultados de actividad bioldgica sobre la AA, se realizd un estudio
de acoplamiento molecular ciego para visualizar el modo de unién y estimar las energias
de union entre las moléculas bioactivas y los residuos aminoacidicos de la AA (Figura 3-
9). Para este estudio se tuvo en cuenta el bolsillo catalitico y otros sitios de unién en los
gue la xantonas pueden ubicarse causando la inhibicién de la actividad catalitica de AA.
Las energias de union calculadas indican que los compuestos bioactivos tienen una
interaccion moderada con AA. Los resultados del estudio de acoplamiento molecular ciego
muestran que las xantonas bioactivas se ubican sobre el sitio catalitico de la enzima. Para
los compuestos Gm-4, Gm-5 y Gm-9 se observan interacciones de tipo puente de
hidrogeno con los residuos aminoacidicos Asp'®’(OH), GIu?®3(OH), Arg'®s(NH,),
interactuando de esta manera con por lo menos uno de los aminoacidos de la triada
catalitica, confirmando la inhibicion competitiva ejercida por estos compuestos. Es
importante resaltar que Gm-9 posee una interaccion tipo puente de hidrégeno con
Asp®®(OH), aminoacido del bolsillo catalitico responsable del anclaje del sustrato y
posterior escision de azUcares (Bras et al. 2018), lo cual corrobora la inhibicion competitiva
de este compuesto, ya que esta bloqueando el sitio catalitico y compitiendo con el sustrato.
Por otro lado, el compuesto Gm-6, a pesar de ubicarse sobre el sitio catalitico no mostré
ninguna interaccion con los aminoacidos de la triada catalitica 0 con aminoacidos cercanos
a esta, lo que sugiere que la inhibicibn mixta de esta sustancia tiene una tendencia mayor
a una inhibicion de tipo no competitivo. Lo anterior puede estar relacionado con la
presencia de los grupos metoxilo en las posiciones 4,6 y 7 que modifican su disposicién
en el espacio y por ende no permite que se establezcan interacciones con la triada
catalitica. Finalmente, el compuesto Gm-2 posee interacciones con los aminoacidos Thr63,
Trp®® y Trp*° que no pertenecen a la triada catalitica, lo que permite confirmar su tendencia

no competitiva en el modo de inhibicion.
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Figura 3-9. Visualizacién de los modos de unién de Gm-2 a Gm-9 — AA, modelo 3D y 2D
de interacciones.

3.2.4 Compuestos con accion polifarmacoldgica

Los farmacos multidiana, que pueden interactuar con varias dianas biologicas
simultdneamente, conducen a medicamentos nuevos y mas efectivos para una variedad
de enfermedades complejas, incluso con actividades relativamente débiles (Shang et al.
2014). En este sentido, al comparar los resultados de actividad de las xantonas sobre las
tres enzimas digestivas (LP; AG y AA) (Tabla 3-4), se encontré que los compuestos Gm-
2, Gm-4, Gm-5, Gm-6 y Gm-9 ejercen un efecto inhibitorio sobre los tres blancos
enzimaticos. Los compuestos Gm-4 y Gm-6 son los de mayor potencial multidiana, pues

presentan una actividad moderada sobre LP y una actividad sobre AG aproximadamente
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10 veces mayor que la de acarbosa. Para la enzima AA, se observa que el compuesto Gm-
6 es 5 veces mas activo que el control positivo, mientras que el compuesto Gm-4 es
aproximadamente 3 veces mas activo que acarbosa. Es importante resaltar que el
compuesto Gm-9 pese a tener una baja actividad sobre la enzima LP, exhibe un perfil de
inhibicién promisorio sobre las dos enzimas glicésido hidrolasas, pues sobre AAy AG la
actividad de este compuesto es aproximadamente 10 veces mayor que la del control
positivo. Lo anterior sugiere que Gm-9 podria ser propuesto como un candidato para el

desarrollo de tratamientos enfocados en diabetes tipo II.

Tabla 3-4. Tabla comparativa de valores Clso sobre las tres enzimas LP; AAy AG,

Compuestos/control Lipasa pancreatica a-glucosidasa a-amilasa
posttive Clo (HM) Clo (M) Clo (M)
Gm-1 138,1+ 6,8 157,11+ 2,1 -
Gm-2 3263+ 7,1 2478+ 4,0 165,6 + 4,1
Gm-3 1348+ 15 1236+ 8,2 -
Gm-4 50,6 = 6,7 316+ 2,6 3176+ 4,3
Gm-5 67,1+ 2,8 84,7+ 6,7 3335+ 45
Gm-6 69,2+ 49 333+ 41 164,4+ 0,9
Gm-7 372+ 41 -
Gm-8
Gm-9 4546+ 1,9 342+ 18 90,1+ 6,0
Gm-10 -
Gm-11 59,4+ 3,8
Orlistat 0,65% 0,4
Acarbosa 3152+ 3,2 820,0+ 14,0

3.3 Optimizacién farmacodinamica de Gm-4

El proceso de optimizacion farmacodinamica se desarroll6 a partir del compuesto
mayoritariamente aislado Gm-4 y que tiene propiedades polifarmacoldgicas sobre LP, AG
y AA. Para el modelo de optimizacion se estableci6 como linea base de trabajo las
interacciones generadas por el compuesto Gm-4 con cada enzima y la puntuacion de
interaccion hallada para las mismas por cada programa de Docking molecular. Para Gm-
4 la puntuacion de interaccion tuvo valores de -8.900 (ADV), -4.740 (AD4) y -7.192 (Glide)
frente a LP con interaccion tipo pi-pi con Tyr3®°, Frente a AG las puntuaciones halladas
tuvieron valores de -8.300 (ADV), -4.280 (AD4) y -3.984 (Glide), sin observarse
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interacciones con aminoacidos de la triada catalitica. Finalmente, la puntuacién de
interaccion frente a AA tuvo valores de -7.500 (ADV), -5.030 (AD4) y -3.117 (Glide) y se
observaron interacciones con los aminoacidos Thr®, Trp®, Arg'® y Glu?2. Teniendo en
cuenta la informacion anterior, el modelo se construyé proponiendo variaciones
estructurales in silico que permitieran mejorar los modos de unién y la puntuacion de
interaccion. Este modelo fue desarrollado bajo la inspeccién de la estructura 3D y 2D del
complejo ligando-proteina, ya que esta es una herramienta altamente usada en el
descubrimiento de farmacos y complementaria para la obtencion de moléculas lideres
(Fischer et al. 2020).

3.3.1 Modelo de optimizacion farmacodinamica

El modelo se desarroll6 mediante la modificacion de las zonas estructurales de la xantona
Gm-4 que estan relacionadas con la actividad inhibitoria sobre LP, AG y AA, pues
presentaron interaccién con los residuos aminoacidicos de cada una de las enzimas. Se
disefiaron estructuras con sustituyentes en posiciones 1, 3 y/o 6, como se visualiza en la
Figura 3-10. Todas las estructuras fueron acopladas molecularmente en los programas
ADV, AD4 y Glide, y se realizé un consenso. Posteriormente se hormalizaron los resultados
del acoplamiento molecular, donde se usaron todas las moléculas de este trabajo
(naturales, derivados sintetizados y optimizadas) para verificar que los resultados
entregados por el consenso contengan un menor niumero de falsos positivos. Los valores
de puntuacion de interaccion se resumen en la Tabla 3-5. En la tabla se puede observar
gue la mayoria las moléculas (A - P) tienen menores valores de interaccion con los blancos
moleculares, comparado con Gm-4. Adicionalmente, la inspeccion visual del acoplamiento
molecular permite observar que la mayor parte de las moléculas (A - P) no poseen
interacciones importantes en los bolsillos cataliticos y alostéricos de las enzimas blanco.
Sin embargo, moléculas como | y K presentaron energias de interaccion similares o
mejores a las obtenidas con Gm-4 frente a las tres enzimas, y mostraron interacciones
interesantes con los aminoacidos Tyr**°en LP; Thr®®y Pro*’ en AG; y Thr'®3, Trp®°, Arg'®®
y Gluz23en AA. Tomando como base estos resultados, se propusieron las moléculas Q(1)—
Z(10) para buscar mejorar las energias de interaccion y los acoplamientos con
aminoacidos clave para la inhibicién de las tres enzimas. Los resultados del consenso
mostraron que dichas moléculas poseen un promedio de escalado alejado de cero, y en

Su mayoria poseen puntuaciones promediadas mayores que la obtenida por Gm-4, | y K
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en al menos dos de los tres blancos enziméticos (Tabla 3-5). Del consenso es posible
resaltar que las moléculas optimizadas Q(1), T(4) y U(5) tienen puntuaciones e
interacciones destacadas frente a los blancos como AG y AA, y las moléculas R(2), S(3),
W(7) y Z(10) que poseen resultados destacados sobre el blanco LP que por los blancos
enzimaticos AG y AA. Adicionalmente, la inspeccion visual del Docking molecular permite
evidenciar mejores interacciones para las moléculas Q(1)-Z(10), hecho que condujo a

seleccionar estas moléculas como las de trabajo.
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Figura 3-10.

Lista de moléculas usadas para proceso de optimizacion (A - Z).
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Tabla 3-5. Consenso de los resultados de interaccién de las moléculas (aisladas, derivadas
sintéticas y disefiadas) acopladas molecularmente con programas ADV, AD4 y Glide para la enzima
LP, AGy AA,

Consenso
Lipasa pancreatica a-glucosidasa o-amilasa
b | morecula |22V [ AD4 | Glide [Promedio Molécula A2V [ AD4 | Glide [Promedio Molécula APV [ AD4 T Glide [Promedio
(Kcal/mol) Ae (Kcal/mol) Ae (Kcal/mol) Ae
1 R(2) 9,100 -6,520[ -7,279] 0,750] U (5) -9,900[ -4,050[ 5553] 0,699] Q1) |-11,000[ -6,640[ -4,547[ 0,745
2| Gm9 | -9100| -6860] -6,894] 0748 V () -9,900[ -4,050[ 5553 0,699 Gm-8 | -9,600[ -5767] -5350[ 0,686
3| z@o) | -9100] -6860 -6,894] 0,748 E 9,400[ -0,750] -7,842[ 0646 T (4) -8,600] -5,930] -3,089] 0,593
4| Gm-1 | -9200] -7,080] -6.278] 0,740 Q (@) 9,300[ 5420 -4,323 0642 U(®) | -8600[ -5930[ -3,089 0,593
5 [ w@ | 9200 -7,080| -6278] 0740 D 9,000] -2,020] -6,940] 0616 A -9,700| -1,780| -10,774| 0,569
6 [ Gm-7 | -8900] -6,550| -7,303] 0,735 A 9,100 -1,010] -7,199] 0,602 | -9,000| -5,170| -5875| 0,543
7 Y (9) -8,900| -6,550[ -7,303] 0,735 N 9,200) -3,840[ -4,439[ 0586 F -8,600| -5,920| -5558| 0,537
8 | Gm5 | -9,700| -6,060 -5801] 0,725 B -9,000[ -3,370[ 5020 0579 G -9,700| -4,610| -4,349] 0,534
9| T@® -9,700| -6,060[ 5801 0725 Gm-1 | -8,500] -5560| -3,850] 0,560 Gm-11 | -7,000] -7,525] -5,496] 0,532
10| Gm-8 | -9100| -8028] -3776] 0665 W (7) | -8500( 5560 -3,850 0560 E -9,000] -0,580] -12,552| 0,500
11 | Gm-6 | -8900| -4,740| -7,192] 0,661] X (8) 8,500 -5,560| -3,850] 0,560 S (3) -8,600| -5,140| -3,023] 0,498
12 | Gm-4 | -8900| -4,740| -7,192] 0,661] R (2 8,200 -5,060] -4,340] 0539 R(2) |-10,200] -4,560] -1,233] 0,490
13| Gm-3 | -9,400| -4970] -5872| 0,659 S (3) -8,200) 5,060[ -4,340[ 0539 K -10,200[ -5,200] 0,000[ 0,488
14| Ve 9,400 -4,970[ 5789] 0,656 Gm-9 | -8,400| -5720] -3,394] 0537 N -9,600| -3,630| -4,691| 0,488
15| Gm-2 | -8800| -5460] -5782| 0622 z(10) | -8400| -5720| -3394| 0537 Gm-5 | -8600] -5930 -3,089 0472
6] Q@ -8,800| 5460 5782 0622 Gm-5 | -8,400| -4550| -4,160] 0,531 M -8,600] -4,550| -5,159| 0,461
17 K -10,300] -4,580[ 3,313] 0.619] T (4) -8,400( -4,550( -4,160( 0531 Gm-1 | -8,300[ -5690[ -3,530[ 0,447
18| X(@® -8,900| -4,520] -5,993| 0,603 P 8,600 -4,210] -3,940] 0,527 Gm-10 | -7,200] -5,490| -4,142| 0,416
19| UEB -8,800| -3,800| -6,333] 0,581 Gm-2 | -7,800| -5,090| -4,603] 0518 D -8,600| -0,990| -9,587| 0,408
20 D -9,600[ -1,090[ -7,020[ 0,575 J -7,800[ 5,090 -4,603] 0518 C -9,100 -1,940| -6,237| 0,406
21 B 9,400 -3,880[ -4,786] 0,573 Gm-8 | -7,600| -7,603] -3,629| 0,511 Gm-9 | -7,500| -5,610| -3,476] 0,375
22 | 9,100 -6,290[ -2,944[ 0,564 I -8,300[ -4,050[ -4,165 0507 P -8,100| -3,460| -5,157| 0,367
23 E -8,500| -1,720[ -8,147] 0,548 Gm-4 | -8,300] -4.280] -3,984] 0507 B -7,900] -3220] -5353| 0,344
24 N -9,500| -4,370[ -3,369] 0,543 K -9,800[ -2,990[ -1,967] 0503 Gm-6 | -8,100[ -3,790[ -3,2197[ 0,331
25 M -8,800| -4,710] -4,313] 0533 Gm-7 | -7,700[ 5,180 -3,756] 0477 Gm-2 | -7,400[ -4,430] -3,554| 0,312
26| S@3 -7,500| -5,150[ -6,318] 0,518] Y (9) -7,700] 5,180 -3,756] 0,477 Gm-7 | -7,300[ -4,640[ -3,169] 0,304
27 F -8,300| -6,050[ -3,617[ 0,512 Gm-3 | -7,800| -4,470| -4,099| 0,476] Gm-3 | -7,400] -4,340] -2,917| 0,291
28 G 9,200 -5420[ -2,014[ 0,501] Gm-10 | -5,900| -10,234] -3,700] 0,466] W (7) | -8,300] -5,690| -3,530] 0,289
29 | Gm-11 | -7,200] -8,788| -3,034] 0497 © -8,400( 2,480 3412 0431 X (8) -8,300] -5,690| -3,530] 0,289
30 A -9,000] -5780[ -1,563] 0479] Gm-6 | -7,500] -4,200] -3,745] 0427 N -9,100] -1,250] 0,000] 0,207
31 o) -8,100| -4,830] -3,866] 0458 M 8,500 -4,740| -1,359] 0427 © -8,800| -0,880| 0,000 0,164
32 H -8,600| -3,350| -4,076] 0453] G 8,200 -3,060] -3,118] 0421] Gm-4 | -7,500 -5,030] -3,117| 0,159
33 J -8,000| 5,030 -3,668] 0,449] Gm-11 | -6,500] -6,910| -4,077| 0,406 V (6) 7,400 -4,340| -2,017| 0,111
34 | Gm-10 | -6,500] -9,353| -2,091] 0,419 E -7,700] 5,470 -1,850( 0,405 z(10) | -7,500[ -5,610[ -3,476] 0,095
35 c -8,900] -1,920[ -1,563] 0,322 C -9,000[ -0,980[ -1,339[ 0344 Y(9) -8,100| -3,790| -3,197| 0,085
36 R -8,800] -2,460[ 0,000 0270 H -7,400[ 2,160 2,715 0,308] J -7,400| -4,430] -3554| -0,148
37 P -8,800] -1,980[ -0,257] 0,262 N -8,600[ -1,500 0000 0271 H -7,400] -4,430] -3554] -0,148

P: posicién, Ae: auto escalado,ADV: AutoDock Vina, AD4: AutoDock 4

En la Tabla 3-5 se aprecia que moléculas como R(2) (promedio AE de 0.750), T(4)
(promedio AE de 0.725), W(7) (promedio AE de 0.740), Y(9) (promedio AE de 0.735) y
Z(10) (promedio AE de 0.748) fueron clasificadas entre las primeras posiciones del
consenso por encima del obtenido por Gm-4 (promedio AE de 0.0661) para LP. Por lo cual,
se esperaria que estas moléculas posean mayor actividad de inhibicién frente a LP. Los
modos de union de las 10 moléculas optimizadas sobre LP se visualizan en el anexo 5.4.
Ademads, el consenso de puntuacion dado sobre los resultados obtenidos para la enzima
AG con Gm-4 (promedio AE de 0.507) como valor de referencia, se determina que las
moléculas Q(1) (promedio AE de 0.646), U(5) (promedio AE de 0.699), V(6) (promedio AE
de 0.699) y W(7) (promedio AE de 0.560) fueron aquellas que obtuvieron el valor mas
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cercano a uno en el consenso, y Y(9) (promedio AE de 0.477), aunque fue la molécula mas
baja en promedio, es bastante cercana al valor de Gm-4, por lo que la mayor parte de
modificaciones estructurales frente a este blanco pueden ser probables para generar
inhibicion de AG. Los modos de union de las 10 moléculas optimizadas sobre AG se
visualizan en el anexo 5.4. Finalmente, los resultados del consenso de puntuacion dado
para la enzima AA, permiten observar que el promedio de AE de Gm-4 obtuvo un valor de
0.159, bastante cercano a cero y que lo caracteriza como molécula poco probable en su
efecto como inhibidor de AA. Las moléculas optimizadas Q(1), R(2), S(3), T(4), U(5) y W(7)
fueron aquellas que obtuvieron el valor mas cercano a uno en el consenso, y aunque 8
(promedio AE de 0.289) tiene el valor més bajo posee casi el doble de puntuacién
comparado con Gm-4. Los modos de union de las 10 moléculas optimizadas sobre AA se

visualizan en el anexo 5.4.

A continuacién, se presentan las interacciones observadas para algunas de las moléculas
optimizadas seleccionadas a partir de la inspeccion visual del Docking molecular con los
tres blancos enzimaticos (Figura 3-11). Se puede observar el modo de unién de la molécula
Q(1) con LP (Figura 3-11a), la cual presentdé un puente de hidrégeno con Arg**(NH,) e
interacciones con Asp®?®(OH) y Ser?>(OH). La molécula W(7) también interactGia con LP
(Figura 3-11b) por medio de interacciones tipo puente de hidrégeno con Glu®*°(OH) y dos
apilamientos de tipo pi-pi con la Tyr¥*®(aromatico). Por otro lado, la molécula W(7)
interactia con AG (Figura 3-11c) a través de interacciones de tipo puente de hidrégeno
con Arg®’(NH), Arg®*3(NH,), y tipo pi-pi con Arg”*°y los electrones del anillo aromaético de
la molécula. La molécula Y(9) también presenta modos de uniéon con AG (Figura 3-11d)
mediante interacciones de tipo puente de hidrégeno con la Arg®3(NH,) y tipo pi-pi con
Arg”®°(NH;). Ademas, en la inspeccion visual realizada sobre las demas moléculas
optimizadas se resalta la prevalencia de esta Ultima interaccion tipo pi-pi (Arg”*°(NH,)) con
AG. Finalmente, la visualizacién del modo de unién frente a AA de la molécula Q(1) (Figura
3-11e) mostré apilamientos tipo pi-pi de la molécula con Tyr!*!(aromatico). Para la molécula
8 (Figura 3-11f) el modo de union con AA se observa a través de un puente de hidrogeno
con Arg'®(NH>) y una zona hidrofébica constituida por Tyr'>!(aromatico) y Leu®®?(alifatico).
En la inspeccion de los modos de unién de las moléculas optimizadas se evidencio la
ocupacion del bolsillo donde se encuentran los residuos aminoacidicos de la triada

catalitica (Asp®’(OH), Gluz3(OH) y Asp®?’(OH)) del complejo con AA, generando con esto
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una posible ocupacion del sitio activo. Debido a esto, probablemente las moléculas

optimizadas competiran por este bolsillo con el sustrato natural (Algahtani et al. 2020).

4
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Figura 3-11. Modelo de acoplamiento en 3D y 2D del complejo para LP-1 (a), LP-7 (b),
AG-7 (c), AG-9 (d), AA-1 (e) y AA-8 ().

Por ultimo, tras el proceso de optimizacion farmacodinamica se observé que las moléculas
optimizadas Q(1) a Z(10) mantienen modos de unién en bolsillos referenciados con Gm-4,
aumentaron en la mayoria de los casos las interacciones (interaccion tipo puente de
hidrogeno y tipo pi-pi). Cada molécula optimizada obtuvo consensos de puntuacion de auto
escaldo referente a las energias dada por cada programa de acoplamiento molecular (AD4,
ADV y Glide) mayores al compuesto base de comparacién (Gm-4) en al menos dos
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blancos enzimaticos, manteniendo con esto el objetivo de obtener compuestos
optimizados con propiedades polifarmacoldgicas frente a LP, AG y AA. Por lo tanto, se
buscé sintetizar las moléculas pertenecientes a este modelo de optimizacién con mejor

promedio de auto escalado (consenso).

3.3.2 Sintesis de compuestos optimizados a partir de Gm-

4
A partir del estudio de optimizacion farmacodinamica realizado sobre la xantona Gm-4 se
postularon algunas moléculas con mayores afinidades de interaccion frente a LP, AAy AG.
Algunas de estas moléculas fueron sintetizadas mediante las reacciones de tosilacion y
esterificaciones descritas en la Figura 3-12. La reaccién de tosilaciébn sobre Gm-4 se
realiz6 adaptando condiciones tipicas de literatura en presencia de cloruro de tosilo,
trietilamina y diclorometano, lo que condujo a la obtencion de 3,6-di-o-tosil-a-mangostina
Gm-12 (39,1%) y de 1,3,6-tri-o-tosil-a-mangostina Gm-13 (35,9%). El compuesto Gm-4
fue sometido a condiciones tipicas de una reaccion de esterificacion en presencia de acido
p-metoxibenzoico, 4-(dimetilamino)piridina y diciclohexilcarbodiimida, obteniéndose a 3,6-
di-o-(4'-metoxibenzoil)-a-mangostina Gm-14 (31,8%). De esta forma fueron sintetizados
los compuestos Gm-12, Gm-13 y Gm-14, los cuales no presentan reportes previos en la

literatura.
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Figura 3-12. Sintesis de compuestos optimizados (Gm-12 — Gm-14) a partir del compuesto
Gm-4. Reactivos y condiciones: i) Ts-Cl, Et3N, DCM, t.a., 30 h, rendimiento total (39,1% - Gm-12),
(35,4% - Gm-13); ii) acido p-metoxibenzoico, DMAP, DCC, t.a., 48 h, rendimiento total (31.8%).

El compuesto Gm-12 fue sintetizado como un solido amorfo de color amarillo con p.f de
145-147 °C. Por analisis de RMN se determiné que los sustituyentes sobre el nucleo de
xantona corresponden a un grupo hidroxilo fendlico quelatado (64 13.30 (s, 1H) y &¢
161.1(C)), dos grupos p-toluenosulfonilo (b4 7.82 (d, J = 8.2, 2H), 7.28 (dd, J = 8.2, 3.2,
2H), 2.48 (s, 3H) y &¢ 139.6 (C), 130.8 (C-S), 129.9 (CH),128.4 (CH), 21.3 (CH3) y &4 7.82
(d,J=8.2,2H),7.28 (dd, J=8.2, 3.2, 2H) y 2.48 (s, 3H), y ¢ 130.8 (C-S), 129.9 (CH),128.4
(CH), 21.3 (CHs)), un grupo metoxilo (6n3.69 (s, 3H) y con &¢ 61.6 (CHs)), y dos grupos
isoprenilo (&y 4.98 (m, 1H), 4.02 (d, J = 7.2 Hz, 2H), 1.76 (s, 3H) y 1.69 (s, 3H) y por &c
139.5 (C), 122.1 (CH), 26.3 (CH2), 25.5 (CH3) y 18.1 (CH3), y &4 4.98 (m, 1H), 3.15(d, J =
7.2 Hz, 2H), 1.76 (s, 3H) y 1.64 (s, 3H) y en APT con &¢ 132.5 (C), 120.8 (CH), 22.1 (CHy),
25.5 (CH3) y 17.7 (CHz3)). Cada uno de los sustituyentes fue ubicado sobre el nacleo base

de la xantona por andlisis del espectro HMBC (ver Figura 5-36, Anexo 5-4).

El compuesto Gm-13 fue sintetizado como un sélido amorfo de color blanco con p.f de 137-
138 °C. Por andlisis de RMN se determinoé la presencia sobre sobre el nacleo de xantona
de tres grupos p-toluensulfonilo (&4 7.88 (d, J = 8.0, 2H), 7.38-7.34 (m, 2H), y 2.48 (s, 3H)
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y 8¢ 139.6 (C), 130.8 (C-S), 130.1 (CH),128.7 (CH), 21.7 (CHs3), o+ 61 7.82 (d, J = 8.0, 2H),
7.38-7.34 (m, 2H), y 2.48 (s, 3H) y &c 133.2 (C), 131.7 (C-S), 129.8 (CH),128.4 (CH), 21.7
(CH3) y 64 01 7.78 (d, J = 8.0, 2H), 7.38-7.34 (m, 2H), y 2.45 (s, 3H), y 6¢c 132.3 (C), 131.7
(C-S),129.7 (CH),128.3 (CH), 21.3 (CHs3)), un grupo metoxilo (6+3.68 (s, 3H) y con d¢ 61.5
(CHs)), y dos grupos isoprenilo (sefiales en RMN H con &4 4.98 (m, 1H), 4.02 (d, J=7.2
Hz, 2H), 1.76 (s, 3H) y 1.69 (s, 3H) y en APT con &¢ 139.4 (C), 122.8 (CH), 26.0 (CH,),
25.6 (CH3) y 18.1 (CHg3), y 61 4.98 (m, 1H), 3.15 (d, J = 7.2 Hz, 2H), 1.76 (s, 3H) y 1.64 (s,
3H) y en APT con &¢ 127.0 (C), 120.3 (CH), 23.1 (CHy), 25.5 (CH3) y 17.8 (CHz)). Cada
uno de los sustituyentes fue ubicado sobre el nlcleo base de la xantona soportado por
analisis del espectro HMBC (ver Figura 5-39, Anexo 5-4).

El compuesto Gm-14 fue sintetizado (rendimiento total, 31.8%) como un sélido amorfo de
color amarillo con p.f de 142-145 °C, y por analisis de RMN se determind la presencia de
un grupo hidroxilo fendlico quelatado (64 13.53 (s, 1H) y &¢ 161.0 (C)), dos grupos p-
metoxibenzoilo (6+ 8.22 (d, J=9.7, 2H) y 7.03 (d, J = 9.7, 2H), 3.93 (s, 3H), y &¢ 164.3 (C),
163.9 (C), 132.6 (CH), 121.5 (C), 114.1 (CH), 55.6 (CH3), y dx 8.22 (d, J = 9.7, 2H) y 7.02
(d, J=9.7, 2H), 3.92 (s, 3H), y &¢c 164.1 (C), 163.6 (C), 132.5 (CH), 121.2 (C), 113.9 (CH),
55.5 (CHg),), un grupo metoxilo (61 3.81 (s, 3H) y con &¢ 61.8 (C)), y dos grupos isoprenilo
(51 5.28 (t, J = 1.4, 1H), 4.21 (d, J = 7.0 Hz, 2H), 1.88 (s, 3H) y 1.74 (s, 3H) y con &¢ 139.0
(C), 122.8 (CH), 26.5 (CH>), 25.8 (CH3) y 18.2 (CH3), y &4 5.23 (t, J = 1.4, 1H), 3.41 (d, J =
7.0 Hz, 2H), 1.88 (s, 3H) y 1.65 (s, 3H) y con &¢ 132.5 (C), 121.5 (CH), 22.4 (CH,), 25.8
(CH3) y 17.8 (CHgs)). Cada uno de los sustituyentes fue ubicado sobre el nicleo base de la

xantona soportado por analisis del espectro HMBC (ver Figura 5-42, Anexo 5-4

3.3.2.1 Estudio de inhibicién de LP, AG y AA a partir de los compuestos optimizados
Gm-12, Gm-13y Gm-14

A partir de las moléculas optimizadas y sintetizadas se realizaron los ensayos de actividad
enzimatica, encontrando que todos los compuestos presentaron actividad inhibitoria frente
a LP, AG y AA. La Tabla 3-6 muestra los resultados de la evaluacion realizada,
adicionalmente se muestran los resultados del estudio de cinética enzimatica que permitié
determinar el tipo de inhibidor y la constante de inhibicién de cada compuesto frente a cada
una de las enzimas. Para los compuestos Gm-12 a Gm-14 no se encuentran resultados
de actividad inhibitoria sobre las enzimas objeto de estudio, siendo este el primer reporte

del efecto de estas sustancias sobre LP, AG y AA
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Tabla 3-6. Determinacion del tipo de inhibicion, valor de Clsoy Kipara los compuestos optimizados
de Gm-4 sobre LP, AG y AA,

Compuestos/control Lipasa pancreatica a-glucosidasa a-amilasa
positive Clo () KiGw) 1 o) G R oG g
Gm-4 50,6 + 6,7 50,6 NC 31,6+ 2,6 31,6 M 3176+ 43 2404 C
Gm-12 2104+ 1,5 124,4 uc 601,6+ 1,1 601,6 NC 550+ 1,7 1,3 C
Gm-13 394,6 + 6,7 3946 NC 135,1+ 2,3 1351 NC 3418+ 25 510 C
Gm-14 174,3+ 2,8 132,3 UC 20,3+ 0,3 20,3 NC 95,1+ 1,9 7,3 C
Orlistat 0,65+ 0,4 0,2 Il
Acarbosa - - - 315,2+ 3,27 56,35 C 820,0+ 14,0 130,1 C

Tipo inh: tipo de inhibidor, II: Inhibidor Irreversible, C: Competitivo, NC: No competitivo, UC: Acompetitivo,

Los resultados del estudio de inhibicion enzimatica permiten evidenciar la pérdida de
actividad frente a LP en los tres compuestos sintetizados, pues los valores de Clso
obtenidos para Gm-12 a Gm-14 fueron entre 3 y 8 veces mayores que el valor de Clso
obtenido para Gm-4, lo que indica que no se logré optimizar la actividad sobre esta enzima.
Por otro lado, los valores de Clso obtenidos sobre AG demuestran que el compuesto Gm-
14 es aproximadamente 1.6 veces mas activo que el compuesto Gm-4, lograndose en este
caso la optimizacién de la actividad inhibitoria sobre esta enzima al esterificar los hidroxilos
de las posiciones 3y 6 con el &cido p-metoxibenzoico. En el caso de los compuestos Gm-
12 y Gm-13 se puede observar que las modificaciones estructurales desmejoraron la
actividad inhibitoria sobre AG. Finalmente, frente a AA para los compuestos Gm-12 y Gm-
14 se aprecia que existe una disminucion significativa en el valor de la Clso, por lo tanto,
se consigui6é optimizar la actividad inhibitoria sobre la AA. Gm-12 es aproximadamente 6
veces mas activo que Gm-4, indicando que la adicion de grupos p-toluenosulfonilo sobre
los hidroxilos de las posiciones 3y 6 tiene una influencia muy positiva para ejercer el efecto
inhibitorio sobre AA. ElI compuesto Gm-14 es aproximadamente 3 veces mas activo que
Gm-4, encontrdndose que sobre AA también se obtiene un mejor efecto inhibitorio cuando
se esterifican los hidroxilos en las posiciones 3 y 6 con unidades de &cido p-
metoxibenzoico. Es importante resaltar que los resultados obtenidos para el compuesto
Gm-13 sobre las tres enzimas, sugieren que la sustitucién sobre el grupo hidroxilo de la
posicion 1 tiene un efecto negativo sobre la inhibicion de la actividad catalitica de las
enzimas, demostrando que esta posicion es importante para la actividad inhibitoria

(Chantarasriwong et al. 2018; Ye et al. 2019). Por ultimo, es posible mencionar que las
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modificaciones sintéticas que conllevaron a la obtencién de Gm-14 permitieron optimizar
los resultados de actividad inhibitoria sobre los blancos enzimaticos AA 'y AG, y fueron las

gue causaron los menores efectos negativos en la actividad frente a LP.

Para las moléculas optimizadas se observo que la manipulacion de la estructura no generé
cambios en los modos de inhibicion (competitivo) de las moléculas Gm-12 a Gm-14,
respecto a Gm-4 para la enzima AA. Por otro lado, las moléculas Gm-12 a Gm-14 varian
los modos en que se inhibe las enzimas LP y AG siendo esto asociado a los cambios
estructurales realizados sobre Gm-4, hallando frente a LP tipo de inhibicion acompetitivo
para los compuestos Gm-12 y Gm-14, y no competitivo para Gm-13. Frente a la enzima

AG los tipos de inhibicidbn son no competitivos para los tres compuestos (Gm-12 a Gm-14).
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4. Conclusiones y recomendaciones

4.1 Conclusiones

El presente trabajo contribuye con la busqueda de moléculas con potencial inhibitorio

multidiana frente a lipasa pancreatica, a-amilasa y a-glucosidasa, a partir de un estudio de

optimizaciéon molecular sobre las xantonas provenientes de G. mangostana. Los resultados

de esta investigacion permitieron concluir:

El estudio permiti6 la obtencién de xantonas preniladas con accién inhibitoria sobre
las enzimas digestivas lipasa pancreatica (LP), a-glucosidasa (AG) y a-amilasa
(AA) provenientes de G. mangostana. Se destaca la propuesta de una nueva
metodologia libre de disolvente y por irradiacion con microondas para la obtencién
de compuestos arométicos con ciclo tetrahidropirano, a partir de precursores

arométicos hidroxilados con una cadena prenilada vecinal.

Se contribuy6 a la caracterizacién del mecanismo de inhibiciébn enzimatica de las
xantonas aisladas y sintetizadas sobre las tres enzimas digestivas de interés,
permitiendo determinar que Gm-2, Gm-4, Gm-5, Gm-6 y Gm-9 son inhibidores
polifuncionales de LP, AG y AA. Adicionalmente, este es el primer reporte de
actividad inhibitoria frente a AA de los compuestos naturales Gm-1, Gm-2y Gm-3,

y de los compuestos sintetizados Gm-6 a Gm-11 frente a las tres enzimas.

Se sintetizaron tres moléculas predichas por el modelo de optimizacion
farmacodinamica (Gm-12, Gm-13 y Gm-14) sin reportes previos en la literatura, los
cuales ejercen efecto inhibitorio frente a LP, AG y AA, destacandose Gm-14 por su
accion inhibitoria polifuncional, y por ser el Unico compuesto con el que se logré

optimizar de manera simultdnea la actividad inhibitoria frente a AG y AA.
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4.2 Recomendaciones

Es necesario continuar con las investigaciones fitoquimicas en la especie y en otras
especies del género Garcinia con el fin de seguir caracterizando los constituyentes
quimicos con potencial polifarmacolégico frente a enzimas digestivas (LP, AG y AA).

Teniendo en cuenta la tendencia de inhibicion enzimatica presentada por algunos de los
compuestos evaluados, es necesaria la realizacion de ensayos mas especificos que
permitan determinar su verdadera aplicacion para el tratamiento de obesidad y/o diabetes
tipo 2.

Es necesario continuar con los estudios de optimizacion farmacodindmica e incluir un
mayor numero de ligandos para hacer mas robusto el modelo computacional, para predecir

moléculas con mayor afinidad e interaccién con las dianas biolégicas de interés.

Se recomienda continuar con la sintesis de las moléculas predichas por el modelo de
optimizaciéon que permitan tener mas informacién acerca de la estructura y la actividad
inhibitoria que genera, asi como para validar el modelo de optimizaciéon y obtener

compuestos mas activos.






5 Anexos

5.1 Anexos de fitoquimica

Datos espectroscéopicos y constantes fisicas de los compuestos:

9-Hidroxicalabaxantona (Gm-1)
8-Desoxigartanina (Gm-2)
Gartanina (Gm-3)
a-mangostina (Gm-4)

y-mangostina (Gm-5)
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Tabla 5-1. Datos espectroscépicos y constantes fisicas del compuesto Gm-1

Nombre 9-Hidroxicalabaxantona (Gm-1)
E§t§do Sdlido amarillo
fisico
Férmula
C24H24(36
molecular
Peso 408.15784 g/mol
molecular
Punto de 155-157 °C
fusion
Datos
EMAR M-1 = 407.15784 / M = 408.15784

RMN *H (CDCls, 400 MHz): & (ppm) 13.69 (s, 1H, OH), 6.83 (s, 1H, H-5), 6.73 (d, J = 10.1 Hz, 1H, H-10),
6.37 (s, 1H, OH), 6.24 (s, 1H, H-4), 5.56 (d, J = 10.1 Hz, 1H, H-11), 5.26 (s, 1H, H-15), 4.09 (d, J = 6.2 Hz, 2H,
H-14), 3.80 (s, 3H, H-19), 1.83 (s, 3H, H-18), 1.69 (s, 3H, H-17), 1.46 (s, 6H, H-13, H-13").

APT (100 MHz, CDCl5): & (ppm) 182.0 (C-9), 159.9 (C-1), 157.9 (C-3), 156,8 (C-4') 155.8 (C-5'), 154.5 (C-
6), 142.5 (C-7), 136.9 (C-8), 132.1 (C-16), 127.1 (C-11),123.1 (C-15), 115.7 (C-10), 111.9 (C-8'), 104.2 (C-2),
103.2 (C-9°), 101.6 (C-5), 94.1 (C-4), 77.9 (C-12), 62.0 (C-19), 28.3 (C-13, C-13"), 26.5 (C-14), 25.8 (C-17),
18.2 (C-18).

Referencia: (Ah-Reum, H et al., 2009)
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Figura 5-1. Espectro RMN 'H (CDClz, 400 MHz) de Gm-1.
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Tabla 5-2. Datos espectroscopicos y constantes fisicas del compuesto Gm-2

Nombre 8-Desoxigartanina (Gm-2)
E
§t§do Sélido verde
fisico
Férmula
molecular C23H240s
Peso 380.43 g/mol
molecular
PuntIO, de 165-167°C
fusiéon
Datos
EMAR M-1 = 379.16292 / M = 380.16292

RMN 'H (CDCl,, 400 MHz): & (ppm) 13.19 (s, 1H, OH), 7.77 (dd, J = 7.9, 1.5 Hz, 1H, H-8), 7.30 (dd, J = 7.8,
1.6 Hz, 1H, H-7), 7.25 (s, 1H, H-6), 6.53 (s, 1H, OH), 5,68 (br s, 1H, OH), 5.32 — 5.23 (m, 2H, H-11, H-11"),
3.56 (d, J = 7.0 Hz, 2H, H-10), 3.49 (d, J = 7.2 Hz, 2H, H-10°), 1.88 (s, 3H, H-13"), 1.86 (s, 3H, H-14), 1.79 (s,
3H, H-14). 1.76 (s. 3H. H-13).

APT (100 MHz, CDCls): & (ppm) 180.9 (C-9), 160.7 (C-1), 158.5 (C-3), 152.2 (C-4"), 144.2 (C-5), 144,1 (C-5),

136.0 (C-12'), 133.3 (C-12), 123.6 (C-7), 122.0 (C-11), 121.0 (C-11"), 120.7 (C-4), 119.5 (C-8), 116.7 (C-6),
108.9 (C-9), 105.2 (C-2), 103.1 (C-9'), 25.7 (C-14), 25.4 (C-13), 21.9 (C-10), 21.5 (C-10'), 17.7 (C-13").

Referencia: (Ah-Reum, Het al., 2009)
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Tabla 5-3. Datos espectroscépicos y constantes fisicas del compuesto Gm-3

Nombre Gartanina (Gm-3)
Estado Solido verde
fisico
Férmula
molecular Ca3H2406
Peso 396.43 g/mol
molecular
Punto de 166-168°C
fusiéon
Datos
EMAR M-1 = 395.15784 / M = 396.15784

RMN *H (CDCl, 400 MHz): & (ppm) 12.33 (s, 1H, OH), 11.25 (s, 1H, OH), 7.22 (d, J = 8.9 Hz, 1H, H-7), 6.66
(d, J = 8.9 Hz, 1H, H-6), 6.60 (s, 1H, OH), 5.30 — 5.21 (m, 2H, H-11, H-11"), 5.09 (s, 1H, OH), 3.50 (d, J = 7.2
Hz, 2H, H-10'), 3.46 (d, J = 7.2 Hz, 2H, H-10), 1.86 (s, 6H, H-13, H-14), 1.79 (s, 3H, H-13"), 1.75 (s, 3H, H-14).

APT (100 MHz, CDCl,): & (ppm) 184.8 (C=0), 161.7 (C-1), 158.2 (C-8), 153.9 (C-3), 152.6 (C-5), 142.9 (C-
5), 136.4(C-12'), 135.8 (C-4'), 134.0 (C-12), 123.0 (C-7), 121.9 (C-11), 121.1 (C-11"), 109.9 (C-6), 109.6 (C-
9), 105.9 (C-8'), 102.3 (C-9'), 26.0 (C-13, C-14), 25.8 (C-14'), 22.1 (C-10), 21.7 (C-10), 18.11 (C-13").

Referencia: (Ah-Reum, H et al., 2009)
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Tabla 5-4. Datos espectroscopicos y constantes fisicas del compuesto Gm-4

Nombre a-mangostina (Gm-4)
Estado Solido amarillo
fisico
Férmula
molecular C24H2606
P
€so 410.46 g/mol
molecular
Puntg de 180-182°C
fusion
Datos
EMAR M-1 = 409.15789 / M= 410.15789

RMN *H (CDCl,, 400 MHz): & (ppm) 13.78 (s, 1H, OH), 6.83 (s, 1H, H-5), 6.30 (s, 2H, OH, H-4), 6.14 (s, 1H,
OH), 5.37 = 5.21 (m, J = 13.5, 5.4 Hz, 2H, H-11, H-11°), 4.09 (d, J = 6.0 Hz, 1H, H-10"), 3.81 (s, 3H), 3.46 (d, J
= 7.2 Hz, 1H, H-10), 1.84 (d, J = 4.8 Hz, 6H, H-13", H-14"), 1.77 (s, 3H, H-14), 1.69 (s, 3H, H-13).

APT (100 MHz, CDCl;): & (ppm) 181.8 (C-9), 161.4 (C-1), 160.4 (C-3), 155.6 (C-6), 154.9 (C-5'), 154.3 (C-
4'), 142.4 (C-7), 136.8 (C-12), 135.7 (C-12), 131.9 (8), 122.9 (C-11), 121.2 (C-11"), 112.0 (C-9"), 108.2 (C-2),
103.5 (C-8), 101.3 (C-5), 93.1 (C-4), 61.9 (C-15), 26.4 (C-13, C-14), 25.6 (C-14), 21.2 (C-10"), 18.0 (C-10),
17.75 (C-13).

Referencia: (Chen, L. et al.,.2008)
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Tabla 5-5. Datos espectroscépicos y constantes fisicas del compuesto Gm-5

Nombre y-mangotina (Gm-5)
Estado Solido amarillo
fisico
Férmula
molecular C23H2406
Peso 396.43 g/mol
molecular
Puntg de 206-208°C
fusiéon
Datos
EMAR M-1=395.15784 / M= 396.15784

RMN 'H (MeOD, 400 MHz): & (ppm) 6.69 (s, 1H, H-5), 6.25 (s, 1H, H-4), 5.28 (s, 2H, H-10, H-10"), 4.14-4.04
(d, J = 6.9 Hz, 4H, H-10,H-10'), 3.31 (s, 2H, H-10), 1.86 (s, 3H, H-13"), 1.80 (s, 3H, H-14"), 1.68 (s, 6H, H-14, H
13).

APT (100 MHz, MeOD): & (ppm) 182.1 (C-9), 161.9 (C-1), 160.1 (C-3), 154.8 (C-7), 152.6 (C-6), 151.8 (C-
4'), 140.6 (C-5'), 130.3 (C-8), 130.2 (C-2), 128.1 (C-12 y C-12), 123.4 (C-11"), 122.5 (C-11), 109.7 (C-9"),
102.4 (C-8'), 99.5 (C-5), 91.5 (C-4), 25.2 (C-13'), 24.6 (C-14"), 24.5 (C-10"), 20.8 (C-10), 16.9 (C-14), 16.5 (C-
13).

Referencia: (Chen, L. et al.,.2008)
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5.2 Anexo de derivados de sintesis

Datos espectroscopicos y constantes fisicas de los compuestos:

Fuscaxantona C (Gm-6)
3-isomangostina (Gm-7)
BR-xantona A (Gm-8)
Tetrahidro-a-mangostina (Gm-9)
3,6-di-pentoxi-a-mangostina (Gm-10)

3,6-di-metoxi-4-metil-a-mangostina (Gm-11)
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Tabla 5-6. Datos espectroscopicos y constantes fisicas del compuesto Gm-6.

Nombre Fuscaxantona C (Gm-6)
Estado
fisico Solido amarillo
Férmula
molecular C26H3006
Peso
molecular 438.52 g/mol
Punto de
fusion 118-120°C
Datos
EMAR M-1 = 437.20479 /| M = 438.20479

RMN H (CDCl, 400 MHz): & (ppm) 13.71 (s, 1H, OH), 6.72 (d, J = 11.1 Hz, 1H, H-5"), 6.32 (s, 1H, H-4),
5.32 - 5.15 (m, 2H, H-11", H-11), 4.16 (d, J = 6.6 Hz, 2H, H-10"), 3.95 (S, 3H, H-15), 3.90 (s, 3H, H-18), 3.79 (s,
3H, H-17), 3.35 (d, J = 7.1 Hz, 2H, H-10), 1.85 (d, J = 18.9 Hz, 6H, H-13, H-14), 1.68 (s, 6H, H-13 - H-14").

APT (100 MHz, CDCl3): 6 (ppm) 182.0 (C-9), 163.4 (C-1), 159.8 (C-3), 158.0 (C-6), 155.4 (C-5"), 155.3 (C-
47), 144.0 (C-7), 137.3 (C-8), 131.8 (C-127), 131.2 (C-12), 123.2 (C-11), 122.3 (C-11"), 112.1 (C-2), 111.5 (C-
87), 104.0 (C-97), 98.2 (C-5), 88.6 (C-4), 60.9 (C-17), 56.0 (C-16), 55.8 (C-15), 26.1 (C-14), 25.9 (C-13), 25.9
(C-107), 21.3 (C-10°), 18.2 (C-14), 17.8 (C-13").
Referencia: (Ito, C et al., 2003)
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Tabla 5-7. Datos espectroscopicos y constantes fisicas del compuesto Gm-7.

Nombre 3-isomangostina (Gm-7)
Estado
fisico Solido amarillo palido
Formula
molecular C24H2606
Peso
molecular 410.47 g/mol
Punto de
fusién 165-167°C
Datos
EMAR M-1 = 409.15789 / M= 410.15789

RMN 'H (CDCl;, 400 MHz): & (ppm) 13.71 (s, 1H, OH), 6.83 (S, 1H, H-5"), 6.27 — 6.23 (m, 2H, H-4, OH), 5.29
(d, = 10.5 Hz, 1H, H-11), 4.12 (d, J = 6.2 Hz, 1H, H-10), 3.80 (S, 3H, H-15), 2.73 (d, J = 6.8 Hz, 2H, H-18),
1.85 (d, J = 6.4 Hz, 5H, H-17, H-19), 1.68 (s, 3H, H-20), 1.37 (s, 6H, H-13, H-14).

APT (100 MHz, CDCl,): & (ppm) 182.0 (C-9), 160.7 (C-1), 160.5 (C-6), 154.7 (C-5'), 154.4 (C-4), 145.8 (C-
3), 142.5 (C-7), 136.9 (C-8), 132.1 (C-16), 123.2 (C-15), 109.9 (C-8), 103.5 (C-2), 102.5 (C-9"), 101.6 (C-5),
94.0 (C-4), 76.0 (C-12), 62.0 (C-19), 31.9 (C-11), 26.7 (C-13/13"), 26.5 (C-14), 25.8 (C-18), 18.2 (C-17), 16.1
(C-10).
Referencia: (Ah-Reum, H et al., 2009)
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Tabla 5-8. Datos espectroscopicos y constantes fisicas del compuesto Gm-8.

Nombre BR-xantona A (Gm-8)
Estado
fisico Solido blanco
Férmula
molecular Cy3H,404
Peso
molecular 396,44 g/mol
Punto de
fusién 160-162 °C
Datos
EMAR M-1 =395.15784 / M= 396.15784

RMN H (CDCl,, 400 MHz): & (ppm) 13.74 (s, 1H), 6.79 (s, 1H), 6.38 (s, 1H), 6.24 (s, 1H), 3.50 (s, 2H), 2.71 (s,
2H), 1.88 (s, 2H), 1.83 (s, 2H), 1.58 (s, 1H), 1.38 (d, J = 6.7 Hz, 12H)

APT (100 MHz, CDCl5): & (ppm) 182.6 (C=0), 160.5 (C-1), 160.4 (C-6), 154.9 (C-4'), 153.2 (C-5'), 151.5 (C-3), C
4, 137.7 (C-7), 121.3 (C-8), 111.2 (C-8'), 103.5 (C-9"), 103.0 (C-2), 100.5 (C-5), 94.0 (C-4), 75.9 (C-12°), 75.5 (C-
12), 32.8 (C-11), 31.9 (C-11'), 26.7 (C-13y 14), 26.4 (C-13" y 14), 22.3 (C-10'), 16.0 (C-10).

Referencia: (Balasubramanian, K., et al., 1988)
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Tabla 5-9. Datos espectroscopicos y constantes fisicas del compuesto Gm-9.

Nombre Tetrahidro-a-mangostina (Gm-9)
Estado
fisico Solido Blanco
Férmula
molecular C24H3006
Peso
molecular 414.50 g/mol
Punto de
fusién 85-87°C
Datos
EMAR M-1 = 413.20479 /| M = 414.20479

RMN H (CDCl,, 400 MHz): & (ppm) 13.84 (s, 1H, OH), 6.78 (s, 1H, H-5"), 6.40 (s, 1H, OH), 6.26 (s, 1H, H-4),
5.98 (s, 1H, OH), 3.83 (s, 3H, H-15), 3.36 — 3.24 (m, 2H, H-10"), 2.69 — 2.59 (m, 2H, H-10), 1.79 — 1.54 (m, 2H,
H-12", H-12), 1.49 — 1.37 (m, 4H, H-11, H-117), 1.03 — 0.91 (m, 12H, H-13, H-14, H-13", H-14").

APT (100 MHz, CDCls): & (ppm) 182.0 (C-9), 161.1 (C-1), 159.9 (C-3), 155.8 (C-6), 154.3 (C-4"),154.3 (C-5"),
142.4 (C-7), 139.3 (C-8), 112.2 (C-8'), 110.9 (C-2), 103.7 (C-9"), 101.2 (C-5), 92.6 (C-4), 62.3 (C-15), 40.2 (C-
11), 37.9 (C-11), 28.8 (C-12), 28.2 (C-12'), 25.5 (C-10"), 22.5 (C-13 y 14), 22.5 (C-13" y 14°), 20.1 (C-10).

Referencia: (Sudta, P, et al., 2013)
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Tabla 5-10. Datos espectroscépicos y constantes fisicas del compuesto Gm-10.

Nombre 3,6-di-pentoxi-a-mangostina (Gm-10)
Estado
fisico Sélido amarillo
Férmula
molecular C34H4606
Peso
"| molecular 550.74 g/mol
Punto de
fusién 176-178 °C
Datos
EMAR M-1 = 549.32999 / M = 550.32999

RMN H (CDCl;, 400 MHz): & (ppm) 13.53 (s, 1H), 6.70 (s, 1H), 6.28 (s, 1H), 5.28 (q, J = 4.4 Hz, 2H), 4.15 (d, J =
6.5 Hz, 2H), 4.06 (dt, J = 17.2, 6.5 Hz, 4H), 3.83 (s, 3H), 3.38 (d, J = 7.1 Hz, 2H), 1.93 — 1.84 (d, 6H), 1.83 (s, 3H),
1.71 (s, 6H), 1.48 (ddd, J = 29.3, 15.0, 7.5 Hz, 10H), 0.98 (t, J = 7.2 Hz, 6H).

APT (100 MHz, CDCl5): 6 (ppm) 181.9 (C-9), 162.8 (C-1), 159.7 (C-3), 157.4 (C-6), 155.2 (C-4'y 5), 144.0 (C-7),137,5 (C-
8), 131.5(C-12), 131.2 (C-12'), 123.4 (C-11), 122.5 (C-11"), 111.8 (C-8"), 111.4 (C-2), 103.8 (C-2), 98.6 (C-5"), 89.2 (C-4), 68.8
(C-16), 68.4 (C-16"), 60.7 (C-15), 28.6 (C-18), 28.6 (C-18"), 28.2 (C-19), 28.2 (C-14"), 28.2 (C-13"), 26.2 (C-17), 26.1 (C17"), 25.9
(C-14), 25.8 (C-13), 18.1 (C-14), 17.8 (C-13), 14,0 (C-20/20").
Referencia: (Ha, L., et al., 2009)
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Tabla 5-11. Datos espectroscépicos y constantes fisicas del compuesto Gm-11.

Nombre 3,6-di-metoxi-4-metil-a-mangostina (Gm-11)
Estado
fisico Sélido amarillo
Férmula
molecular Cy7H3306
Peso
molecular 452,49 g/mol
Punto de
fusion 90-92 °C
Datos
EMAR M-1 = 451,22044 | M= 452,22044

6H).

RMN H (CDCl,, 400 MHz): & (ppm) 13.46 (s, 1H), 6.80 (s, 1H), 5.25 - 5.20 (m, 2H), 4.13 (d, J = 6.7 Hz, 3H), 3.99
(s, 3H), 3.80 (d, J = 2.9 Hz, 6H), 3.40 (d, J = 6.9 Hz, 2H), 2.32 (s, 3H), 1.85 (d, J = 1.3 Hz, 4H), 1.81 (d, J = 1.3 Hz,

APT (100 MHz, CDCl5): & (ppm) 182.8 (C-9), 162.8 (C-1), 158.6 (C-3), 158.3 (C-6), 155.6 (C-5), 152.3 (C-4),
144.0 (C-7), 137.3 (8), 131.8 (C-12), 131.6 (C-12), 123.1 (C-11"), 122.8 (C-11), 116.6 (C-2), 111.8 (C-8), 107.6
(C-4), 106.2 (C-9"), 98.3 (C-5), 61.0 (C-16), 60.9 (C-17), 56.0 (C-15), 26.2 (C-10), 25.9 (C-13), C-14), 22.4 (C-
10°), 18.2 (C-14), 17.9 (C-13), 8.5 (C-18).

Referencia: (Ren, Y., etal., 2011)
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5.3 Anexo de estudio de optimizacion
computacional

1- Tabla Modos de unién de las moléculas seleccionadas para semi sintesis basadas
en la optimizacién farmacodinamica de Gm-4 en el complejo LP

2- Tabla Modos de union de las moléculas seleccionadas para semi sintesis basadas
en la optimizacion farmacodinamica de Gm-4 en el complejo AG

3- Tabla Modos de union de las moléculas seleccionadas para semi sintesis basadas
en la optimizacién farmacodinamica de Gm-4 en el complejo AA
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Tabla 5-12. Modos de union de las moléculas seleccionadas para semi sintesis basadas
en la optimizacion farmacodinamica de Gm-4 en el complejo LP

M Modo de unién 3D

Modo de unién 2D M Modo de unién 3D Modo de unién 2D

Charged (negative) Polar - Distance — Salt bridge
Charged (positive) @ Unspecified residue ~= H-bond (backbone) ‘ p
Glycine ~ Water = H-bond (sidechain)
Hydrophobic Hydration site ~— Metal coordination

‘ Metal X Hydration site (displaced) »—+ Pi-Pi stacking

M: molécula
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Tabla 5-13. Modos de union de las moléculas seleccionadas para semi sintesis basadas

en la optimizacion farmacodinamica de Gm-4 en el complejo AG

M Modo de unién 3D Modo de unién 2D M Modo de unién 3D Modo de unién 2D

Charged (negative) Polar © Distance — Salt bridge
Charged (positive) & Unspecified residue ~= H-bond (backbone) Iy p
Glycine Water = H-bond (sidechain)

~ Hydrophobic Hydration site ~ Metal coordination

0 ml x '; 3 m“. 1. d) o—o ﬂ'“ Sciblis

M: molécula
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diabetes tipo 2 en busqueda de moléculas con accién multidiana

Tabla 5-14. Modos de union de las moléculas seleccionadas para semi sintesis basadas

en la optimizacion farmacodinamica de Gm-4 en el complejo AA

Modo de unién 2D

Modo de unién 2D M Modo de unién 3D

M Modo de unién 3D

@

g ey PHgH

Neesute;

Wat
Nyd::tlonlh
X Hydration site (displaced) »—+ Pi-Pi stacking

Polar

@ Unspecified residue

3 Charged (negative)
Charged (positive)
Glycine

O Metal

M: molécula
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5.4 Anexo de derivados optimizados

Datos espectroscépicos y constantes fisicas de los compuestos:

3,6-di-o-tosil-a-mangostina (Gm-12)
1,3,6-tri-o-tosil-a-mangostina (Gm-13)

3,6-di-0-(4'-metoxibenzoil)-a-mangostina (Gm-14)
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Tabla 5-15. Datos espectroscépicos y constantes fisicas del compuesto Gm-12.

Nombre 3,6-di-o-tosil-a-mangostina (Gm-12)
Estado
fisico Solido amarillo
Férmula
molecular C3gH35010S,
Peso
molecular 718.19 g/mol
Punto de
fusion 145-147 °C
Datos
EMAR M-1=717,18478 /| M=718,18478

RMN H (CDCl,, 400 MHz): & (ppm) 13.30 (s, 1H, OH), 7.82 (d, J = 8.2 Hz, 4H, H-17 y 18, H-17" y 18'), 7.36
(dd, J = 8.2, 3.2 Hz, 4H, H-21y 20, H-21" y 20'), 7.20 (s, 1H, H-5"), 6.86 (s, 1H, H-4), 4.99 (d, J = 21.9 Hz, 2H,
H-11, H-11"), 4.02 (d, J = 6.3 Hz, 2H, H-10), 3.69 (s, 3H, H-15), 3.15 (s, 2H, H-10"), 2.48 (s, 6H, H-22 y 22"),
1.76 (s, 3H, H-13"), 1.69 (s, 3H, H-14), 1.64 (d, J = 7.7 Hz, 6H, H-13 y 14).

APT (100 MHz, CDCl5): & (ppm) 182.7 (C-9), 161.1 (C-1), 153.6 (C-4'), 153.5 (C-5), 153.3 (C-3),147.8 (C-7),

145.9 (C-16'), 145.8 (C-16), 139.5 (C-8), 132.5 (C-2), 132.4 (C-22'y 22'), 130.0 (C-17'y 17'), 128.4 (C-8),

128.3 (C-9'), 122.1 (C-11'), 120.8 (C-11), 117.2 (C-8'), 117.0 (C-9°), 110.4 (C-5), 99.4 (C-4), 61.6 (C-15), 26.3
(C-13'), 25.8 (C-10°), 25.6 (C-14'), 22.1 (C-10), 21.8 (C-22'), 21.7 (C-22), 18.1 (C-14), 17.7 (C-13).

No reportado
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Tabla 5-16. Datos espectroscépicos y constantes fisicas del compuesto Gm-13.

Nombre 1,3,6-tri-o-tosil-a-mangostina (Gm-13)
Estado
fisico Sélido blanco
Férmula
molecular Cu5H1401,S3
2z 22 Peso
e molecular 872.2 g/mol
20’ Punto de
fusion 137-138 °C
Datos
EMAR M-1=871,18478 /| M= 872,18478

RMN *H (CDCls, 400 MHz): & (ppm) 7.88 (d, J = 8,0Hz, 2H, H-17 y 18), 7.82 (d, J = 8.0 Hz, 2H, H-17y H-18),

7.78 (s, 2H, H-17" y H-18"), 7.38-7,32 (M, 7H, H-4, H-20"" y H-21""), 5.19 (s, 1H, H-11), 4.80 (s, 1H, H-11°),

3.90 (d, J = 6.4 Hz, 2H, H-10"), 3.68 (s, 3H, H-15), 2.99 (d, J = 6.8 Hz, 2H, H-11), 2.49 — 2.42 (m, 9H, H-22, 22",
22°). 1.73 (s, 3H. H-14). 1.64 (s. 3H. H-13). 155 (s. 6H. H-13", H-14").

APT (100 MHz, CDCl5): & (ppm) 175.7 (C-9), 154.0 (C-3), 152.4 (C-4'), 151.8 (C-5), 147.3 (C-7), 146.8 (C-

6), 146.2 (C-1), 145.8 (C-22""), 145.5 (C-22), 145.3 (C-22), 139.4 (C-8), 132.5 (C-12), 132.3 (C-12), 131.6 (CA

17/17°/117”"), 130.1 (C-18/18/18""), 128.4 (C-21/21/21""), 128.3 (C-20/20°/20°"), 122.1 (C-11"), 120.8 (C-11),

120.0 (C-8"), 116.6 (C-9"), 110.4 (C-5), 99.4 (C-4), 61.6 (C-15), 26.3 (C-10), 25.8 (C-13'), 25.6 (C-14), 22.1
(C-22'/227), 21.8 (C-10'), 21.7 (C-22"), 18.1 (C-14), 17.7 (C-13).

No reportado
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Figura 5-37. Espectro de RMN H (CDCls, 400 MHz) de Gm-13.
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Figura 5-38. Espectro de APT (CDCls, 100 MHz) de Gm-13.
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Tabla 5-17. Datos espectroscépicos y constantes fisicas del compuesto Gm-14.

Nombre 3,6-di-0-(4'-metoxibenzoil)-a-mangostina (Gm-14)
Estado
fisico Sélido amarillo
Férmula
molecular CoH3g010
Peso
molecular 678,73 g/mol
Punto de
fusion 142-145 °C
Datos
EMAR M-1 = 677.24705 / M= 678.24705

RMN *H (CDCl,, 400 MHz): & (ppm) 13.53 (S, 1H, OH), 8.22 (d, J = 9.7, 2.9 Hz, 4H, H-21, 22, 21" y 22°), 7.02
(d,J=9.7, 2.9 Hz, 4H, H-21, 22, 21" y 22°), 6.79 (s, 1H, H-4), 5.28-5.22 (m, 2h, H-11, H-11"), 4.20 (d, J = 6.5 Hz,
2H, H10'), 3.93 (s, 6H, H-23, H-23"), 3.81 (s, 3H, H-15), 3.42 (d, J = 7.0 Hz, 2H, H-10), 1.88 (s, 3H, H-13), 1.74 (s,

3H, H-14), 1.65 (s, 6H, H-13", H-14)).

APT (100 MHz, CDCls): & (ppm) 183.0 (C-9), 164.3 (C-16), 164.1 (C-16"), 163.9 (C-20), 163.6 (C-20), 161.0 (C-
1), 155.4 (C-3), 154.1 (C-4'), 153.8 (C-5'), 149.8 (C-20, C-20), 147.0 (C-7), 139.0 (C-8), 132.2 (C-12), 122.8 (C-
11), 121.5 (C-11), 121.2 (C-21), 120.8 (C-21"), 116.7 (C-8'), 116.5 (C-9'), 114.1 (C-19/19'), 113.9 (C-18/18),
110.9 (C-5), 107.1 (C-2), 100.6 (C-4), 61.8 (C-15), 55.6 (C-23), 55.5 (C-23'), 26.5 (C-10), 25.8 (C-13'), 25.7 (C-
13), 22.4 (C-10'), 18.2 (C-13), 17.8 (C-14).
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Figura 5-40. Espectro de RMN *H (CDCls, 400 MHz) de Gm-14.
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5.5 Anexo del tipo de inhibicion generado
por los derivados optimizados

1. Figura Modos de inhibicion de las moléculas optimizadas Gm-12, Gm-13y Gm-14
frente a LP (a), AG (b) y AA (c).
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