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RESUMEN

El aumento de enfermedades cronicas degenerativas significa un gran peso al bolsillo
del paciente por los costos de estos medicamentos. Aunado a lo anterior, algunos
pacientes desarrollan resistencia al uso continuo de medicamentos. Por lo que se ha
incrementado la blsqueda de alternativas naturales para desarrollar nuevos
medicamentos o conocer el mecanismo y las dosificaciones de estos elementos
alternativos o tradicionales, para su uso adecuado. La Moringa oleifera es un arbol
medicinal al que se le han atribuido efectos benéficos contra la hipertension arterial,
diabetes y el céancer, principalmente. Es por ello, la necesidad de investigar e
identificar compuestos especificos y poder definir su mecanismo de accién. Se
utilizaron dos solventes de extraccion (agua y metanol) y el uso de herramientas
analiticas como la cromatografia liquida de alta resolucion con los detectores: de
arreglo de diodos (HPLC-DAD), de fluorescencia (HPLC-FL), indice de refraccion
(HPLC-IR) y espectrometria de masas (HPLC-MS), y la cromatografia de gases
acoplada a un espectrometro de masas (GC-MS). Se utilizaron tres farmacos como
estandares de identificacion; metformina (hipoglucemiante), hidroclorotiazida
(diurético) y candesartan (antihipertensivo), los mas utilizados en el tratamiento de
diabetes e hipertension. Con HPLC-DAD se utilizé una mezcla de
metanol:acetonitrilo:buffer de acetato de amonio pH 2 [75:22:3] como fase movil
isocratica, y para HPLC-MS se utiliz6 la fase de &cido formico 0.1% acuoso. Se
identificaron compuestos con estructura muy similar a los estandares presentes en la
hoja de moringa y carbamatos (compuestos reportados como hipotensores). Por GC-
MS se logré identificar y cuantificar al fitol en ambas extracciones. Cabe resaltar la
gran importancia biologica del Fitol, ya que debido a su estructura similar a los
acidos grasos, es capaz de activar receptores nucleares proliferadores de peroxisomas
PPAR-a especificamente, regulando la hiperglicemia y dislipidemia. Por lo anterior,
Moringa oleifera tiene potencial como planta medicinal hipotensora e
hipoglucemiante, sin embargo se requieren estudios para determinar su actividad

bioldgica. .

Palabras clave: Moringa oleifera, fitol, HPLC-DAD, GC-MS, metformina,

hidroclorotiazida, candesartan
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ABSTRACT

The increase of chronic diseases due to the metabolic syndrome, diet, and style of
life is becoming economic burden of health plans. New research is looking for
phytochemicals of commodities popularly known to possess medicinal properties.
Moringa oleifera is not only good source of basic nutrients but reported, by
traditional medicine to ameliorate diseases such type 2 diabetes and hypertension,
ailments of the metabolic syndrome. However, it is necessary to investigate and
identify the specific compounds and their physiologic role that ameliorate these
symptoms. This work is aiming to identify compounds from leaves using
chromatography methods, HPLC-DAD, HPLC-FL, HPLC-MS and GC-MS and.
Two different solvents of extraction were use, water and methanol, the separated
compound were characterized using three standards of identification, metformin
(hypoglycemic), hydrochlorothiazide (diuretic) and candesartan (hypotensive), a
well-known drugs to treat diabetes type 2 and hypertension. An isocratic mobile
phase was used for separation by HPLC-MS, methanol:acetonitrile:buffer acetate of
ammonium pH 2 [75:22:3], identifying compounds with similar chemical structures
than the standards and by HPLC-FL, were identified carbamates, compounds with
hypotensive activity reported. Another tool was use GC-MS showed that the main
compound was phytol, a well-documented compound that activate the nuclear
receptors PPAR-a, specific that regulate hyperglycemia and dyslipidemia. Due to the
above, Moringa oleifera could be an efficient alternative to ameliorate diseases such
hypertension and type 2 diabetes. However it needs studies about biological activity

with adequate models.

Keywords: Moringa oleifera, phytol, HPLC-DAD, GC-MS, metformin,

hydrochlorothiazide, candesartan.
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I. INTRODUCCION

La medicina ortodoxa ha basados sus tratamientos en compuestos sintéticos para
controlar diversas enfermedades cronicas, entre las mas destacadas estan la diabetes
tipo 2 y la hipertension. Dentro de los medicamentos mas utilizados para tratar la
diabetes e hipertension se encuentran la metformina (hipoglucemiante), candesartan
(hipotensor), tiazolidinedionas como la hidroclorotiazida (diurético). Dichos
compuestos comparten grupos funcionales azufrados, nitrogenados y aromaticos en
sus estructuras. Estos farmacos han sido muy estudiados en cuanto a su mecanismo
y dosis de acuerdo a la Guia de Practica Clinica (GPC, 2014).

Debido al incremento de estas enfermedades crénico degenerativas, han surgido
alternativas naturales para su tratamiento y prevencion (OMS, 2005). El interés
emerge por la identificacién de los compuestos bioactivos que se encuentran en las
fuentes naturales; aunado a esto, son necesarios estudios a profundidad para conocer
el mecanismo de accion y definicion de la dosificacion adecuada. La planta de
Moringa oleifera (MO), se ha reportado como una planta medicinal, muy popular por
sus propiedades nutricionales, alto contenido de proteina y minerales (Fahey, 2005;
Anwar et al., 2007; Moyo et al., 2011). Al consumo de diferentes tejidos de esta
planta se le han atribuido algunos efectos benéficos a la salud, tales como: regulador
de la presion arterial, hipoglucemiante, anticancerigeno, regulador hormonal,
antireumatico, principalmente (Faizi et al., 1995; Guevara et al., 1999; Gupta et al.,
2012). Aunque no se conocen los compuestos que proporcionan dichos efectos, se
considera que los compuestos azufrados presentes en el género de las brassicas como
los glucosinolatos y sus productos de hidrolisis; los isotiocianatos, pueden ser
responsables de esta accion. Algunos glucosinolatos e isotiocianatos, como 4(a-L-
ramnopiranosiloxi)bencil glucosinolato, (4’-O-acetil-a-L-ramnopiranosiloxi) bencil
isotiocianato y 4(a-L-ramnopiranosiloxi)bencil isotiocianato, se les han atribuido el
efecto hipotensor en MO (Guevara et al., 1999; Anwar et al., 2007). Sin embargo,
existe controversia sobre si estos compuestos poseen esta actividad al consumir hoja

de MO, ya que estudios revelan que estos compuestos no estan presentes en las hojas



(Bennett et al., 2003; Amaglo et al., 2010). Por esta razon, son necesarios mas
estudios para la identificacion de los compuestos activos de MO y el uso de modelos
celulares bioldgicos adecuados, para definir su mecanismo de accion y dosificacion.

En el presente estudio se utilizaron técnicas analiticas como la Cromatografia
Liquida de Alta Resolucién utilizando diferentes detectores: Arreglo de Diodos
(HPLC-DAD), Fluorescencia (HPLC-FL), Espectrometria de Masa (HPLC-MS) e
indice de Refraccion (HPLC-IR). Se seleccionaron como primera instancia, los
farmacos mas comunes y utilizados en los tratamientos de la Hipertension y Diabetes
tipo 2, como son el Candesartan, Hidroclorotiazida y Metformina, respectivamente,
los cuales se usaron como estandares de identificacion con el objetivo de buscar

moléculas con estructuras quimicas similares en la hoja de MO.



II. ANTECEDENTES

2.1. Enfermedades Cronico Degenerativas y los Tratamientos Convencionales

Las enfermedades cronico degenerativas representan uno de los principales
problemas del sector salud, de acuerdo a la OMS (2005). Estas se definen desde su
horizonte sintomatico y aparicion de la enfermedad que ocurren en mas de seis
meses; su evolucion suele acompariar al paciente el resto de su vida. Estas
enfermedades pueden afectar a cualquier 6rgano o tejido del cuerpo humano, sin
embargo, algunos de ellos destacan por su alta frecuencia y por los dafios que

producen.

En Sonora, las enfermedades isquémicas del corazén, los tumores malignos, la
diabetes mellitus y las enfermedades cerebrovasculares son las principales causas de
muerte de la poblacién y representan el 47.9% de las defunciones totales, segun
registros del Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI, 2013).
Recientemente se ha observado la presencia de este tipo de enfermedades cronicas en

jévenes entre 20 y 40 afios (Sandoval, 2010).

2.2. Diabetes Mellitus Tipo Il

La diabetes mellitus tipo 2 (DT-2) es un tipo de desorden metabdlico cronico y
multifacético que se caracteriza por altos contenidos de glucosa en sangre, como
consecuencia de una alteracién en el metabolismo de carbohidratos, grasas y
proteinas, todo esto mediado por la accion de insulina, insuficiencia en la secrecion
de insulina, resistencia o0 ambas. Los dafios asociados son disfuncion e insuficiencia
de diferentes drganos especialmente de los ojos, rifiones, nervios, corazén y vasos
sanguineos. La DT-2 puede presentar sintomas caracteristicos como sed, poliuria,
vision borrosa, hambre y fatiga. En una forma mas grave, presenta cetoacidosis, y en
ausencia de un tratamiento eficiente, la muerte. Ademas se incrementa el riesgo de
padecer enfermedades cardiovasculares y cerebrovasculares (Alberti y Zimmet,
1998). En México, de acuerdo a la Federacion Mexicana de Diabetes en 2012,



existen 6.4 millones de personas con DT-2 y el 47 % a su vez padece de hipertension
arterial (HTA). La DT-2 y HTA arterial son las principales causas de muertes en
México de acuerdo al INEGI (2013), afectando a personas mayores de 60 afios. Sin
embargo, este tipo de patologias se esta presentando en poblaciones mas jovenes,

representando una gran problematica.

2.3. Hipertension Arterial

Es un sindrome caracterizado por elevacion de la presion arterial, considerado como
uno de los mayores problemas de salud publica. Representa un factor de riesgo para
el desarrollo futuro de enfermedad vascular (SEDENA, 2012) y esta definida por una
presion arterial sistélica de 140 mm Hg o superior y presion arterial diastdlica de 90
mm Hg o superior. Las enfermedades vasculares més comunes son del tipo
cerebrovascular, cardiopatia coronaria, insuficiencia cardiaca o renal. En México,
actualmente alrededor del 31% de la poblacion se ve afectada por hipertensién
arterial en adultos mayores. Sin embargo, el recibir tratamiento farmacoldgico no
garantiza el control de la presion arterial, ya que solamente la mitad de la poblacion
que recibe tratamiento entra en el rango establecido por la Norma Oficial Mexicana y
estandares internacionales como el Seventh Report of the Joint National Committe
on Prevention, Detection, Evaluation, and Treatment of High Blood Pressure (JNC-
7) y la American Heart Association (Campos-Nonato et al., 2013). No obstante, la
elevacion de la presion arterial también afecta a jovenes mexicanos (1 de cada 3 6 4)
aumentando el riesgo de padecer enfermedad cardiovascular de un 13.9% hasta un
58.1% Yy reflejarse posteriormente como morbilidad temprana (Salcedo-Rocha et al.,
2010).

2.4 Farmacologia en Diabetes e Hipertension

Los tratamientos actuales para la hipertension y diabetes se basan en farmacos
sintéticos de costo elevado. Dentro de los farmacos méas destacados se encuentran las
tiazidas que son utilizadas como antihipertensivos y diuréticos, en donde destacan la
furosemida, hidroclorotiazida, espirolactona, amilorida, candesartan, losartan y
amlodipino. También se encuentran los antidiabéticos como la metformina y

tiazolidinedionas, destacando la rosiglitazona. Estos compuestos sintéticos
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comparten grupos aromaticos, azufrados y nitrogenados en su estructura. Cada uno
exhibe un mecanismo de accion diferente, en algunos casos no elucidados por
completo.

La metformina (Figura 1) es el farmaco oral universal para el tratamiento de DT-2.
Su mecanismo de accién no esta completamente elucidado; sin embargo, se conoce
gue no actiia como hipoglucemiante directamente, ya que no modifica sensiblemente
las concentraciones de insulina. EI mecanismo mas probable es la inhibicién de la
produccién hepatica de glucosa (gluconeogénesis) a través de la activacion de
cinasas (AMPK) que produce una inhibicion de la acetil-CoA carboxilasa, enzima
que controla la lipogénesis. La metformina disminuye en menor proporcion la
glucogendlisis y aumenta la captacion de glucosa en adipocitos (células productoras
de grasa) humanos, sin alterar la viabilidad celular ni el consumo de oxigeno (Ahir et
al., 2013).

s
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Figura 1. Estructura quimica de Metformina

Los efectos secundarios méas frecuentes que presenta metformina son molestias
gastrointestinales como diarrea, nauseas, vomitos, flatulencia, malestar abdominal,
anorexia, etc. Se pueden presentar alteraciones en el sentido del gusto, puede
provocar un déficit de vitamina B12 en el 7% de los pacientes, asociado a dosis altas
y el tiempo prolongado de ingesta. El efecto mas raro y grave es la acidosis lactica;
sin embargo, no hay evidencia en estudios prospectivos de ensayos clinicos
(Veldzquez-Monroy et al., 2002).

Por otra parte, candesartan (Figura 2) es un farmaco utilizado para regular la presion
arterial mediante el blogueo del receptor de angiotensina tipo Il. Funciona como un
vasodilatador en las células del epitelio, disminuyendo la presion arterial. La
disfuncion endotelial estd asociada a las enfermedades cardiovasculares ya que

pueden contribuir a la resistencia de la insulina (Kwang et al., 2006).



Dentro de los efectos colaterales este tipo de medicamentos (hipotensores) no
funciona por igual a cualquier paciente hipertenso. En general, es necesario encontrar
el farmaco con la dosificacion y combinacion adecuada para cada paciente en
particular. Cabe resaltar que estos son medicamentos de uso cronico tanto los
hipotensores como los hipoglucemiantes, por lo cual es practicamente para toda la

vida y no son de bajo costo.
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Figura 2. Estructura quimica de Candesartan.

Otro farmaco de importancia es la hidroclorotiazida (Figura 3), un diurético
perteneciente a la familia de las tiazidas y es uno de los diuréticos mas comdnmente
prescrito, disponible por mas de 50 afios y también funciona como un
antihipertensivo. Se reportan 134 millones de prescripciones de este diurético en los
Estados Unidos de América (Messerli et al., 2011). EI mecanismo de accion se
asocia con la inhibicion de la enzima convertidora de angiotensina (ECA) como un
tratamiento para prevenir la retencion de liquidos y de esta forma regular la presion
arterial. Sin embargo, se han reportado efectos adversos, debido a su accién diurética

y pérdida de electrolitos (Westendorp et al., 2009).
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Figura 3. Estructura quimica de Hidroclorotiazida



Los diuréticos por lo general se presentan en combinacion con otros
antihipertensivos de accién no diurética como candesartan, losartan, lo cual implica
un costo méas elevado por la combinacion de estos tratamientos o medicamentos. Es
por ello, que surge la necesidad de buscar fuentes alternativas en la dieta para el

control de la presion y la diabetes mas efectivas y de bajo costo.

2.5. Relacion de los Farmacos con la Activacion de Receptores Celulares de
Importancia Bioldgica

Se ha visto recientemente que los farmacos sintéticos, principalmente los del tipo
tiazolidinedionas como la rosiglitazona y del tipo tiazidas como hidroclorotiazida, asi
como algunos hipotensores como losartan y candesartan, son capaces de activar a
receptores nucleares proliferadores de peroxisomas (PPARs). Estos receptores
dependientes de ligando, activan diversos genes relacionados con el metabolismo de
lipidos y glucosa que se encuentran en los tejidos blanco de la insulina como el tejido

adiposo, musculo esquelético e higado (Cérdenas et al., 2002).

No obstante, se ha visto que medicamentos sintéticos pueden actuar como agonistas
a estos receptores, es decir, unirse como ligandos, activar y desencadenar una
respuesta. La unidon de rosiglitazona a los PPARs activa selectivamente la
transcripcion y altera la expresion de genes de lipoprotein lipasas, citocinas como el

factor de necrosis tumoral (TNFa), dependiendo de la necesidad celular.

El efecto antidiabético de rosiglitazona se ha demostrado en diversos modelos
animales (Cérdenas et al., 2002; Salam et al., 2008). A su vez, se han identificado
agonistas naturales de diversos extractos, capaces de activar a los receptores PPARS
en estudios in vitro con modelos celulares (Christensen et al., 2010). Dichos
receptores son de gran importancia biolégica debido a su accién como oxidantes de
los &cidos grasos mediante la activacion de genes que favorecen la produccion de
colesterol HDL vy la disminucion del colesterol LDL. A su vez la disminucion de la
resistencia a la insulina (Leibovitz y Schiffrin, 2007) y de esta forma contribuir a las
patologias mas comunes como la HTA y la DT-2, mediante la activacion de los

receptores nucleares.



2.6. Fuentes Naturales como Alternativa a Enfermedades Cronicas Degenerativas

El término “medicina tradicional”, surge en Africa, Latinoamérica, Sudeste asiatico
y/o el Pacifico occidental; mientras que el término “medicina complementaria y
alternativa” se utiliza en Europa, Norteamérica y Australia. La medicina tradicional
ha sido utilizada en el cuidado de la salud alrededor del mundo como remedio a
diversas enfermedades. No obstante, con el transcurso de los afios se ha visto un
aumento en el uso de estos remedios. En Africa el 80% de la poblacion utiliza las
fuentes naturales, en Australia el 48 % de la poblacion lo utiliza al menos una
ocasion, un 70% en Canada, 42% en Estados Unidos, 38% en Beélgica y un 75% en
Francia (OMS, 2005; Awodele et al., 2012)

El incremento en el uso de la medicina tradicional se debe principalmente a la
problemética que enfrenta el sector salud en la busqueda de compuestos de origen
natural que provean beneficios y mayor eficacia, sin efectos colaterales y altos
costos. Diversas plantas son comestibles y seguras como alimento (Farah et al.,
2000). Sin embargo, la informacion sobre la posible toxicidad esta dada por la
ingesta aguda o crénica. La medicina tradicional ha sido un punto importante para
comenzar esta blsqueda, debido a que son plantas que se encuentran al alcance de
todos y, por lo tanto, se requieren estudiar a fondo cada uno de los atributos
medicinales de dichas plantas para conocer su mecanismo en el organismo y la dosis

en las que se puede ingerir para ejercer un efecto benéfico a la salud del individuo.

Se estima gque anualmente en todo el mundo se facturan 60,000 millones de ddlares
por concepto de comercializacion de medicinas de patente elaboradas con plantas
medicinales. A pesar de esto, no existe un marco juridico internacional que regule el
acceso a las plantas mismas y su uso racional, ni la seguridad, eficacia y calidad de
sus principios activos, puesto que su aplicacion ha superado fronteras ancestrales de
paises y culturas. En México, aproximadamente el 15 % de la flora total, es
considerada medicinal, es decir, una de cada siete especies posee alguna propiedad
curativa destacando el ajo, arnica, epazote, flor de azahar, ruda, moringa, entre otros
(Juarez-Rosete et al., 2013). A pesar de la abundancia, se estima que la validacion
quimica, farmacoldgica y biomédica de los principios activos que contienen,
solamente se ha llevado a cabo en un 5% solo en estas especies (Ocegueda et al.,
2005; WHO, 2005).



2.7. Arbol de Moringa oleifera

La moringa, pertenece a la familia Moringaceae, un grupo pequefio de plantas dentro
del orden de las Brassicales, que incluye la familia de la col y del rdbano, junto con
la familia del mastuerzo y de las alcaparras. Existen 13 especies de Moringa, que
abarcan una gama muy diversa de formas de crecimiento, desde hierbas y arbustos
hasta arboles grandes (Olson y Fahey, 2011). Es la planta mas cultivada dentro de la
familia Moringaceae, nativa de la India (Fahey, 2005) y es conocida como el &rbol de
rabano, arbol baqueta, angela, reseda, arbol de los esparragos, arbol de las perlas,
arbol "ben" y por varios otros nombres. En los ultimos afios ha crecido el interés por
esta planta debido a sus propiedades medicinales, es por ello que su cultivo se ha
expandido ampliamente a paises asiaticos, europeos e inclusive occidentales,
principalmente en el tropico. Se utilizan todos los tejidos de la planta con fines
farmacoldgicos; sin embargo, las hojas, flores y raices se consumen como vegetales,
a su vez se utiliza como alimento para ganado (Moyo et al., 2011). Esa planta tiene el
potencial para mejorar la nutricién, la seguridad alimentaria e impulsar el desarrollo

rural.

Entre las caracteristicas mas destacada de la moringa, estan su rapido crecimiento
(unos 3 metros su primer afio pudiendo llegar a 5 metros en condiciones ideales), el
arbol adulto llega a los 10 0 12 metros de altura maxima y su rusticidad lo hace muy
facil de cultivar (Olson y Fahey, 2011).

Las flores (Figura 4) aparecen por primera vez durante los primeros seis meses

después de haber sido plantados y usualmente durante el primer afio.

Figura 4. Floracion y fruto de Moringa oleifera.



Las vainas (fruto) alcanzan la madurez aproximadamente 3 meses después del
florecimiento. El fruto es muy resistente a la sequia y se cultiva en regiones &ridas y
semiaridas de la India, Paquistan, Afganistan, Arabia Saudita y Africa (Parrotta,
1993). No se ve afectada por ninguna enfermedad seria en sus areas de distribucion
natural o donde ha sido introducido. Se han reportado casos en donde se ha visto
afectada por dafios menores incluyendo la pudricion de las raices causada por
Diplodia sp y una pudricion de la fruta causada por Cochliobolus hawaiiensis. Esta
planta es muy susceptible a dafio por el viento. En general se ve afectada por dafios
ocasionados por insectos, la mosca de la fruta, los barrenadores de los tallos, varias
otras plagas de insectos que rara vez causan dafio mayor o que usualmente causan

dafios menores han sido también reportadas (Roloff et al., 2009).

2.7.1. Potencial Terapéutico.

Las especies de moringa son importantes por sus multiples propoésitos como
alimento, medicina y produccién de aceite principalmente (Bennett et al., 2003).
Todas las partes de la planta son comestibles y se le ha relacionado con alguna
propiedad medicinal. Se ha reportado que las hojas ejercen un efecto hipotensor,
hipocolesterolémico (Gashi et al., 2000), antiespasmodico, diurético vy
antimicrobiano. El extracto acuoso de las hojas se dice que ayuda a la fertilidad
(Saroj et al., 1996), el jugo de las hojas se utiliza en casos de dolor de cabeza y se
aplica en los ojos cansados causados por debilidad nerviosa. Las semillas son
utilizadas como floculante en el tratamiento de aguas (Makkar y Becker, 1997). Uno
de los usos que se le ha dado en la medicina tradicional de la India han sido para
tratar el reumatismo, mordeduras venenosas, asi como un estimulante cardiaco y
circulatorio (Roloff et al., 2009).

Todos los tejidos del arbol de moringa son comestibles e ingeridos como cualquier
otro vegetal por los pobladores de la India y debido a su popularidad curativa, su
cultivo se distribuyé en diversos paises de todo el mundo. La distribucién del cultivo
se llevé a cabo principalmente en paises localizados en el trépico, debido a las
condiciones climaticas y mejor desarrollo del arbol (Chaudhri, 1996; Pankaj y
Anand, 1999; Oludoro et al., 2010). De acuerdo a un estudio hecho por Dangi et al.
(2002) revelan que el extracto acuoso de las hojas ejercen un efecto cronotropico e

inotropico en ranas y le atribuyen a los compuestos alcaloides que se encuentran en
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el extracto acuoso. Dentro de las propiedades hipoglucemiantes de moringa, se han
realizado estudios solamente en ratas con extractos crudos (Caceres et al., 1992). Un
estudio realizado por Jaiswal et al. (2009), revela que el extracto acuoso de MO
exhibe un efecto hipoglucemiante en ratas, sin embargo son necesarios mas estudios

con modelos adecuados.

2.7.2. Composicion Quimica.

Existe una gran diversidad de fitoquimicos presentes en MO como los
glucosinolatos, compuestos fendlicos y carbamatos (Cuadro 1). Sin embargo, a los
compuestos azufrados se le atribuyen efectos biol6gicos como anticancerigenos y
quimiopreventivos. Cabe mencionar, que la planta es rica en compuestos azufrados,
especialmente en glucosinolatos (Figura 5), presentes practicamente en casi todos los
tejidos. No obstante, los compuestos que realmente poseen el efecto bioldgico son
los isotiocianatos (Figura 6) que se liberan por accién enzimatica de la mirosinasa
sobre los glucosinolatos. Una peculiaridad de los glucosinolatos en moringa es que
poseen un azucar simple adicional de ramnosa, la cual le confiere estabilidad a los
isotiocianatos (Fahey, 2005). Se han identificado compuestos azufrados que se
consideran los responsables de las actividades biolégicas, algunos de ellos se les
atribuye efecto hipotensor, anticancerigeno y antibacterial incluyendo al (4’-O-acetil-
a-L-ramnopiranosiloxi)  bencil  isotiocianato,  4(a-L-ramnopiranosiloxi)bencil
isotiocianato,  niazinin,  pterygospemin, bencil isotiocianato 'y  4(a-L-
ramnopiranosiloxi)bencil glucosinolato (Siddhuraju y Becker, 2003; Waterman et al.,
2014). Estos compuestos son Unicos de la familia de la moringa, sin embargo, cabe
mencionar que también es rica en otros fitoquimicos como carbamatos y
tiocarbamatos, asi como carotenoides, incluyendo el B-caroteno precursor de la
vitamina A. De acuerdo a un estudio del perfil de la composiciéon quimica en MO
Ilevado a cabo por Bennett et al. (2003) encontraron a su vez algunos flavonoides y

acidos clorogénicos como el acido cafeico, kaempferol, y quercetina.

11



OR;
o 0S0;”

CH;  ORy

OH
OH
OR; s i

Figura 5. Estructura de un glucosinolato de Moringa oleifera, donde R1-3 puede ser
un OH o un grupo acetilo.

Cuadro 1. Composicion quimica de Moringa oleifera

Compuesto Concentracién mg/g ps
Extracto Metanol
Fendlicos Hojas Semilla Tallo Raiz
e Quercetina 0.25+0.02 - 0.04+0.01 -
e Kampferol 0.08+0.02 - Trazas -
e Acido cafeico 8.90+0.30 - 0.30+0.01 -
Azufrados
e Glucosinolatos 59.4+1.40 20215 16.3+0.09 20.4+0.80

e |sotiocianatos

Bennett, et al., 2003

Dentro de la composicién bioquimica, los fitoquimicos que se encuentran en la
planta son compuestos fendlicos y organoazufrados, principalmente. A su vez, se
encuentran proteinas, vitaminas y minerales de interés por su valor nutricional. Sin
embargo, ha crecido el interés por el estudio a fondo de los compuestos azufrados
por su alta reactividad y funcién biol6gica en el organismo, en donde ejercen un
efecto benéfico. Existen diversos tipos de compuestos azufrados, en donde se
diferencian por su naturaleza quimica, ya sea compuestos alifaticos, aromaticos en su

grupo R dentro de su estructura (Oluduro et al., 2010).

Se han llevado a cabo estudios de identificacion de los compuestos bioactivos, sin
embargo no han sido suficientes para elucidar o atribuir una participaciéon en las

reacciones metabolicas ya que no son los modelos méas adecuados.

El principal mecanismo que se conoce por dichos compuestos, es el ataque
nucleofilico del grupo sulfhidrilo que interacciona con diferentes proteinas
importantes en el metabolismo celular cambiando su conformacion y de esta forma

se impide su accién catalitica.
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Figura 6. Estructura de un isotiocianato de Moringa oleifera. Donde R1-3 puede ser
un OH o un grupo acetilo

2.7.3. Compuestos Organoazufrados

El azufre es un elemento muy reactivo, ha crecido su interés debido a su
participacion en los procesos metabdlicos y aplicacion industrial, farmacéutica y de
investigacion (Taiz y Zeiger, 2002). Estos compuestos organoazufrados poseen
diferentes mecanismos de accion dependiendo de su naturaleza quimica. Por una
parte inhiben el dafio ocasionado por reacciones oxidativas generadas por la vejez o
enfermedades, ademéas reducen los niveles sanguineos de lipoproteinas de baja
densidad (LDL por sus siglas en inglés). Tienen un efecto anti-inflamatorio,
antiatrogénico y antitrombotico relacionado con su capacidad de inhibir la sintesis de

prostanoides.

2.7.4. Glucosinolatos.

Son metabolitos secundarios de la planta y estos difieren cada uno por su forma y
estructura de las agliconas (Bennett et al., 2003). Estos compuestos contienen en su
estructura nitrégeno, azufre y una glucosa, se encuentran de forma exclusiva en el
género Brassica (repollo, coliflor, brocoli, rdbano, entre otros) y especies
relacionadas de cruciferas (Cartea et al., 2008), Resedaceae, Tovariacea Yy
Moringaceae. A su vez, afectan la actividad de las larvas, de los parasitos de las
raices de las plantas (Anaya, 2003). La hidrélisis de estos compuestos tienen
diferentes actividades biologicas (antibacteriana, antifingica, antiparasitaria,
antiviral), por ejemplo como un mecanismo de defensa y atrayentes (Halkier y
Gershenzon, 2006).

En la dltima década, los glucosinolatos han sido identificados como potentes
preventorios del cancer en varios modelos animales, debido a la habilidad de ciertos

productos de su hidrdlisis al inducir la detoxificacion enzimatica, como la quinona
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reductasa, glutation-S-transferasa y glucoronosil transferasas (Halkier y Gershenzon,
2006).

Dichos compuestos se encuentran en mayor concentracion en las semillas por su
naturaleza bioldgica para proteccion de la especie. Sin embargo, en las hojas existe
controversia sobre el contenido de dichos compuestos y los productos de su hidrolisis
ya que son termolabiles y sensibles a la luz (Bennett et al., 2003). A su vez los
productos de la hidrolisis de los glucosinolatos son los que ejercen la actividad

bioldgica en el organismo.

2.7.5. Isotiocianatos.

Son compuestos azufrados derivados de los glucosinolatos presentes en las cruciferas
como el berro, calabaza y brécoli. Cuando estos vegetales son macerados, cortados o
masticados, se lleva a cabo la hidrdlisis de glucosinolatos por accion de la mirosinasa
dando como producto a los isotiocianatos. Poseen la estructura general R - N = C =
S. Se caracterizan por exhibir un sabor amargo que repele a los insectos que se les
acercan (Allinger y Johnson, 1984). Diversos estudios muestran el efecto biologico
que ejercen los isotiocianatos al combatir enfermedades cronicas por diferentes vias.
Una de las vias de accion es, a través de la inhibicion enzimética del metabolismo,
como la citocromo oxidasa p450, complejo que evita la conversion metabdlica de
carcindgenos para transformarlos en derivados capaces de unirse de forma covalente

para formar aductos de ADN o proteina (Amagase et al., 2001; Borek, 2001)

Otros isotiocianatos incrementan la actividad de las enzimas de la fase Il del
metabolismo como la glutation-S-transferasa, UDP-glucoronosil transferasas vy
sulfotransferasas. (Munday y Munday, 2002) Los isotiocianatos inactivan y
detoxifican a los carcindgenos mediante su conversion a derivados hidroxilados que
son hidrosolubles y eliminados rapidamente. Ademas de bloquear la activacion de
los carcindgenos inducen apoptosis en células derivadas de lineas tumorales y
exhiben actividad antimicrobiana sobre Helicobacter pylori. Sin embargo, a pesar de
las propiedades benéficas que se han encontrado de estos compuestos, a su vez hay
evidencia experimental que demuestra que dichos compuestos incrementan el efecto

de carcindgenos debido a su toxicidad (Hecht, 2004). Es por ello que en la actualidad

14



se estan investigando compuestos derivados de isotiocianatos que ejerzan un efecto

selectivo sin dafiar otros tejidos celulares.

2.7.6. Carbamatos y Tiocarbamatos.

Estos compuestos son méas conocidos por su uso en la agricultura como pesticidas.
En hoja de moringa se han logrado caracterizar compuestos del tipo carbamatos a los
cuales se les atribuye el efecto antimicrobiano e hipotensor en ratas (Faizi et al.,
1995). Sin embargo los estudios realizados no son los méas adecuados ya que los
Ilevan a cabo con extractos crudos, y se han enfocado a la capacidad antimicrobiana,
de ahi radica la importancia de su identificacién y evaluacion de la actividad

bioldgica de estos compuestos.

Los tiocarbamatos son compuestos derivados de los carbamatos que incluyen en su
estructura al azufre. Estos compuestos se han identificado en la semilla de Moringa
oleifera, sin embargo se cree que también pueden estar presente en las hojas (Lopez-
Cervantes et al., 2000).

2.8. Cultivo en México

De acuerdo a Olson y Fahey (2011), el arbol de la moringa tiene gran potencial para
su cultivo en México, asi como en muchas partes de América tropical por su
combinacion singular de propiedades. Los frutos jovenes son comestibles y las
semillas producen un aceite comestible y lubricante. Los desechos del prensado de
las semillas para obtener aceite pueden usarse como floculante y pueden eliminar la
turbidez del agua precipitando sélidos solubles. Sus hojas ofrecen un forraje nutritivo
para los animales, asi como también los residuos de las semillas después de la
extraccion de aceite y aun las ramas molidas (Martinez, 1959; Reyes y Ledin, 2006).
Estos son solo algunos de los usos de este arbol, que ademas crece con suma rapidez,

tolera el calor y es resistente a las sequias.

Cabe mencionar que Sonora es una zona semiarida en donde MO se cultiva de forma
exitosa. En esta zona la precipitacion puede ser de 300 mm, lo que es bajo, a pesar de
que dichos sitios son probablemente irrigados y se caracterizan por poseer un nivel
alto de agua subterranea (INEGI, 2012).
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El &rbol de moringa se encuentra con frecuencia en los pueblos de toda la costa del
pacifico, desde el sur de Sonora hasta Chiapas, incluyendo la peninsula de Baja
California. La planta también se cultiva en los poblados de depresiones tropicales
secas del pais, como la del Balsas y la depresion central de Chiapas. La planta se
encuentra en los pueblos de la zona del Infiernillo y en las cercanias de Apatzingan,
Mezcala, Iguala y Tequesquitengo (Pérez et al., 2012).

En México la mayoria de estos cultivos tiene finalidad ornamental, aunque también
son consumidos de diferentes formas, como por ejemplo, las vainas tiernas son
comestibles y se usan en sopa 0 se preparan a manera de esparragos; las raices tienen
sabor picante como el rabano y se usan como condimento en lugar de éste, las
semillas maduras se tuestan y consumen como nueces; las almendras proveen alto
contenido de aceite; las hojas se comen como verdura y también pueden servir de
forraje, asi como infusiones para diversos malestares, como dolor de cabeza,
espasmos, diabetes, antihipertension, antiinflamatorio, entre otras. Poco a poco se ha
ido popularizando el uso de la moringa en el pais, debido a los beneficios
terapéuticos y nutricionales que se han encontrado de forma comunitaria. Sin
embargo, la informacion publicada sobre la dosificacion y los potenciales
compuestos bioactivos es muy escasa, es por ello que se requiere investigar mas a
fondo para conocer su mecanismo en el organismo (Pérez et al., 2012). Dado los
atributos mencionados anteriormente crece mas el interés por este cultivo, es por ello
que se han realizado algunos trabajos y proyectos, invirtiendo en huertos para
producir moringa en Escuinapa, Rosario y Culiacan, en Sinaloa y en Empalme,
Sonora, a través del Departamento Industrial y Agricola de Introduccion y

Aclimatacion.

Es objeto de gran atencidn por parte de los productores, en tanto que crece el nUmero
de proveedores que promueven la planta como panacea. Sin embargo, es de gran
importancia sustentar cientificamente los beneficios que se le atribuyen. La mayoria
de los estudios sobre las cualidades benéficas de la moringa se han llevado a cabo in
vitro o en animales; por lo tanto se desconoce la dosis necesarias para producir algin

efecto benéfico en humanos.

Por esta razon, esta investigacion se centra en la busqueda de compuestos presentes

en las hojas de moringa que posean estructuras quimicas similares a los farmacos
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prescritos para controlar las enfermedades méas frecuentes como la hipertension y la
diabetes mellitus tipo Il entre los cuales se encuentran la hidroclorotiazida (diurético
y antihipertensivo), candesartan (antihipertensivo) y metformina (hipoglucemiante).
Asi como buscar compuestos del tipo carbamatos ya que reportan como los

responsables del efecto hipotensor en la planta.
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I11. HIPOTESIS
La hoja de Moringa oleifera contiene compuestos bioactivos del tipo tiazidas y

carbamatos estructuralmente similares a los farmacos sintéticos hipotensores e

hipoglucemiantes.
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IV. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

Identificar compuestos bioactivos del tipo tiazidas y carbamatos estructuralmente
similares a los farmacos sintéticos hipotensores e hipoglucemiantes en un extracto

acuoso de hoja de Moringa oleifera.

4.2. Objetivos Especificos

e Extraccion de compuestos de hojas de Moringa con solventes de distintas

polaridades

e ldentificacién y cuantificacion de fitoquimicos por Cromatografia Liquida de
Alta Presion acoplada a los detectores: Arreglo de Diodos (HPLC-DAD),
indice de refraccion (HPLC-IR), Fluorescencia (HPLC-FL), Espectrometria
de Masas (HPLC-MS) y cromatografia de gases acoplada a un detector de
Espectrometria de Masa (GC-MS).
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1 Materia Prima o Material Vegetal

Se utilizaron hojas secas comerciales de Moringa cultivadas en la Costa de
Hermosillo por la industria Mundo Natural®. Se realizaron dos extracciones, acuosa
y metandlica con la finalidad de obtener compuestos distintos por la polaridad de los

solventes, asi como buscar la mejor separacidn posible para su identificacion.

5.2. Extraccion Acuosa

Las extraccion acuosa se llevé a cabo de acuerdo al método de Anastassiades et al.
(2003) mediante la extraccion en fase solida dispersa con el kit QUEChERS Agilent
Technologies. Se hidrataron 10 g de hoja seca de MO con 50 mL de agua destilada.
Se adicionaron 4 g de MgSO4 y 1 g de NaCl para eliminar el agua. A su vez, se
utilizé una centrifuga Beckman Coulter (modelo Allegra 64R) a 2348 x g durante 5
minutos. Se colectaron 500 pL del sobrenadante y se llevaron a 1 mL con
acetonitrilo. Posteriormente se realiz6 una limpieza de la muestra con el reactivo
PSA (amina primaria/secundaria) eliminando acidos organicos y pigmentos polares,
lipidos y esteroles, seguido de una centrifugacion a 3300 x g durante 2 minutos.
Finalmente, se llevd a cabo una filtracion del sobrenadante con una membrana nylon
Millex-GN® de 13 mm con un tamafio de poro de 0.20 um previa a la inyeccion en
el cromatografo.

5.3 Extraccion Metandlica

Para la extraccion metandlica se siguié el mismo método descrito anteriormente con
ligeras modificaciones. Se pesaron 2 g de hoja seca de MO, se agregaron 10 mL de
metanol y se centrifugd. Se colectd el sobrenadante y se aforaron 100 puL en 1 mL
con metanol. Posteriormente se adiciond el mililitro a un vial PSA para eliminar
impurezas como pigmentos en exceso y agua que pudiera estar presente. Se procedio

a filtrar bajo las mismas condiciones que en el extracto acuoso hasta obtener la
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muestra para inyectar. En esta extraccion no se utilizaron las sales (NaCl y MgSOa)
ya que la muestra contenia solamente 2% de humedad.

5.4. Preparacion de Estandares de Identificacion (farmacos)

Se prepararon soluciones madre para cada compuesto (metformina, hidroclorotiazida
y candesartan) a una concentracion de 1000 ppm. Las soluciones madre se filtraron
al vacio con una membrana de poliamida Whatman NL-16® de 47 mm de didmetro
con un tamario de poro de 0.2 um. Posteriormente se fortificaron las muestras con los
estdndares a una concentracion conocida [50ppm] para ambos extractos (agua y

metanol). Las muestras no fortificadas se consideraron como control.

5.5. Preparacion de Estandar Fitol

Se prepar6 una solucion madre de fitol a una concentracion de [100 ppm] de fitol.
Posteriormente se realizaron diluciones para obtener concentraciones desde 5 ppm

hasta 20 ppm para realizar una curva de calibracion y cuantificarlo en la muestra.

5.6. Identificacion por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion con detector de
Arreglo de Diodos.

Se utiliz6 el método de Ramzia et al. (2011) con modificaciones con el equipo de
cromatografia liquida de alta resolucion con un detector de Arreglo de Diodos
(HPLC-DAD) Varian (modelo pro Star 230). Se utiliz6 una fase movil isocratica con
metanol:acetonitrilo:buffer de acetato de amonio 10 mM pH 2 [75:22:3]. Las
condiciones cromatogréaficas constaron de una columna Cig 4.6 X 250 mm con un
tamarfio de particula de 5 pm y tamafio de poro de 100 A. Se inyectaron 20 pL, se
eluy6 con un flujo de 1.0 mL/min y se generd el cromatograma a una longitud de
260 nm. Para comparar los espectros de absorcion se utilizd el programa poliview

2000 y el parametro de pureza determinado por la ecuacién 1.

2 2
PuP=YA .4 /Y A (1)

En donde:

A= Absorbancia

A= Longitud de onda 91



5.7. Identificacion por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion con Detector de
Fluorescencia (HPLC-FL)

Se utilizé el equipo de cromatografia liquida de alta resolucion con un detector de
Fluorescencia (HPLC-FL) Varian (modelo pro Star 363) y un derivatizador post-
columna Pickering (modelo PCX 5200). Se utilizé un gradiente de metanol y agua,
en una Cig 4.6 X 250 mm con un tamafio de particula de 5 um y tamafio de poro de
100 A, manteniendo una temperatura constante de 25 °C. Se utilizaron ocho
estandares comerciales: aminocarb, carbaril, metomil, carbofuran, aldicarb,
aldoxicarb, oxamil y tiodicarb a una concentracion de 3 ppm cada uno.
Posteriormente estos se derivatizaron utilizando la post-columna. La derivatizacion
consiste en dos reacciones, la primera consiste en una saponificacion de los
estandares y la muestra con NaOH a 100 °C. En la segunda, realiza propiamente la
derivatizacion, donde se adiciona el derivatizador, o-phthaladehyde (OPA) y
Thiofluor™. Se inyectaron 20 pL a un flujo de 1.0 mL/min a una longitud de
excitacion de 250 nm y una de emision de 350 nm. La separacion de los carbamatos
se logré en un tiempo de elucién de 50 minutos. De acuerdo al método 531.1
establecido por la U.S Environmental Protection Agency (UEPA, 1989) vy al
Protocolo Internacional 29.A05 de la (AOAC, 2002).

5.8. Identificacién por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion acoplada a un
Espectrémetro de Masas (HPLC-MS)

Se utilizé una fase movil isocratica con agua:acido formico al 0.1%. Las condiciones
cromatogréaficas constaron de una columna Cig 4.6 x 250 mm con un tamafio de
particula de 5 pm y tamafio de poro de 100 A. Se inyectaron 20 pL a un flujo de 1.0
mL/min generando el cromatograma a una longitud de 260 nm a una temperatura de
30 °C. Se utilizo el equipo de cromatografia liquida de alta resolucién con un
detector de arreglo de diodos Agilent (serie 1100) acoplado al detector de
espectrometria de masas de trampa de iones VL. El detector de masas se utiliz6 con
la polaridad del ion negativa y la fuente de iones tipo ESI (ionizacion por
electrospray). Se utilizo el software chemstation y Chembiodraw® 13.0 para las

fragmentaciones. Con el método Ramzia et al. (2011) modificado.

22



5.9. Identificacion por Cromatografia liquida de Alta resolucion con detector de
Indice de Refraccion

Se llevé a cabo la busqueda de compuestos mayoritarios y con actividad optica en la
muestra mediante el uso de la cromatografia liquida de alta resolucion con un
detector de indice de refraccion. Se utilizé la columna Cig 4.6 x 250 mm con un
tamafio de particula de 5 pm y tamafio de poro de 100 A. Se utilizé una fase movil
isocratica de metanol:acetonitrilo:buffer de fosfatos [80:15:5]. Con el método de Erk

(2003) con ligeras modificaciones.

5.10. Cromatografia de Gases acoplado a un detector de Masas (GC-MS)

Se utilizd un cromatdgrafo de gases (GC, Varian modelo 3800) acoplado a un
detector de masas (GC-MS) Varian (modelo Saturn 2100T) con una columna DB-
5ms 30 m x 0.25 mm de diametro y Helio como gas acarreador. La temperatura de la
trampa de iones fue de 220 °C, Manifold de 120 °C y la temperatura de la linea de
transferencia de 260 °C. La temperatura de rampa del horno de la columna se inicid
con 40 °C manteniéndola por 2 minutos. Posteriormente se increment6 a 96 °C en un
rango de 25 °C/min, ascendiendo a 170 °C en un rango de 8 °C/min y finaliz6 con
250 °C en un rango de 25 °C/min manteniéndose por 3 minutos. Se inyectd 1 pL, en
modo “splitless” con una temperatura del inyector de 230 °C. La identificacion de los
compuestos se realizé inicialmente mediante una comparacion en la biblioteca NIST,
y posteriormente se comparé el tiempo de retencion de los compuestos con el
obtenido por el estandar puro fitol (Sigma Aldrich). La cuantificacion se realiz6 con
el método del estdndar externo (Zhang et al., 2005; Zheng et al., 2006) con

modificaciones.

5.11. Disefio de Experimentos

Se realizo un analisis descriptivo para la identificacion de los compuestos, en donde
los valores fueron representados por la media + E.S. Todos los analisis se realizaron

por triplicado.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Cromatografia Liquida de Alta resolucion con
Arreglo de Diodos (HPLC-DAD)

Con el objetivo de identificar los componentes individuales de extracciones acuosas
y metanolica de hoja de moringa se utilizo el equipo de cromatografia liquida de alta
resolucion acoplado a un detector de arreglo de diodos. En las figura 7 y 8 se
muestran los cromatogramas para las extracciones acuosas y metanolica,
respectivamente. Los datos que se presentan se llevaron a cabo con un anélisis
estadistico descriptivo en donde los valores del tiempo de retencién son

representados por la media.

En el cromatograma correspondiente a la extraccion acuosa de la hoja de moringa
(Fig. 7), se observa un pico con mayor absorbancia presentando dos maximos a los
tiempos de retencion (Tr) de 2.87, 2.96 min y un hombro al Tr 3.16 min, lo que
indica la presencia de una mezcla de al menos 3 compuestos. La gran similitud
estructural y afinidad similar de estos compuestos por la columna es la razon
principal de la co-elucion, impidiendo su purificacion eficaz. Sin embargo, este pico
cromatografico es de gran interés, ya que los estandares de hidroclorotiazida y
candesartan eluyen a tiempos de retencion muy semejantes como se muestra en el
Cuadro 1. Esto posiblemente ocurre por una estructura quimica muy similar a estos
compuestos detectados en la hoja de moringa que co-eluyen en un rango de tiempo

de retencion desde 2.87 a 3.16 minutos.

La extraccién metandlica (Fig.8) arrojo un cromatograma similar, sin embargo en el
Tr 2.8 minutos se observa un pico simétrico y tiene mayor area. Asimismo, al Tr 2.29
minutos se muestra otro pico simétrico de mayor altura respecto al extracto acuoso y
al Tr 3.2 minutos se observa otro. Es posible que se trate de los mismos compuestos,
ya que los tiempos de retencion entre ambas extracciones son muy semejantes, sin
embargo en el extracto metanolico se realiza una mayor extraccion de compuestos y

una posible mejor separacion de los compuestos.
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En los cromatogramas por UV-vis es imposible conocer los compuestos mayoritarios
sin un estandar, ya que la intensidad (absorbancia) estd dada solamente por una
longitud de onda especifica y no es proporcional con la concentracion. Es por ello
que se utilizé el indice de refraccion (figura 9 y 10) como un indicador de los
compuestos mayoritarios en la muestra, debido a que la intensidad es proporcional
con la concentracion por la actividad Optica de los compuestos presentes en la
muestra y de esta manera se puede conocer el compuesto mayoritario presentando
una sefial mas grande.
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Figura 7. Cromatograma (HPLC-DAD) de la extraccion acuosa de hojas de MO a
260 nm.
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Figura 8. Cromatograma (HPLC-DAD) de la extraccion metandlica de hojas de MO
a 260 nm.
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Figura 9. Cromatograma (HPLC-IR) utilizando el detector de indice de Refraccion
para extracto acuoso de hoja de MO.
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Figura 10. Cromatograma (HPLC-IR) utilizando el detector de indice de Refraccion
para extracto metandlico de hoja de MO.
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Como se observa en los cromatogramas del indice de refraccion figuras 9 y 10, los
tiempos de retencion son muy similares a los del espectro por UV. Cabe mencionar
que los tiempos se recorren un poco debido a que las longitudes de los conectores
entre columna y detector variaron de un detector a otro. Sin embargo, se observa que
coinciden en el rango de los tiempos de retencién entre 2.8-3.1. Es por ello que se
concluye que los compuestos que observamos por UV-Vis son los més abundantes
en nuestra extraccion. Claramente se puede observar que con el solvente metanol se
extraen mas compuestos, ya que la sefial es mas grande, lo que nos indica que en
nuestra muestra existen ademas de compuestos polares, otros con polaridad media o

anfipaticos que se extraen con el solvente metanol impidiendo su identificacion.

Las diferencias entre las dos extracciones se deben principalmente a la polaridad por
el tipo de solvente. EI metanol, probablemente cambia la afinidad particular de los
compuestos que co-eluyen como un solo pico (Fig.7 y 8). Sin embargo, para poder
identificar y conocer el tipo de compuesto que se esta separando, es necesario
recurrir a otra herramienta analitica como es el detector de espectrometria de masas
(HPLC-MS), para conocer la estructura molecular de cada compuesto y de esta

manera utilizar estandares para su cuantificacion posterior.

Actualmente se utilizan farmacos sintéticos para controlar enfermedades cronico-
degenerativas, destacando por su nivel de incidencia la hipertension arterial y
diabetes tipo Il (Campos-Nonato et al., 2013). Los farmacos mas comunes son el
candesartan e hidroclorotiazida como antihipertensivos, asi como la metformina que
funciona como un regulador de la concentracion de azlcar en sangre (SEDENA,
2012). Estos farmacos estan bien estudiados en cuanto a su dosificacion vy
mecanismo de accion, es por esta razon que se seleccionaron como estandares de
identificacion para conocer si en los extractos de hoja de moringa estan presentes
compuestos con estructuras similares y se puedan relacionar con el posible efecto
bioldgico de los extractos. Para determinar la presencia de compuestos con

estructuras similares se realizaron inyecciones de los estandares puros (Figura 11).

En el cuadro 2 se puede observar que los estandares candesartan e hidroclorotiazida
tienen Tr muy similares, a su vez comparten grupos aromaticos, azufrados y
nitrogenados en sus estructuras. Se fortificaron las muestras de ambas extracciones

con cada uno de los estandares por separado y se observé en la extraccion acuosa, un
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incremento en la altura de pico al Tr 2.8 minutos cuando se fortifica con

hidroclorotiazida como se observa en la figura 12.

Cuadro 2. Tiempos de retencion de estandares puros

] Concentracion Tiempo retencién  Absorbancia
Estandar

(ppm) (min) (mAU)
Hidroclorotiazida 50 2.86 310
Candesartan 50 3.06 130
Metformina 50 5.80 47.7

Esto supone la presencia de hidroclorotiazida en el extracto de hoja de moringa,
debido al incremento en el pico al mismo tiempo de retencion al ser fortificada la
muestra. Sin embargo, se compararon los espectros de absorcion para cada estandar
por separado con la muestra al mismo Tr. El espectro de absorcién es una
representacion grafica que indica la cantidad de luz absorbida a diferentes longitudes
de onda. A partir del espectro de absorcion se obtiene el valor de longitud de onda al
que el compuesto presenta la mayor absorbancia (conocido como maximos de
absorcion), dicha longitud se puede utilizar para hacer determinaciones cualitativas y
cuantitativas del compuesto. No obstante, existe una gran cantidad de factores que
originan variaciones en los valores de longitudes maximas y absorbancias como el

pH, la polaridad del solvente o moléculas vecinas (Gargaud et al., 2011).

Cabe mencionar que el espectro de absorcion es particular para cada compuesto y
puede presentar mas de un maximo de absorcién. Otro pardmetro importante esta
dado por la pureza del compuesto, en donde se hace una correlacion de los maximos
de absorcién y longitud de onda para cada compuesto (ecuacion 1), permitiendo
realizar una comparacion para conocer la similitud de los compuestos mediante los

espectros de absorcion.
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Figura 11. Cromatograma por HPLC-DAD de los estandares puros: hidroclorotiazida
(Tr: 2.86), candesartan (Tr: 3.06) y metformina (Tr: 5.80).
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Figura 12. Cromatograma (HPLC-DAD) de la extraccion acuosa de la hoja de MO
fortificada con hidroclorotiazida [50 ppm] a 260 nm.
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Para hidroclorotiazida se observan espectros similares en la forma (Figura 13) y
presentan los dos maximos en el mismo rango de longitud de onda (232 nm para la
muestra y 228 nm para el estandar) a un Tr 2.8. Se correlacionaron los espectros
midiendo la pureza para la muestra control y la muestra fortificada, observandose
una correlacion de 0.99 (Cuadro 3), ya que practicamente presentan el mismo
espectro. No obstante cuando se correlacionan los méximos de la muestra fortificada
con los maximos del estandar la correlacion es de 0.73. Sin embargo, es posible que
se trate del mismo compuesto a pesar de una correlacion de 0.73, ya que como se
menciond anteriormente existen diversos factores que pueden afectar al espectro de
absorcidn y en este caso la separacion de la muestra no es total y puede deberse a la
presencia de moléculas vecinas que modifican el espectro e impiden una correlacion

correcta.

Es por ello que se requiere trabajar en la purificacion y separacion total de los
compuestos en la muestra para poder correlacionar mas fiablemente nuestra muestra
con los estandares. Sin embargo, es posible que se encuentre hidroclorotiazida en el
extracto de moringa debido a que se obtuvo una alta correlacion. A su vez, para
candesartdn no se observaron similitudes espectrales, pero no se descarta su
presencia, ya que posiblemente interfieren otros compuestos que co-eluyen

provocando una modificacion en su espectro de absorcidn, mas contundentemente.

Cuadro 3. Comparacion de espectros de absorcion por la pureza de cada
compuesto

Tiempo de -
o Pureza (nm) Correlacion
retencion (min)
”g STD M MF M&MF STD&M
' 260 245 248 0.99 0.73

Debido a que no se logr6 una buena separacion con los eluyentes
metanol:acetonitrilo:buffer de acetato de amonio, se recurrié a otra fase movil que
constd de acido formico 0.1% en agua y se logré una mejor separacion (Figura 14).
Sin embargo, aln existen compuestos que co-eluyen debido a la gran similitud
estructural de los compuestos y afinidad muy similar a material de la columna, por lo

que es necesario trabajar mas en la purificacion de la muestra.
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Figura 13. Espectros de absorcién por HPLC-DAD (Tr 2.8 min) del estandar
hidroclorotiazida, muestra fortificada y control.
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6.2. Cromatografia Liquida de Alta Resolucidn con Detector de Fluorescencia,
(HPLC-FL).

Se han reportado en MO otro tipo de compuestos glicosilados como son los
carbamatos y tiocarbamatos, a los que se les atribuye la actividad hipotensora. La
estructura general de los carbamatos es un N-metil sustituido uretano con la variacién

en el grupo éster, mientras que los tiocarbamatos en su estructura presentan azufre.

Se llevo a cabo la busqueda de estos compuestos con un detector de fluorescencia
para poder visualizarlos con un croméforo mediante reacciones de derivatizacion
post-columna. Se saponifico la muestra para liberar un alcohol, un carbonato y una
metilamina, en la primera reaccion. En la segunda reaccion, la metilamina reacciona
con el reactivo O-ftaldehido (OPA) y Thiofluor™ nucleofilico para formar un
compuesto  derivatizado altamente fluorescente  (1-metil-2-dimetil-etilamina

tioisoindol) como se muestra en la figura 15.

En la figura 16 se presenta un cromatograma por HPLC acoplado al detector de
fluorescencia, de una mezcla de ocho estdndares comerciales: aminocarb, carbaril,
metomil, carbofuran, aldicarb, aldoxicarb, oxamil y tiodicarb a una concentracién de
3 ppm, y la muestra del extracto acuoso de moringa. Se puede observar que los
tiempos de retencion de la muestra no coinciden con los estandares utilizados (Figura
15), sin embargo, se asemeja estructuralmente a los estdndares comerciales
carbofuran, carbaril y tiodicarb, debido a que eluyen a tiempos muy cercanos.
Ademas, el estandar tiodicarb presenta una estructura lineal como la del tiocarbamato
reportado para MO (Faizi et al., 1995). El detector por fluorescencia nos permite
observar una parte de la estructura de los carbamatos, mediante la derivatizacion de
la molécula mencionada anteriormente. Sin embargo, en el detector de UV-Vis es
posible identificar otra parte de la estructura como el grupo R de los carbamatos
capaz de absorber la luz a una determinada longitud de onda. A su vez, con el equipo
de HPLC-MS se corroboran los resultados en base a las masas moleculares y las

fragmentaciones resultantes.
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Figura 14. Cromatograma (HPLC-DAD) del extracto acuoso de hojas de Moringa a 260 nm.
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Figura 16. Cromatograma (HPLC-FL) acoplado a un detector de fluorescencia del extracto acuoso de MO. Muestra (linea roja) y estandares
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Por medio de la cromatografia liquida con el detector de UV-Vis se obtuvo una
separacion de 3 picos cromatograficos con tiempos de retencion de 2.7, 45y 7.9
minutos, en donde posiblemente se encuentren una parte estructural de los
carbamatos o su grupo R y los metabolitos de la molécula candesartan cilexetilo. Sin
embargo, debido a que no se cuenta con los estandares de los carbamatos reportados
en la literatura, similares a los presentes en MO, se recurrio a buscar informacion
sobre las masas moleculares y las fragmentaciones de los carbamatos y
tiocarbamatos reportados en MO y compararlos con nuestros iones mayoritarios
mediante la cromatografia de liquidos acoplada a masas (HPLC-MS). Ademaés de la
implementacion del software Chembiodraw® 13.0 para las simulaciones de los
posibles fragmentos presentes en la muestra. Los resultados y discusiones para este

apartado se muestran en la siguiente seccion.

6.3. Cromatografia Liquida de Alta Resolucidn acoplada a Espectrometro de Masas
(HPLC-MS).

Los compuestos detectados en MO fueron identificados y/o confirmados mediante
espectrometria de masas. Se observaron masas moleculares y fragmentos con las
caracteristicas de tres carbamatos, particularmente en el pico registrado en el
cromatograma por UV-Vis (Figura 14) a un tiempo de retencion de 2.7 min,
similares a las reportadas en el estudio realizado por Faizi et al. (1995). Los
fragmentos moleculares reportados en ese estudio corresponden a: O-metil, 4-
[(2°,3’,4’,-tri-O-acetil-a-L-ramnosiloxi)bencil] carbamato, O-metil, 4-[(4’-O-acetil-
a-L-ramnosiloxi)bencil]  carbamato y  O-etil,  4-[(a-L-ramnosiloxi)bencil]
tiocarbamato, representados estructuralmente en las figuras 17, 18 y 19,

respectivamente.

Claramente se observa en el cromatograma de UV-vis que existe mas de un
compuesto eluyendo al Tr de 2.7 min, debido a la gran similitud en su estructura
quimica y afinidad similar con otros compuestos, en donde los grupos R difieren por
un atomo ya sea de azufre o un grupo amino. No obstante, mediante la deteccion por
HPLC acoplado al detector de fluorescencia se afirma la presencia de carbamatos en

la muestra.
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Los carbamatos y tiocarbamatos presentes en MO se encuentran glicosilados con una
molécula de glucosa y una molécula de ramnosa, azlcares caracteristico de la planta,
lo cual se puede corroborar con los cromatogramas de indice de refraccion, en donde
se genera una gran sefial indicando que existen compuestos con propiedad Optica
como son los azlcares, en este caso la ramnosa y la glucosa. Por otra parte, no se
encontraron compuestos del tipo isotiocianatos en los extractos de hojas, lo que
coincide con (Bennett et al., 2003), ya que reporta que los isotiocianatos no estan
presentes en las hojas o solamente se encuentran en trazas y es casi imposible

detectarlos debido a la sensibilidad del equipo.

Por cromatografia liquida acoplada a masas (HPLC-MS), también se encontraron
fragmentos que posiblemente sean semejantes en estructura con el farmaco
candesartan cilexetilo (hipotensor) con una masa molecular de 610 [m/z] como se
observa en la Figura 20. Partiendo de un fragmento como ion principal del
compuesto con una masa molecular de 497 [m/z] cargado con el ion sodio dando una
masa total de 521 [m/z] (Figura 21).

Con el programa ChembioDraw® 13.0 se logré elucidar la estructura quimica,
partiendo de la molécula original del farmaco candesartan cilexetilo. Se realizaron
los posibles rompimientos de la molécula con el uso del software Chembiodraw 13.0,
encontrando 4 fragmentaciones posibles presentes en la extraccion acuosa, de
acuerdo a las reglas de fragmentacién reportadas por Gross (2004). Cabe mencionar,
que los siguientes resultados solo se llevaron a cabo para la extraccion acuosa,
debido a que en la extraccion metandlica se extrajeron mas compuestos que
interferian con la elucidacién estructural. A su vez, se compararon los resultados
solamente con el farmaco candesartan cilexetilo ya que para hidroclorotiazida los
fragmentos eran mas pequefios y la fase mavil interferia para su posible elucidacion

en la muestra.

El fragmento 521 [m/z] representa uno de los iones moleculares més abundantes en
el extracto acuoso el cual puede estar representado por la estructura de la figura 21
formando una sal con el ion Na*, de manera natural. Partiendo de esa estructura se
realizd la busqueda de las posibles fragmentaciones. Se encontraron los fragmentos:
497 [mlz], 473 [m/z], 372 [m/z] y 291 [m/z], figuras 22-25. Con el programa
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ChemBioDraw® 13.0 se logrd elucidar la estructura quimica partiendo de
molécula original del farmaco candesartan cilexetilo (figura 20).
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Figura 19. 4-[(a-L-ramnosiloxi)bencil] tiocarbamato

41



Figura 20. Estructura quimica del farmaco candesartan 610 [m/z]

>
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Figura 21. Fragmento 497+Na [m/z]
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Figura 22. Fragmento 497 [m/z]
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Figura 23. Fragmento 473 [m/z]
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Figura 24. Fragmento 372 [m/z]
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Figura 25. Fragmento 291 [m/z]
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El mecanismo de accidon de candesartan cilexetilo ocurre por la inhibicion del
sistema renina-angiotensina Il en el endotelio por su gran afinidad, liberando el
grupo cilexetilo, dejando como compuesto activo a candesartan, una fraccion que
comprende una masa molecular de 440 [m/z]. Sin embargo, su biodisponibilidad es
aproximadamente del 34% (Akula et al., 2010). A su vez, se han reportado otro
posible mecanismo de accion de farmacos hipotensores, como activadores de
receptores nucleares proliferadores de peroxisomas (PPARS), ejerciendo su accién
como agonistas de dichos receptores (Ernsberger y Koletsky, 2007).

La relacion que existe entre la activacion de los receptores tipo PPARs y la
hipertensidn, estd mediada en funcion del perfil lipidico. Esto es, el incremento en
los niveles de colesterol HDL y la reduccion de triglicéridos por la via de la
activacion de los PPARs, esto en células hepaticas. Especificamente para PPAR-a
causa una sobreexpresion del gen APO Al que codifica para la produccion de
colesterol HDL y una disminucion en la expresion del gen APO-CIII que codifica
para la generacion de la lipoproteina VLDL, rica en triglicéridos (Leibovitz y
Schiffrin, 2007). Esta podria ser otra via de accion de los farmacos y sus metabolitos

presentes en el extracto acuoso de MO.

Cabe mencionar que los fragmentos que se presentan no son los compuestos activos
de la estructura del farmaco original. No obstante, se desconoce si podrian tener
actividad bioldgica una vez aislados y corroborar si se trata de esas estructuras. ES
por ello, que se necesitan otras herramientas analiticas instrumentales para poder
comprobar estos resultados, como el espectro de indice de refraccion (IR) para
conocer los grupos funcionales presentes en la estructura y la Resonancia Magnética

Nuclear (RMN) para elucidar totalmente la estructura molecular.

Por otra parte, la planta de moringa es bien conocida tradicionalmente por su efecto
hipotensor y el farmaco con el que presenta estructuras o metabolitos similares
(candesartan cilexetilo) ejerce esa funcién como regulador de la presiéon por el
mecanismo de bloqueador del sistema renina-angiotensina. Sin embargo, como se
menciona anteriormente su biodisponibilidad es relativamente baja y son necesarias

las combinaciones con otros farmacos para tener un mejor efecto. Ademas, es posible
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la via de activacion de los PPARs para los metabolitos con semejanza estructural, sin
embargo, se necesitan estudios a mayor profundidad.

El efecto hipotensor de moringa puede estar relacionado a estos metabolitos que
aun no estan elucidados totalmente. Sin embargo, se requiere purificar estos
compuestos y posteriormente realizar estudios sobre la actividad biologica. Por lo
cual es importante continuar estudiando los posibles compuestos presentes que le
confieren dicha propiedad ya que pueden ser atribuidos directamente a los

carbamatos o a otros compuestos que atn no han sido identificados en la planta.

Las mediciones realizadas en el equipo HPLC-MS se llevaron a cabo modificando la
temperatura a 30 °C para mejorar la separacion, arrojando el cromatograma de la
Figura 26. A su vez se puede observar una gran concentracion de iones como lo
muestra la Figura 27 en el Tr de 2.4 a 3.0 minutos, lo que supone la presencia de méas
de un compuesto en ese tiempo de retencion. Esto puede deberse a la presencia de
carbamatos y tiocarbamatos que presentan caracteristicas quimicas y de estructura
muy similares entre si, asi como los metabolitos que presentan estructura similar a
candesartan. En las Figuras 28 y 29 se muestran las masas moleculares de la
fragmentacion del ion 521 y 610 [m/z] respectivamente. Cabe mencionar que no fue
posible identificar los compuestos presentes en el pico cromatografico mas
abundante, en donde el ion molecular lo representd la masa 610 [m/z] debido a la

falta de estandares y a la disponibilidad del equipo de espectrometria de masas.
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Figura 26. Espectro de UV-Vis del extracto acuoso de hojas de MO a 30° C, obtenido con el HPLC-UV-Vis acoplado a MS.
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Figura 28. Masas moleculares de la fragmentacion del ion 510 [m/z] del extracto acuoso en Tr 2.6 min.
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6.4. Cromatografia de Gases acoplada a Masas GC-MS

A su vez, se realizaron inyecciones para ambas extracciones en el equipo de
cromatografia de gases acoplada al detector de masas. Con la ayuda de la biblioteca
NIST se logro identificar el compuesto fitol, corroborando con el estdndar comercial,
de acuerdo al patrén de fragmentacion con los iones moleculares principales de 71,
123 y 278 [m/z] respectivamente, como se muestra en el espectro de masas de la
Figura 30. En el extracto acuoso se define mejor el pico ya que representa mayor
area y simetria como se muestra en la Figura 31. Posteriormente se cuantifico el fitol
en la muestra, realizando una curva estandar de 4 puntos (Figura 32) con tres

repeticiones arrojando la ecuacion 2:
y = +170.1x - 989.6 (2)

Se observd un comportamiento lineal y una r?:0.9513 indicando que existe una
correlacion positiva entre las dos variables, una relacion directa. Utilizando esta
curva estandar, se obtuvo una concentracion de 32.94 mg de fitol/kg en peso seco en
las hojas de MO. En la curva que se muestra se obtuvo un 16.80 mg/L de acetonitrilo
o0 solvente de extraccion y posteriormente se realizaron los calculos para expresarlo

en mg/ kilogramo de polvo de hoja de moringa.

El fitol es una forma esterificada presente como una cadena lateral en la molécula de
la clorofila y este es un producto de su degradacion. Recientemente se ha reportado
que funciona como activador de los factores de transcripcion PPARs, indispensables
para la regulacion del metabolismo de lipidos en varios tejidos (Goto et al., 2005). El
fitol, por su estructura quimica similar a los ligandos naturales de los receptores
PPARs como los &cidos grasos libres, es capaz de actuar como ligando de los
mismos Yy activar la respuesta para la oxidacion y metabolismo de &cidos grasos y la
resistencia a la insulina. A su vez existen metabolitos de la misma estructura de fitol
como el &cido fitico que también es capaz de activar a este tipo de receptores

especificamente al receptor PPAR-a a bajas concentraciones en células hepaticas.

El fitol puede actuar como agonista activando a estos receptores especificos para
PPAR-a y seguir el mecanismo de accion mencionado anteriormente para
contrarrestar los efectos de la presion alta en personas con un alto contenido de
triglicéridos en sangre o lipoproteinas de baja densidad (LDL) (Leibovitz y Schiffrin,
2007).
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Figura 31. Cromatograma de fitol y su estructura por GC-MS.
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Sin embargo, a esta estructura del fitol no se le ha dado la importancia debida ya que
el porcentaje de liberacion es relativamente bajo (5%) al ser consumido como
clorofila. Sin embargo, no existe evidencia sobre la dosis-respuesta sobre fitol, pero
es bien sabido que tanto fitol como sus metabolitos como el acido fitico, son capaces
de activar directamente a los receptores PPARs a concentraciones desde los 10 uM
de fitol, segln el estudio in vitro de Goto et al. (2005) y un ECso para el &cido fitico
de 40uM de acuerdo a un estudio realizado por van den Brink y Wanders (2006),
siendo una fuente de regulacion a la oxidacion de acidos grasos, dislipidemia e

hiperglucemia.

Como se menciono anteriormente, el fitol pertenece a la estructura de la clorofila,
compuesto responsable de la pigmentacion de la planta y a su vez se ha reportado
anteriormente en un estudio en nopal (Opuntia ficus-indica) por Tesoriere et al.
(2004) que los pigmentos deben ser considerados al momento de evaluar la actividad
bioldgica del nopal, ya que suponen que otros compuestos ademas de la vitamina C y
compuestos fendlicos contribuyen a la reduccion de la oxidacion lipidica de acuerdo

a sus resultados.

Es por ello la importancia de continuar estudiando estos metabolitos presentes en
MO, los cuales exhiben potencial como una herramienta terapéutica. Es probable que
este compuesto sea uno de los que contribuya a las propiedades benéficas de MO, sin
embargo, son necesarios estudios mas profundos de este compuesto asi como la

identificacion de otros fitoquimicos presentes en la planta.
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VII. CONCLUSIONES

En el presente trabajo se encontraron compuestos con estructura quimicamente
similar al farmaco candesartan cilexetilo en la muestra acuosa de Moringa oleifera,
en donde sus metabolitos pueden ejercer el efecto hipotensor de la planta. A su vez,
se logré identificar la presencia de carbamatos en las hojas, compuestos que han sido
reportados como los responsables para la disminucion de la presion arterial en
pacientes con HTA. Ademas se identifico y cuantifico al fitol, molécula que resulta
de la degradacion de la clorofila, el cual puede activar directamente a los receptores
nucleares PPAR-a especificamente, y actuar como regulador de la presion por la via
de la disminucién de triglicéridos en sangre y a su vez disminuir la resistencia a la

insulina en pacientes con DT-2.
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VIill. CONSIDERACIONES ADICIONALES

De acuerdo a los hallazgos del presente trabajo, es posible que Moringa oleifera sea
una alternativa para regular las patologias como la HTA y la DT-2 debido a los
compuestos bioactivos que contiene. Sin embargo, es necesario profundizar en
estudios de purificacion, identificacion y cuantificacion de estos compuestos para

establecer dosis apropiadas en un modelo bioldgico.
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IX. RECOMENDACIONES

Para realizar una mejor identificacion y cuantificacion de los compuestos separados,
es necesario contar con los estdndares comerciales puros. Asi como mejorar las
condiciones de separacion de los compuestos utilizando otras fases maéviles y otros
gradientes de concentracion. También se propone realizar fracciones en trabajos
posteriores para probar el efecto en modelos in vitro y de esta manera conocer el
efecto biolégico por cada fraccion. Es necesario contar con las herramientas
analiticas para la elucidacion total de los compuestos como un cromatégrafo de
liquido acoplado a un detector de espectrometria de masas (HPLC-MS), el equipo

Infra Rojo (IR), y el de Resonancia Magnética Nuclear (RMN).
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