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RESUMEN

La glucacion no enzimatica es una reaccion que sufren las proteinas por medio de la
union covalente entre azacares reductores simples y grupos amino libres de las proteinas,
para formar estructuras ciclicas complejas sin la participacion de la enzima. Esta reaccion se
encuentra relacionada con el desarrollo de las complicaciones secundarias de la diabetes
mellitus, enfermedad de Alzheimer y el normal envejecimiento. El paso inicial de la reaccion
de glucacion no enzimatica de la hemoglobina es la formacion de la base Schiff,
produciéndose un reordenamiento de Amadori, para dar finalmente una cetoamida
(hemoglobina glucada HbA\c). La glucosa es el azicar reductor mas abundante en el
organismo. Esto implica que sea este azucar el considerado generalmente en las reacciones
de glucacion no enzimatica de interés bioldgico. Sin embrago, cualquier azucar que posea un
grupo carbonilo libre puede reaccionar con los grupos aminos primarios de las proteinas para
formar la base Schiff. La reactividad de los distintos aztcares esta dada por la disponibilidad
de su grupo carbonilo. Las moléculas de azlcar consiguen estabilizarse a través de un
equilibrio entre la forma abierta y por lo menos dos formas cerradas (andmeros ciclicos) en
las que el grupo carbonilo ha desaparecido. En el estudio de la hidrolisis acida para el
edulcorante con sucralosa comercial y sucralosa pura realizado al variar la concentracion de
acido clorhidrico entre 2-8 N a 37°C, no se encontré ninguna variacion en las rotaciones
optica observadas, lo cual confirma que dichos edulcorantes no presenta hidrolisis bajo estas
condiciones de reaccidn. Se prepararon mezclas de reaccidn con varios azicares o
edulcorante utilizando las siguientes concentraciones; para sacarosa, sucralosa y fructosa de
40 mM y la hemoglobina a 9,3x102 mM. Las concentraciones del buffer fosfato fueron
variadas entre 1-8 mM permaneciendo esta mezcla de reaccion por tres dias para la fructosa
y por 28 dias para los demas azucares a 37°C y pH 7,30. La hemoglobina glucada (HbAic)
formada, fue separada por cromatografia de intercambio i6nico (Teco Diagnostic) y
cuantificada espectroscopicamente a 415 nm. Se encontr6 que la fructosa es catalizada por el
buffer fosfato. La constante catalitica (kg) para la fructosa es siete veces mas rapida que la
de glucosa y la reaccion espontanea (ko) para la fructosa es nueve veces mas grande que la
de glucosa bajo las mismas condiciones de reaccion para los demas aziicares las constantes
de velocidad no superaron la reportada para la glucosa, resultado que sugiere una reaccion
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de hidrélisis muy lenta. Ademas no se encontro efecto isotopico de solvente para ninguno de
los azucares en estudio. La reaccion con el liofilizado de Stevia rebaudiana a concentraciones
entre (5, 10, 20) mg/mL, la glucosa a 40 mM, el buffer fosfato 4,8 mM y la hemoglobina
9,3x10"2 mM, bajo las misma condiciones de reaccidon que el caso anterior, present6 un efecto
inhibitorio sobre la glucacion no enzimatica de la hemoglobina in vitro y, ademas podria ser
de valor terapéutico en el tratamiento de la diabetes, ya que las constantes de velocidad para
la reaccién disminuyen en presencia de la especie vegetal, y con el aumento de la
concentracion de la misma. Observando también que los valores obtenidos para la
concentracion de la glucosa total disminuyen al aumentar la concentracién de la Stevia

rebaudiana, 1o que es indicativo de la actividad hipoglicemiante que presenta la planta.
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ABSTRACT

Nonenzymatic glycation is a reaction experienced by proteins by simple covalent
linkage between reducing sugars and free amino groups of proteins to form complex ring
structures without involving the enzyme. This reaction are related to the development of
secondary complications of diabetes mellitus, Alzheimer's disease and normal aging. The
initial step of the reaction of nonenzymatic glycation of hemoglobin is the Schiff base
formation, producing an Amadori rearrangement, to finally give a ketoamide (glycated
hemoglobin HbAc). Glucose is the most abundant in the body reducing sugar. This implies
that this sugar is generally considered in the non-enzymatic glycation reactions of biological
interest. No clutch, any sugar possessing a free carbonyl group can react with the primary
amino groups of proteins to form a Schiff base. The reactivity of the different sugars is given
by the availability of its carbonyl group. Sugar molecules get stabilized by a balance between
the open form and at least two closed forms (cyclic anomers) in which the carbonyl group
has disappeared. In the study of the acid hydrolysis to the commercial sweetener sucralose
and sucralose pure performed by varying the concentration of hydrochloric acid at 2-8 N at
37 °C, no variation was found in the observed optical, which confirms that these sweeteners
no hydrolysis under these reaction conditions. Reaction mixtures were prepared with various
sugars or sweetener using the following concentrations; 40 mM for sucrose, sucralose and
fructose and 9,3x102 mM hemoglobin were prepared. Phosphate buffer concentrations were
varied between 1-8 mM remaining this reaction mixture for three days for fructose and 28
days for all other sugars at 37 © C and pH 7,30. The glycated hemoglobin (HbAc) formed
was separated by ion exchange chromatography (Teco Diagnostic) and quantified
spectrophotometrically at 415 nm. It was found that fructose is catalyzed by the phosphate
buffer. The catalytic constant (kg) for fructose is seven times faster than glucose and
spontaneous reaction (ko) for fructose is nine times larger than that of glucose under same
reaction conditions other sugars rate constants did not exceed that reported for glucose, result
suggesting of slow hydrolysis reaction. Also not isotopic solvent effect for any of the sugars
found in study. Reaction with Stevia rebaudiana lyophilized at concentrations between (5,
10, 20) mg/mL, 40 mM glucose, 4.8 mM phosphate buffer and 9,3x102 mM hemoglobin
under the same conditions reaction above, showed an inhibitory effect on the non-enzymatic

viii
Johanna E. Pefia M.



Tesis doctoral

glycation of the hemoglobin in vitro and in addition may be of therapeutic value in the
treatment of diabetes, because the rate constants for the reaction decreases in the presence of
the species plant, and with the increase in concentration thereof. Noting also that the values

obtained for the total glucose concentration decrease with increasing concentration of Stevia

rebaudiana, which is indicative of the hypoglycemic activity with the plant.
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I. Introduccion

Una de las enfermedades con mayor indice de mortalidad hoy en dia, es la diabetes
mellitus, la cual consiste en un aumento del nivel de glucosa en la sangre (hiperglucemia) y
es provocada por la baja produccion de la insulina y su escasa utilizacion por el organismo.
Hace menos de 30 afios, era comun el pensamiento entre los investigadores de la medicina
que no habia relacion entre la hiperglucemia y las complicaciones de la diabetes. Sin
embargo, estudios posteriores en epidemiologia, bioquimicos y ensayos con animales,
sugieren que existe una fuerte relacion (Brownlee ef al, 1981; Gil et al, 1988; Nathan, 1994;
Skyler, 1990).

Actualmente la glucacion no enzimatica de las proteinas tanto in vivo como in vitro,
es el mecanismo que mejor explica la relacion entre la hiperglucemia y las complicaciones
de la diabetes. Las investigaciones en los tltimos afios se han orientado hacia los aspectos:
mecanisticos, estructurales, funcionales y farmacologicos de las proteinas y su interaccion

con los azuicares.

La glucacién es un fenomeno natural el cual ocurre en una gran variedad de proteinas
y se define como la unién covalente de moléculas de azicares libres con ciertos residuos de
amino acidos en las proteinas (Furth et al, 1988). Esta condensacion de azucares libres
constituye un mecanismo por el cual las proteinas son sujetas a modificaciones
postribosomales sin la ayuda enzimatica. Esta “lesion bioquimica” es termodinamicamente
irreversible, y de graves consecuencias cuando ocurre en tejidos con proteinas que tienen un

tiempo de vida media alto.

El alto consumo de aziicares y edulcorantes tanto de origen natural como sintético
entre los cuales tenemos: la glucosa o dextrosa, la fructosa o azicar de la fruta, la sacarosa,
y la sucralosa son asociados a diversas enfermedades. Estos azucares no han sido estudiados
desde el punto de vista mecanistico, para analizar si ellos reaccionan mas rapido que la
glucosa con las proteinas, entonces no deberian ser sustitutos por la glucosa ya que

acelerarian las reacciones secundarias de la diabetes y el normal envejecimiento.
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Las plantas son una rica fuente para explorar como antidiabéticos potencialmente
utiles. El efecto antihiperglicémico de estas plantas es debido a su capacidad para restaurar
la funcion de tejidos pancreaticos mediante el aumento de la produccion de insulina o de
inhibir la absorcion intestinal de la glucosa. Tal es el caso de la especie Stevia rebaudiana
(Bertoni) Bertoni (Asteraceae) conocida también como hoja dulce de Paraguay (Kinghorn ef
al, 1991). Las hojas de esta planta, se han utilizado tradicionalmente como edulcorante en
distintas regiones del mundo, teniendo grandes beneficios en la salud, ademas de tener
actividad antihiperglicemiante (Gregersen et al, 2004), también presenta actividad
antihipertensiva (Chan et al, 2000), su extractos crean defensas impidiendo el crecimiento de

organismos patogenos que afectan el sistema inmunologico (Tomita et al, 1997).

Ademas la Stevia rebaudiana (Bertoni) Bertoni no ha sido estudiada como posible
inhibidor de la glucacion de proteinas, y por tal motivo pudiera presentar dicha inhibicion en
la glucacion no enzimatica de la hemoglobina, cuyos productos finales de reaccion llamados
productos de glucacion avanzada son irreversibles, estos se acumulan en el organismo y a
nivel fisiologico son altamente perjudiciales, ya que tienen un papel fundamental en el
desarrollo de las complicaciones secundarias de la diabetes mellitus, del normal
envejecimiento y la enfermedad de Alzheimer (Brownlee, 1994; Frye et al, 1998; Gonzalez

et al, 2000; Vitek ef al, 1994; Vlassara et al, 1994).

En este trabajo se propone realizar un estudio mecanistico de la hemoglobina con
diferentes edulcorantes, para determinar si estos aziicares reaccionan con la hemoglobina y
por ende con otras proteinas en el organismo, si esta reaccidn ocurre se compararia la
velocidad de formacion de la hemoglobina con los edulcorantes y la glucosa (Gil et al, 1988,
1991, 2012). En caso que las reacciones de la hemoglobina con los edulcorantes fueran
mayores que con la glucosa, estarian contraindicados para las personas con diabetes ya que

acelerarian las complicaciones secundarias que presenta esta enfermedad.
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II. Antecedentes
I1.1 La diabetes mellitus
La diabetes mellitus es una gama de trastornos metabolicos comunes, que se origina
de diversos mecanismos y todos tienen por consecuencia la hiperglucemia. El nimero de
individuos con diabetes se incrementa con rapidez en todo el mundo. Los factores genéticos
y ambientales contribuyen también a su patogenia, lo que incluye secrecion insuficiente de
insulina, reduccion de la respuesta a la insulina, incremento en la produccion de glucosa o

modificacion en el metabolismo de grasas y proteinas (Goodman y Gilman, 2012).

I1.1.1 Clasificacién de la diabetes mellitus (American Diabetes Asociation, 2012).
Esta clasificacion incluye cuatro tipologias clinicas:

Diabetes mellitus tipo 1: representa S a 10% de los casos diabetes y es consecuencia
de la destruccion autoinmune de las células B de los islotes pancreaticos, lo que produce
deficiencia total o casi total de insulina. También fue llamada diabetes mellitus juvenil o
diabetes mellitus dependiente de insulina. De forma tradicional se consideraba como una
enfermedad de los nifios y adolescentes, pero la destruccion autoinmunitarias de las células
B puede ocurrir a cualquier a edad (Goodman y Gilman, 2012; American Diabetes
Asociation, 2012).

Diabetes mellitus tipo 2: es mucho mas frecuente, en general de aparicion mas tardia,
suele asociarse a la obesidad y previamente fue denominada diabetes no dependiente de
insulina. En este tipo, el pancreas segrega cantidades muy variables de insulina, de forma que
su concentracion plasmatica puede ser normal e incluso superior a la normal, pero
relativamente insuficiente para mantener los niveles normales de glicemia. Esto indica que
en el tipo 2 puede existir una resistencia a la accion de la insulina, es decir, una excesiva
produccion hepatica de glucosa y una deficiente utilizacion periférica a pesar de la presencia
de la insulina, por lo que se puede hablar de una deficiencia relativa en la secrecion
pancreatica de la hormona (Florez et al, 1997).

Diabetes gestacional: Detectada durante el embarazo; no llega hacer diabetes
claramente manifestada (American Diabetes Asociation, 2012).

Otros tipos especificos de diabetes: producidos por otras causa como alteraciones

genéticas producida por las células B, defectos genéticos en la accion de la insulina,

3
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enfermedades de pancreas exocrino, diabetes inducida por drogas o por compuestos quimicos

(American Diabetes Asociation, 2012).

11.1.2 La insulina, biosintesis y secreciéon

La biosintesis de la insulina se inicia en el reticulo endoplasmico rugoso en la célula
B pancredticas, donde se sintetiza un precursor denominado preproinsulina, que consta de
una cadena de 110 aminodacidos. Inmediatamente, después la preproinsulina de transforma
en proinsulina en la que ya existen puentes disulfuros entre las cadenas A y B de la insulina,
luego abandona el reticulo en microvesiculas y se transfiere al aparato de Golgi, donde se
lleva a cabo el almacenamiento en los granulos todavia inmaduros. Es aqui donde comienza
la conversion de proinsulina en insulina y péptido C (Figura 1), siendo segregadas cantidades
equimolares de ambos péptidos; también son segregadas pequefias cantidades de proinsulina
(Flérez et al, 1997; Goodman y Gilman, 2012)

La insulina en los granulos maduros es almacenada en forma cristalina, donde estdn
unidos dos atomos de cinc con seis moléculas de insulina (Florez et al, 1997), esto le confiere

gran estabilidad hasta cuando las condiciones favorecen su secrecion al plasma.

“n Bovina
_J Poicina Cadena B

7 { -;\

G4 Bovina = v.a o~

20 szj
N Humana b @ Tyr mc;w‘ésm g,

Figural: Estructura de la insulina; el péptido C esta representado por la linea continua

a partir de los dos puntos negros (Florez et al, 1997).
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Regulacion y secrecion de la insulina: la liberacion de insulina en el pancreas esta
sometida a multiples factores de regulacion, quimicos, nerviosos y hormonales, pero, como
es logico, son las modificaciones de los principales sustratos energéticos (glucosa,
aminoacidos, acidos grasos libres), los que inducen modificaciones inmediatas en la
respuesta al proceso de secrecion de insulina (Florez et al, 1997).

En la Figura 2, las células B del pancreas en estado de reposo (glicemia en ayunas) se
encuentran hiperpolarizadas. La glucosa entra a la célula a través del transportadores GLUT
(principalmente GLUTT1 en seres humanos), que contribuye a equilibrar la glucosa a ambos
lado de la membrana plasmatica (Goodman y Gilman, 2012; Velazquez, 2008). Luego ocurre
la fosforilacion de glucosa para dar glucosa-6-fosfato es catalizada por la glucocinasa, se
metaboliza e incrementa el ATP celular, con lo que se inhibe. El potasio entra a través de los
conductos Karp; la disminucion de la conductancia de K™ ocasiona despolarizacion, dando
origen a la exocitosis (liberacion celular) de la insulina almacenada en un proceso
dependiente de Ca®*. (Velazquez, 2008; Goodman y Gilman, 2012).

El conducto de Katp, en realidad es un heterooctdmero compuesto de SURI y
subunidades Kir6.2 y es el sitio de accion de varios farmacos: el ATP se une e inhibe a Kir6.2,
las sulfonilureas y las meglitinidas se unen a SUR1 y lo inhiben favoreciendo la secrecion de

insulina (Goodman y Gilman, 2012).

Glucgsa ggf{ ]2 N Conductos de K* Ca*?
< » \ K Sensibles a ATP

GLUT

‘ K* K—-P Despolarizacion =
Glucosinasa * K* * Cat
4 arp
G-6-P r l

Insulina
Metabolismo almacenada

f Insulina

Exocitosis plasmatica

Célula beta
del pancreas

Figura 2. Regulacién de la secrecion de insulina de las células B del pancreas
(Goodman y Gilman, 2012).
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IL.2 Glucacion no enzimaditica de las proteinas en la diabetes y otras enfermedades.

La Glucacién no enzimadtica, es un fenomeno natural, que puede definirse como la
unién covalente de azlicares reductores simples con grupos amino libres de ciertos residuos
de aminodcidos presentes en las proteinas, para formar estructuras ciclicas complejas sin la
participacion de las enzimas. Este proceso puede ser llevado a cabo tanto in vive como in
vitro sobre las proteinas (Bernstein et al, 1987; Furth et al, 1988). La glicacién es por
consiguiente un término genérico, mientras que la glucacion se refiere especificamente a la
condensacion de la glucosa con las proteinas (Gonzalez et al, 2000).

Esta reaccion fue descrita por primera vez en 1912 por el quimico francés Louis
Camille Maillard, quién observo los efectos producidos por el calentamiento y el
almacenamiento de algunos alimentos que contenian mezclas de glucosa u otros azticares
reductores con los aminoacidos, para formar aductos que sufrian una serie de
deshidrataciones y reordenamientos obteniendo productos poliméricos de color marrén
oscuro o “browning”, variando su velocidad de formacion de acuerdo a la composicion de la
mezcla aminoacido-azacar (Vlassara et al, 1994).

Las etapas iniciales de la reaccion de Maillard y la glucacion no enzimatica son
practicamente las mismas en las proteinas, sin embargo irn vivo se obtienen productos finales
distintos, estos productos son denominados Productos de Glucacion Avanzada o por sus
siglas en Ingles Advanced Glycation End Products (AGEs) que se muestran en la Figura 3,
los cuales son diferentes a los formados en la reaccion de oscurecimiento no enzimético

(Reynolds et al, 1963).

En las ultimas décadas se han encontrado evidencias que sostienen, que la glucacion
puede alterar las funciones y/o estructuras caracteristicas de las proteinas, cuyos productos
finales (AGEs) de reaccion son irreversibles y a nivel fisiologico altamente perjudiciales,
ademas de jugar un papel fundamental en el desarrollo de las complicaciones secundarias de
la diabetes mellitus, del normal envejecimiento y la enfermedad de Alzheimer (Brownlee,
1994; Frye et al, 1998; Gonzalez et al, 2000; Vitek et al, 1994; Vlassara et al, 1994). Estos

cambios funcionales de las proteinas ocurren en mayor proporcion en pacientes diabéticos.
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Figura 3. Algunos productos de glucacion avanzada. FFI: 2-(2-Furoilo)-4(5)-2-
furanilo)- 1H-imidazola, AFGP: 1-Alquilo-2-formilo-3,4-diglicosilpirrol, CML: N- e-
carboxi-metil-lisina, CEL: N- g-carboxi-etil-lisina, GOLD: Glioxal-lisina dimero, MOLD:
Metil-glioxal-lisina dimero (Basta et al, 2004).

A diferencia de la diabetes tipo 1, la diabetes tipo 2 puede responder al tratamiento
con ejercicio, dieta y/o medicamentos orales como se pueden observar en la Figura 4, sin
embargo, ellos no previenen completamente las complicaciones secundarias que surgen con
el tiempo. Tales trastornos traen como resultado que las expectativas de vida para los

diabéticos sean solo dos tercios en relacion a una persona no diabética.
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La diabetes es una enfermedad que afecta a multiples érganos, puede presentar
secuelas en los ojos, rifiones (Sigurd et al, 2006), corazén y extremidades, provocando
enfermedades cardiovasculares (arteriosclerosis) (Actis et al, 2000), microangiopatia,
retinopatia, neuropatia periférica y cataratas, todas estas desarrolladas muy lentamente. Los
cambios funcionales de las proteinas causados por la glucacion no enzimatica tienen una
contribucion directa con las complicaciones antes mencionadas (Brownlee, 1994; Brownlee
et al, 1981; Stevens et al, 1978; Taylor et al, 1988). A continuacion en la Tabla 1 se describen

algunos de estos casos.

En proteinas de larga vida, en el curso de meses y afios, el producto Amadori se
reordena para formar compuestos como cetoaldehidos que son mucho mas estables
(irreversibles). Se forman asi los productos de glucacién avanzada (Figura 3), que son
proteinas que sufren una serie de cambios a consecuencia de este proceso: formacion de
puentes anormales entre péptidos, alteracion de la estructura secundaria, terciaria y

alteraciones funcionales.

Las proteinas de vida media larga como el colageno, la mielina y la proteina del
cristalino del ojo pueden llegar a transformarse en productos de glucacion avanzada. Algunos
ejemplos que permitiran una mejor visualizacién sobre cOmo operan estos mecanismos, en
la proteina del cristalino provoca un lento giro, debido a la formacion de puentes de disulfuros
intramoleculares, que hace a dicha proteina menos soluble, para que se formen agregados
que contribuyen a las cataratas (Gonzalez et al, 2000; Stevens et al, 1978).

La glucacion no enzimadtica del colageno, una proteina estructural de la piel de bajo
recambio (vida media larga), genera la formacion del colageno unidos a los productos de
glucacion avanzada (colageno-AGEs) o colageno glucado, que es distinto gracias al aumento
del entrecruzamiento y disminucion de la solubilidad (Sabban, 2011). Es asi que se alteran
sus propiedades mecanicas, con pérdida de la elasticidad y fuerza tensora al mismo tiempo
que se incrementa la rigidez, lo que determina la pérdida de su funcionalidad. Todos estos
cambios de las caracteristicas del colageno lo hacen mas resistente a la digestion por
colagenasas, por lo cual en vez de degradarse como es natural, se acumula y origina el

engrosamiento cutaneo, que es una de las complicaciones de la diabetes de larga evolucion
(Sabban, 2011).
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Tabla 1. Cambios funcionales y los efectos perjudiciales de la glucacion no
enzimatica en la diabetes mellitus.

Proteina

Funcién fisiologica

Cambios funcionales y posibles
implicaciones

Proteinas Estructurales

Hemoglobina

Intercambio de oxigeno.

Aumento en la afinidad por el
oxigeno

Cristalino y membranas del ojo

Permite enfocar la luz para que
sobre la retina se forme una
imagen nitida

Opacidad y aumento en la
vulnerabilidad al estrés oxidativo

Membranas basales

Adhesion celular, barrera de
difusion y regulacion del
crecimiento celular

Aumento de la permeabilidad y
disminucion de la regeneracion.

Matriz extracelular

Union de la células por una rex
laxa de moléculas organicas
extra celulares

Cambio en la capacidad para
enlazar otras proteinas

metabolismo

Fibrina Mantenimiento de los | Dificultad para ser degradada por
coagulos las enzimas

Membrana de los eritrocitos Permite a los eritrocitos
atravesar  capilares  mas [ Aumento de la rigidez
angostos

Proteinas de transporte

Lipoproteinas de baja densidad | Trasporte de  lipidos vy

Alteracion de los mecanismos
degradantes y metabolicos por los
macréfagos y células endoteliales

Seroalbimina

Transporta y acumula acidos
grasos, farmacos y sustancias
toxicas en la sangre

Alteracion en las propiedades de
enlace a drogas y su manejo por
el higado

Enzimas

Fibrinogeno

Viscosidad  plasmatica y
formacion de coagulo

Alteracion en la coagulacion

Purina fosfocilosa

Tiene una actividad catalitica
con los eritrocitos

Envejecimiento de los eritrocitos

Ribonucleasa A

Participa en reacciones
boquimicas degradacion del
ARN

Pérdida de la actividad

Alcohol deshidrogenasa

Oxidacién de sustratos que
participan en el metabolismo
de esteroides y acidos biliares

Altera el metabolismo del sustrato

Otras

Acidos nucleicos

Trasmitir las caracteristicas
hereditarias de una generacion
a la siguiente y dirigir la
sintesis de proteinas

Cambios relacionados con la edad
malformaciones congénitas

Johanna E. Pefia M.
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El colageno es un componente fundamental de la matriz extracelular. Cuando la
glucacion se produce en el colageno localizado en las paredes arteriales y en los capilares
sanguineos pueden aparecer productos de entrecruzamiento no solo con otras moléculas de
colageno sino también con algunas proteinas plasmaticas (Gonzalez ef al, 2000), que en
circunstancias normales son de vida media corta, como por ejemplo la albtimina, las
inmunoglobulinas y las lipoproteinas de baja densidad. Estas estructuras producen el
engrosamiento, disminuyen la flexibilidad y la permeabilidad de dichos tejidos, y se ha
sugerido que estarian involucradas en el desarrollo de enfermedades vasculares (Wautier ef
al, 1998), ateroesclerosis y glomeruloesclerosis (Vlassara, 1996).

La enfermedad de Alzheimer: es la principal causa de demencia entre los adultos
mayores. Es una enfermedad de compleja patogenia, a veces hereditaria, que se caracteriza
desde el punto de vista anatomico, por pérdida de neuronas, sinapsis y la presencia de placas
seniles y de degeneracion neurofibrilar (Boller et al, 1997; Donoso, 2003). Clinicamente se
expresa como una demencia que comienza lentamente con un aumento progresivo, que
habitualmente se inicia con fallas de la memoria reciente y termina con demencia (Donoso,
2001; 2003).

La acumulacion de productos de glucacion avanzada en el cerebro es una
caracteristica presente durante el envejecimiento normal. En el caso del Alzheimer, se ha
observado glucacion no enzimatica en los filamentos tau y amiloide f (péptidos que forman
las placas seniles). El estrés oxidativo y los productos de glucacion avanzada inician un ciclo
vicioso en el que los cambios normales relacionados con la edad desembocan en una cascada
de eventos patofisiologicos (Munch et al, 1997; Martinez et al, 2002).

La deteccion de productos de glucacion avanzada en el cerebro de individuos con
enfermedad de Alzheimer y otras patologias neurodegenerativas, mediante anticuerpos
especificos (Sasaki er al, 1998), ha permitido determinar la localizacion de algunas
estructuras caracteristicas de estas enfermedades (placas seniles y manojos neurofibrilares).
Ademas los productos de glucacion avanzada inducen el estrés oxidativo con el consecuente
daiio neuronal (Yan et al, 1994). Si bien estas evidencias no establecen un papel causal
preponderante de estos productos de glucacion en la enfermedad de Alzheimer, son

consistentes con tal hipotesis (Brownlee, 1995).
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Los efectos bioldgicos de los productos de glucacion no se restringen exclusivamente
a personas diabéticas o de edad avanzada. En personas no diabéticas con deficiencia renal se
observa la acumulacion plasmatica de proteinas debido a la falla de los mecanismos
responsables de la transformacion y eliminacion de compuestos carbonilicos altamente
reactivos (estrés carbonilico) (Miyata et a/, 1999). Tampoco se trata de un proceso que afecta
s6lo a las proteinas.

El 4cido desoxirribonucleico (ADN) es una molécula de bajo recambio, al menos en
células que no se encuentran en pleno proceso de division, posee grupos amino primarios y
se encuentra dentro del nicleo celular en contacto con el adenosin difosfato (ADP) es un
nucleotido constituido por un azucar, una base nitrogenada (Cervantes ef al, 1996), por lo
que es un blanco potencial para la formacion de productos de glucacion avanzada. Estos
productos de glucacion contribuirian al incremento de las alteraciones cromosémicas y al
deterioro de la reparacion, replicacion y transcripcion del ADN. Dichos cambios genéticos
disminuirian la capacidad de las células para renovar sus proteinas y por lo tanto

comprometen la supervivencia del organismo (Cerami et al, 1987).

I1.3 Reaccion de glucacion no enzimatica de las proteinas

La reaccion de glucacién ocurre en tres etapas sucesivas que se representan en el
Esquema 1. Inicialmente se produce una condensacion, via adicion nucleofilica, entre el
carbonilo de la forma abierta de la glucosa (0,002% de la glucosa total (Esquema 2)) o con
otro azhcar reductor y el grupo amino libre de la proteina para formar una aldimina o un
aducto, base de Schiff inestable (Actis et al, 2000; Brownlee er al, 1981; Frye et al, 1998;
Furth et al, 1988; Sigurd et al, 2006; Taylor et al, 1988).

0 @
H-¢’ HC—NH—#; 4 CHyNH—rotsing
H——OH H—1—OH =0 ,, .

HO——H HO——H Amadori HO——H /&;H-“?immu

H-—T-OH *+ HN—7F 2 —OH — H——OH = g
H—1—OH —OH H——OH HO

CH,OH CH,OH CH,OH OH
Glucosa Aldimina Cetoamina Proteina Glucada

Esquema 1. Mecanismo general de glucacion de las proteinas (Fisher ef al, 1981).
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Esquema 2. Forma abierta y cerrada de la glucosa (Gonzalez et al, 2000).

Posteriormente se inicia un proceso lento de reordenamiento de los enlaces quimicos,

para dar lugar a un producto mas estable denominado producto de Amadori, el cual es

practicamente irreversible para formar una cetoamina estable (producto de Amadori o

fructosamina) la cual cicliza produciendo un hemiacetal (Gil ez al, 1988, 1991; Gémez et al,

1996; Gonzalez et al, 2000; Hayashi ef al, 1986; Higgins et al, 1981).

Finalmente, el compuesto de Amadori sufre una serie de transformaciones

complicadas que conducen a la formacion de productos de glucacion avanzada, que

generalmente son coloreados y/o fluorescentes. El mecanismo de estas reacciones no se

conoce con detalle, aunque se sabe que involucran reordenamientos intramoleculares

complejos y que, en algunos casos, la asociacion entre varios de estos compuestos da lugar

al entrecruzamiento entre proteinas (Gonzalez ef al, 2000). El equilibrio para este

reordenamiento se alcanza en aproximadamente 30 dias.
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[1.3.1 Factores que determinan el grado de glucacion
El grado de glucacion no enzimatica para una proteina, esta afectada por varios factores
(Monnier ef al, 1983): el pH, la temperatura, la concentracién de proteina y el tiempo de

incubacion. En la Tabla 2 se observan algunos de estos factores.

Tabla 2. Parametros que determinan el grado de la glucacion no enzimatica, in vivo € in

vitro (Monnier et al, 1983).

Parametros que determinan el grado de la glucacion

pH del medio

Temperatura

Concentracion de la proteina.

Microambientes de los grupos amino

Concentracion de la glucosa (grado de hiperglucemia)

Tiempo de incubacion

Permeabilidad de los tejidos a la glucosa libre

El pH tiene un papel primordial, ya que la formacion del producto de Amadori se
observa por encima de pH 7,0. Al aumentar el pH desde 7,0 hasta 9,0 la concentracion del
producto de Amadori aumenta hasta alcanzar el equilibrio (Lowrey ef al, 1985). El aumento
de la temperatura es también otro factor importante que produce una aceleracion proporcional

de la velocidad de formacion del producto de Amadori.

De la concentracion de proteina depende el nimero de grupos amino disponibles
para reaccionar con la glucosa, lo que podria explicar el patron de glucacion no enzimatica
de los grupos aminos que se detecta dentro de una proteina dada, asi como también las
diferencias en la susceptibilidad hacia la glucacion de diferentes proteinas (Brownlee et al,

1981; Garlick et al, 1985; Monnier et al, 1983). El tiempo de incubacion afecta la formacion
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de los productos de Amadori que continfian acumulandose en funcién del tiempo hasta

alcanzar el equilibrio.
I1.4 Gluecacion no enzimatica de la hemoglobina

La hemoglobina (HbAo) es el componente principal de los globulos rojos y le confiere
su color, es una proteina que transporta el oxigeno de los pulmones a los tejidos y el dioxido

de carbono (COz) desde los tejidos a los pulmones.

La hemoglobina pertenece al grupo de hemoproteinas, que son proteinas conjugadas
en las cuales, el grupo prostético, llamado grupo hemo, esta formado por una estructura
macrociclica que tiene por nombre "Protoporfirina IX" (Figura 5). La parte proteica de la
hemoglobina no difiere de las otras proteinas ya que de los veinte aminoacidos presentes
normalmente en todas las proteinas, la hemoglobina tiene 18 en la cadena a y 19 en la cadena
B (Apéndices 1) (Saenz et al, 1987).

La hemoglobina mas abundante en la sangre de los seres humanos adultos normales
esta formada por dos pares de cadenas idénticas entre si; dos cadenas a y dos cadenas B. A
esta hemoglobina se le llama hemoglobina A y se representa como (HbA: 02°B2*) (Saenz et

al, 1987) puede observase en la Figura 5.

HyC 1 CH,CH,CO0H

i CHEETEE
Pchipepiitices

Hemeglohing Hbas

Prototorfiring £
Copyeyhl €& 2001 Beriamin Culmings, an fmpant of Addizon Waday Longnian, ne. Grupo Heme

Figura 5. Estructura de la hemoglobina. Tomada y modificada de:

legacy.owensboro.kctes.edu
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En 1962 Huisman y colaboradores, reportaron un incremento en una de las fracciones
menores de la hemoglobina en cuatro pacientes con diabetes mellitus, que atribuyeron en
forma inicial a la ingestion del hipoglucemiante oral (sulfonilurias), pero los intentos para
reproducir in vitro este fendmeno no fueron exitosos.

Durante un estudio para detectar hemoglobinas anormales que incluia cerca de 1.200
pacientes de la Universidad de Cambridge, se observo que dos pacientes con antecedentes de
diabetes mellitus mostraban un movimiento anormal en una de las fracciones de la
hemoglobina. Esto los impulsoé a estudiar, en el afio 1968, a 47 personas con antecedentes de
diabetes mellitus con mal control glicémico. Notandose una banda anormal que llamaron
“componente diabético” de la hemoglobina (Rahbar, 1969).

Posteriormente se demostré que el “componente diabético” tenia caracteristicas
cromatograficas muy similares a la hemoglobina glucada (HbAc), el cual es un componente
menor de la hemoglobina descrita en forma inicial por Schnek y Schroeder en 1961. Estudios
posteriores establecieron que el incremento de hemoglobina en los pacientes diabéticos era
idéntico a la HbAc (Rahbar et al, 1969).

La importancia fisiologica de la reaccion de glucacion se puso de manifiesto a partir
del descubrimiento de que parte de la hemoglobina en la sangre de individuos sanos esta
glucada y que el nivel de la HbAc es mayor en pacientes diabéticos (Gonzalez et al, 2000,
Koening et al, 1997).

La concentracion de la HbAic (Davis e al, 1978) es un componente de gran
importancia clinica y quimica en el control de la diabetes (Koening et al, 1976; Javanovic et
al, 1981), ya que resulta ser un parametro util para el control periédico de la cantidad de
azucar en la sangre en pacientes diabéticos, debido a que estos presentan niveles mas
elevados de HbA |c que comprenden entre 10-15%, mientras que los niveles para individuos

normales oscilan entre 6-8%.

La HbAc es el producto de una reaccion lenta, no enzimaética e irreversible y esta
directamente relacionada con las concentraciones de glucosa sanguinea (Tabla 3) y la vida
media de los eritrocitos (120 dias). La hemoglobina glucada tiene varias fracciones y la mas

importante es la HbAc por ser la mas estable (Yue ef al/, 1982). Como las concentraciones
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normales de HbA ¢ excluyen marcadas fluctuaciones de la glucosa sanguinea durante las 3
o 4 semanas precedentes, la concentracion de hemoglobina glucada representa el indice mas
confiable de la media de la glucosa sanguinea durante un largo periodo de tiempo.

Los detalles mecanisticos de la glucacion no enzimatica de proteinas son
practicamente desconocidos excepto para la hemoglobina, la cual es la proteina
mecanisticamente mas estudiada. La glucacion no enzimatica de la hemoglobina humana Ao,
puede ocurrir en varios sitios (Shapiro et al, 1980) (Apéndices 2). Los grupos g-amino de las
lisinas estan sujetos a glucacion, la valina terminal de la cadena B es la glucacion que altera
la carga en la superficie y la convierte en una hemoglobina Aic mas rapida (Brownlee et al,
1984). La HbA ¢ tiene una estructura idéntica a la hemoglobina HbAy, excepto que la glucosa
esta unida covalentemente al NH» terminal de la cadena 8 por una union cetoamina (Boochin

et al, 1975; Bunn et al, 1975; Koening et al, 1976).

Tabla 3. Correlacion de los niveles de hemoglobina glucada (HbAc) con el promedio
de los niveles de glucosa en plasma (Nathan et al, 2008).

*Correlacion de HbAlc¢ con niveles de gklcosa
Glucosa promedio
% HbA (mg/ b
6 126
7 154
8 183
9 212
10 240
11 269
12 298

*Las estimaciones estan basadas por la international Ac-Derived Average Glucose (ADAG), con
datos de 2.700 mediciones de glucosa por valor de HbAc en 507 adultos con diabetes tipo 1, tipo 2
y no diabéticos. Correlacion entre HbAc y el promedio glucosa tiene r = 0,92 (Nathan et al, 2008).

El paso inicial de la reaccion de glucacion no enzimatica de la hemoglobina es la
formacion de la base Schiff, produciéndose un reordenamiento de Amadori, el cual es el paso

lento, para dar finalmente una cetoamida denominado también hemoglobina glucada
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(HbAic) (Higgins et al, 1981). En el Esquema 3 se representa la reaccion de glucacion no

enzimatica de la hemoglobina.

Ademas de la glucosa y de los azucares fosfatos, otros compuestos que pueden
acumularse a concentraciones superiores a lo normal durante algunas enfermedades, pueden
también formar aductos con la hemoglobina. La galactosa por ejemplo se ha encontrado
formando aductos con la albumina en pacientes con galactosemia (Urbanowski ef al, 1987).
El cianato derivado de la urea puede también reaccionar con los grupos aminos terminales
de la hemoglobina para formar hemoglobina carbamilada en pacientes urémicos (Fluckiger
et al, 1981).

Hemoglobina A Hemoglobina Ai¢

H— H——H
H——OH =¢]
HO——H — HO——H
H——OH H——OH
H——OH H—1—OH
EH,0H CH,OH CH,OH
Glucosa Base de Schiff Producto de Amadori

k k
D-(+)Glucosa + HbA, —k’1~ Base de Shiff —<— HbA;

Esquema 3. Reaccion de glucacion no enzimatica de la hemoglobina (Higgins et al,
1981).
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I1.4.1 Cinética de la reaccién de glucacion no enzimitica de la hemoglobina

En el Esquema 3, kj representa la constante para la formacion de la base de Schiff y
k2 la constante de velocidad para el reordenamiento de Amadori. En 1981 Higgins y
colaboradores demostraron que la HbAic se forma lentamente y es practicamente
irreversible. La constante de formacion de la base de Schiff (k;) es aproximadamente igual a
la constante de disociacion de la misma (k.1). Esta se ve afectada principalmente por la
accesibilidad de los grupos amino (Shapiro et al, 1980). Ademas determinaron el efecto del
fosfato en la formacion de la base de Schiff in vitro, encontrando que la constante de
velocidad k; para la formacion de la base de Schiff con hemoglobina es independiente de la

concentracion del fosfato (1-3 mM).

La hemoglobina reacciona 20 veces mas rapido con la glucosa-6-fosfato que con la
glucosa (Haney et al, 1976), la reactividad de este sustrato es maxima cuando la hemoglobina
se encuentra en estado desoxigenado y libre de fosfato orgénico e inorganico (Watkins et al,
1987).

Watkins y colaboradores en 1987, reportaron que el ion fosfato se une en algun sitio
especifico de la hemoglobina y puede actuar como un catalizador acido-base de la reaccion
de glucaciéon no enzimatica de la hemoglobina, la Albumina Sérica Humana (HSA), la
Ribonucleasa (ARNsa), la Lisozima y el Citocromo C actuando en las etapas de donacion o
abstraccion del proton en el reordenamiento de Amadori. La efectividad de este i6n para
acelerar la reaccion se debe a la capacidad del mismo de enlazarse a microambientes basicos
en las proteinas, tales como la secuencia de lisinas (Lys-Lys) o, un centro mas especifico de
la proteina, como lo es el sitio activo de la ARNsa. En el Esquema 4 se representa el
reordenamiento de Amadori catalizado por fosfato.

En un primer paso, el fosfato abstrae al protén enlazado al carbono 2 de la aldimina
formandose asi un eneaminol, con el doble enlace entre el carbono C-1 y C-2, en la etapa
siguiente el fosfato dona el proton al eneaminol, convirtiéndose este tltimo en una cetoamina

estable, con el grupo carbonilo ubicado en la posicion 2 del residuo de la glucosa.
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\ Proteina // \ Proteina / \ _Proteina /y
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o v 20m i\oju =3
HO——H HO—}—H HO——H

H——OH H—}—0H H——OH

H——OH H——OH H——OH

CH,OH CH,OH CH,OH

Base de Shiff Eneaminol Cetoamina

Esquema 4. Reordenamiento de Amadori catalizado por fosfato (Watkins et al, 1987).

La constante de equilibrio para la formacion de la base de Schiff entre la glucosa y la
RNAsa (Watkins et al, 1987), no vari6 en diferentes buffer (fosfato, TAPSO y MOPS), Lo
cual sugiere que en esta reaccion, el paso lento en la glucacion es el reordenamiento de
Amadori (Higgins et al, 1981), y el fosfato parece ejercer su efecto catalizando esta reaccion.
La glucacion no enzimatica de la hemoglobina es catalizada por buffer fosfato (Gil et dl,
1988, 1991). El reordenamiento de Amadori es simplemente una interconversion de
tautomeros. De hecho, una catalisis general acido-base es esperada para la abstraccion o
donacidn del proton en el reordenamiento de Amadori. En el Esquema 4 se puede apreciar
esta reaccion.

En estudios posteriores realizados por Gil y colaboradores reportaron, (Gil et al,
1988, 1991, 1993; Peiia, 1996; Vasquez, 2000) que si existe catalisis por el buffer fosfato,
arseniato y carbonato (Esquema 5). La constante de velocidad de pseudo primer orden consta

de dos términos, uno independiente del buffer, ko y otro dependiente del buffer, ks. Descrita

por la Ecuacion 1 (Ec. 1).

kovs = ko + kg [X] Ec. 1
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Esquema 5. Reordenamiento de Amadori y efecto isotopico (Gil et al, 1993).

Estudios de los efectos isotopicos, mostraron evidencia de un posible cambio
estructural de la hemoglobina antes o durante el reordenamiento de Amadori, ya que no que
no ocurre ni la abstraccion ni la donacion del proton por el i6n fosfato, puesto que no se
presentaron efectos isotopicos de solvente (ki.o/kp.o = 1) ni efectos isotdpicos del sustrato

(ksn’kep = 1) en el término dependiente del buffer.

La ausencia de efecto isotopico del solvente y de sustrato excluye que en la etapa

limitante de la reaccion del reordenamiento de Amadori ocurran:

1. La abstraccién del proton por el buffer fosfato, lo cual mostraria un efecto
isotopico del sustrato.
2. La donacion del proton por buffer fosfato, lo cual mostraria un efecto isotopico
del solvente.
Para que la reaccion de glucacion pueda ocurrir a una velocidad significativa el
residuo de carbohidrato enlazado en la base de Schiff debe encontrarse en la cercania de una
base catalizadora efectiva (Gil et al, 2005). En algunas ocasiones los grupos basicos cercanos
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de la proteina representan este papel. Por otra parte, otros estudios (Vasquez, 2000; Gil ef al,
2002), sugieren que el ion fosfato o bicarbonato, enlazado en un area especifica de una

proteina, acelera la reaccion de glucaciéon no enzimatica de un grupo amino vecino.

La glucacion no enziméitica de la hemoglobina es catalizada por el 23-
difosfoglicerato (DPG) (Gil et al, 1993, 2002), se reportaron valores de los efectos isotopicos
de solvente (kn,0/kp,0 = 1) y de substrato (ksw/ksp = 2) esto indica que la etapa de abstraer
el proton en el reordenamiento de Amadori por el DPG y de fosfatos orgénicos es el paso
parcial o total que determina la velocidad de la reaccion. Es evidente que la funcion de los
buffer fosfato (Gil et al, 1988, 1991), arseniato (Gil et al, 2004) y carbonato (Gil et al, 2004)
sobre la glucacion de la hemoglobina es diferente al de los fosfatos orgéanicos (Gil et al,
1993).

La funcion del fosfato, arseniato y carbonato es la de inducir a un grupo funcional de
la hemoglobina para que actie como la base que abstrae al proton en el reordenamiento de
Amadori (Esquema 5). Las constantes cataliticas para el fosfato (Gil er al, 1988, 1991) y
carbonato (Gil et al, 2004) son iguales, mientras que la constante catalitica para el arseniato
(Gil et al, 2004) es el doble que para el fosfato y carbonato. El anion arseniato el cual es
similar en geometria y pKa al fosfato, es mas efectivo que el fosfato como catalizador en la
glucacion de la hemoglobina.

Los resultados de la Tabla 4 muestran que el valor de la constante catalitica para el
arseniato es el doble del valor de la constante del fosfato (Gil et al, 1988; Gémez et al 1996)
y carbonato (Gil et al, 2004). Una diferencia de 3 unidades en pKa entre el fosfato y carbonato
no hacen diferencia en reactividad. Por otra parte la pequeiia diferencia de 0,4 unidades entre
el fosfato y arseniato, claramente no es la respuesta al potencial catalitico del arseniato. Por
lo tanto pueden existir otros factores que estan contribuyendo para tal diferencia, uno puede
ser la solvatacidn y el otro que grupos funcionales diferentes estén abstrayendo el proton en
dicha reaccion.

Para conocer el mecanismo y los factores que afectan la glucacion no enzimatica de
la hemoglobina, catalizada por fosfato y arseniato, Gil y colaboradores en 2012 realizaron
un estudio cinético variando la polaridad del solvente utilizando sorbitol, y observaron que
las constates cataliticas ks encontradas en presencia de sorbitol para el buffer fosfato y buffer
arseniato son aproximadamente iguales de (5,78 + 0,39) x 107"% "M y (6,62 + 0,53) x 10'%"
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"M respectivamente, lo que corrobora que hay un mayor costo energético para transferir al
ion fosfato del medio acuoso al sitio de enlace con la hemoglobina que con el arseniato, ya
que el buffer fosfato se encuentra mas solvatado (Gil et al, 2012), lo cual excluye que grupos
funcionales distintos actien como la base que abstrae al protén en el reordenamiento de

Amadori.

Tabla 4. Constantes de la reaccion catalizada, geometria y pka de los iones carbonato

(Gil et al, 2005), fosfato (Gil et al, 1988, 1991) y arseniato (Gil et al, 2002).

fon pKa ks (M 1sH)*10-11 Geometria
COs?2 10,25 2,81 £0,20 Plana trigonal

HPO4™ 7,21 2,38 + 0,08 Tetraédrica

HAsO4? 6,77 5,99 + 0,33 Tetraédrica

11.4.2 Reactividad de algunos azicares con la hemogiobina

La glucosa es el azacar reductor mds abundante en el organismo. Esto implica que
sea el azucar reductor, considerado generalmente en las reacciones de glucacién no
enzimatica de interés biologico. Sin embrago, cualquier aziicar que posea un grupo carbonilo

libre puede reaccionar con los grupos aminos primarios de las proteinas para formar la base
Schiff.

La reactividad de los distintos aztcares esta dada por la disponibilidad de su grupo
carbonilo. Las moléculas de azucar consiguen estabilizarse a través de un equilibrio entre la
forma abierta y por lo menos dos formas cerradas (anémeros ciclicos) en las que el grupo
carbonilo ha desaparecido. Los del grupo de Katchalsky en 1953, fueron los primeros en
demostrar que existe una correlacion entre la velocidad de reaccion de la glucacion y
proporcion de la forma abierta del azicar. En la Tabla 5, se muestra la reactividad relativa de
la hemoglobina con algunos monosacaridos (Bunn er al, 1981), donde se observa la

correlacion entre la velocidad de interaccion con la proteina y la forma abierta del aziicar.
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La reaccion de glucacion no enzimatica de la hemoglobina con la ribosa es catalizada
por los buffer fosfato y carbonato (Astorga, 2009). Para el buffer fosfato, la velocidad de la
reaccion espontanea es mas rapida que con la glucosa, sin embargo, las constantes cataliticas

kg soniguales a la de la glucosa bajo las mismas condiciones experimentales (Astorga, 2009).

Tabla 5. Velocidad relativa de algunos monosacaridos con la hemoglobina (Bunn et al,
1981).

Monosacaridos ] k!'x 102 mM"' h! | % Carbonilo
I. Aldosas
6-Deoxi-D-Glucosa 0,3 0,002
D-Glucosa 0,60 0,002
D-Manosa 0,62 0,005
6-Deoxi-L-Manosa 0,7 0,007
D-Alosa 1.4 0,01
D-Galactosa 2,8 0,02
D-Xilosa 2.9 0,02
D-Talosa 5,2 0,03
D-Altrosa 52 0,03
D-Ribosa 10,0 0,05
D-Idosa 55 0,2
5,6-di-O-metil-D-Glucosa 104 1,0
IL. Cetosas
L-Sorbosa 1,0 0,2
D-Tagatosa 23 0,6
D-Fructosa 4,5 0,7
D-Treo-2-Pentulosa 15,8 8.0

Otros azucares como fructosa, sacarosa y sucralosa también pudieran reaccionar con
la hemoglobina, ya que en el equilibrio entre la forma abierta y cerrada de estos azucares,
observado en el Esquema 6 o una vez hidrolizado el azicar (ver Esquema 8 y 9), tienen
disponible su grupo carbonilo, siendo la presencia de este grupo una de las condiciones
principales para que ocurra la reaccion de glucacion no enzimatica con los grupos aminos

terminales de la hemoglobina.
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11.4.2.1 La fructosa (Fr) o levulosa (CsH120¢), se encuentra en las frutas, es un
hidrato de carbono simple, dentro de estos pertenece a la clase de monosacarido. Presenta la
misma formula empirica que la glucosa pero con diferente estructura molecular, ya que este

forma un anillo de cinco miembros (Esquema 6).

HO OH
O
H
CHon HO
—0 OH
HO——H a-D-fructosa
H——OH -
H——OH L OH
CH,OH HO 0
D-fructosa HO
OH
B-D-fructosa

Esquema 6. Equilibrio entre la forma abierta y cerrada de la fructosa (Wade, 1993).

La fructosa ha sido utilizada tradicionalmente como edulcorante para los diabéticos.
Sin embargo, en los ultimos tiempos se ha convertido en objeto de ser asociada como causa
primaria de la obesidad. A diferencia de la glucosa, que se absorbe instantaneamente
produciendo una subida y una bajada rapida de energia, la fructosa, es metabolizada y
guardada, en parte, por el higado en forma de glucégeno como reserva para cuando se
necesite hacer un esfuerzo. Sin embargo puesto que la fructosa acaba transforméandose en
glucosa produciendo un aumento de glicemia en sangre, ya no se considera un edulcorante
recomendable para las personas con diabetes.

La fructosa, como es el caso de otros azucares reductores, experimenta la reaccion de
Maillard con proteinas y aminoacidos. Las etapas iniciales de la reaccion ocurren mas
rapidamente con fructosa que con glucosa (Dills, 1993). Esta opinion se ve reforzada por el
descubrimiento de que la velocidad de formacion de base de Schiff a partir de grupos amino
de la hemoglobina con la fructosa es 7,5 veces mas rapida que la formada con la glucosa
(Bunn et al, 1981).

La reaccion Maillard con la fructosa es muy similar a la de glucosa (Esquema 1), pero

presenta otro reagrupamiento que se denomina "el reordenamiento de Heyns " y se muestra
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generalmente como la sustitucion de 2-amino-2-deoxialdosa (Heyns ef al, 1957, 1959; Isbel
et al, 1958; Lewis et al, 1950; Suarez et al, 1989) como se muestra en el Esquema 7. Ademas
se han encontrado el derivado 1-amino-1-deoxi-D-fructosa que también se forma en la
reaccion de fructosa con aminoacidos (Heyns et al, 1961, 1962, 1964; Reynolds, 1965) y con
proteinas (McPherson ef al, 1988).

La evidencia también sugiere alguna formacion del producto de Amadori como se
muestra en el Esquema 1 ((Heyns et al, 1957, 1959; Isbel ef al, 1958; Lewis et al, 1950). La
reaccion que tiene la fructosa y las proteinas puede formar multiples productos como Heyns

y Amadori, los factores que influyen en la formacion de estos diferentes productos requieren
mayor estudio (Dills, 1993).

CHO

H——on CH,OH
0N+ HN—Froteina | == | o 2-amino-2-deoxi-1-aldosa
H——OH

CH,OH CH,OH 3 CH,OH
D- fructosa Base de Schiff H—T—NH—Frotens
—0
H—|—OH
H——OH
CH,OH

ay b Productos Heyns

1-amino-1-deoxi-D-fructosa

Esquema 7. Reaccion de Maillard con fructosa origina dos (a y b) productos Heyns
(Suarez et al, 1989).

La reaccion Maillard con cualquier azicar, incluida la fructosa, produce una
disminucion de la calidad de la proteina debido a la pérdida de residuos de aminoacidos y

disminucion de digestibilidad de las proteinas (Dills, 1993). Los productos de Maillard
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pueden inhibir la captacion y el metabolismo de los aminoacidos libres, de nutrientes tales
como cinc y otros productos avanzados de Maillard (Dills, 1993). In vivo, las reacciones de
Maillard entre las proteinas y fructosa, glucosa, y otros azucares reductores pueden
desempefiar un papel en el envejecimiento y en algunas de las complicaciones clinicas (Dills,
1993)

El aumento de la concentracion de fructosa en la sangre de pacientes con diabetes
mellitus, presenta una mayor probabilidad de que se produzca la union de fructosa con varias
proteinas (fructosilacion o fructacion), demostrando que existen cambios estructurales en la
unién fructosa-hemoglobina (Fr-Hb) y que ademas, la liberacion de hierro de la hemoglobina
tiene una relacion directamente proporcional con el grado de fructacion (Bose ef al, 2008).

El peroxido de hidrogeno (H2O,) induce mas rapido la liberacion de hierro de la Fr-
Hb que la liberacion de hierro de la hemoglobina sola (HbAy), este aumento en la liberacion
de hierro de la Fr-HbAo puede causar una mayor formacion de radicales libres y el estrés
oxidativo en los diabéticos. (Bose et al, 2008). Estudios indican que altos niveles de fructosa
plasmatica postprandial estan asociados con la retinopatia y posiblemente nefropatia, en
pacientes con diabetes tipo 2 (Kawasaki et al, 2004).

Por otra parte, el consumo de fructosa a largo plazo puede favorecer la aparicion de
la diabetes, incluso aunque la fructosa no suele tener efectos adversos de tolerancia a la
glucosa a corto y mediano plazo. En ratas, la alimentacion a largo plazo de cantidades
moderadas de fructosa (15% de la dieta en peso), mostré una alteracion de tolerancia a la
glucosa (Blakely et al, 1981) y una dieta rica en fructosa (72% en peso) provoco el desarrollo
de la diabetes mellitus y glomeruloesclerosis (Cohen et al, 1977).

Para comprobar los efectos por el consumo a largo plazo de azlicares y su relacion
con el envejecimiento, fue probado en ratas alimentadas con fructosa, glucosa y sacarosa
durante un afio, observaron que la concentracion de fructosa en sangre, el colesterol, la
fructosamina, la hemoglobina glucada, fueron significativamente mayor en ratas alimentadas
con fructosa en comparacion con las alimentadas con los otros aziicares y las de grupo
control, que ademas el consumo de fructosa induce la reticulacion del colageno en la piel,
alteracion de la solubilidad del colageno y aumento de la fluorescencia del colageno dseo

(Levi et al, 1998).
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La formacion de cataratas en la diabetes puede ser a través de la glucacion no
enzimatica de las proteinas del cristalino debido a mayores concentraciones de azucares
presentes en las lentes de los pacientes diabéticos. Una investigacion realizada con ['*C]
fructosa y y-Il-cristalino de bovino, marcado radiactivamente, indic6 que la fructosa habia
reaccionado en un solo parte de la proteina. Al relacionar los resultados del andlisis de
aminoacidos, encontraron que el sitio de unién del y-1I-cristalino de bovino con la fructosa
era en el grupo a-NH2 de la glicina N-terminal (Pennington ef al, 1994).

Después de la incubaciéon de glucosa y fructosa con albumina sérica de bovino,
pudieron observar que el grado de union a las proteinas plasmaticas y la generacion de
fluorescencia para la fructosa, fueron mayor que las reportadas para la glucosa (Suarez ef al,
1989; Takagi ef al, 1995).

Estudios de modelado molecular revelaron que los sitios mas probables para la unio6
entre la fructosa y la hemoglobina, son las lisinas, Lys 7 (o), Lys 127 (a) y Lys 66 (B)
observadas en la Figura 6 (Bose et al, 2008).

Figura 6. Los sitios mas probables para la union entre la fructosa y la hemoglobina
(Bose et al, 2008).
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[1.4.2.2 La sacarosa (Sac) (Ci12H22011): aztcar comun o azicar de cafia, es un
disacarido no reductor, que consta de un residuo de a-D-glucopiranosil y un residuo de -D-
fructofuranosil unidos covalentemente por sus respectivos atomos de carbono anomérico (a-

D-glucopiranosil-1,2-B-D fructofurandsido), puede observarse en el Esquema 8.

HO
o
HQ,
o)
OH OH
(o} HO
HO
OH
Sacarosa

a-D-glucopiranosil-1,2--D-fructofurandsido

H—1—OH D-ol O C OH
o-D-
HO—T—H = ——= AN HO——H = o-D-fructosa
————
H—1—OH ﬂ' H—{—OH
H——OH HO o H—{—OH
CH,OH
2 Hc&mo” CH,OH HO 0
D-glucosa OH
& D-fructosa HO
B-D-glucosa OH

B-D-fructosa

o HO OH
O
' PAS ’
OH HOH,C,_ 0 HO

OH

Esquema 8. Formas abiertas y cerradas de la sacarosa una vez separadas las unidades

de glucosa y fructosa (Gonzalez et al, 2000; Wade, 1993).

Se puede decir que la sacarosa es una forma protegida y activada de D-glucosa (asi
como de D-fructosa), que desempefia un papel clave en el metabolismo de las plantas, para
una amplia variedad de reacciones de sintesis (Monsan et al, 2009). Sus productos de

hidrolisis generan una mezcla equimolar de fructosa y glucosa llamada azicar invertida, que

tiene mayor poder edulcorante.
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En un estudio realizado con otros azucares reductores tales como la galactosa y no
reductores como la sacarosa, donde realizaron una alimentacion inducida en ratas con una
dieta enriquecida con estos dos aziicares, encontraron un aumento HbAc y un engrosamiento
de la membrana basal que ocurre en ciertos tejidos en la diabetes mellitus (Powell et al,
1982).

Los experimentos han demostrado que un elevado consumo de sacarosa producen no
solo la amplia gama de anomalias observadas en las enfermedades del corazon
(arteriosclerosis), sino también un aumento de la concentracion en sangre de insulina
(Yudkin, 1978), resistencia a la insulina (Ribeiro ef al, 2005), retinopatia (Papachristodoulou
et al, 1976), alteraciones renales, aumento de la urea y disminucién del nivel de 6xido nitrico
(NO) (Amin et al, 2011).

El alto consumo de sacarosa y de grasas induce a una rapida aparicion de la obesidad
relacionada con el sindrome metabolico debido posiblemente a la rapida respuesta de
formacion de acidos grasos y la secrecion de insulina (Yang et al, 2012), ademas el deterioro,
la actividad vascular, el estrés oxidativo disminuyen la capacidad de respuesta vasodilatadora
(Sweazea et al, 2010).

11.4.2.3 La sucralosa (Suc) (Ci2H19Cl30s): es un edulcorante descubierto en 1976,
por los investigadores del Queen Elizabeth College de la Universidad de Londres. En 1998,
la Administracion de Alimentos y Medicamentos aprobé la sucralosa para su uso en los
Estados Unidos como un edulcorante artificial no caldrico. A diferencia de otros edulcorantes

artificiales, este compuesto se deriva y tiene un sabor similar a la sacarosa (Wiet et al, 1997).

La sucralosa (1,6-dicloro-1,6-didesoxi-B-D-fructofuranosil-4-cloro-4-desoxi-a-D
galactopirandsido) observada en el Esquema 9, se forma reemplazando tres grupos hidroxilos
de una molécula de sacarosa por tres atomos de cloro. La cloracion estabiliza la molécula de
sucralosa, que evita que se degrade o se metabolice (Roberts ef al, 2000; Sims et al, 2000).

Esto hace que sea aproximadamente 600 veces mas dulce que la sacarosa (Wiet et al, 1997).

Siendo sin duda alguna, uno de los mejores edulcorantes artificiales desarrollado en

los Gltimos tiempos, es el mas competitivo y efectivo en la actualidad (Tian, 2006; Yan, 2004;
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Luo et al, 2008). Se han explorado muchos métodos para el desarrollo de la sucralosa, tales
como la monoesterificacion, la biosintesis, la cloracion de derivados de la sacarosa entre
otros (Chen, 2007; Kang, 2006). Asi como también la sintesis de la sucralosa a partir de
sacarosa como material de partida de acuerdo a los siguientes pasos: primero la sintesis de
sacarosa-6-acetato de etilo, luego la cloracion y finalmente desacetilacion como se representa

en el Esquema 10 (Luo ef al, 2008).

HO
o]
Y
O
OH ci
0 H0
Ci OH
Sucralosa

1,6-dicloro-1,6-didesoxi-B-D-fructofuranosil-4-cloro-4-desoxi-a-D-galactopirandsido

Cl

o HO 0

H O
~? S HO
H—on HO = CIH;C\C L0 OH

HO——H OH 1,6-dicloro- a-fructosa
=== 4-cloro-a-galactosa HO—1—H
Cl—1—H H——0H _—
H——OH ‘u
HO H—1—0OH Cl
Cl HO
CH,0H o CH,CI i
4-cloro-galactosa HO OH : ¢
OH 1,6-dicloro-fructosa &

4-cloro-B-galactosa 1,6-dicloro- B -fructosa

Esquema 9. La sucralosa y sus productos de hidrolisis (Morlock et al, 2007).
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Esquema 10. Sintesis de la sucralosa a partir de la sacarosa (Luo et al, 2008).

Sin embargo la sucralosa bajo determinadas condiciones de almacenamiento, extrema
acidez y altas temperaturas, puede hidrolizarse parcialmente, generando los monosacaridos
4-cloro-galactosa y 1,6-dicloro-fructosa (Morlock et al, 2007), observados en el Esquema 9.
Estos productos tienen disponible un grupo carbonilo y pudieran reaccionar con los grupos

aminos terminales de la hemoglobina, generando productos de glucacion avanzada.
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Por otra parte, pruebas toxicolégicas indica que la sucralosa no tiene efectos
teratogénicos, toxicologicos, reproductivos, cancerigenos asi como también no presenta
alteraciones en el nivel de aziicar en la sangre de los animales y en la secrecion de insulina
(Gao, 2004)

Aunque los resultados apoyen que el consumo a corto y largo plazo de sucralosa no
afecta la concentracion de glucosa en sangre (Mezitis ef al, 1996) y no presenta variacion en
la HbA|c en pacientes con diabetes (Grotz et al, 2003), es factible realizar un estudio
individual con la hemoglobina y este edulcorante durante un periodo de tiempo, para

confirmar su posible interaccion con dicha proteina.

I1.5 Importancia de las plantas medicinales en el tratamiento de la diabetes Mellitus
Las plantas medicinales se han utilizado, desde la antigiiedad en casi todas las culturas
para la prevencion y tratamiento de las enfermedades. Se estima que aproximadamente entre
80-85% de la poblacion tanto en los paises desarrollados y en desarrollo dependen de la
medicina tradicional y se supone que una parte importante de la terapia tradicional implica

el uso de extractos de plantas o sus principios activos (Ignacimuthu et al, 2006; Tomlinson
et al, 1998).

Diferentes especies de plantas medicinales eran utilizadas en el tratamiento de la
diabetes mellitus, antes del descubrimiento de la insulina por Banting y Best en 1922, las
unicas opciones eran basadas en las practicas tradicionales. Los principios activos de muchas
especies de plantas han sido aislados para uso directo como farmacos, tal es el caso de la
metformina, que es un fairmaco aprobado para el tratamiento de la diabetes mellitus obtenido

de la planta Galega officinalis L. (Fabaceae) 1753, de la Figura 7. (Eshrat, 2002, Oubre ef al,
1997).
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Figura 7. Galega officinalis L. (Fabaceae) 1753.

Tomada de Etnobotania.com.

Se han reportado estudios que la planta Bauhinia variegata L. (Fabaceae) 1953.
“Casco de vaca” (Figura 8) presenta inhibicion de la reaccion de glucacion no enzimatica de
la hemoglobina (De los Rios, 1998). En la actualidad la planta utilizada para el tratamiento
de las complicaciones de la diabetes es la Stevia rebaudiana (Bertoni) Bertoni (Asteraceae)
(Gregersen et al, 2004; Li ef al, 2004). Ya que presenta una alta efectividad en la reduccion

de los niveles de glucosa en sangre.

Figura 8. Bauhinia variegata L. (Fabaceae) 1953. “Casco de vaca”

Tomada por: Johanna E Pefia M
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No se ha encontrado ningiin reporte con la especie Stevia rebaudiana sobre la
inhibicion de glucacion no enzimatica de la hemoglobina, por tal motivo y debido a la
importancia que tiene esta reaccion en las personas con diabetes es factible realizar un estudio
in vitro con el extracto de las hojas de Stevia rebaudiana, para lograr determinar la

efectividad en el control y las complicaciones secundarias asociadas con la diabetes.

11.5.1 La Stevia rebaudiana Bertoni

La especie Stevia rebaudiana (Figura 9), pertenece a la familia Asteraceae,
especialmente a la tribu Eupatorieae, es una de las familias mas grandes que contienen
aproximadamente una décima parte del nimero total de especies con flores, existen alrededor
de 1700 géneros y unas 30.000 especies (Rendle, 1979), el género Stevia no solo comprenden
hierbas, sino también arbustos y arboles. Su descripcion taxonomica se puede observar en la
Tabla 6.

La Stevia rebaudiana es originaria de zonas de selva tropical y subtropical de América

del Sur (Brasil, Venezuela, Colombia y Paraguay). (Kinghorn et al, 1991) y América Central.

P

Figura 9. Stevia rebaudiana Bertoni
Tomada por: Johanna E Pefia M.

Se encuentra en una amplia gama de areas, se desarrolla entre los 500 a 3500 metros
de altitud, por lo general crecen en zonas semiaridas, terrenos montafiosos, con un pH entre
5 a7, los pH alcalinos no son favorables y una temperatura entre -6 a +43 ° C (De Oliveira
et al, 2004). Es una hierba pequefia de 40 a 80 cm de altura, generalmente 50 cm, con raices
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vivaces, tallo sub lefioso, débil y con pocas ramificaciones terminales coronadas por
paniculas, teniendo 2 a 6 flores pequeiias con corola de 16bulos blancos, alargados y abiertos.

Durante siglos, los indios guaranies en Paraguay y Brasil utilizaban las especies de
Stevia, principalmente Stevia rebaudiana, llamada por ellos Ka'a He'¢ (hierba dulce), como
edulcorante, del t¢ verde medicinal para el tratamiento de afecciones estomacales y otras
dolencias (Vanek et al, 2001). Aunque existen mas de 200 especies del género Stevia, la
rebaudiana, es la mas dulce (Savita et al, 2004).

Fue estudiada en 1887 por el botanico Suizo Moisés Bertoni en colaboracion con el
Quimico Paraguayo Ovidio Rebaudi, esta planta fue llamada originalmente Eupatorium
rebaudianum y luego fue reasignada en el afio 1905 al género Stevia desde entonces, el
mundo entero ha empezado una serie de investigaciones referente a la Stevia, descubriendo

innumerables beneficios para la salud.

Tabla 6. Descripcion taxondmica de la Stevia rebaudiana Bertoni (1905)

Taxonomia de la Stevia rebaudiana
Reino Plantae
Subreineo Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Asteridae
Superorden Asteranae
Orden Asterales
Familia Asteraceae
Subfamilia Asteroideae
Tribu Eupatoricae
Género Stevia Cav.
Especie Stevia rebaudiana
Tomado y modificado de tropicos.org., 2012
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IL.5.2 Ruta biosintética de los principales productos naturales

Las especies vegetales biosintetizan diversos productos naturales mediante reacciones
organicas y son asistidas por catalizadores enzimaticos, éstas incluyen primordialmente:
oxidaciones, eliminaciones, alquilaciones, reducciones y reordenamientos (Kumar ef al,
2005). Estos productos naturales se dividen en metabolitos primarios y secundarios, los
primarios son esenciales para la vida, entre ellos se encuentran los carbohidratos, las
proteinas, las grasas y los acidos nucleicos, mientras que los metabolitos secundarios se
generan de forma mas limitada, algunos son Gnicos y particulares de ciertas especies
(Stanforth, 2006). Los metabolitos secundarios se clasifican segun su estructura quimica en:
alifaticos de cadena abierta como las grasas, cicloalifaticos como los terpenos, los

flavonoides, entre otros.

Por lo general todos los diterpenos glicésidos de esteviol, se sintetizan a partir del
geranilgeranil pirofosfato (GGPP) (ver Esquema 11), con la enzima sintasa, primero por una
protonacion que inicia la ciclacion del ent-copalil pirofosfato (ent-CPP). A continuacion, el
ent-kaureno se produce a partir del ent-CPP por ciclacién catalizada por la sintasa.

El ent-kaureno posteriormente se oxida enzimaticamente en una reaccion de tres
pasos para generar acido ent-kaurenoico. A partir de acido ent-kaurenoico, por hidroxilacién
enzimatica directa en el carbono 13 se forma el esteviol [1], este se convierte posteriormente
en los diferentes glicosidos de uridina difosfato dependientes glicosiltransferasas (UGT)
(Humphrey et al, 2006; Richman et al, 1999, 2005).

La UGT se encuentra en todos los organismos vivos, que catalizan la transferencia de
glicosidos, activado un donante y un aceptor moléculas de glucosa, para formar un enlace
glicosidico (Campbell et al, 1997). La adicion de la glucosa en el carbono 13 del esteviol, es
catalizada por UGT85C2 que genera estevilmonodxido, otra adicion de glucosa por la UGT
en el carbono 2' de la glucosa anterior, en el carbono 13 forma el esteviolbiosido [2],
seguidamente la adicion de glucosa en el carbono 19 por UGT74G1 genera el esteviosido [3]
y finalmente para obtener el rebaudiésido A [4] hay una glucosilacion el carbono 3' de la
glucosa en la posicion carbono 13 catalizada por UGT76G1 (Richman et al, 2005; Brindle
et al, 2007.
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sintasa
oPP »

esteviol [ 1]

sintasa

esteviolmonoésido

rebaudi6sido A [4]

UGT 76Gl1
G———

opPpP
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PPi
GGPP ent-copalil = ent-kaureno
pirofosfato (CPP)
l oxidasa
oxidasa oxidasa
e —
CooH
Acido ent-kaurenoico ent-kaurenal ent-kaurenol
1 hidroxilasa
UGT 85C2
—

esteviolbidsido [2]

l UGT 74Gl

O-glc-gic

“coo-gic

esteviosido [3]

Tomado y modificado de Mohamed et al, 2011

Esquema 11. Ruta biosintética de los glicosidos de esteviol en la especie Stevia rebaudiana.
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I1.5.3 Algunos compuestos aislados de la Stevia rebaudiana

Los quimicos franceses, Bridel y Lavieille en 1931, fueron los primeros en aislar de
las hojas de Stevia rebaudiana, los glucosidos que le dan el sabor dulce. Estos glucosidos
fueron nombrados como estevidsido [3] y rebaudiésido [4]. Los glicésidos son compuestos
organicos, que contienen un componente de azucar (glicona) y un componente no-azicar
(aglicona).

Las hojas de la Stevia rebaudiana contienen glucésidos diterpenoicos (Tabla 7), su
contenido varia entre 4 y 20% del peso seco de las hojas y dependiendo de las condiciones
del cultivo, el principal componente es el esteviosido [1], luego esteviolbidsido [2] (Kohda
et. al, 1976), y en menor proporcion la rebaudiosida A-F [4-9] (Kohda et al, 1976, Sakamoto
et. al, 1977a, 1977b) y el dulcésido A [10] (Kobayashi et al, 1977), que son los responsables
del tipico sabor dulce (Kennelly, 2002).

Estos compuestos presentan una variedad en el sabor dulce, por degustacion al
compararlos con la sacarosa resultan ser: el estevidsido [3] es (300 veces mas dulce), el
rebaudiosido A [4] es (250 a 450 veces mas dulce), el rebaudiosido B [5] (300 a 350 veces
mas dulce), el rebaudidsido C [6] (50 a 120 veces mas dulce), el rebaudiosido D [7] (250 a
450 veces mas dulce), el rebaudidsido E [8] (150 a 300 veces dulce), el esteviolbiosido [2]
(100 a 125 veces mas dulce) y el dulcosido A [10] (50 a 120 veces mas dulce).(Thomas et al,
2010)

La dulzura relativa de estos diterpenos glucosidos parece estar reflejada en las
diferencias de los residuos de carbohidratos en los carbonos 13 y 19 del esteviol (aglicona)
que viene siendo la columna vertebral en la estructura de los estevidsidos (Chatsudthipong

et al, 2009).
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Tabla 7. Estructuras de esteviosidos y compuestos presentes en Stevia rebaudiana.

Glucosidos presentes en la Stevia
rebaudiana

Esteviosido
Nombre del compuesto Ri R2
[1] Esteviol H H
121 Esteviolbi6sido H B-Glc-B-Gle(2-=>1)
13] Esteviésido B-Glc B-Gle-B-Gle(2=>1)
14] Rebaudiésido A B-Glc B-(’flc-ﬁ-G]c(Z-—)l)
B-Gle(3 —>1)
5] Rebaudiésido B H B-?lc-ﬁ-Glc(2—>l)
B-Gle(3 ->1)
[6] Rebaudiésido C (Dulcésido B) B-Glc B-(TIC—B—RhaQ ->1)
B-Gle(3 =>1)
7] Rebaudiésido D B-Glc- B-Gle(2 =>1) ﬁ-?lc—ﬁ—Glc(Z-) )
B-Glc (3 =>1)
8] Rebaudiésido E B-Glc- B-Gle(2 1) B-Gle-B-Gle(2->1)
19] Rebaudiésido F B-Glc B—(ivlc-B-Glc(Z ->1)
B-Glc(3->1)
[10] Dulcésido A B-Glc B-Glc-a-Rha(2 =>»1)
Geuns et al, 2003

Johanna E. Pefia M.
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Tabla 8. Diterpenos no glucosidos del nicleo Labdano (esterbinos A-H) presentes en

la Stevia rebaudiana.

Diterpenos no glucdsidos del
nucleo Labdano.
Esterbinos A-H . =
OH
Esterbino
R:
_0
> 2 Z
> z 0 Z
A[l1] B [12] C[13]
E [15] F [16] G[17] H[18]
McGarvey et al, 2003

Algunos de los metabolitos secundarios no dulces que han sido identificados a partir

de las hojas de Stevia rebaudiana son, diterpeno tipo Labdano (por ejemplo, los esterbinos
A-H [11-18] (McGarvey et al, 2003) (Tabla 8), flavonoides apigenina-7-O-glucdsido [19],

quercetina-3-O-glucosido [20], quercetina-3-O-ramnésido [21], luteolina-7-O-glucosido

[22] y quercetina-3-O-rutindsido [23] (Cacciola et al, 2011) (Figural0).

Johanna E. Pefia M.
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HO

OH

[23] quercetina-3-O-rutin6sido

Cacciola et al, 2011

Figura 10. Flavonoides presentes en la Stevia rebaudiana
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I1.5.4 Actividad antihiperglicemiante de la Stevia rebaudiana

Diversas investigaciones se han realizado sobre la Stevia rebaudiana, para comprobar
su alta efectividad en la regulacion de azicar en la sangre tanto en animales experimentales
como en personas con diabetes mellitus y se han reportado estudios con las hojas
pulverizadas, los extractos de Stevia rebaudiana, en diferentes solventes organicos y con

algunos de sus principales compuestos quimicos aislados:

Estudios realizados en animales de experimentacion:

» Las hojas pulverizadas mezcladas con agua destilada de Stevia rebaudiana fueron
administradas en ratas diabéticas, encontrando una disminucion del azucar en sangre
a medida que se aumentaba la cantidad del polvo de Stevia rebaudiana pero no supero
su efecto al compararlo con Glimepirida (Amaryl®) (Figura 4) (Sumon et al, 2008).
La utilizacion de diferentes fracciones (éter de petroleo, acetato de etilo y cloroformo)
de extracto etandlico de hojas de Stevia rebaudiana aplicado en ratas diabéticas,
presentan mejor actividad antihiperglicemiante que metformina (Figura 4), (Hossain

etal,2011),

» Para determinar si el estevidsido [3] in vivo ejerce un efecto antidiabético en un
modelo animal no obeso de diabetes tipo 2, las ratas Wistar Goto-kakizaki (GK). Se
realiz6 prueba de tolerancia de glucosa con y sin estevidsido en ratas GK con diabetes
anestesiadas, asi como en ratas normales, obteniendo como resultado que el
esteviosido [3] ejerce una accion antidiabética, insulinotrépico, y glucagonostatica en
este modelos de ratas y puede tener el potencial de convertirse en un nuevo farmaco
contra la diabetes tipo 2 (Jeppesen et al, 2002). El tratamiento a largo plazo por via
oral con estevidsido mejora la primera fase de la respuesta insulinica, suprime los
niveles de glucagon y mejora la presion arterial en la rata diabética (GK) (Jeppesen
et al, 2003).
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> Para conocer el impacto del esteviosido y su aglicon esteviol sobre la liberacion de
insulina se realizaron pruebas en los islotes pancreaticos incubados en presencia de
glucosa en ratones normales y la linea de B-células INS-1.
Los efectos insulinotropicos de estevidsido y el esteviol eran criticamente
dependiente de la concentracion de glucosa, observando que el esteviosido y el
esteviol estimulan la secrecion de insulina a través de una accion directa sobre las
células beta (Jeppesen et al, 2000), asi como también el rebaudidsido A [4] estimula
la secrecion de insulina de una manera dependiente de la glucosa y la secrecion de
insulina s6lo se potencié en la glucosa mayor a 6,6 mM, encontrandose también un

efectos insulinotrépico (Abudula er al, 2004).

» Un estudio con un grupo de ratones sometidos a cuatro dias de tratamiento
con dos productos de Stevia comercial (Stevia en polvo blanco; Stevita Co., Inc.,
Arlington, Texas (Stevia) y esteviosidos liquido claro, Stevita Co., Inc., una base de
suplemento de plantas, un producto de Brasil, (estevidsido) y sal sodica del acido
monocetocolico (MK C) [24], report6 una disminucion de la concentracion de glucosa
en comparacion con el grupo control y con el grupo tratado previamente solo con los

productos de Stevia comercial (Raskovic ef al, 2004).

Sal sodica del acido monocetocolico (MKC) [24]
3a, 7a, dihidroxi-12-ceto-5p colanato
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Una mezcla del esteviosido y el MKC [24], administrado a través de la bomba
osmotica en ratas, mostrd una disminucion de los niveles de glucosa en la sangre,
tanto en ratas con niveles normales de glicemia y en diabéticas. MKC [24] exhibio
un efecto significativo en la potenciacion de la accion hipoglucémica con estevidsido
y un aumento de las concentraciones séricas de péptido C como un indicador de la

secrecion de insulina (Raskovic ef al, 2007).

» Comparando los efectos del consumo de estevidsido (como un edulcorante natural) y
el aspartame [25] (edulcorante artificial), fue probado a diferentes dosis de los
esteviosidos encontrando que en los parametros bioquimicos de ratas normales fue
siempre dentro de su rango normal, por el contrario, diferentes dosis de aspartame
[25] tiene un notable efecto adverso sobre los niveles de la acetilcolinesterasa incluso

en ratas normales (Agamy et al, 2009)

(o]
OCH3
OH NH, o)

Aspartame [25]

Estudios realizados con personas.

> En un experimento, con 60 voluntarios que recibieron el estevidsido [3] puro a partir
27,7 a 110,8 mg al dia, comprobé que la concentracion de Stevia rebaudiana en dosis
normales de edulcorante podria ser utilizada sin ninguna restriccion por las personas

normales e incluso por los diabéticos (Boeckh-Haebisch, 1992).

> Extracto de Stevia rebaudiana con un contenido de 91% de estevidsido [3] puro, 4%
de rebaudidsido A [4], y 5% de esteviosido y otros derivados, fue suministrado en
una comida de prueba estandar a doce pacientes con diabetes tipo 2 con enfermedad
aguda, administrando 1 gramo de los estevidsidos (grupo experimental) y 1 gramo de

almidén de maiz (grupo control), encontrando que reduce los niveles de glucosa en
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sangre postprandial. (Gregersen et al, 2004) y no afecta a la insulinemia en ayunas
(Chen et al, 2006; Xiao et al, 2005). La evidencia de los estudios preclinicos sugieren
que el estevidsido [3] mejora tanto la secrecion de insulina como la sensibilidad a la
insulina, esto puede estar relacionado con la inhibicién de la expresion hepatica y

gluconeogénesis (Chen et al, 2005; Yang et al, 2009).

Se ha establecido que tanto la administracion intravenosa, asi como por via oral de
esteviosido ejerce acciones antidiabética, insulinotrépica y glucagonostatica (Mogra
et al, 2009). En conjunto, esta demostrado que la administracion oral de estevidsido
mejora la sensibilidad a la insulina, y parece adecuado como un complemento en el
tratamiento de los pacientes diabéticos y en aquellas personas que consumen grandes

cantidades de fructosa (Chang et al, 2005).

» Un estudio evalu¢ los efectos del consumo cronico de rebaudidsido A [4] de 1000 mg
durante 16 semanas, en un grupo hombres y mujeres entre 33 y 75 afios con diabetes
mellitus tipo 2. Los niveles de hemoglobina glucada, glucosa en ayunas, péptido C,
la presion arterial, peso corporal, lipidos en ayunas y glicemia, no fueron
significativamente diferentes entre el grupo tratado con rebaudiodsido A [4] y el grupo
tratado con placebo, sugiriendo que a concentraciones cronicas el rebaudiosido A [4]
no altera la homeostasis de glucosa o de la presion sanguinea en los individuos con
diabetes mellitus tipo 2 (Maki et al, 2008).

Ademas de tener la Stevia rebaudiana actividad antihiperglicemiante (Gregersen ef
al, 2004), también presenta actividad antihipertensiva (Chan et al, 2000), actividad
antioxidante (Xi ef al, 1998), su extractos crean defensas impidiendo el crecimiento de
organismos patogenos que afectan el sistema inmunologico (Tomita et al, 1997). Tiene
efectos antiinflamatorios sobre células epiteliales del colon (Chatsudthipong et al, 2009). No
se ha reportado ningun efecto sobre la fertilidad, el apareamiento, el embarazo, el nimero de
fetos, ni sobre el crecimiento de la descendencia tanto en animales como en seres humanos,
(Geuns et al, 2003a, 2003b; n Mori et al, 1981; Oliveira et al, 1989; Yodyingyuad et al,
1991).
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HI. Hipotesis

Si la reaccion de glucacion no enzimatica de la hemoglobina con los edulcorantes
ocurre y la velocidad de reaccion para la formacion de la hemoglobina con estos edulcorantes
es mayor que la reaccion de la hemoglobina con la glucosa, dichos edulcorantes estarian
contraindicados para los diabéticos. Ademas la especie Stevia rebaudiana pudiera presentar
una posible inhibicion en la reaccion de glucacion no enzimatica de la hemoglobina in vitro,
debido a que han demostrado una alta efectividad en la reduccion de los niveles de glucosa

en sangre.
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IV. Objetivos

IV.1 Objetivos generales

1.

Determinar si los edulcorantes o azicares como la fructosa, sacarosa y sucralosa

reaccionan con la hemoglobina al observar sus constantes de velocidad.

. Ensayar una metodologia in vitro para ver la efectividad de la Stevia rebaudiana

en la disminucioén de la glucosa y posible inhibicion en la reaccion de glucacion

no enzimatica de la hemoglobina.

V.2 Objetivos especificos

1.

Estudiar el mecanismo de la hidrolisis acida de la sacarosa y la sucralosa a
diferentes concentraciones de acido clorhidrico y a concentraciones constantes
del aztcar, midiendo la desaparicion del azicar por rotacion optica en funcién

del tiempo de reaccion a 37 °C.

. Determinar las constantes de velocidad (kobs) para la glucacion de la hemoglobina

a diferentes concentraciones del buffer fosfato y manteniendo constantes las

concentraciones de fructosa, sacarosa y sucralosa, a 37 °C y pH 7,3.

. Determinar las constantes cataliticas para la reaccion de glucacion no enzimatica

de la hemoglobina a distintas concentraciones de buffer fosfato manteniendo
constantes las concentraciones de fructosa, sacarosa y sucralosa, a 37 °C y pH

7,3.

Determinar el efecto isotopico de solvente (kmo/kpo) en la reaccion de

hemoglobina con fructosa, sacarosa y sucralosa, a 37 °C y pH 7.3.

. Determinar la efectividad del extracto acuoso de la especie Stevia rebaudiana,

en la disminucion de la glucosa.
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6. Determinar la potencialidad del extracto acuoso de la planta Stevia rebaudiana,
en la posible inhibicion en la reaccion de glucacion no enzimatica de la

hemoglobina.
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V. Metodologia

V.1 Reactives

> Cloruro de Sodio NaCl. Fisher Chemical Co; PM (g/mol) = 58,44; Pureza = 100
%
D-Glucosa 2-h. C¢H1206. H2O. Merck; PM (g/mol) = 198,17; Pureza = 100 %
D-fructosa C¢H1206. Merck; PM (g/mol) = 180,16; Pureza = 100 %
Sacarosa Ci2H22011. HIMEDIA, PM (g/mol) = 342,30; Pureza = 99,5 %
Sucralosa C12HeCl130s. PM (g/mol) = 397,64; Pureza = 100 %

v V V ¥V V

Edulcorante con sucralosa contenido: Maltodextrina 98,8% (Excipiente),

Sucralosa 1,2 % (Edulcorante).

\ 4

Stevia rebaudiana (Bertoni) Bertoni. Proveniente de cultivo in vitro.

Hemoglobina Humana cristalizada Sigma Chemical Co. PM (g/mol) = 64000.

» Fosfato de sédio dibasico NaaHPO4. Riedel-de haén; PM (g/mol) = 141,96;
Pureza = 99,0 %

» Fosfato de s6dio monobdsico NaH2POs. Riedel-de haén, PM (g/mol) = 119,98;

Pureza =99,0 %

Y

> Kit para la determinacion de hemoglobina glucada Teco diagnostics
@ Reactivo resina: 8 mg/ml de resina de intercambio cationica y buffer pH
6.9.
@ Tubos separadores.
@ Reactivo lisante: 10 mM de cianuro de potasio KCN.

e Patron de hemoglobina glucada 10 %

> Kit para la determinacién enzimatica cuantitativa de glucosa. Método Gol-PAP
900. BIOSCIENCE

e Enzima Glucosa oxidasa GOD
e Solucion de Fenol
e Patron de glucosa 100 mg/100 mL
> Agua 18 Q
» Agua deuterada D>O. Sigma, Pureza = 100 %
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V.2. Equipos

Bafio termostatico Blue M

e pH-metro Orion 420 A Plus

e Esterilizador por filtracion Acrodiscos Sartorius 0,2 pm.

e Pipetas Automaticas Wilson

e Espectrometro de Ultravioleta-Visible (UV-V): Lamda 2. Perkin Elmer

e Polarimetro automatico digital, Rudolf Research, modelo Autopol 111, equipado
con celdas termostatizadas de 100 mm y de 6,0 mL

e Sistema de liofilizado LABCONCO

V.3 Desarrollo experimental

V.3.1 Hidrolisis de la sacarosa y la sucralosa.
La hidroélisis de la sacarosa ocurre por dos vias, una enzimatica y la otra catalizada
por acidos. Se realizd un estudio cinético de la hidrolisis de la sacarosa y sucralosa a

diferentes concentraciones de acido clorhidrico (HCI).

HO
(o]
HOT HO HO OH
OH OH  y,0* 0 + i
Ocoi? — "% W0
OH
HO OH OH
OH
Sacarosa Glucosa Fructosa

Esquema 12. Hidrolisis de la sacarosa (Moore et al, 1976),

= Ly ey

Sucralosa 4-c|oro-4-deox|-galactosa 1,6-d|cloro-1,G-dndeoxnfructosa

Esquema 13. Hidrolisis de la sucralosa (Morlock et al, 2007).
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Se utilizo la técnica de polarimetria para observar el mecanismo de hidrélisis de los
azicares que son compuestos dpticamente activos, el polarimetro es un instrumento que mide
la rotacion del plano de la luz polarizada, tiene una celda donde se agrega la solucion del
material Opticamente activo y un sistema para pasar la luz polarizada a través de la solucion,
y para medir la rotacion de la luz que emerge (Figura 11). En el polarimetro, primero se filtra
la luz de una lampara de sodio, de tal modo que consiste solo de una longitud de onda (de un
solo color) (Wade, 1993).

Esto es necesario porque la mayor parte de los compuestos hacen girar cantidades
distintas a diferentes longitudes de onda, la que se usa con mayor frecuencia en polarimetria
es una de las lineas amarillas de emision en el espectro de sodio, llamada linea D de sodio.
Una lampara de sodio con un filtro amarillo da luz monocromética (de un solo color) para
polarimetria (Wade, 1993).

La luz monocromatica de la fuente pasa a través de un filtro que polariza la luz en el
plano conocido. La luz polarizada pasa entonces a través de la celda de la muestra, que
contiene una solucion del compuesto opticamente activo. Al dejar la celda de la muestra, la
luz polarizada encuentra otro filtro polarizante. Este filtro es giratorio, y tiene una escala que
permite al operador leer el angulo entre su eje de polarizacion y el eje respectivo del primer
filtro. El primer filtro se conoce como polarizador y el segundo como analizador. Se hace
girar el filtro analizador hasta que se transmite la maxima cantidad de luz y a continuacion

se lee la rotacion observada en la escala (Wade, 1993).

fuente
luz

rotacidn
ohservada

polarizador

tubo muestra

analizador

Figura 11. Diagrama esquematico de un polarimetro. Tomado de:

quimica2bac.wordpress.com
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Se estudi6 el mecanismo de la hidrélisis 4cida catalizada de la sacarosa y la sucralosa,
donde se vari6 la concentracion acido clorhidrico (HCI), se mantuvo constate la temperatura
a 37°C y las concentraciones de los azicares. Las medidas cinéticas se realizaron midiendo
la desaparicion concentracion del azicar a intervalos de tiempo donde fue medida la rotacion
Optica observada, esta depende de la concentracion de la muestra en la solucién, de la
longitud de la trayectoria en la celda, y la fuerza de la actividad optica del compuesto en este
caso del azticar (Wade, 1993)

La mezcla de reaccion se preparé disolviendo 4 g del azacar en 5 mL de agua 18 Q
en un balén de 10 mL luego, se le agregd 2 mL de HCI variando la concentracion entre (2-8)
N (Moore et al, 1976), esta reaccion se transfiriéo rapidamente a la celda del polarimetro
automatico digital, Rudolf Research, modelo Autopol I1I donde fue medida su rotacion optica
observada cada 5 minutos (min) durante 30 a 40 min.

Se determinaron las constantes k; y k> mediante las ecuaciones 3 y 2 respectivamente
(Moore et al, 1976), utilizando el promedio de tres determinaciones cinéticas. Las constantes
de velocidad se determinaran usando un procedimiento no lineal de minimos cuadrados para

la ecuacion de primer orden.

d[Azq
dlAziicar] _ —k,[Azucar][H3;0%]
dt
d[Azucar]

R = —k,[Azicar]

ky = —k,[H;07] Ec.2

[Azucar]

—_— = iyt
" [Azucar], 1

a+0,31a,

1
"1 31a,

"’kl t EC.3

Para obtener la constante de hidrolisis ki se grafico el logaritmo neperiano (Ln) de la

rotacion observada en funcion del tiempo de acuerdo a La Ecuacion 3.
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3.4
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Grafico 1. Logaritmo neperiano (Ln) de la rotacion observada en funcion del tiempo
en minutos (min).

La constante catalitica ka se obtuvo graficando la constante de hidrélisis ki en funcién
de las concentraciones de acido clorhidrico (HCI) utilizando la ecuacion 2. Observar Grafico

2.

25

20 - @

-
(S}
L

k x 10% mim ™
3
1

0 S — . r
3 4 5 53 7 8
[H,0]
Grafico 2. Constante de hidrélisis ki en funciéon de las concentraciones de acido
clorhidrico (HCI).

-

V.4 Determinacién de la reactividad de los edulcorantes fructosa, sacarosa y
sucralosa con la hemoglobina.

Todas las soluciones fueron preparadas por separado a concentraciones fijas para cada

azucar y hemoglobina en 40 y 9,3x10? mM respectivamente, 150 mM en cloruro de sodio
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como estabilizador de la fuerza ionica. Las concentraciones que se utilizaron para el buffer
fosfato fueron de 1,6; 3,2; 4,8; 6,4; 8,0 mM. Ademas se prepararon soluciones blancos o
controles.

Las soluciones fueron preparadas en tubos de ensayo estériles Vacutainer con tapa
hermética de goma, para la incubacion de las soluciones se utilizo un bafio termostatizado
Blue M a 37 °C durante 3 dias para la fructosa y para la sacarosa y sucralosa por 28 dias. El
pH de las soluciones fue regulado a 7,3 con un pHmetro marca Orion 420 A Plus. Todas las
soluciones fueron esterilizadas por ultra filtracién Acrodiscos Sartorius 0,20 pm, y todos los

voliimenes de las mismas fueron medidos con pipetas automaticas Willson.

V.5 Determinacion de la concentracion de hemoglobina glucada

Las velocidades de glucacion de la hemoglobina bajo atmosfera de aire fueron
medidas monitorizando la aparicion del producto glucado (HbAic). Las concentraciones de
hemoglobina glucada (HbAc) se determinaron a diferentes tiempos de reaccion; se tomaron
en cada caso una alicuota de 100 pl. de cada solucidon mediante una jeringa previamente
esterilizada y haciéndola reaccionar con 500 pL del reactivo lisante (hemolizante) para
detener la reaccion.

La HbA ¢ fue separada por cromatografia de intercambio ionico mediante el kit 7eco
diagnostics (Apéndice 3) y fue cuantificada por espectroscopia ultravioleta — visible, donde
se utilizé el espectrofotometro de UV-Visible Perkin Elmer, modelo Lambda 2, software
PECSS a una longitud de onda de 415 nm y se medi6 la absorbancia para la HbAic y HbA
total tanto para cada muestra en el intervalo de tiempo de reacciéon como para el patron de
HbA|c al 10% (Ecuacion 4 y 5).

Se cuantifico la formacion de HbA c una vez obtenida la absorbancia de la HbAic y
HbAtotal a diferentes intervalos de tiempo de reaccion y las del patron de HbAc mediante
la siguiente relacion:

_ AbsHbA,
~ AbsHbA,

otal

Ec.5
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Los valores de HbA ¢ se expresaron en porcentaje % usando la siguiente ecuacion:

%HDbA, . = R s + [Patron] Ec. 4

Patron

Otra forma de calcular el porcentaje de HbAc formado durante la reaccion sin la

utilizacion del patron de HbA ¢ se realizo por la siguiente ecuacion:

AbsHbA,
AbsHbA, , xF

ot

%HbA, . = x100 Ec. 6

Donde: F es el factor de correccion del método empleado que equivale a 8,10,
(Apéndices 1)

V.6 Determinacion de las constantes cinéticas
» Las constantes de velocidad de pseudo primer orden para la reaccion de glucacion no
enzimatica de hemoglobina a diferentes concentraciones de buffer fosfato, fueron

determinadas por un procedimiento no lineal de minimos cuadrados utilizando la Ecuacién
7 (ver Grafico 3).

[HbAc]t = [HbAic]ot+ ([HbA1c]o - [HbAic)») € ¥t Ec.7

En donde:

[HbA c}i = Hemoglobina glucada a tiempo t.

[HbA c]» = Hemoglobina glucada a tiempo infinito
([HbA\c]o= Concentracion inicial de la hemoglobina glucada.

k = constante velocidad.
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Grafico 3. Concentracion de HbA ¢ en funcion del tiempo.

» Las constantes cataliticas, kg se determinaron ajustando las constantes de pseudo
primer orden (kobs) que se tendran a diferentes concentraciones del buffer mediante la

Ecuacion 1. Se utilizara el programa Origin, version 5.0.

kobs =ko + ks [X] Ec. 1

En donde:
X = Concentracion de buffer fosfato.
ko = Constante de velocidad de la reaccion no catalizada.

ks = Constante de velocidad de la reaccion catalizada.

Los valores obtenidos para la constante de velocidad kobs se graficaron en funcion de
la concentracion del buffer obteniendo una linea recta, que refleja el mejor ajuste de los
puntos al utilizar un procedimiento de regresion lineal (Grafico 4). Donde el corte es la
constante de velocidad de la reacciéon no catalizada, k. y la pendiente es la constante de

velocidad de la reaccion catalizada, kg. Usando el programa Origin, version 5.0.
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Grafico 4. Constantes de velocidad en funcion de la concentracion del buffer.

V.7 Metodologia para observar la efectividad de la especie S. rebaudiana en la

disminucion de la glucosa y posible inhibicion en la reaccion

V.7.1 Recoleccién de la planta
Las hojas de la planta fueron recolectadas en el Laboratorio de Cultivos in vitro
de la Facultad de Ciencias Forestales y Ambientales de la Universidad de Los Andes, en los
meses de Marzo y Abril de 2012. Del material vegetal se escogié una muestra testigo
(Voucher Specimen), la cual se deposito en el Herbario MERF de la Facultad de Farmacia y
Bioanalisis, de la Universidad de Los Andes, Mérida, Venezuela. La especie fue identificada
por el Profesor Pablo Meléndez como Stevia rebaudiana Bertoni, y la misma fue rotulada

con el codigo 01 J. Peiia (Figura 12).

V.7.2 Obtencion del extracto acuoso
Las hojas secas y molidas de la especie S. rebaudiana se le realiz6 su extraccion
de la siguiente forma, por cada 20 g de hojas se agregd 100 mL de agua 18 Q (Tedesse, 2008),
se utilizo un total de 132,47 g de hojas secas y molidas en 662,35 mL de agual8 Q, se
colocaron en una plancha de calentamiento a 60 °C durante 30 minutos para obtener una

maxima extraccion (Tedesse, 2008). Transcurrido este tiempo se separd el extracto acuoso
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del material vegetal insoluble mediante filtracion por gravedad, obteniéndose 450 mL del
extracto acuoso. Parte del solvente se elimind aplicando la técnica de destilacion a presion

reducida bajo temperatura que oscilo entre 40 y 50 °C.

Figura 12. Partes aéreas y Voucher Specimen de Stevia rebaudiana Bertoni.

Foto tomada por: Johanna E Pefia M

V.7.3 Liofilizaciéon del extracto acuoso

Una vez concentrado el extracto se procedio a liofilizar, en el equipo marca
LABCONCO, donde se congelo la muestra y posteriormente se metid en una camara de vacio
para que el agua se separara por sublimacion. De esta manera se elimino el agua desde el
estado solido al gaseoso sin pasar por el estado liquido (Bricefio et al, 1997). Se obtuvieron

40,78 g del liofilizado lo que corresponde a un rendimiento de extraccién de 31%

V.7.4 Reactividad de la especie S. rebaudiana con la hemoglobina
Se procedi6 de la misma forma, como para la determinacion de la reactividad de los
edulcorantes con la hemoglobina en el aparatado V.4, pero en este caso se vario las

concentraciones del liofilizado de la S. rebaudiana entre (5, 10, 20) mg/mL, la glucosa a 40
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mM, el buffer fosfato 4,8 mM y la hemoglobina 9,3x10"2 mM. Se tomaron dos porciones de
la mezcla de reaccién en intervalos de tiempo, una en donde se evalud la disminucion de la
glucosa y la otra la inhibicion de la glucacién no enzimatica de la hemoglobina durante los

28 dias de reaccidn.

V.7.5 Evaluacién de la inhibicion de la glucacién no enzimatica de la
hemoglobina

Se determinoé el porcentaje de hemoglobina glucada siguiendo el punto V.5 y se

utilizé también el método para la determinacion cuantitativa de hemoglobina glucada

(HbAic) en sangre humana Teco diagnostics (Apéndice 3), ademds se obtuvieron las

constantes de velocidad observada y cataliticas siguiendo el método del apartado V.6, como

se realiz para los azicares.

V.7.6 Evaluacién de la disminuciéon de la glucosa

Se tomo una porcion de la mezcla de reaccion en un intervalo de tiempo, y fue tratada
mediante el kit para la determinacion enzimatica cuantitativa de glucosa. Método Gol-PAP
900. BIOSCIENCE, que se detalla en el Apéndices 4.
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V1. Resuitados y discusién

VI.1 Pruebas de la hidrélisis dcida para la sacarosa, edulcorante con sucralosa
comercial y sucralosa pura.

En las Tablas 10 se muestran los valores obtenidos del promedio de tres medidas
realizadas de la rotacion observada o para la sacarosa y el edulcorate con sucralosa a una
concentracion de 0,4 g/mL y para la sucralosa de 0,2 g/mL, la longitud de la celda es de 1
dm y se calcul6 la rotacién especifica [«] ?,7 utilizando la ecuacion 10.

[x]] ==~ Ec. 10

Ixc

Dénde:

T = Temperatura

A = Longitud de onda (linea D de sodio, 589 nm)
o = rotacién observada

1 = longitud de la celda de la muestra (dm)

¢ = concentracion

Tablas 10. Rotacion observada (o) y rotacién especifica [o<]3’ para la sacarosa, el

edulcorante con sucralosa comercial y la sucralosa a 37 °C.

Edulcorante Rotacion Rotacion * Rptacic’m
Observada o« | Especifica []3’ | Especifica [«]},
Sacarosa + 25, 81 + 64,52 + 65,90
Edulcorante con
sucralosa + 66,63 + 156,57 -
comercial
Sucralosa pura + 17,44 + 87,20 + 85,80

*Rotacion especifica reportada para la sacarosa a 25 °C (Budavri ef al, 1989) y para
sucralosa 20 °C (Mitchell et al, 2006).

Al comparar los resultados obtenidos de las rotaciones especificas de los edulcorantes
con las rotaciones especificas reportadas se observa que son muy parecidos y se puede decir
que se trabajé con compuestos puros sin embargo para el edulcorante con sucralosa comercial

no se tiene un valor tedrico para comparar dicho resultado.
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VI1.1.1 Hidrolisis acida para la sacarosa
Desde la Tabla 11 a la 16 se muestran la rotacion observada () de la hidrélisis de
0,4 g/mL de sacarosa, variando la concentracion del acido clorhidrico (HCI) entre (2-8) N a
37 °C, se realizaron las lecturas de rotacion optica cada 5 minutos (min) durante 30 a 40 min

aproximadamente.

Tabla 11. Rotacion observada (<) en funcion del tiempo de sacarosa 0,4 g/mL con
HCI2Na37°C

Tiempo (min) | o« (observada) Ln []
2:53 + 26,05 3,26
7:53 +21,69 3,08
12:53 + 18,39 291
17:53 +15,42 2,73
22:53 +12,80 2,55
27:53 +10,47 2,35
32:53 + 8,46 2,13
37:53 +6,73 1,92
34
22 s Sacarosa en HCI 2N
30 *
26 )
T 264 ] .
5 2al .
2,2;
LT S S S S S S

Tiempo (min)

Gréfico 5. Logaritmo neperiano (Ln) de la rotacion observada () en la hidrdlisis de

la sacarosa a 0,4 g/mL con HCI 2 N en funcion del tiempo a 37 °C.
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Tabla 12. Rotacion observada () en funcion del tiempo de sacarosa 0,4 g/mL en

HCI3 Na37°C.

Tiempo (min) | « (observada) Ln [«]
2,24 +25,02 3,22
8,00 + 18,98 2,94
12,24 + 14,84 2,70
17,24 + 10,87 2,39
22,24 + 7,60 2,03
27,24 +4,91 1,59
32,24 +2,66 0,98
35
M Sacarosa en HCI 3N
3.0 ®
2,5+ & .
154 .
1.0- ®
o 5 10 15 2 25 30 3
Tiempo (min)

Gréfico 6. Logaritmo neperiano (Ln) de la rotacion observada () en la hidrélisis de

0,4 g/mL de sacarosa con HCI 3 N en funcion del tiempo a 37 °C.
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Tabla 13. Rotacion observada (<) en funcion del tiempo de sacarosa 0,4 g/mL con

HCI4 N a37°C.

Tiempo (min) | « (observada) Ln [«]

3,36 +22.01 3.13
7,36 + 16,70 2,81
11,36 + 11,46 2,44
15,36 +7,34 1,99
19,36 +4,32 1,46
23,05 +1,85 0,61
24,50 +1,17 0,16

35 .

30 ® Sacarosa en HCI 4N

2'5; ] -] .

2'0; ] .

5 -] -

_‘

_

0 5 15 2 =

Tiempo (min)

Grafico 7. Logaritmo neperiano (Ln) de la rotacion observada (o) en la hidrélisis de

la sacarosa a 0,4 g/mL con HCI 4 N en funcién del tiempo a 37 °C

Johanna E. Pefia M.
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Tabla 14. Rotacion observada () en funcién del tiempo de sacarosa 0,4 g/mL en

HCI6 N a 37 °C.

Ln [a]

Tiempo (min) | o« (observada) Ln [o]
2,03 +22,57 3,15
6,03 +17,28 2,75
8.03 + 12,62 2,49
11,03 + 8,81 2,03
14,03 +3,12 1,42
16,03 + 1,07 0,85
35
B Sacarosa en HCI 6N
3,0
254 ™
2,04 !
1,54
a
1,0 4 T T L | T T T
2 4 6 8 10 12 14
Tiempo (min)

Grafico 8. Logaritmo neperiano (Ln) de la rotacion observada () en la hidrdlisis de

la sacarosa 0,4 g/mL con HCI 6 N en funcion del tiempo a 37 °C.

Johanna E. Pefia M.
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Tabla 15. Rotacion observada () en funcion del tiempo de la sacarosa 0,4 g/mL
con HC1 7N a 37 °C.

Ln [o]

Tiempo (min) | « (observada) Ln [«]

2,12 + 23,55 3,16
3,12 + 19,64 2,98
4,12 +16,83 2,82
5,12 + 14,17 2,65
6,12 + 11,78 2,47
7,12 + 9,60 2,26
8,12 + 7,69 2,04
9.12 5,95 1,78
10,12 +4,42 1,49

321 = Sacarosa en HCI 7N

3.0 &

28 ®

26 "

2.4+ "

22 &

2,0 L

1.8

16

144 "

2 4 s 8 10
Tiempo (min)

Grafico 9. Logaritmo neperiano (Ln) de la rotacion observada (o) en la hidrélisis de

la sacarosa a 0,4 g/mL con HCI 7 N en funcion del tiempo a 37 °C.

Johanna E. Pefia M.
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Tabla 16. Rotacion observada () en funcion del tiempo de sacarosa 0,4 g/ml con

HClI 8N a37°C.

in [o]

Tiempo (min) | « (observada) Ln [«]

2,02 + 23,66 3,16
3,02 + 20,98 3,04
4,02 + 18,29 2,91
5,02 + 15,65 2,75
6,02 +13,28 2,59
7,02 +11,17 2,41
8,02 +9,25 2,22
9,02 + 7,50 2,01
10,02 +5,95 1,78
12,02 +3,39 1,22
14,02 +1,29 0,25

35

ol " ] Sacarosa en HCI 8N

2,5+ ) a

2,0+ " &

o .

i1

054

T ;o ,'4

Tiempo (min)

Grafico 10. Logaritmo neperiano (Ln) de la rotacién observada () en la hidrélisis de

la sacarosa 0,4 g/mL con HCI 8 N en funcién del tiempo a 37 °C.

Johanna E. Peiia M.
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En la Tabla 17 se muestran los valores obtenidos de las constantes de velocidad
encontradas en la hidrélisis de la sacarosa para las diferentes concentraciones de acido
clorhidrico utilizadas. Observando que estas constantes aumentan con la concentracion del

acido como era de esperar para la sacarosa.

Tabla 17. Constantes de velocidad en la hidrolisis de la sacarosa 0,4 g/mL y las

diferentes concentraciones de acido clorhidrico (HClH) a 37 °C.

ki x 10 2 min’! [H30"]
3,81 2
7,20 3
13,67 4
19,44 6
20, 38 7
22,50 8
25
20 - o "
v 15 4
E =
NE
2 10
x
3 4 a
5 -4
0 T T T T T T T ¥ T T T T T
2 3 4 5 6 7 8
[H,0]

Grafico 11. Constantes de velocidad en la hidrdlisis de la sacarosa 0,4 g/mL en

funcion de la concentracion de 4cido clorhidrico (HCl) a 37 °C.
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Tabla 18. Constantes catalitica de la sacarosa 0,4 g/mL a diferentes concentraciones

de acido clorhidrico (HCl)a 37 ° C.

ks x 10 2 min™'

3,15+ 0,34

H;0" [N]

Estos resultados reportados para la hidrélisis acida con sacarosa permiten confirmar que
la sacarosa es un disacérido facilmente hidrolizable que puede servir como referencia para

comparar las posibles hidrélisis que pudieran presentar los otros edulcorantes en estudio.

VI.1.2 Hidrélisis acida del edulcorante con sucralosa comercial

De la Tabla 19 a la 24 se muestran la rotacion observada o de la hidrolisis de 0,4
g/mL del edulcorante con sucralosa comercial, variando la concentracion del 4cido
clorhidrico (HCI) entre 2 y 8 N a 37 °C, se realizaron las lecturas de rotacion optica cada 5

minutos (min) de 30 a 40 minutos aproximadamente.

Tabla 19. Rotacion observada () en funcién del tiempo del edulcorante con

sucralosa comercial a 0,4 g/mL en HC1 2 N a 37 °C.

Tiempo (min) | « (observada) Ln [oc]
4,50 + 61,55 4,11
9,50 + 61,65 4,12
14,50 + 61,62 4,12
20,30 + 61,62 4,12
24,50 + 61,62 4,12
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Tabla 20. Rotacién observada (o) en funcion del tiempo del edulcorante con

sucralosa comercial a 0,4 g/mL en HCI 3 N a 37 °C.

Tiempo (min) | o« (observada) Ln [o]
4,39 + 64,84 4,17
9,39 + 64,77 4,17
14,39 + 64,79 4,17
19,39 + 64,79 4,17
24,39 + 64,79 4,17

Tabla 21. Rotacién observada («) en funcion del tiempo del edulcorante con

sucralosa comercial a 0,4 g/mL en HCI S N a 37 °C.

Tiempo (min) | « (observada) Ln [«]
5,02 + 64,24 4,16
10,02 + 64,25 4,16
15,02 + 64,26 4,16
20,02 + 64,33 4,16
25,02 + 64,33 4,16

Tabla 22. Rotacion observada («) en funcién del tiempo del edulcorante con

sucralosa comercial a 0,4 g/mL en HC1 6 N a 37 °C.

Tiempo (min) | « (observada) Ln [x]
3,29 + 63,48 4,15
8,29 + 63,44 4,15
13,29 + 63,43 4,15
18,29 + 63,47 4,15
23,29 + 63,50 4,15
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Tabla 23. Rotacion observada () en funciéon del tiempo del edulcorante con

sucralosa comercial a 0,4 g/mL en HC1 7 N a 37 °C.

Tiempo (min) | « (observada) Ln [«]
3,00 + 64,26 4,16
8,00 + 64,33 4,16
13,00 + 64,25 4,16
18,00 + 64,24 4,16
23,00 + 64,26 4,16

Tabla 24. Rotacion observada () en funcion del tiempo del edulcorante con

sucralosa comercial a 0,4 g/mL en HCI 8 N a 37 °C.

Tiempo (min) | a ( observada) Ln [a]
3,23 + 64,30 4,16
8,23 + 64,36 4,16
13,23 + 64,26 4,16
18,23 + 64,41 4,16
23,23 + 64,42 4,16

De acuerdo a los resultados obtenidos se puede notar que la rotacion observada (oc)
para el edulcorante con sucralosa comercial permanece constante con el tiempo a diferentes
concentraciones de &cido clorhidrico, lo cual sugiere que el edulcorante no presenta hidrélisis
acida, cabe destacar que la concentracion de la sucralosa en el edulcorate es muy baja, siendo
de un 1,2 %, pudiendo ser la causa para que no se encuentre tal efecto, por este motivo se
probo la hidrdlisis con la sucralosa pura.

El promedio de las rotaciones observadas () para el edulcorante con sucralosa
comercial a 0,4 g /mL sin el acido es de + 66,63 (ver Tabla 10) y en logaritmo neperiano Ln
[a] es 4,20; al compararlo Ln [a] del edulcorante con sucralosa comercial a 0,4 g/mL a

diferentes concentraciones de acido clorhidrico (HCl) reportados desde la Tabla 19 a la 24,
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no presenta variacion siempre estando el valor del Ln [a] en el orden de 4, lo cual confirma

que el edulcorante no se hidroliza.

VL.1.3 Hidrélisis dcida con sucralosa pura

De la Tabla 25 a la 30 se muestran la rotacion observada (<) de la hidrolisis de 2
g/mL de sucralosa pura, variando la concentracion del acido clorhidrico (HCl) entre 2 y 8 N
a 37 °C, se realizaron las lecturas de rotacion optica cada 5 minutos (min) durante 30 a 40

minutos aproximadamente.

Tabla 25. Rotacion observada (<) en funcion del tiempo para sucralosa pura a 0,2
g/mL en HCI 2 N a37 °C.

Tiempo (min) | « (observada) Ln [x]
2,08 + 17,46 2,86
7,08 + 17,48 2,86
12,08 + 17,46 2,86
17,08 + 17,49 2,86
22,08 + 17,46 2,86

Tabla 26. Rotacion observada () en funcion del tiempo de la sucralosa pura a 0,2

g/mL en HC13 N a37 °C.

Tiempo (min) | « (observada) Ln [«]
3,04 +17,39 2,85
8,04 +17,31 2,85
13,04 +17,23 2,85
18,04 +17,42 2,86
23,04 +17,41 2,86
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Tabla 27. Rotacion observada (o) en funcion del tiempo de la sucralosa pura a 0,2
g/mL en HCI 5 N a 37 °C.

Tiempo (min) | « (observada) Ln [«]
3,36 +17,27 2,85
8,36 +17,32 2,85
13,36 + 17,46 286 |
18,36 +17,35 2,85
23,45 +17,38 2,85

Tabla 28. Rotacion observada () en funcion del tiempo de la sucralosa pura a 0,2
g/mL en HC1 6 N a 37 °C.

Tiempo (min) | o (observada) Ln [«]
545 +17,39 2,85
10,45 +17,26 2,85
15,45 + 17,36 2,85
20,45 +17,42 2,86
25,45 + 17,40 2,86

Tabla 29. Rotacion observada () en funcién del tiempo de la sucralosa pura a 0,2
g/mL en HCl1 7 N a 37 °C.

Tiempo (min) | « (observada) Ln [o]
3,10 +17,22 2,85
8,10 +17,25 2,85
13,10 +17,36 2,85
18,10 +17,42 2,86
23,10 +17,39 2,85
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Tabla 30. Rotacion observada () en funcion del tiempo de la sucralosa pura a 0,2

g/mL en HCI 8 N a 37 °C.

Tiempo (min) | a (observada) Ln [o]
2,23 + 17,42 2,86
7,23 + 17,38 2,85
14,23 +17,34 2,85
21,23 +17,31 2,85
28,23 +17,28 2,85

Para la sucralosa pura la rotaciéon observada a 0,2 g /mL sin el 4acido es de +17,44 (ver
Tabla 10) y el Ln [a] es 2,86. Al igual que en el caso anterior (con el edulcorante con
sucralosa comercial), para la sucralosa pura no tiene ninguna variacidn la rotacion observada
(a) a las difrenetes concentraciones de acido utilizadas, siempre estando el Ln [a] en un

rango de 2,85 lo cual nos evidencia que la sucralosa pura no presentd hidrolisis.

VI.2 Constantes cinéticas obtenidas para los edulcorantes a diferentes

concentraciones de buffer fosfato.

En las Tablas 31, 37 y 43 para la fructosa, sacarosa y sucralosa respectivamente, se
muestran los promedios de las tres medidas obtenidas de los porcentajes de formacion de
hemoglobina glucada (HbAc) en funcion del tiempo a diferentes concentraciones de buffer
fosfato entre 1,6 y 8,0 mM, manteniendo fijas las concentraciones de hemoglobina en 9,3x10
2 mM vy del edulcorante a 40 mM a pH 7.3 y 37 °C. Las constantes de velocidad se
determinaron usando un procedimiento no lineal empleando la Ecuacion 7. Observando que
el porcentaje de hemoglobina glucada HbAc aumenta con el tiempo de reaccion y con la
concentracion de buffer fosfato. En los Graficos 12, 15 y 18 se muestran los porcentajes de
formacién de hemoglobina glucada HbAic en funcion del tiempo para los diferentes

azucares.
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En las Tablas 32, 38 y 44 se muestran los valores obtenidos de las constantes de
velocidad de primer orden (kobs) para la reaccion de glucacion no enzimatica de hemoglobina

con los diferentes edulcorantes en funcidn de la concentracion del buffer fosfato.

VI.2.1 Constantes cinéticas con fructosa

La reaccion de glucacion no enzimatica de los grupos aminos de la hemoglobina via
adicion nucleofilica involucra un paso inicial rapido reversible entre el grupo carbonilo del
azicar y un grupo amino libre de 1a hemoglobina (valina terminal de la cadena ) para formar
una base de Schiff (aldimina), la cual sufre un reordenamiento interno, practicamente
irreversible, formando asi una cetoamina estable también llamada hemoglobina glucada
(HbA¢) (Gil et al, 1991; Higinns et al, 1981).

El reordenamiento interno es simple interconversion de tautomeros y es el paso
determinante de la velocidad de la reaccion, bajo condiciones fisiologicas (Gil ef al, 1991;
Higinns ef al, 1981). Es de esperar que el reordenamiento de Amadori esté sujeto a catalisis
acido-base.

Se observo el crecimiento de la HbA ¢ en funcion del tiempo, utilizando la técnica
de separacion con resina de intercambio del ensayo “Teco diagnostics”. En la Tabla 31 y el
Grafico 12 se puede apreciar el aumento de la hemoglobina glucada (HbAc) con el tiempo
para la reaccion de glucacion no enzimatica de la hemoglobina con la fructosa en presencia
de buffer fosfato, este comportamiento es similar al reportado por la hemoglobina con
glucosa (Gil et al, 1991) y para otras proteinas con glucosa (Gil et al, 2005). El porcentaje
de HbA ¢ formado en funcién del tiempo es mayor con fructosa cuando se compara con la
glucosa bajo las mismas condiciones de reaccion esto es debido al cambio de glucosa por la

fructosa un azicar mas reactivo.
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Tabla 31. Porcentaje de hemoglobina glucada con fructosa en funcion del tiempo a

diferentes concentraciones de buffer fosfato a37 °C y pH 7,3.

Fructosa en Buffer fosfato

1,6 mM 3,2 mM 4,8 mM 6,4 mM 8,0 mM
Tiempo | Tiempo | Tiempo | Tiempo | Tiempo o
Hora YoHDbA1C Hora YoHbA1C Hora YoHbA1c Hora YoHbA1c Hora YoHbA 1
0,85 29,05 + 0,08 0,65 34,29 + 0,21 0,87 |35,09+0,12 1,41 34,79+ 0,16 1,17 32,23+ 0,14
6,11 32,41+0,12 5,59 140,67+0,06]1 6,13 }37,04+0,18] 6,47 39,51 +0,20 6,41 42,12+ 0,13
10,59 | 34,72+£0,19 10,46 {45,52+0,09| 11,01 |42,52+0,18 ) 11,37 | 46,13+ 0,09 11,31 52,67+ 0,17
15,00 | 36,26 + 0,06 1448 |48,56+0,17| 1548 |45,75+0,07 | 15,10 | 55,55+ 0,16 15,03 58,25+ 0,09
21,20 | 40,33+0,14 | 21,08 |[53,79+0,15] 2121 |5324+0,10| 22,03 | 6420+0,151 21,56 67,90+ 0,12
32,55 | 45,27+0,11 32,43 |58,88+0,14| 32,59 |62,61+0,16| 33,49 | 75,84+0,15 | 33,43 78,87+ 0,18
4423 | S1,15+0,17 | 44,11 | 6481 +0,12| 43,49 |68, 78+0,09| 44,01 | 82,62+0,08 | 43,54 85,47 + 0,07
62,08 | 5698+0,14 | 61,55 |7520+0,06| 61,32 179,77+0,11 ]| 61,44 | 88,32+0,06 | 61,38 92,59 + 0,09
88,23 |1 6743+0,13 | 88,02 180,81+:0,09| 8825 |89,51+0,14] 8827 ] 93,06+0,14 | 88,28 94,65+ 0,13
10
1 Fructosaen
100': Buffer Fosfato
90 > 2mM o M 2
80§ gamm o 7 A
704 © Bomm o R .
2 6o R
:%— 50 "i s B -
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Grafica 12. Porcentaje de hemoglobina glucada con fructosa a diferentes

concentraciones de buffer fosfato a 37 °C y pH 7,3.
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VI1.2.1.1 Constante catalitica con fructosa a distintas concentraciones de
buffer fosfato.

En la Tabla 32 y el Grafico 13 se muestran las constantes de velocidad de primer
orden (kobs) para la reaccion de glucacion no enzimatica de hemoglobina con fructosa
diferentes concentraciones de buffer fosfato. Las constantes cataliticas con fructosa en
funcién de la concentracion del buffer fosfato se muestran en la Tabla 33. La linea fue

generada por el mejor ajuste de los datos usando regresion lineal y utilizando la ecuacion 1.

Tabla 32. Constantes de velocidad de primer orden para la reaccion de glucacion no

enzimatica de hemoglobina con fructosa a diferentes concentraciones de buffer fosfato a 37
°CypH73.

Fructosa
[Fosfato] mM | kobsx 10657
1,6 2,38 + 0,05
3,2 4,04 £ 0,10
4,8 5,31+ 0,30
6.4 8,33 £ 0,40
8,0 10,07 + 0,30
12
a  Fructosa
10 E
8 I
-.—:0‘ 1
5 6
x| ]
x% 4 =
2 o
0 [ - : v T T
[} 2 4 6 8
Fosfato (miV))

Grafica 13. Constantes de velocidad (kobs) para la glucacién no enzimatica de la

hemoglobina con fructosa en funcion de la concentracién de buffer fosfato a 37 °C y pH 7,3.
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Tabla 33. Constantes cataliticas con fructosa en funcidn de la concentracion de
buffer fosfato.

Fructosa
6 -1 9 o1 Rg-1
Fosfato [mM] kox 10°s kex10°s'M
0,53+ 0,16 1,14 + 0,06

Estudios realizados revelan que la reactividad de los distintos azucares esta dada por
la disponibilidad de su grupo carbonilo (Kastchalsky et al, 1953). Las moléculas de azicar
consiguen estabilizarse a través de un equilibrio entre la forma abierta y las formas cerradas
en las que el grupo carbonilo han desaparecido. El grupo de Kastchalsky, demostr6 que existe
una correlacion entre la velocidad de reaccion de la glucacion y proporcion de la forma
abierta del azucar. Ademas se ha reportado la reactividad relativa de la hemoglobina con
algunos monosacaridos (Bunn er al, 1981), donde se observa la correlacion entre la velocidad

de interaccion con la proteina y la forma abierta del azicar.

La estructura abierta o extendida del azicar, en donde queda expuesto su grupo
carbonilo, para la fructosa es de 0,7 %, mientras que para la glucosa es de 0,002 %, lo que
nos indica que la fructosa mantiene 350 veces mas su forma abierta que la glucosa teniendo
asi mayor posibilidad para reaccionar con la hemoglobina; y la constante de velocidad para
la formacion de la base de Schiff (ki) con para la fructosa es aproximadamente 7,5 veces
mas rapida que la glucosa usando hemoglobina como proteina (Bunn et al, 1981). Las etapas

iniciales de la reaccion ocurren més rapidamente con fructosa que con glucosa (Dills, 1993).

EnlaTabla 31 y el Grafico 13 se puede observar el aumento de la kobs al aumentar la
concentracion de buffer fosfato, lo que nos sugiere que hay catalisis mediada por el buffer.
La constante de velocidad de pseudo primer orden consta de dos términos, uno de primer
orden, independiente de la concentracion del buffer (ko) y otro que representa la reaccion
espontanea o no catalizada, reflejando la asistencia en la reaccion por el agua, lyons (iones
hidroxilo o hidronio) o grupos funcionales en la proteina y otro de segundo orden,

dependiente del buffer (kp), que representa la reaccion catalizada.

kobs = ko + kg [Buffer fosfato] Ec. 1
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Los valores encontrados de la constante de velocidad de primer orden ko y la constante
de velocidad de segundo orden kg, se determinaron de la ordenada al origen o punto de corte
y la pendiente respectivamente del Grafico 13, obteniendo los siguientes valores para ko =

(5,30 £ 1,60) x 107 s y ks = (11,40 + 0,60) x 10710 51 M-!

Los valores reportados por Gil y colaboradore en el 2012, para la reaccion de
glucacion no enzimatica de la hemoglobina con glucosa, bajo las mismas condiciones de

reaccion fueron para ko= (0,57 £0,19) x 1075 y ks =(1,67+0,11) x 1070 s M!

Comparando estos valores de las constantes de velocidad, observamos que la
constante de velocidad espontanea o no catalizada (ko) con la fructosa es 9 veces mayor que
con la glucosa y para la constante catalitica (ks) con la fructosa es 7 veces mas rapida que
con la glucosa, confirmando que la fructosa reaciona mas rapido que la glucosa bajo las

mismas condiciones de reaccion (Bunn ef al, 1981).

Por otro lado se han encontrado reportes para la reaccion de glucacion no enzimatica
de la hemoglobina con la ribosa que es catalizada por los buffer fosfato y carbonato (Astorga,
2009). Para el buffer fosfato, la velocidad de la reaccion espontanea es mas rapida que con
la glucosa, sin embargo, las constantes catalitica ky son iguales a la de la glucosa bajo las
mismas condiciones experimentales (Astorga, 2009), nos permite confirmar estos resultados
donde efectivamente existe una correlacion entre la velocidad de interaccion con la proteina

y la forma abierta del azicar.
VI.2.1.2 Efecto isotopico de solvente

En la Tabla 34 y Gréafico 14 se muestra el porcentaje de formacion de la HbAic en
funcién de tiempo para a concentracion fija de buffer fosfato 4,8 mM. Se mantuvieron fijas
las concentraciones de hemoglobina en 9,3x102 mM vy fructosa a 40 mM a pH 7,3 en 37 °C,
tanto en H2O como D20.
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Tabla 34. Porcentaje de hemoglobina glucada con fructosa en los solvente H>O y D20
para buffer fosfato 4,8 mM a 37 °C, pH 7,3 y pD 7,84.

Fructosa en buffer fosfato 4,8 mM
H2O D20
Tiempo | o/ ppaie | TP | o/ ppac
Hora Hora
0,87 35,09+ 0,15 0,75 4527 +£0,13
6,13 37,04 + 0,09 18,31 60,08 + 0,12
11,01 42,52+ 0,14 24,04 64,58+ 0,16
15,48 45,75 + 0,20 44,29 76,72 + 0,09
21,21 53,24 £+ 0,09 47.00 77,87+ 0,11
32,59 62,61 £0,13 66,31 83,77+ 0,16
43,49 68,78 +£ 0,13 71,31 85,54+ 0,12
61,32 79,77+ 0,11
88,25 89,51 £ 0,10
100
0] Fructosa =
80 - & HO . =
o] oo
< s s
I 1 . L
R 04
s
30 4
20
10-.
0 ] T v T T t T
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Gréfica 14. Porcentaje de hemoglobina glucada con fructosa en los solventes H>O y
DO para buffer fosfato 4,8 mM a 37 °C, pH 7,3 y pD 7,84.

En la Tabla 34 muestra las constantes de velocidad kops @ una concentracién de buffer

fosfato 4,8 mM a 37 °C en H20 y D20 bajo las mismas condiciones de reaccion. En la

reaccion de glucacion no enzimatica para la hemoglobina con la fructosa en buffer fosfato,

se encontrd que las constantes de velocidad son idénticas tanto en agua H>O como en agua

Johanna E. Pefia M.
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deuterada D20, por lo tanto no hay efecto isotopico de solvente, lo que significa que el
solvente no participa ni tiene ninguna influencia en la velocidad de la reaccion, indicando
que ningtn hidrégeno intercambiable estd involucrado en el paso determinante de la

velocidad de la reaccion.

Tabla 35. Constantes de velocidad de primer orden en H20 y D20 para la reaccion de
glucacion no enzimatica de hemoglobina con fructosa en buffer fosfato 4,8 mM pH 7.3 y pD
7,84 a37°C

Fructosa en buffer fosfato 4,8 mM
Selvente Kobs x 100 57!
H20 5,31 +0,30
D20 5,30 + 0,09

Calculo para determinar el efecto isotépico de solvente para la fructosa
La Tabla 34 se observa el valor obtenido para determinar el efecto isotdpico para el

buffer fosfato, encontrando que no hay efecto isotopico de solvente.

Tabla 36. Efecto isotopico con fructosa para buffer fosfato 4,8 mM

Fructosa en buffer fosfato 4,8 mM
km.0/kp,0= 1,00

La constante de velocidad de la reaccion espontanea ko, muestra la asistencia en la
reaccion por el agua iones hidroxilo, hidronios o grupos funcionales de la hemoglobina. La
abstraccion del protén por la base podria ser en principio, por el agua actuando como la base
y se esperaria un efecto isotopico de 2, para el grupo "OH se esperaria un efecto isotopico de
1, ya que el uso de pD correspondiente causa la misma ionizacioén fraccionada ambos

solventes (H20 y D20) (Alvarez et al, 1987; Schowen, 1972).
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La ausencia de un efecto isotopico de solvente kmo/ki.0 = 1, es indicativo que el
protén unido al carbono 3 de la posicion de la fructosa en la base de Schiff no es abstraido
por el agua o "OH de acuerdo a lo que describe el efecto isotopico de solvente (Alvarez et al,
1987; Schowen, 1972) en el reordenamiento de Amadori. Confirmando lo reportado que los
iones fosfatos inducen a un grupo funcional de la hemoglobina para que actuara como la base

que abstrae al proton en el reordenamiento de Amadori (Gil et al, 2012).

La reaccion Maillard con la fructosa es muy similar que con glucosa, pero presenta
otro reagrupamiento que se denomina " el reordenamiento de Heyns " y se muestra
generalmente como la sustitucion de 2-amino-2-deoxialdosa (Heyns ef al, 1957, 1959; Isbel
et al, 1958; Lewis et al, 1950; Suarez et al, 1989) como se muestra en el Esquema 7. Ademas
se han encontrado el derivado 1-amino-1-desoxi-D-fructosa que también se forma en la
reaccion de fructosa con aminoacidos (Heyns et al, 1961, 1962, 1964; Reynolds, 1965) y con
proteinas (McPherson ef al, 1988).

La evidencia también sugiere alguna formacion del producto de Amadori como se
muestra en el Esquema 1 (Heyns et al, 1957, 1959; Isbel et al, 1958; Lewis ef al, 1950). La
reaccion que tiene la fructosa y las proteinas puede formar miitiples productos como Heyns
y Amadori, los factores que influyen en la formacion de estos diferentes productos requieren
mayor estudio (Dills, 1993), pero pueden estar relacionados con los resultados obtenidos ya
que al formarse multiples producto, existe mas hemoglobina glucada HbA . en la reaccion
con la fructosa y posiblemente por esta razon las velocidades de reaccion sean mayores con

la fructosa que para la glucosa.

V1.2.2 Constantes cinéticas con sacarosa
En la Tabla 37 y el Grafico 15 se observa un pequefio aumento del porcentaje de HbA ¢
con el tiempo de reaccion lo que confirma que parte de la sacarosa se hidrolizo en fructosa y
glucosa, también se evidencia que el buffer fosfato cataliza la reaccion de glucacion no
enzimatica de la hemoglobina con sacarosa. Las constantes cataliticas con sacarosa en
funcion de la concentracion del buffer fosfato se muestran en la Tabla 37. Los datos fueron

generados por el mejor ajuste de los datos usando regresion lineal y utilizando la ecuacion 1.
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Tabla 37. Porcentaje de hemoglobina glucada con sacarosa en funcion del tiempo a

diferentes concentraciones de buffer fosfato a 37 °C y pH 7,3.

Sacarosa en Buffer fosfato

1,6 mM 3,2 mM 4,8 mM 6,4 mM 8,0 mM
Tiempo Tiempo | Tiempo| Tiempo| Tiempo |
Hora %HbAc Hora %eHbA1C Hora YoHbAc Hora YeHbA1C Hora YeHbAI1C
22,58 {3292+0,14{ 2258 134,04:0,09] 22,58 134,79+0,11} 2332 | 3224+0,12 | 2332 35,20+ 0,19
69,93 | 35,17+0,15] 69,93 |3566+0,13| 6993 |3820+0,09} 70,52 | 38,87+0,09 { 70,52 40,44 + 0,12
119,50 | 3595+0,12 | 119,50 ]| 36,40+ 0,12} 119,50 | 40,64+ 0,18 | 120,28 | 41,41 +0,14 | 120,28 | 42,98+ 0,10
165,90 | 36,14+ 0,10 | 165,90 {37,45+0,11| 165,90 | 42,18+0,13 | 166,60 | 43,13+0,19 | 166,60 | 45,67+0,17
214,15 | 3745£0,16 | 214,15 [ 40,33 0,09 ] 214,15 | 45,74+ 0,14 | 214,80 | 45,63+ 0,10 | 214,80 | 46,62 +0,10
358,67 | 4394+0,12 | 358,67 |44,09+0,10{ 358,67 | 48,98 +:0,15] 359,42 | 50,32+0,14 | 359,42 | 52,42+0,16
480,90 | 46,91+0,14 | 480,90 | 47,48+ 0,11 | 480,90 { 53,09:0,05] 48242 | 54,41 +0,19 | 482,42 | 55,95+0,12
574,87 | 47,79+ 0,12 | 574,87 {50,62+0,19| 574,87 | 54,38+ 0,13 | 575,30 | 55,51 +0,17 | 575,30 | 58,18 +0,15
671,43 | 48,79+ 0,07 | 671,43 | 52,26+ 0,19] 671,43 | 54,67 +0,18 | 671,43 | 55,78+ 0,11 | 671,43 | 60,18 + 0,09
60~ Sacarosaen 3
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Grafica 15. Porcentaje de hemoglobina glucada con sacarosa a diferentes

concentraciones de buffer fosfato a 37 °C y pH 7,3.
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VI.2.2.1 Constante catalitica con sacarosa a distintas concentraciones de
buffer fosfato.

En la Tabla 38 y el Grafico 16 se muestran las constantes de velocidad de primer orden
(kovs) para la reaccion de glucacion no enzimatica de hemoglobina con sacarosa a diferentes
concentraciones de buffer fosfato. Las constantes cataliticas con sacarosa en funcion de la
concentracion del buffer fosfato se muestran en la Tabla 39. La linea fue generada por el

mejor ajuste de los datos usando regresion lineal y utilizando la ecuacion 7.

Tabla 38. Constantes de velocidad de primer orden para la reaccion de glucacion no
enzimatica de hemoglobina con sacarosa a diferentes concentraciones de buffer fosfato a 37

°CypH73.

Sacarosa
[Fosfato] mM | Kkobsx 107s!
1,6 1,25+ 0,10
3,2 1,42 + 0,06
4.8 1,64 £ 0,14
6,4 1,814+ 0,17
8,0 - 2,05+0,11

2,5

@  Sacarosa

P

1,51

K, (x 10 s™)
o

0,5
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Grafica 16. Constantes de velocidad (kobs) para la glucaciéon no enzimatica de la

hemoglobina con sacarosa en funcion de la concentracion de buffer fosfato a 37 °C y pH 7,3.
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Tabla 39. Constantes cataliticas con sacarosa en funcion buffer fosfato.

Sacarosa
7 &1 10 -1 pA-d
Fosfato [mM] kox 10's kex 10Vs'M
1,02+ 0,16 0,13+ 0,06

Comparando los resultados obtenidos de las constantes cataliticas con sacarosa
mostrados en la Tabla 39 y los valores reportados por Gil y colaboradore en el 2012, para la
reaccion de glucacion no enzimatica de la hemoglobina con glucosa, donde el valor para ko
=(0,57+0,19)x 1075 ykg= (1,67 £ 0,11) x 107'° s M"!, encontramos que la constante de
velocidad espontanea o no catalizada (ko) con la sacarosa es 2 veces mayor que con la glucosa
sin embargo la constante catalitica (kg) con la glucosa es 13 veces mas rapida que con la
sacarosa, esto pudiera ser debido a que en este proceso de hidrélisis de la sacarosa ocurre

muy lentamente durante la reaccion.

La constante de velocidad de primer orden ko y la constante de velocidad de segundo
orden kg para la reaccion de glucacion no enzimatica de la hemoglobina con fructosa
reportadas anteriormente fueron para ko= (5,30 + 1,60) x 107 sy kg = (11,40 + 0,60) x 10
1057 M1, al compararla con las constantes catalicas encontradas para la sacarorsa bajo las
mismas condiciones, encontramos que la constante de velocidad espontanea o no catalizada
(ko) con la fructosa es 5 veces mayor que con la sacarosa y la constante catalitica (ks) con la
fructosa es 88 veces mas rapida que con la sacarosa, pudiendo sugerir que el proceso de

hidroélisis de la sacarosa ocurre muy lentamente durante la reaccion.

V1.2.2.2 Efecto isotopico de solvente para la sacarosa

En la Tabla 40 y Grafico 17 se muestra el porcentaje de formacion de la HbA ¢ en
funcion de tiempo a una concentracion fija de buffer fosfato 4,8 mM. Se mantuvieron fijas
las concentraciones de hemoglobina en 9,3x102 mM y sacarosa a 40 mM a pH 7,3 en 37 °C,

tanto en H20 como ;0.
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Tabla 40. Porcentaje de hemoglobina glucada con sacarosa en los solvente H,O y
DO para buffer fosfato 4,8 mM a 37 °C, pH 7,3 y pD 7,84.

Sacarosa en buffer fosfato 4,8 mM
H20O D20
Tiempo %HbA1c Tiempo %HbAic
Hora Hora
22,58 34,79 + 0,11 26,58 40,79 + 0,12
69,93 38,20+ 0,14 70,93 43,20+ 0,13
119,5 40,64 + 0,12 121,50 45,64 + 0,14
165,9 42,18+ 0,16 166,10 46,74 + 0,17
214,15 45,74 + 0,12 214,10 47,98 +0,15
358,67 148,98 +0,17 360,23 52,19+0,19
480,90 ]53,09+0,19 631,43 58,47 £ 0,07
574,87 54,38 + 0,09
671,43 54,67 +0,10
60
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Grafica 17. Porcentaje de hemoglobina glucada con sacarosa en los solventes H2O y
D20 para buffer fosfato 4,8 mM a 37 °C, pH 7,3 y pD 7,84.
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Tabla 41. Constantes de velocidad de primer orden en H>O y D,O para la reaccion de
glucacion no enzimatica de hemoglobina con sacarosa en buffer fosfato 4,8 mM pH 7,3 y pD
7,84 a 37 °C.

Sacarosa en buffer fosfato 4,8 mM
Solvente Kobs x 107 57!
H20 1,64 +£0,14
DO 1,61 +0,14

En la Tabla 41 muestra las constantes de velocidad kobs a una concentracion de buffer
fosfato 4,8 mM a 37 °C en H20 y D20 bajo las mismas condiciones de reaccion. En la
reaccion de glucacion no enzimdtica para la hemoglobina con la sacarosa en buffer fosfato,
se encontrd al igual que en el caso anterior que las constantes de velocidad son idénticas tanto
en agua H>O como en agua deuterada D0, por lo tanto se evidencia que no hay efecto
isotopico de solvente, lo que sugiere que el solvente no participa ni tiene ninguna influencia
en la velocidad de la reaccion, indicando que ningin hidrégeno intercambiable estd

involucrado en el paso determinante de la velocidad de la reaccion.

Calculo para el efecto isotépico de solvente para la sacarosa
La Tabla 42 se observa el valor obtenido del efecto isotépico para el buffer fosfato,

encontrando que no hay efecto isotopico de solvente.

Tabla 42. Efecto isotopico con sacarosa para buffer fosfato 4,8 mM.

Sacarosa en Buffer fosfato 4,8 mM
knzo/knp2o= 1,02
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En la Tabla 43 y el Gréfico 18 se observa un pequefio aumento del porcentaje de

HbAc con el tiempo de reaccion, lo evidencia que parte de la sucralosa se hidrolizo en 4-

cloro-galactosa y 1,6-dicloro-fructosa, ademas la reaccion de glucacidon no enzimatica de la

hemoglobina con sucralosa es catalizada también por el buffer fosfato.

Tabla 43. Porcentaje de hemoglobina glucada con sucralosa en funcion del tiempo a

diferentes concentraciones de buffer fosfato a 37 °C y pH 7,3.

Sucralosa en Buffer fosfato

1,6 mM 3,2 mM 4,8 mM 6,4 mM 8,0 mM
Tiempo | Tiempo | Tiempo | , Tiempo| Tiempo |
Hora YoHbAIC Hora YoHbA1C Hora YoHbAic Hora Y% HbAC Hora YoHbAIC
22,770 1 33,67+0,09 | 23,77 §33,61+0,06] 23,72 {33,26+0,18] 24,44 | 33,15+0,06 | 24,36 33,23+ 0,08
71,17 134,040,191 71,17 13498+0,19] 71,17 }35,39+0,10} 71,80 | 36,58+0,17 | 71,80 37,17+0,12
120,88 | 35,99+ 0,16 { 120,88 | 36,63 +0,14 | 120,88 | 37,26+ 0,17 | 122,00 | 38,16+ 0,12 | 122,00 | 38,96+ 0,13
167,30 | 36,62+ 0,18 | 167,10 | 37,52+ 0,17 ] 167,30 | 37,840,141} 167,95 | 39,32+ 0,16 | 167,95 | 40,59+ 0,17
215,60 | 37,04+0,11 | 215,60 |38,12+0,11} 215,60 | 38,92+0,19| 216,30 | 40,31:0,09 | 216,3 41,88+ 0,18
360,06 | 38,15+0,11 | 360,06 | 38,41+0,07{ 360,06 | 39,55+ 0,06 | 361,58 | 41,39+0,13 | 361,58 | 42,29+0,13
481,90 | 38,41+ 0,09 | 481,90 | 39,00+ 0,08 | 481,90 | 3990+ 0,11 | 482,35 | 41,77+ 0,19 | 482,35 | 41,73+ 0,18
575,80 | 38,87+0,19 | 575,80 | 39,33 +0,13 | 575,80 }40,41+0,09] 576,22 | 41,84+ 0,07 | 576,22 | 4233+0,15
671,82 | 38,87+0,14 | 671,82 | 39,98+0,13| 671,82 {40,69+0,17] 671,82 | 41,97+0,12 | 671,82 | 43,21 +0,09
4 Sucralosa en
Buffer Fosfato
s0-] & 1,6 mM
& 3,2mM
& 48mM
v 64mM .
o ¢ 80mM rS % @ @ v
gl gIoo:o:ofod
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Grafico 18. Porcentaje de hemoglobina glucada con sucralosa a diferentes

concentraciones de buffer fosfato a 37 °C y pH 7,3.
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VI1.2.3.1 Constante catalitica con sucralosa a distintas concentraciones de
buffer fosfato.

En la Tabla 44 y el Grafico 19 se muestran las constantes de velocidad de primer orden
(kobs) para la reaccion de glucacion no enzimatica de hemoglobina con sucralosa diferentes
concentraciones de buffer fosfato. Las constantes cataliticas con sucralosa en funcion de la
concentracion del buffer fosfato se muestran en la Tabla 45. La linea fue generada por el

mejor ajuste de los datos usando regresion lineal y utilizando la ecuacién 1.

Tabla 44. Constantes de velocidad de primer orden para la reaccion de glucacion no
enzimatica de hemoglobina con sucralosa a diferentes concentraciones de buffer fosfato a 37
°CypH7.3.

Sucralosa
[Fosfato] mM | Kobsx 107s!
1,6 0,33+ 0,05
3,2 0,36 + 0,05
4.8 0,42 + 0,08
6,4 0,50+ 0,11
8,0 0,53+ 0,14

1.5

8  Sucralosa

1,0 A

o

=

ko

Fos- I t {
# L *

00 T T M T T T v T
0 2 4 [ 8

Fosfato (mM)

Gréfico 19. Constantes de velocidad (kobs) para la glucacion no enzimdtica de la
hemoglobina con sucralosa en funcion de la concentracion de buffer fosfato a 37 °C y pH
7.3.
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Tabla 45. Constantes cataliticas con sucralosa en funcion de buffer fosfato.

Sucralosa
7 g1 10 o1 fg-1
Fosfato [mM] kox 10's kex 10¥%s'M
0,269 + 0,014 0,032 + 0,004

Comparando los resultados obtenidos de las constantes cataliticas con sacarosa en la
Tabla 39 y las constantes cataliticas con sucralosa reportadas en la Tabla 45 bajo las mismas
condiciones de reaccion, tenemos que tanto la constante de velocidad espontanea o no
catalizada (ko) como la constante catalitica (kg) para la sacarosa son 4 veces mas rapidas que
para la sucralosa, esto pudiera ser debido a que proceso de hidrélisis para la sucralosa durante

la reaccion es mucho mas lentamento que para la sacarosa.

V1.2.3.2 Efecto isotopico de solvente para la sucralosa
En la Tabla 46 y Grafico 20 se muestra el porcentaje de formacion de la HbA,c en
funcion de tiempo para a concentracion fija de buffer fosfato 4,8 mM. Se mantuvieron fijas
las concentraciones de hemoglobina en 9,3x102 mM y sucralosa a 40 mM a pH 7,3 en 37
°C, tanto en H,O como D»O.
Tabla 46. Porcentaje de hemoglobina glucada con sucralosa en los solvente H2O y
D»0 para buffer fosfato 4,8 mM a 37 °C, pH 7,3 y pD 7,84.

Sucralosa en buffer fosfato 4,8 mM
H20 D20

Tiempo Tiempo

Horg “HbAic Horla)
23,72 33,26+ 0,11 28,72 35,26 + 0,12
71,17 35,39+ 0,18 81,07 36,79 £ 0,16
120,88 137,26+0,14| 129,88 |37,26+0,16
167,30 137,84 +0,12 171,30 [38,84+0,17
215,60 13892+0,11| 225,12 1[39,72+0,15
360,06 139,55+0,14} 370,16 140,55+0,17
481,90 139,90+0,19| 663,82 40,82+0,09
575,80 {4041+ 0,07
671,82 140,69+ 0,13

%HbAic
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Gréfico 20. Porcentaje de hemoglobina glucada con sucralosa en los solventes H2O y
D0 para buffer fosfato 4,8 mM a 37 °C, pH 7,3 y pD 7,84.

Tabla 47. Constantes de velocidad de primer orden en H20 y D,0 para la reaccion de
glucacion no enzimatica de hemoglobina con sucralosa en buffer fosfato 4.8 mM pH 7.3 y

pD 7,84 a 37 °C.

Sucralosa en buffer fosfato 4,8 mM
Solvente Kobs x 107 s™!
HO 0,42 + 0,08
D20 0,39+ 0,11

En la Tabla 47 se muestra las constantes de velocidad kebs a una concentracion de
buffer fosfato 4,8 mM a 37 °C en H,O y DO bajo las mismas condiciones de reaccion, con
la sacarosa en buffer fosfato, se encontro al igual que como en los dos casos anteriores (para
fructosa y sacarosa), que las constantes de velocidad son idénticas tanto en agua H>O como
en agua deuterada D0, por lo tanto no existe efecto isotdpico de solvente, lo que significa
que el solvente no participa ni tiene ninguna influencia en la velocidad de la reaccién,
indicando que ningun hidrégeno intercambiable estd involucrado en el paso determinante de

la velocidad de la reaccion.
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Calculo para el efecto isotépico de solvente para la sucralosa
I.a Tabla 48 se observa el valor obtenido del efecto isotopico para el buffer fosfato,

encontrando que no hay efecto isotépico de solvente.

Tabla 48. Efecto isotépico con sucralosa para buffer fosfato 4,8 mM.

Sucralosa en Buffer fosfato 4,8 mM
kun20/kn20= 1,08

A continuacion en la Tabla 49 se muestra un resumen de las constantes cataliticas
encontradas para los diferentes azucares estudiados, al comparar estos azicares con el
reportado para la glucosa observamos, que la fructosa presenta una mayor constante de
velocidad en la reaccion catalizada (kg), siendo entonces un azucar que no pudiera ser

sustituido por la glucosa ya que aceleraria las complicaciones secundarias asociadas a la

diabetes y otras enfermedades.

Tabla 49. Resumen de las constantes cataliticas encontradas para los diferentes

azucares.
Constantes catalizadas con buffer fosfato

Aziicares

ko x 107 ! ks x 10" s-' M
Glucosa* 0,570+ 0,190 1,670 £ 0,110
Fructosa 5,300 + 1,700 11,900 + 0,600
Sacarosa 1,020+ 0,160 0,130 + 0,060
Sucralosa 0,269+ 0,014 0,032 + 0,004

*Valores reportados por Gil y colaboradore en el 2012.
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VI.2.4 Evaluaciéon de la inhibicién de la glucacion no enzimatica de la

hemoglobina con la Stevia rebaudiana

VIL.2.4.1 Constantes cinéticas con la Stevia rebaudiana
De la Tabla 50 se muestran los promedio de las tres medidas obtenidas de los
porcentajes de formacion de hemoglobina glucada (HbAic) en funcion del tiempo variando
las concentraciones de Stevia rebaudiana entre 1 y 4 mg/mL. Se mantuvieron fijas las
concentraciones de hemoglobina, glucosa y buffer fosfato en 9,3x102, 40 y 4,8 mM
respectivamente a pH 7,3 y 37 °C. Las constantes de velocidad se determinaron usando un

procedimiento no lineal empleando la Ecuacion 7.

Tabla 50. Porcentaje de hemoglobina glucada a diferentes concentraciones S.

rebaudiana en funcion del tiempo a 37 °C y pH 7,3.

] % HbA1C
Tiempo . "

Hora [Stevia rebaudianal

0 mg/miL 1 mg/mL 2 mg/mL 4 mg/mL

19,38 35,77+ 0,121 33,84+ 0,01 | 30,18 +0,13 {2240+ 0,12

69,60 42,59+ 0,111 39,32+ 0,09 | 37,49+ 0,07 | 28,34 £ 0,15
114,27 148,79+0,16]4527+0,12 | 43,21 +0,18 | 34,16+ 0,22
162,01 |[52,84+0,17| 48,97+ 0,06 | 46,91 +£0,13 | 41,15+ 0,12
211,32 162,12 +0,23| 57,61 £ 0,14 | 55,55+ 0,17 | 45,95+ 0,16
354,63 |77,01+0,11]7544+0,19 | 72,49+ 0,19 | 63,31 +0,17
477,01 183,33+0,12] 81,27+0,07 | 77,23 +0,12 | 71,43 £ 0,13
570,63 |183,73+0,02] 81,35+0,10 | 79,36 + 0,24 | 76,43 + 0,13
666,72 |83,85+0,12| 81,67+0,13 | 80,24 +0,16 | 77,91 + 0,08

En los Grafico 21 y 22 se muestran los porcentajes de formacion de hemoglobina

glucada HbA ¢ en funcién del tiempo en ausencia y en presencia de S. rebaudiana.

Se puede notar que el porcentaje de hemoglobina glucada HbAic aumenta con el
tiempo de reaccion, pero la glucacion es menor en presencia de S. rebaudiana, indicando un
efecto inhibidor por parte de esta especie vegetal en la reaccion de glucacion no enzimatica

de la hemoglobina.
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Grafica 21. Efecto de la concentracion de S. rebaudiana sobre la glucaciéon no

enzimatica de hemoglobina con glucosa en buffer fosfato 4,8 mM a 37 °C y pH 7.3.
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Grafica 22. Porcentaje de hemoglobina glucada en buffer fosfato 4,8 mM a diferentes

concentraciones de S. rebaudiana a 37 °C y pH 7.3.
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En las Tablas 51 se muestran los valores obtenidos de las constantes de velocidad de
primer orden (kobs) para la reaccion de glucaciéon no enzimatica de hemoglobina en funcion
de las concentraciones de S. rebaudiana. La disminucion de las constantes de velocidad con
el aumento de la concentracion del extracto vegetal es indicativa de la inhibicion de la planta
para la glucacion no enzimatica de la hemoglobina. Este mismo efecto inhibitorio fue
reportado con la planta Bauhinia variegata 1.. (Fabaceae) 1953. "Casco de vaca” (De los Rios,

1998) bajo las mismas condiciones de reaccion.

Tabla 51. Constantes de velocidad de primer orden para la reaccion de glucacion no

enzimatica de hemoglobina a diferentes concentraciones de S. rebaudiana a 37 °C y pH 7,3.

IS. rebaudiana) mg/mL Kobs x 107 s™!
0 7,39+ 0,50
1 6,86+ 0,53
2 6,44 + 0,39
4 5,92 +0,19

VI1.2.5 Evaluacion de ia disminucion de la glucosa
En la Tabla 52 se muestra los valores de concentracion de la glucosa consumida y final
variando la concentracion S. rebaudiana en buffer fosfato 4,8 mM, observando que el
consumo de glucosa aumenta con el tiempo y con el aumento de la concentracién de la
especie vegetal, lo que ocasiona una disminucién en la concentracion final de glucosa. En los

Graficos 23 y 24 se representa el efecto ejercido por la planta sobre los niveles de glucosa.

95
Johanna E. Pefia M.



rebaudiana en buffer fosfato 4,8 mM a 37 °C y pH 7,3.

Tesis doctoral

Tabla 52. Concentracion de glucosa consumida y final variando la concentracion de S.

[Glucosa] mM Consumida

|Glucosa] mM Final

T;;x)x;so |'S. rebaudianal [S. rebaudianal
1 mg/mL 2 mg/mL 4 mg/mL 1 mg/mL 2 mg/mL 4 mg/mL
0 0,00£0,00 | 0,00+0,00 | 0,00+0,00 | 39,82+0,09 | 39,61 +0,08 | 39,55+ 0,10
22,23 0,19+0,09 | 0,75+0,12 | 0,96+0,06 | 39,63 +0,09 | 38,86+ 0,19 | 38,60+ 0,06
71,58 1,40+0,12 }1321+0,19 | 425+0,12 | 3842+0,14 | 3640+0,12 | 35,32+0,14
115,93 2,53+022 |597+0,14 | 6,16+0,14 | 37,29+0,18 | 33,64 +0,07 | 33,40+ 0,17
163,00 3,88+ 0,15 | 6,35+0,21 811+0,16 | 3595+0,08 | 33,26+0,06 | 31,46 0,18
212,72 4,54+0,19 | 948+0,17 | 11,67+0,09 | 35,28 +0,10 | 30,13 +0,07 | 27,90 + 0,09
356,00 6,52+ 0,10 |10,45+0,08} 13,39+0,06 | 33,30+ 0,11 | 29,16+ 0,16 | 26,18 +0,13
478,73 9,10+0,18 112,72+0,10] 15,34+0,14 | 30,72+0,17 | 26,89 +0,16 | 24,22 + 0,09
571,68 12,20+ 0,16 [13,18+0,12| 16,22+ 0,11 | 27,62+ 0,13 | 26,43 + 0,08 | 23,35+ 0,05
668,30 14,13 £0,08 ]15,83 +0,07] 20,06+ 0,08 | 25,69 +0,15 | 23,78+ 0,06 | 19,50 + 0,08
20 Gluc + 1 mg/mL de Stevia
@ Gluc + 2mg/mL de Stevia
15 # Gluc + 4 mg/mL de Stevia
=
E
‘=10
]
E
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Grafico 23. Concentraciéon consumida de glucosa al variar la concentraciéon de S.

rebaudiana en buffer fosfato 4,8 mM a 37 °C y pH 7.3.
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Grafico 24. Concentracion final de glucosa al variar la concentracion de S. rebaudiana

en buffer fosfato 4,8 mM a 37 °Cy pH 7,3.

En la Tabla 53 se muestran los valores obtenidos para la concentracion de glucosa
consumida y final, en la reaccion de glucacion no enzimatica de la hemoglobina a varias
concentraciones de S. rebaudiana en buffer fosfato. Observando que el consumo de glucosa
aumenta con el tiempo y al aumentar la concentracion de la especie vegetal, provocando una
disminucion de la concentracion final de glucosa. En los Graficos 25 y 26 se representa el

efecto ejercido por la concentracion de la planta sobre los niveles de glucosa.
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Tabla 53. Concentracion de glucosa consumida y final durante la reaccion de glucacion

no enzimatica de la hemoglobina, variando la concentracion de S. rebaudiana en buffer

fosfato 4,8 mM a 37 °C y pH 7.3.

. |Glucosa] mM Consumida [Glucosa] mM Final
Tiempo - :
Hora |S. rebaudianal |S. rebaudianal
1 mg/mL 2 mg/mL 4 mg/mL I mg/mL 2 mg/mL 4 mg/mL
0 0,00+ 0,00 | 0,00+0,00 | 0,00+0,00 | 39,82+0,07 | 39,91 +0,09 | 39,82+0,07
21,83 4,53+0,09 | 541 +0,07 | 802+0,06 | 3529+0,16 | 34,50+ 0,05 | 31,80+ 0,06
70,80 5,15+0,13 1 6,18+0,13 | 11,28+0,10 | 34,68 +0,11 | 33,73 +0,12 | 28,55+ 0,11
115,17 | 13,06 +0,16 114,43 +0,13]| 15,65+0,17 | 26,76+ 0,13 | 25,48+ 0,09 | 24,18 + 0,17
162,83 | 13,45+0,18 115,29+ 0,18] 16,57+0,12 | 26,37+ 0,06 | 24,62+ 0,11 | 23,25+ 0,13
212,28 114,11 +0,17 {16,37+0,12| 17,03+0,10 | 25,71 £ 0,11 | 23,54+ 0,14 | 22,79+ 0,16
355,48 | 16,11 £0,07 119,00+ 0,07 20,33 +0,12 | 23,71 +0,13 { 2091+ 0,11 | 19,49+ 0,19
478,22 | 18,99+0,13 [20,33+0,08} 21,81 +0,11 | 20,83+ 0,19 | 19,58+ 0,06 | 18,01 +0,16
571,53 | 21,16 +£0,18 }121,43+0,12] 23,79+0,19 | 18,66 0,07 | 18,48+0,09 | 16,03 + 0,15
667,67 | 23,52+ 0,05 |24,06+0,14]| 25,10+0,08 | 16,31 0,04 | 17,42+ 0,09 | 14,73+ 0,10

Los resultados de la Tabla 53 permiten establecer una correlacion entre la
concentracion de la planta y la concentracion de la glucosa, indicando un efecto de la especie
S. rebaudiana sobre la disminucion de la glucosa, pudiéndose sugerir dicha efectividad de
esta planta como un agente hipoglicemiante. Este mismo efecto fue encontrado con la planta
Bauhinia variegata L. (Fabaceae) 1953. “Casco de vaca” bajo las mismas concentraciones

de la especie vegetal (De los Rios, 1998).

También cabe destacar que los estudios in vivo, utilizando ratas diabéticas donde le
administraron las hojas pulverizadas de Stevia rebaudiana, mezcladas con agua destilada se
encontr6 una disminucion del aziicar en sangre a medida que se aumentaba la cantidad del
polvo de Stevia rebaudiana pero no superé su efecto al compararlo con Glimepirida
(Amaryl®) (Sumon al et, 2008), Por otro lado la utilizacién de diferentes fracciones (éter de
petroleo, acetato de etilo y cloroformo) de extracto etanolico de hojas de Stevia rebaudiana
aplicado también en ratas diabéticas, presentaron mejor actividad antihiperglicemiante que
metformina (Hossain er al, 2011). El andlisis fitoquimico preliminar indicé que los
flavonoides y alcaloides han informado a ejercer efectos hipoglicemiantes y hipolipemiantes
potentes (Gregersen et al, 2004; Hossain et al, 2011).
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Grafico 25. Glucosa consumida en la reaccion de glucacion no enzimatica de la

hemoglobina al variar la concentracion de S. rebaudiana en buffer fosfato 4,8 mMa 37 °Cy

pH 7.,3.
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Grafico 26. Glucosa final en la reaccion de glucacion no enzimatica de la hemoglobina

al variar la concentracién de S. rebaudiana en buffer fosfato 4,8 mM a 37 °Cy pH 7,3.
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De acuerdo a esto se puede afirmar que tanto los estudios in vifro como in vivo
(Sumon al et, 2008; Hossain et al, 2011) realizados con las hojas de la especie Stevia

rebaudiana presentan actividad hipoglicemiante.

En la Tabla 54 se reportan los valores de la concentracion de glucosa consumida y final,
en la reaccion de glucacion no enzimatica de la hemoglobina en buffer fosfato sin S.
rebaudiana, el consumo de glucosa aumenta con el tiempo disminuyendo la concentracion
final de glucosa, se puede evidenciar que sin presencia de la especie S. rebaudiana se obtiene
mayor cantidad de glucosa final de 21,10 mM a una concentracion 4 mg/mL de S.
rebaudiana que es justamente lo que no se requiere, porque gracias a la presencia de la
especie S. rebaudiana la glucosa final se logra disminuir a 14,53 mM cuando se trabaja con
una concentracion de 4 mg/mL de S. rebaudiana. En el Grafico 27 se representa el consumo

de glucosa en esta reaccion.

Tabla 54. Concentracion de glucosa consumida y final, durante la reaccién de glucacion
no enzimatica de la hemoglobina, sin S. rebaudiana en buffer fosfato 4,8 mM a 37 °C y pH
7.3.

Sin 8. rebaudiana
Tiempo Hora [Glucosa] mM [Glucosa] mM
Consumida Final

0 0,37 £ 0,07 39,63 + 0,05
21,83 4,22 +0,05 35,78 + 0,09
70,80 5,19 + 0,09 34,81+ 0,13
115,17 9,28 + 0,13 30,72 £ 0,17
162,83 10,13+ 0,16 29,87+ 0,14
212,28 13,02+ 0,19 26,98 +0,12
355,48 14,02 £ 0,10 25,98 £ 0,14
478,22 14,79+ 0,17 25,21+ 0,09
571,53 16,82 + 0, 05 23,18 + 0,08
667,67 18,90 + 0,09 21,10+ 0,09
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Gréfico 27. Glucosa consumida en la reaccion de glucacion no enzimatica de la

hemoglobina sin la S. rebaudiana en buffer fosfato 4,8 mM a 37 °C y pH 7,
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VII. Conclusiones

1. En el estudio de la hidrdlisis acida para el edulcorante con sucralosa comercial y
sucralosa pura no se encontr6 ninguna variacion en las rotaciones observadas, lo cual

evidencia que dichos edulcorantes no presenta hidrdlisis dcida.

2. La reaccion de glucacion no enzimatica para la hemoglobina con fructosa es
catalizada por buffer de fosfato, la constante catalitica (kg) para la fructosa es siete
veces mas rapida que la glucosa y la reaccion espontanea (ko) para la fructosa es nueve

veces mas grande que la glucosa bajo las mismas condiciones de reaccion.

3. Lareaccion de glucacion no enzimatica para la hemoglobina con sacarosa se encontro
que la constante de velocidad espontanea (ko) es dos veces mayor que con la glucosa
sin embargo la constante catalitica (kg) con la glucosa es 13 veces mas rapida que con
la sacarosa, esto pudiera ser debido a que el proceso de hidrolisis de la sacarosa ocurre

muy lentamente durante la reaccion.

4. En la reaccién de glucacion no enzimadtica para la hemoglobina con la sucralosa
tenemos que tanto la constante de velocidad no catalizada (ko) como la constante
catalitica (kg) con la sacarosa es cuatro veces mds rapida que con la sucralosa, esto
pudiera atribuirse a que en este caso el proceso de hidrolisis de la sucralosa durante

la reaccion es mas lento que para la sacarosa.

5. Los valores de las constantes de los azicares estudiados al compararlos con el valor
reportado para la glucosa nos dice, que la fructosa es la que presenta una mayor
constante de velocidad en la reaccidn catalizada (kg), siendo entonces un azicar que
no puede ser sustituido por la glucosa ya que aceleraria las complicaciones

secundarias asociadas a la diabetes y otras enfermedades.

6. No se encontro efecto isotopico de solvente para ninguno de los azicares en estudio

durante la reaccion de glucacion no enzimatica de la hemoglobina, ya que las
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constantes de velocidad obtenidas son idénticas tanto en agua H>O como en agua
deuterada DO, lo que confirma que el solvente no participa en la velocidad de la
reaccion, sugiriendo ademas que ningun hidrogeno intercambiable estd involucrado
en el paso determinante de la velocidad de la reaccidon y que la funcion del buffer
fosfato es la de inducir a un grupo funcional de la hemoglobina para que actiie como

la base que abstrae al proton en el reordenamiento de Amadori.

7. Los valores obtenidos para la concentracion de la glucosa total disminuyen al
aumentar la conentracion de la Stevia rebaudiana, lo que es indicativo de la actividad

hipoglicemiante que presenta la planta.

8. Los datos sugieren que Stevia rebaudiana puede tener un efecto inhibitorio sobre la
glucacion no enzimatica de la hemoglobina in vitro y, ademas, podria ser de valor
terapéutico en el tratamiento de la diabetes, ya que las constantes de velocidad para
la reaccion disminuyen en presencia de la especie vegetal, y con el aumento de la

concentracion de la misma.

9. La metodologia ensayada con la planta Stevia rebaudiana no requiere de sistemas
biologicos in vivo, proporciona util informacion como es, la cuantificacion precisa y
confiable de la concentracion de glucosa y de la cantidad de hemoglobina glucada,
pudiendo ser utilizada como un ensayo preliminar para evaluar el efecto de las plantas
medicinales sobre la disminucién de la glucosa y la inhibicion en la glucacion no
enzimatica de la hemoglobina ya que tiene la ventaja de ser un analisis rapido y una

técnicamente sencilla.
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Apéndice 1. Aminedcidos presentes en las cadenas polipeptidicas de la hemoglobina A

(Saenz et al, 1987)

Johanna E. Pefia M.,

Nombre de NP° de residuo en | N° de residuo en
Abreviatura
aminoacidos la cadena o la cadena f3

Acido aspartico Asp 10 40
Acido glutamico Glu 4 6
Alanina Ala 21 15
Arginina Arg 3 3
Asparagina Asn 2
Cisteina Cys 2
Fenilalaina Phe 7 8
Glicina Gly 7 13
Glutamina Gin 5
Histidina His 10 9
Isoleucina Lle
Leucina Leu 18 18
Lisina Lys 11 11
Metionina Met 1
Prolina Pro 7 7
Serina Ser 11 5
Tirosina Tyr 3 3
Treonina Thr 9 7
Triptefane Trp 1 2
*Valina Val 13 18

141 146
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Apéndice 2. Estructura de rayos X de la hemoglobina (Kendrew, 1961; Perutz, 1978)
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Apéndice 3. Kit para determinacién cuantitativa de hemoglobina glucada (HbAc) en sangre
humana 7eco diagnostics.

Procedimiento

Parte A: Preparacion del hemolizante

Se agregaron 500 uL de reactivo lisante en tubos de ensayo, luego se le afiadio 100
ul de la muestra (mezcla de reaccion), se agitd hasta formar una mezcla hemolizante y se

dej6 en reposo por 5 minutos.

Parte B:

Se mezclo la resina de intercambio catidnico, luego se agregaron 3,0 mL de la resina
en un tubo de ensayo, después afiadieron 100 uL del hemolizado de parte A. Se introdujo el
tubo separador quedando la banda de goma a 1 cm por encima del nivel del liquido, se mezclo

durante 5 minutos.

Luego se empujo el tubo separador hasta que la resina quedo comprimida en el fondo
del tubo y el liquido sobrenadante quedo retenido dentro del tubo separador. Después se
verti6 el liquido sobrenadante en un tubo o directamente en la celda de lectura y se medié la
absorbancia (Abs) en un espectrometro UV a 415 nm. Esta lectura corresponde a la

hemoglobina glucada HbAc.

Parte C:
Se afiadi6 5,0 mL de agua destilada en un tubo de ensayo, luego se agregaron 20 uL
del hemolizado de la parte A y se mezclaron. Después se midié en un espectrometro UV la

absorbancia. Esta lectura corresponde a la hemoglobina total HbAotal.

Cilculos:
Se Calculé la proporcion entre ia absorbancia de la HbA c y HbAtotal para cada
muestra y patron.

R = AbsHbA, .

= Ec. 5
AbsHbA

total
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Los valores de HbA ¢ fueron expresados en porcentaje % y se determinaron utilizando la

sigue expresion:

%HDbA, . ——*Br“-“—es—‘ﬂ*[Patrén] Ec. 4

Patron

Otra manera de calcular el porcentaje de HbA;c formada durante la reaccion sin la

utilizar del patrén de HbA ¢ se realiz6 por la siguiente ecuacion:

AbsHbA, .
AbsHbA, xF

ota

x100 Ec.6

YoHDbA, . =

Donde: F es el factor de correccion del método empleado.

Calculo del factor de correccién por la dilucién F:
En la parte B, se mezclaron 3,0 mL de resina més 0,1 mL de hemolizado de la parte A
equivalente a tener un volumen total de muestra de 3,1 mL, este se divide entre el volumen

de muestra del hemolizado.

3,1
0,1

=31

En la parte C, se mezclaron 5,0 mL de agua mas 0.02 mL del hemolizado de la parte A
teniendo un volumen total de muestra de 5,02 mL, este se dividio6 entre el volumen de muestra

del hemolizado.

202 _ 251
0,02

Para obtener el factor de dilucion F se dividio, el valor de dilucion de la parte C entre el valor

de dilucioén de la parte B.

Fo 21_g10 Ec. 8
31

Siendo 8,10 el factor de correccion para la Absorbancia de la hemoglobina total.
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Apéndices 4. Kit para la determinacion enzimatica cuantitativa de glucosa. Método Gol-PAP
900. BIOSCIENCE.
Reactivos:

» Vial con enzima Glucosa oxidasa GOD

»  Solucién de Fenol

» Patrén de glucosa 100 mg/100 mL
Preparacién del reactivo de trabajo:

Se transvaso el vial que contenia la enzima a un frasco ambar de 250 mL. Se afiadio

245 mL de agua destilada agit6 suavemente con movimientos rotatorios hasta que se disolvio
la enzima. Se aifiadio 5 mL del reactivo fendlico. Este reactivo es estable por 45 dias si se

mantiene en la nevera y protegido de la luz.

Técnica:
Se marcaron los tubos de ensayo como blanco, muestra (mezcla de reaccion) y patron

se procedera como indica la Tabla 9.

Tabla 9. Preparacion de los tubos de ensayo blanco, patron y muestra para la

determinacion de la glucosa.

Mouestra Patrén Blanco
Reactivo de trabajo 2,5mL 2,5mL 2,5mL
Muestra 0,020 mL - -
Patron - 0,020 mL -

Se mezclaron e incubaran a 37 °C durante 10 minutos. Se enfriaron con agua y se

midio6 la absorbancia (Abs) en un espectrometro UV a 510 nm se ajusto el cero con el blanco
y se calibr6 con el patron.

Caélculos:

Abs Muestra

Concentracion de glucosa en la muestra = -
Abs Patrén

x100 mg/dL Ec. 9
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Apéndices 5. Articulo cientifico generado de parte de los resultados de la presente

investigacion.

www. saber.ula.ve/avancesenquimica T o 49
Avances en Quimica, 9(2), 49-53 (2014) oances o

Articulo cientifico

]

Effect of buffer phosphate in the reaction of hemoglobin with fructose
Johanna E. Peda®, Herminia D. Gil
Laboratorio de Fisicoquimica Organica. Departamento de Quimica,
Universidad de los Andes. Mérida 5251. Venezuela.

(*) johannap@iula.ve

Recibido: 04/02/2014 Revisado: 02/05/2014 Aceptado: 14/07/2014

Resumen

La reaccion de ta hemogiobina con fructosa es catalizada por el buffer de fosfato. La cinética exhibe tanto, un
término independiente del buffer (ko) como un término de segundo orden dependi del buffer (kg). La
constante catalitica (kg) para el fosfato es (11,40 + 0,60) x 107" s M, La velocidad de reaccién espontanea (ko)
para el fosfato es (5,30 + 1,60) x 107 s, La glucacién de la hemoglobina con fructosa exhibe idénticos resultados
en buffer fosfato preparado en H,O y D;0. Las constantes de velocidad para el fosfato en H,Q y D,O son (5,31 +
0,30) x 10° sy (5,30 + 0,09) x 10° 5™, La ausencia de efecto isotépico de solvente es indicativo que un grupo
basico en la molécula de hemogiobina pueda estar involucrado en la abstraccion del proton 2 en el reordenamiento
de Amadori.

Palabras claves: hemoglobina; glucacion; fructosa; fosfato
Abstract

The reaction of hemoglobin with fructose is catalyzed by buffer phosphate. The kinetics exhibited both, a buffer
independent term (k) and a second-order term in buffer (kp). The catalytic constants (kg) for phosphate is (11.40
0.60) x 107" s M™. The spontaneous rate reaction (k) for phosphate is (5.30 + 1.60) x 107 5" The glycation of
hemoglobin with fructose exhibits identical rates in protium and deuterium oxides in phosphate buffer. The first
rate constant for phosphate in H.0 and D,0 are (5.31 +0.30) x 10° 5™ and (5.30 £ 0.09) x 105" The absence of
solvent isotope effect is indicative that a catalyst base group on the hemoglobin molecule may be involved in the
abstraction of proton 2 in the Amadori rearrangement.

Keywerds: Hemoglobin; Giycation; Fructose; Phosphate

Introduction valine residues in hemoglobin' and a sclective modification
of a limited set of lysine residues in hemoglobin®, albumin®
and lipoprotein®. As shown in Scheme 1, the initial reversible
condensation step of giucose and hemoglobin forms an
aldimine or Schiff base which is able to undergo a nearly
irreversible intermolecular Amadori rearrangement”.

Non-enzymatic glycation, is a natural phenomenon, which is
the attachment of free sugar molecules to certain amino acid
residues of proteins. The reaction between glucose and free
amino structares in proteins forms complex cyclic structures
that are refated to diabetes complications and ageing.

influence the
oncentration’,

Several factors have been reported that

Studies with a number of proteins indicate that glycation is ) N
rate of glycation of be

not a random chemical modification of amine groups in
proteins. There is prefereatial glycation of B-chain terminal

catalysis by buffor phosphatc®®, ar

Scheme 11 Glycation of Hemoglobin,
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buffer phosphate®®, arsenate and carbonate’, catalysis by 2,3-
diphosphoglycerate™*"2,  3-phospho-glycerate, 2-phospho-
glycerate and 2-glycerolphosphate®. Cleardy inorganic® and
organic phosphates'™*'"* play an important role in
determining the kinetics and specificity of glycation of
hemoglobin. The role of inorganic phosphate and carbonate is
not classical, proteolytic general acid-base catalysis, showing
that a functional group on the hemoglobin is the abstracting
base in the Amadori rearrangement®. The catalytic constants
(ks) for carbonate’ and phosphate” buffer are the same with
glucose.

Glucose is the most abundant reducing sugar in the body.
This implies that the reducing sugar is generally
considered in the non-enzymatic glycation reactions of
biological interest. No clutch, any sugar that has a free
carbonyl group can react with primary amino groups of
proteins to form Schiff base.

The reactivity of the different sugars is given by the
availability of its carbonyl group. Sugar molecules get
stabilized by a balance between the open form and at least
two closed forms {(cyclic anomers) in which the carbonyl
group disappeared. In 1953 Kastchalsky group showed a
correlation between the reaction rate and the glycation ratio of
the open form of the sugar. Have demonstrated the relative
reactivity of hemoglobin with certain monosac-charides',
where the cormelation is observed between the rate of
interaction with the protein and the open form of the sugar.

Fructose, as is the case of other reducing sugars, undergoes
Maillard reaction with proteins and amino acids. The
initial stages of the reaction occur faster than with glucose
fructose, approximately the rate of formation of Schiff
base from amino groups of the hemoglobin with fructose is
7.5 times faster than that formed with glucose™.

The Maillard reaction with fructose is very similar to that
with glucose (Scheme 2), but presents another grouping is
called "Heyns rearrangement” and is shown generally as
the replacement of 2-amino-2-deoxyaldosa'®®® as shown in

Scheme 2. Others found to the 1-amino-1-deoxy-D-
fructose is also formed in the reaction of fructose with
amino acids'™®® and protein®.

Studies indicate that high levels of fructose postprandial
plasma are associated with retinopathy and possibly
nephropathy in patients with type 2 diabetes™. Diets high in
fructose (72 % by weight) in rats caused the development of
diabetes mellitus and diffuse glomerulosclerosis™.

Cataract formation in diabetes occurs through non -
enzymatic glycation of proteins in the lens due to higher
concentrations of sugars in the lens of the diabetic patients.
Research conducted with [*Clfructose and gamma-il-
crystalline bovine radiolabeled indicated that fructose had
reacted in one site of the protein. The results of the amino
acid analysis to the amino acid sequence of gamma-li-
crystalline, it was concluded that the labeled peptide
corresponded to the N-terminal dipeptide™. The site of
glycation of bovine gamma-H-crystalline by fructose was
thereby identified as the alpha-NH, group of the N-
terminal glycine™. Molecular modeling study revealed that
the most likely to join between fructose and hemoglobin
sites are lysines: Lys 7 (), Lys 127 (a) and Lys 66 (B)*°.

Because of all these factors that involve high consumption
of fructose, we propose to perform a mechanistic study of
the behavior of fructose directly with hemoglobin in the
presence of phosphate buffer, if they react faster than
glucose with hemoglobin formation HbAlc glycated
hemoglobin should not be a substitute for glucose as side
reactions accelerate diabetes and normal aging.

Experimental

Human hemoglobin was obtained from Sigma Chemical
Co., fructose Sodium dihydrogen phosphate (NaH,POy),
disodium hydrogen phosphate (Na,HPO,-7H,0) and
sodium chloride were purchased from Merck. Acrodisc
filters 0.2 pm was from Gelman Sciences.

CHO
H—NH-
CH,0H CH,OH Hg gﬂ
=0 C=p-—- .
HO--H HO—H a H-1-OH
H-+OH H-OH el CH,OH
H-l-OH * Had— == H-1-OH 2amino-2deoxyaidoss
CH,OH CH,0H b
D- fructose Schiff base ~ chﬁgﬂ
0
H--OH
H~-OH
CH,OH
1-amino-i-deoxy-D-fructose
a and b Heyns products

Schreme 2: Fructose Maillard reaction causes two (a and b} products Heyns'.

Johanna E. Pefia M.
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Phosphate buffer solutions at pH = 7.3 were prepared by
mixing appropriate volumes of sodium dihydrogen
phosphate (10 mM), disodium hydrogen phosphate (10
raM) and NaCl (0.15 M).

The reaction mixtures were prepared by mixing known
volumes of hemoglobin with different concentrations of
buffer phosphate, NaCl (0.15 M), pH = 7.3, fructose (40
mM) at 0°C. The final pH for phosphate buffer was 7.3 for
all solutions. The reaction was started and maintained at 37
°C. All solutions were sterilized by ultrafiltration through a
Gelman 0.2 um filter (Acrodisc) in sterile plastic tubes.

The rates of glycation of hemoglobin under an atmosphere of
air were measured by the appearance of the glycated
hemoglobin'®. Glycohemoglobin HbAc was eluted from a
cation-exchange column and measured spectrophoto-
mefrically at 415 nm (Teco Diagnostes Kit'>", Hemoglobin
concentration of 92 x 10”mM was employed with fructose
(40 mM). The reaction media were 0.15 M of NaCl, buffered
at 37 °C with mixtures of sodium dihydrogen phosphate and
disodium hydrogen phosphate'*.

In the experiments to determinate solvent isotope effects
for. phosphate buffer was held at 4.8 mM, pH 7.30, pD
7.84, at 37°C under similar condition of hemoglobin and
fructose concentration. All solutions were sterilized by
ultra-filtration thorough a Gelman 0.2 um fiiter {Acrodisc)
in sterile plastic tubes.

Resuits and disc

Figure | shows an increase in the percent of HbA
formation with time at fixed concentrations of phosphate
buffer at pH = 7.3, NaCl (0.15 M) at 37°C. The
concentrations of hemoglobin and fructose were kept at 9.2
x 107mM and 40 mM, respectively. Phosphate buffer was
varied from 1.6 mM to 8 mM. The increase of HbA,¢
formation with increase in phosphate concentration is
indicative of catalysis by phosphate buffer.

Table 1 list the first order rate constants for Glycation of
hemoglobin as a function of phosphate buffer
concentrations at pH = 7.30, NaCl (0.15 M) at 37°C.The
concentration of hemoglobin and fructose were held
constant at 92 = 107 mM and 40 mM, respectively, and
phosphate was varied from 1.6 mM to 8.0 mM. The first-
order rate, constants were calculated as the best-fit
parameters which were obtained from a non-linear least
squares fitting procedure to the first order equation:

[HbA cl = [HbA )t ([HbA 1¢Jo - [HBA ¢ ]u)e 0%

Figure 2 shows an increase in the first order rate constants
for glycation of hemoglobin as a function of phosphate
buffer concentrations, pH 7.30, NaCl 0.15 M at 37°C. The
concentration of hemoglebin and fructose were heid
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Fig. 1: Plot of formation of HbA¢ as a function of time in

diferents concentration of phosphate buffer, pH 7.30 for
glycation of hemogiobin at 37°C.

Table I: First order rate constants for glycation of hemoglobin
with fructose as a function of phosphate buffer pH 7.30, NaCl
0.15 M at 37°C.

|Fosfato] mM

_ kpx 10°5™

16 2.380,05
32 404+0,10
43 5.31+0,30
64 $.33 0,40
3.0 10.07 + 0,30

constant at 9.2x10” mM and 40 mM respectively,
phosphate was varied from 1.6 mM to 8.0 mM. The first-
order rate constants were calculated as the best-fit
parameters obtained from a non-linear least squares fitting
procedure to the first order equation.

The increase of rate constants (k) with phosphate buffer is
indicative of catalysis by phosphate, The kinetics exhibited
both, a buffer independent term reflecting that the reaction
assisted by water, ions (hydroxide or hydronium ions), or
protein functional groups and a second-order term in buffer
(kobs ™ ko + ki [Buffer]). The second order rate constants (kg)
calculated from the slopes (Figure 2) and the first order rate
constant (k) for the spontaneous reaction from the intercepts
(Figure 2). The catalytic constants (kg) (slope) for phosphate
is, (11.40 + 0.60) x 107°s™ M, the spontaneous rate reaction
(ko) (intercept) is (5.30  1.60) x 107 s™. A similar effect with
hemoglobin and glucose was reported. ky = (1,67 + 0,11) x
100 s My ko= (0,57 + 0,19) x 167 5™ The glycation of
hemoglobin is greater with fructose that glucose, figure 3.
This observation is consistent with the extent to which the
sugar exists in the open form. The equilibrium between the
open and ring structures for glucose is 0.002 % and from
fructose is 0.7 %',
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The glycation of hemoglobin with fructose exhibits
identical rates in protium and deuterium oxides in
phosphate buffer, figure 4. The first rate constant for
phosphate in H,O and D,0 are (5.31 = 0.30) x 10° 5" and
(530  0.09) x 10° s, Phosphate buffer was held at 4.8
mM, pH 7.30, pD 7.84, at 37°C under similar condition of
hemoglobin and fructose concentration. The absence of
solvent isotope effect is indicative that the a catalyst base
group on the hemoglobin is the proton-abstracting base in
the Amadori rearrangement.

Conclusions

1. The reaction of hemoglobin with fructose is catalyzed
by buffer phosphate.
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Fig. 4: Plot of formation of HbA ;¢ as a function of time in H.O
nd D0 phosphate 4.8 mM, pH 7.30, pD 7.84 at 37°C.

2. The catalytic constant (kB) for fructose is seven times
higher that glucose.

(")

The spontaneous reaction (ko) for fructose is nine times
bigger that glucose.

4. The glycation of hemoglobin with fructose exhibits
identical rates in protium and deuterium oxides in
phosphate buffer.

5. Non solvent isotope effect for phosphate is indicative
that a functional group in the hemoglobin is the
abstracting base in the Amadori rearrangement.
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