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RESUMEN

La Diabetes Mellitus (DM) y la Obesidad son trastornos metabdlicos que
tienen caracteristicas en comun entre las cuales tenemos inflamacion cronica,
hiperglucemia y resistencia a insulina. La exposicién cronica a hiperglucemia
genera problemas en el organismo como la destruccion de las células-f del
pancreas. Se han postulado diferentes mecanismos que exponen a la
lipotoxicidad y a la glucotoxicidad como factores importantes en la apoptosis y
deterioro del pancreas. Las citocinas pro-inflamatorias IL-18, y TNF-a son
identificadas como probables blancos terapéuticos que mitigarian el progresivo
deterioro de células-f3 observado en la diabetes, de igual forma tanto TNF-a, IL-
6 y PPAR-y son blancos importantes en el tratamiento de la obesidad. Otro factor
que demuestra un vinculo entre diabetes y obesidad es la sobreproduccion de
especies reactivas de oxigeno (EROs). Debido a que hay un incremento en la
actividad de las rutas metabdlicas, la produccibn de EROs también se
encuentran aumentados y estas especies elevadas participan de manera

importante en el desarrollo de complicaciones diabéticas.

La OMS estima que existen 346 millones de personas con diabetes en el
mundo y que esta cifra se incrementara en los afios venideros. En nuestro pais
se estima que este ocupara entre el sexto y séptimo lugar en la prevalencia de
diabetes en el mundo para el 2025. Por otro lado, en 2014 mas de 1900 millones
de adultos de 18 afios 0 mas tenian sobrepeso, de los cuales méas de 600
millones eran obesos. Y dado que la obesidad es un factor de riesgo para
desarrollar diabetes se debe de tener en consideracion que México ocupa de los

primeros lugares en obesidad a nivel mundial.

En México el uso de la medicina tradicional es muy ocupado, siempre es
importante evaluar con rigor cientifico si estas plantas medicinales tienen las
actividades farmacolégicas que se les atribuye, la misma OMS recomienda la
investigacion de plantas para la obtencion de nuevas moléculas de interés
bioldgico.
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Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de una mezcla
enantiomérica de 3’,4’-di-O-acetil-cis-quelactona (DOAcQ) enriquecida con la
estereoquimica R,R en ratas diabéticas inducidas con estreptozotocina (STZ) y
en un modelo de ratdn obeso inducido con dieta hipercalorica, para buscar su
efecto hipoglucemiante, antioxidante y a nivel molecular si es capaz de regular

genes relacionados con diabetes y obesidad.

La mezcla enantiomérica 3’,4’-di-O-acetil-cis-quelactona fue obtenida por
medio de sintesis quimica que involucro diferentes etapas de reaccion. Una vez
se obtenido a DOAcQ se formaron diferentes grupos de estudio de roedores,

incluyendo controles y se compararon con farmacos de referencia.

Los animales fueron sacrificados de acuerdo a la NOM-033-Z00-1995 y del
suero se evaluo el perfil bioquimico; se realiz6 un analisis histopatologico con
tincion de Hematoxilina y Eosina de distintos tejidos, asi como se determino la
asociacion de genes relacionados con diabetes y obesidad en higado (TNF-a,
IL-1B, IL-6).

Los resultados obtenidos mostraron que DOACcQ tiene efectos
hipoglucemiantes, ademas disminuyé el estrés oxidativo por incrementar la
actividad de enzimas antioxidantes, en el modelo de ratén obeso ayudé a
disminuir su incremento en peso, ademas de regular moléculas como TNF-a,
IL-6, IL-1B, y PPAR-y y por ultimo no se encontraron efectos toxicos. Por lo
tanto, DOAcQ podria servir como un nuevo farmaco para el tratamiento del

sindrome metabdlico.
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ABSTRACT

Diabetes Mellitus (DM) and obesity are metabolic disorders groups that have
common characteristics among which are chronic inflammation, hyperglycemia
and insulin resistance. Chronic exposure to hyperglycemia causes problems in
the body such as the destruction of B-cells in the pancreas. Different mechanisms
have been postulated as important factors in apoptosis of B-cell and impairment
of pancreas that expose lipotoxicity and glucotoxicity as main reason. The pro-
inflammatory cytokines IL-18 and TNF-a, are identified as likely therapeutic
targets that would mitigate the progressive deterioration of 3-cells observed in
diabetes, both TNF-a, IL-6 and PPAR-y are targets in the treatment of obesity.
Another factor demonstrating a link between diabetes and obesity is the
overproduction of reactive oxygen species (ROS). Because there is an increase
in the activity of metabolic pathways ROS production is increased and these ROS

are involved significantly in the development of diabetic complications.

WHO estimates that there are 346 million people with diabetes worldwide and
this figure will increase in the coming years. It is estimated that our country will
occupy between the sixth and seventh in the prevalence of diabetes in the world
by 2025. In 2014 more than 1900 million adults 18 years or older were

overweight, of which more than 600 million were obese.

In Mexico the use of traditional medicine is very busy, it is always important to
assess scientifically whether these medicinal plants have pharmacological
activities attributed to them, the same WHO recommends research on plants for

producing new molecules of biological interest.

Therefore, the objective of this study was to evaluate the hypoglycemic effect
of an enantiomeric mixture of 3',4'-di-O-acetyl-cis-quelactona enriched with the
stereochemistry R,R in diabetic rats induced with streptozotocin (STZ) and in
obese-induced model by diet, looking whether DOAcQ has hypoglycemic effect,
antioxidant effect and if it is able to regulate genes that play a important rol in

diabetes and obesity.
XXii



A enantiomerially enrriches mixture of 3',4'-di-O-acetyl-cis-quelactona was
obtained by chemical synthesis wich involved different reaction steps. Once the
compound was obtained, this was evaluated in the animal models, different

groups were performed and was compared with reference drugs.

The animals were sacrificed and serum biochemical profile was assessed,;
histopathological analysis with hematoxylin and eosin staining of different tissues
was performed, as well as the determination of genes in liver by PCR (TNF-a, IL-
1B, IL-6).

The results showed that DOAcQ has hypoglycemic effect in streptozotocin-
induced diabetic rats, also decreased oxidative stress by increasing the activity
of antioxidant enzymes and is able to reduce the increase in weight in obese
mouse model, besides regulating molecules such as TNF-a, IL-6, IL-13, and
PPAR-y. Therefore DOAcQ could serve as a new drug for the treatment of

metabolic syndrome
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1. INTRODUCCION

1.1 Diabetes

Diabetes Mellitus (DM) es un grupo de trastornos metabdlicos que tienen
como caracteristica en comun la hiperglucemia. La exposicién crénica a la
hiperglucemia aumenta los problemas en el organismo debido a la destruccion
de las células-B del pancreas y generando complicaciones diabéticas. Las
células-B pancreaticas y su producto de secrecion la insulina, son importantes
en la fisiopatologia de la diabetes. La diabetes es reconocida por la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS) como una amenaza mundial. Se estima que existen
346 millones de personas con diabetes alrededor del mundo, el 80 % de los
diabéticos viven en paises de bajos y medianos ingresos (OMS., 2015). Ademas
se estima que hay millones de personas con intolerancia a la glucosa (Lo cual
se define como hiperglucemia con valores intermedios entre normal y diabetes)
las cuales tienen predisposicion a desarrollar diabetes. En 2014, 4.9 millones de
personas murieron por consecuencia de altos niveles de azucar en sangre y se
estima que para el 2030 esta cifra se duplicara. La OMS atribuye el aumento de
casos de diabetes al crecimiento de la poblacion, la dieta y al sedentarismo del

estilo de vida.

1.1.1 Estadisticas y costos de la diabetes

En los Estados Unidos de América, la American Diabetes Association (ADA)
ha estimado que el costo total de diabetes en 2002 fue de 132 billones de
dolares.

En 2014, uno de cada 9 ddlares gastado en el cuidado de salud fue gastado
para alguien diagnosticado con diabetes (Leena y Jill, 2010).

Las cifras presentadas son alarmantes porque el incremento en la prevalencia
de diabéticos es cada vez mayor (Figura 1). En 1985, un estimado de 30 millones
de personas alrededor del mundo tenia diabetes. En 1995, esta cifra habia
incrementado a 135 millones y para el 2005 la cifra alcanz6 un estimado de 217
millones (Simon et al., 2005). Como ya se menciono, a la fecha son alrededor de

347 millones de personas reportadas con diabetes.
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Figura 1. Incremento de personas con diabetes a lo largo de los afios

En México, la diabetes se ha mantenido como la segunda causa de mortalidad
desde el 2004 hasta el 2013 (Tabla 1).

Tabla 1. Mortalidad en México por diabetes

Afio | Porcentaje de Muertes
2004 13.15
2005 13.56
2006 13.84
2007 13.71
2008 14.01
2009 13.76
2010 14.01
2011 13.68
2012 14.12
2013 14.34

México ocupaba el séptimo lugar mundial en la prevalencia de diabetes, es un
dato alarmante y mas aun cuando las proyecciones de los especialistas
internacionales refieren que para el afio 2025 ocupara el sexto lugar. El Instituto
Mexicano para la Competitividad (IMCO) sefiala que, ademas del impacto de
esta enfermedad en la mortalidad y la calidad de vida de los pacientes con
diabetes, este padecimiento representa una enorme carga econdmica tanto para
el individuo, su familia, el sistema de salud y la sociedad en general (Tabla 2)
(Arredonde y De icaza, 2011).



Tabla 2. Costos directos, Costos indirectos y Costos totales anuales atribuibles
a la diabetes en México, 2010.

ITEM SSA; IMSS, ISSSTE; USUARIOS, Seguros TOTAL
P.

COSTOS 325,172 443,279 175,607 249,619 NA
DIRECTOS (CD)
Consulta/ 7,101,113 16,029,089 3,750,300 31,061,914 1,792,032 59,734,448
Diagnéstico
Medicamentos 15,813,331 35,749,875 8,351,475 69,234,743 3,994,310 133,143,734
Hospitalizacién 4,747,670 10,716,748 2,507,381 20,767,414 1,198,118 39,937,331
Complicaciones 13,125,433 29,627.572 6,931,914 57,413,683 3,312,326 110,410,928
SUBTOTAL CD 40,787,547 92,123,384 21,541,070 178,477,754 10,296,786 | 343,226,541
COSTOS
INDIRECTOS (CI)
Costos por 2,267,624 5,326,703 1,217,070 10,811,632 NA 19,623,029
mortalidad
prematura
Costos por 47,188,661 110,847,272 | 25,326,919 | 225,842,994 NA 409,205,846
discapacidad
permanente
Costos por 712,395 1,673,432 382,353 3,603,879 NA 6,372,059
discapacidad
temporal
SUBTOTAL 50,168,680 117,847,407 | 26,926,342 | 240,258,505 NA 43,520.093
COSTOS TOTALES 90,956,227 209,907,791 | 48,467,412 | 429,033,045 NA 778,427,475

1= Secretaria de Salud; 2= Instituto Mexicano del Seguro Social; 3= Instituto de servicios y
Seguridad Social para los trabajadores del Estado; 4= Gastos del bolsillo de usuarios en
instituciones privadas de salud; NA= No Aplica.

El entendimiento de la funcion y las sefiales que son activadas y/o reprimidas
en las células en respuesta a la actividad de insulina o aquellas sefales que
participan en la secrecion de esta hormona, tanto en personas sanasy pacientes
con DM ayudaria a entender mas sobre la patologia y los posibles blancos, que
desempenfiarian una funcion importante para la prevencion y tratamiento de la

diabetes.

1.2 Insulina

La insulina es la hormona anabdlica mas potente conocida, promueve la
sintesis y almacenamiento de carbohidratos, lipidos y proteinas, mientras inhibe
su degradacion. La insulina estimula la entrada de glucosa, aminoacidos y acidos
grasos a la célula, incrementa la expresién o actividad enzimatica que cataliza la
sintesis de glucdgeno e inhibe la actividad o expresion de aquellas que catalizan
su degradacion.

Las células-B del pancreas son las encargadas de censar los niveles de
glucosa, por lo que son las células mas activas encaminadas a la absorcion de
glucosa. La entrada de glucosa por los transportadores de glucosa tipo 2
(GLUTZ2) conduce a un incremento de la cantidad de adenosina trifosfato (ATP),

lo que lleva al cierre de canales de potasio sensible a ATP que provoca la
3



depolarizacion de la membrana y activa canales de Ca?* dependientes de voltaje,
que incrementa los niveles de Ca?* intracelular y permite la secrecién de insulina.
En las células-B existen receptores de insulina que sirven para modular la
expresion de diferentes genes involucrados en la producciéon de la insulina y
otros genes importantes para las células-p (Figura 2).

Las concentraciones de insulina son normalmente determinadas por un control
de retroalimentacion, el cual es responsable para mantener los niveles de
glucosa en un estado normal. La sensibilidad de las células-B pancreaticas a la
glucosa es determinada por la sensibilidad del tejido periférico a la accion de la
insulina, sujetos con resistencia a la insulina presentan altos niveles de insulina

y un incremento en la secrecion de insulina, que aquellos sujetos insulino-

sensibles.
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Figura 2. Sefalizacion para la secrecion de insulina en las células-

La secrecion normal de insulina muestra una rapida respuesta a glucosa. El
incremento en la secrecion de insulina que ocurre después de una administracion
intravenosa de glucosa es virtualmente instantaneo; incluso después de una
ingestion oral, el incremento en la secrecion de insulina ocurre dentro de minutos.

Manifestaciones tempranas de la disfuncion en las células-f3 incluyen retraso en



Su secrecion, una respuesta menor a la glucosa e irregularidades en los pulsos
de la secrecion de insulina (Graeme y Kenneth, 2001).

Cuando la insulina activa a su receptor incrementa la entrada de glucosa a las
células por estimular la translocacion del transportador de glucosa (GLUT4) de
sitios intracelulares a la superficie celular. Mas del 75 % de la entrada de glucosa
mediado por insulina ocurre en musculo esquelético, mientras que en tejido
adiposo solo ocurre un 10 % donde la energia es almacenada como triglicéridos.
A pesar de esto, ratones con knockout del receptor de insulina en musculo
esquelético tienen una tolerancia a la glucosa normal, mientras aquellos ratones
con knockout en adipocitos presentan intolerancia a la glucosa demostrando que
el tejido adiposo participa de una forma importante en la homeostasis de la

glucosa.

1.2.1 Receptores de insulina

Los receptores de insulina pertenecen a una subfamilia de receptores tirosina
cinasa, que incluyen al receptor del factor de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-I)
y al receptor relacionado al receptor de insulina (IRR). Estos receptores son
proteinas tetraméricas que consisten de 2 alfa y 2 beta subunidades que
funcionan como proteinas alostéricas, en las cuales la subunidad a inhibe a la
tirosina cinasa de la subunidad . La unién de insulina a la subunidad a conduce
a la desaparicion de la represion de la actividad cinasa de (3, seguido de una
transfosforilacién y un cambio conformacional que incrementa la actividad cinasa
de la subunidad 3. Asi es como da inicio la cascada de sehfalizacion de la

insulina.

1.2.2 Sefalizacién insulinica y el trafico de GLUT4

La insulina regula el metabolismo de energia por iniciar muchas cascadas de
sefalizacion que controlan el crecimiento celular y la sobrevivencia, asi como la
sintesis de glucégeno, proteinas y lipidos. En la Figura 3 se puede observar el
mecanismo para que GLUT4 se fusione a la membrana celular, esto requiere de
la movilizacién de compartimientos de vesiculas intracelulares, en las cuales se

encuentran estos transportadores. Todo esto se realiza mediante la regulacion



de diferentes proteinas que son activadas en la células debido al estimulo de la
insulina (Leto et al., 2012).
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Figura 3. Sefalizacion de la insulina. a) La activacion del receptor de insulina genera una
transfosforilacion lo que promueve el reclutamiento de proteinas adaptadoras como APS
(Proteina adaptadora con dominios de homologia a pleckstrina (PH) y homologia a Src 2 (SH2).
CAP (Proteina asociada a c-CBL) y c-CBL, este Ultimo es fosforilado, lo que permite el
reclutamiento de la proteina adaptadora CRK y el factor intercambiador de nucleétidos de
guanina (GEF) C3G a la membrana plasmatica, donde C3G activa a la pequefia GTPasa TC10.
La uniéon de GTP a TC10 promueve la interaccién con el complejo exocitético, creando un sitio
blanco para GLUT4, que estan almacenados en vesiculas (GSV). TC10 también activa a la
proteina 4 que interactia con CDC42 (CIP4), la cual estd asociada con el GEF de RAB5 y RAB31
(GAPEXb5). La translocacion de GAPEX5 a la superficie celular modula la activacion de sus
GTPasas blancos, las cuales participan en la retencidn y translocacion de los GSV.

b) Simultaneamente los receptores de insulina inician la cascada de sefializacién dependiente
de fosfoinocitido-3-cinasa (PI3K) por la fosforilacion del substrato del receptor de insulina (IRS),
asi produciendo sitios de anclaje para PI3K. Esta cinasa convierte el fosfatidilinositol-4,5-difosfato
(PIP2) a fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3), el cual sirve como una plataforma para el
reclutamiento de la cinasa dependiente de fosfoinocitidos 1 (PDK1) y AKT. Cuando AKT es
fosforilado por PDK1 y mTORC2, pasa a una forma activa. AKT promueve la exocitosis de GSV
por fosforilacion e inactivacion de 2 proteinas activadoras de la actividad GTPasa (GAPs), AS160
y el complejo RAL-GAP (RGC, que consiste de 1 subunidad regulatoria (RGC1) y una subunidad
catalitica (RGC2)), los cuales regulan GTPasas que estan participando en la retencion y direccion

de los GSV, respectivamente.



El defecto en la secrecion y transmision de sefiales insulinicas trae como
consecuencia el problema de la hiperglucemia y dan origen a distintos tipos de
diabetes.

1.3 Tipos de diabetes

Existen 2 principales formas de diabetes. La Diabetes Mellitus tipo 1 (DM1) y
la Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2), en afios recientes se han tenido que redefinir
tanto sus nombres como sus definiciones ya que anteriormente se pensaba que
cada tipo de diabetes afectaba solamente a una parte exclusiva de la poblacién,
pero no es de esta forma. Ademas de estos tipos de diabetes existen otras
menos comunes como son la diabetes gestacional, diabetes debido a defectos
genéticos, obtenida por infecciones, endocrinopatias, sustancias quimicas, y por

problemas inmunes, entre otros.

1.3.1 Diabetes Mellitus tipo 1 (DM1)

La DM1 resulta de una deficiencia absoluta de insulina debido a una
destruccion auto inmunoldgica de las células-p productoras de insulina. Aunque
la consecuencia de la destruccién autoinmunes de las células-8 pancreaticas son
claras, las causas no lo son y la identificacion de los factores ambientales que
desencadenan la destruccion de estas células en nifios, adolescentes y adultos

genéticamente susceptibles permanece aun sin respuesta.

1.3.2 Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2)

La DM2 es un grupo heterogéneo de desordenes caracterizado por 2 defectos
metabdlicos interrelacionados: resistencia a la insulina, disfuncion en la
secrecion de insulina por la células-B del pancreas o ambos (Graeme y Kenneth,
2001). La DM2 tiene grados variables de resistencia a la insulina y disfuncion

celular, las cuales juntas conducen a la hiperglucemia.

1.3.3 Diabetes gestacional
Se caracteriza por presentar estados de hiperglucemia, que aparecen en el
curso del embarazo. Esto aumenta el riesgo de presentar diabetes clinica (60 %



después de 15 afios). La diabetes gestacional puede desaparecer al término del

embarazo, persistir como intolerancia a la glucosa o diabetes clinica.

1.4 Diagndstico de la diabetes

Se establece el diagndstico de prediabetes cuando la glucosa de ayuno es
igual o0 mayor a 100 mg/dL y menor o igual de 125 mg/dL (personas en estos
rangos muestran un alto riesgo a padecer diabetes) y/o cuando la glucosa 2 h
post-carga oral de 75 g de glucosa anhidra es igual o mayor a 140 mg/dL y menor
o igual de 199 mg/dL (intolerancia a la glucosa).

Se establece el diagnostico de diabetes si se cumple cualquiera de los
siguientes criterios: presencia de sintomas clasicos (poliuria, polifagia y
polidipsia) y una glucemia plasmatica casual = 200 mg/dL; glucemia plasmatica
en ayuno = 126 mg/dL; o bien glucemia = 200 mg/dL a las 2 h después de una
carga oral de 75 g de glucosa anhidra disuelta en agua, sin olvidar que en la
prueba de ayuno o en ausencia de sintomas inequivocos de hiperglucemia, estos
criterios se deben confirmar repitiendo la prueba en un dia diferente (NOM-015-
SSA2-2010). En caso de que se confirme el diagnéstico de diabetes se debe
empezar con el tratamiento adecuado para contrarrestar los efectos negativos

de la hirperglucemia.

1.5 Tratamiento de la diabetes

Aunque el ejercicio moderado, un cambio en la dieta y la pérdida de peso
claramente muestran ser efectivos en el riesgo de diabetes, no todos los
pacientes son capaces de adecuarse a este estilo de vida. Por lo que se utilizan
los hipoglucemiantes. Estos son agentes que pueden incrementar la secrecion
de insulina, mejorar la accion de la insulina, o retrasar la absorcién de
carbohidratos. En el caso del tratamiento para DM1 se necesita de la
administracion de insulina para su control.

Los hipoglucemiantes orales son exclusivos para el tratamiento de la DM2.
Estos medicamentos estan compuestos de distintas clases de farmacos que
incluyen a las sulfonilureas, no-sulfunilureas, biguanidas, tiazolidinedionas,
inhibidores de a-glucoésidos, inhibidores de SGL2 y numerosas combinaciones

en el tratamiento.



La eficacia clinica de la monoterapia de farmacos para el tratamiento de la DM2,
varias dependiendo de muchas variables, entre ellas peso, edad, y condicion de
salud, etc, (Tabla 3). A continuacion se explicaran los farmacos utilizados para

el tratamiento de la DM.

Tabla 3. Eficacia clinica de la terapia farmacoldgica para el tratamiento de DM2,
cuando se usa una monoterapia

Tipo de Farmaco Rango de Lipidos Peso Mayor efecto

Eficacia adverso
(Alc)

Secretagogos

Sulfonilurea 0.5-1.5 No afecta Aumenta Hipoglucemia

Meglitinidas 0.5-1.5 No afecta Aumenta Hipoglucemia

Biguanidas v TG

Metformina 1-1.5 v LDL 4HDL Disminuye | Disturbios GI

Tiazolidinedionas 0.5-1.5 Incrementa Retencion F.

Pioglitazona vIG 4DL 4HDL

Rosiglitazona v TG 4DL 4HDL

Inhibidor de a- 0.4-1.0 No afecta Neutral Disturbios Gl

glucosidasa

Agonista del receptor 0.5-1.5 vIG Disminuye Disturbios Gl

GLP-1 AHDL

Inhibidor de DPP-4 0.6-1.5 Neutral Neutral URI

Pramlintida 0.5-1.0 Disminuye Disturbios Gl

1.5.1 Sensibilizadores de insulina

1.5.1.1 Biguanidas

Son agentes gue tienen acciones multiples y son consideradas como
sensibilizadores de insulina. La metformina es el Unico agente en esta clase que
esta actualmente viable y ha disfrutado de un extenso uso por muchos afios.
El mecanismo de accion de la metformina no esta elucidado, pero se sabe que
es requerida la activacion de la proteina cinasa activada por monofosfato de
adenosina (AMPK), para inhibir la produccién de glucosa en el higado mediante
la inhibicién de la gluconeogénesis y glucogendlisis, ademas la metformina

mejora la sensibilidad a insulina en musculo esquelético.

1.5.1.2 Tiazolidinedionas
Han sido usadas clinicamente por 19 afios. Se ha demostrado que las
tiazolidinedionas (TZD) alteran la transcripcion de genes en adipocitos por

activacion de los receptores PPAR-y. Con la modulacion de estos genes el
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metabolismo de acidos grasos libres es afectado. Lo cual es reflejado como en
la reduccion de los niveles de acidos grasos libres, lo que aumenta la

sefalizacion de los receptores de insulina en musculo esquelético.

1.5.2 Secretagogos

1.5.2.1 Sulfonilureas

Estos farmacos son los primeros agentes orales introducidos para el
tratamiento de DM2 y han sido usados desde 1950. EI mecanismo por el cual
aumentan la secrecion de insulina es iniciado por la union de los agentes al
receptor de sulfonilureas en células-B pancreaticas. Lo que promueve la
depolarizacion celular y por lo tanto aumenta la secrecion de insulina (Cefalu.,
2007).

1.5.2.2 Secretagogos no sulfonilureas

Entre los agentes no-sulfonilureas a la venta para uso clinico estan
repaglinida, mitiglinida y nateglinida, los cuales estimulan la liberacion de la
insulina por una rapida asociacion-disociacion al canal de K* sensible a ATP. El
blogueo de los canales de K*atp en el pancreas de las células-p estimula la

liberaciéon de insulina.

1.5.3 Inhibidores de la absorcidon de glucosa

Los inhibidores de a-glucosidasa son agentes que tienen como mecanismo
de accidén para retrasar la absorcién de glucosa del tracto gastrointestinal.
Acarbosa y miglitol son ejemplos de estos agentes, su efecto es por inhibir
competitivamente la unién de oligosacaridos a la enzima a-glucosidasa en el
intestino delgado. Los inhibidores de a-glucosidasa disminuyen tanto la glucosa
e insulina postprandrial. Son los farmacos que tienen menos control de la

glucemia.

1.5.4 Incretinas
Las incretinas son hormonas insulinotrépicas secretadas
gastrointestinalmente que juegan un papel importante en la homeostasis de la
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glucosa, participan en el aumento de la secrecion de insulina de las células-B y
suprimen la secrecion de glucagon por las células-a. El péptido similar a
glucagon tipo 1 (GLP-1) y el péptido insulinotropico dependiente de glucosa son
2 de estas incretinas. La inyeccion intravenosa de GLP-1 ha mostrado a
incrementar la liberacion de insulina y normalizar los niveles de glucosa, inclusive

en pacientes con DM2.

1.5.4.1 Agonista del receptor de GLP-1
Exenatida es un agonista para el receptor de GLP-1, ademas de que es

resistente a dipeptidil peptidasa (DPP-4), enzima que degrada a GLP-1.

1.5.4.2 Inhibidor de dipeptidil peptidasa

GLP-1 es rapidamente degradado por la enzima DPP-4, por lo que la
inhibicién de DPP-4 atenua la degradacién de GLP-1 y gradualmente incrementa
los niveles de GLP-1 enddgeno. Sitagliptina es el Unico inhibidor de DPP-4

actualmente viable en la clinica.

1.5.5 Inhibidores del transportador de glucosa-sodio

Los inhibidores del transporte de glucosa-sodio fueron aprobados en Marzo
de 2013. Existen pocos farmacos de este tipo. Su mecanismo de accion es sobre
el rifidn, este es un pieza clave en la homeostasis de la glucosa, principalmente
por la reabsorcién de glucosa filtrada especialmente por el transportador de
sodio-glucosa 2 localizado en el tubulo proximal. Estos farmacos inhiben
selectivamente a este transportador de glucosa (Safavi et al., 2013).

1.5.6 Terapia de insulina

La insulina, hormona producida por las células-B es blanco de mucha
investigacion tanto para el tratamiento de la diabetes como para entender los
mecanismos que puedan mejorar su secrecion y actividad. Es bien conocido que
la fisipatologia de la DM1 involucra la destruccion autoinmune de las células-f3
del pancreas, por lo que estos pacientes requieren la administracion de insulina

desde su inicio. En la DM2 la disfuncion progresiva de las células-f es una
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caracteristica clave de su fisiopatologia, por lo que es comun el uso de insulina

€en estos casos.

1.6 Hiperglucemia, citocinas y la resistencia a insulina

Las citocinas son un grupo de proteinas con un peso entre 8 a 40,000 Da.
Casi todas las células con nlcleo son capaces de sintetizar estas proteinas y en
consecuencia responder a ellas. Mas de 200 citocinas han sido identificadas las
cuales son dividas en subgrupos viz, interleucinas, factores de crecimiento,
qguimiocinas, interferones y hematopoyetinas. Tradicionalmente las citocinas han
sido divididas en pro-inflamatorias y anti-inflamatorias.

Cuando se empezaba a estudiar la diabetes, la resistencia a la insulina y su
papel en la patogénesis de la DM2, fue despreciada y como resultado la
sensibilidad no fue considerada como un mecanismo potencial para la regulacion
de la glucosa. Recientemente se ha reinvestigado mas acerca de la sensibilidad
y el papel de las citocinas en la resistencia a la insulina. Este tema ha cobrado
mucha fuerza, lo que ha permitido la identificacion de blancos moleculares como
el eje IKK (cinasa de IkB)/NF-kB para aumentar la sensibilidad de las células a la
insulina. Debido a que citocinas pro-inflamatorias derivadas del tejido adiposo
como el Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-a) pueden causar resistencia a la
insulina en modelos experimentales. Se ha sefialado a la obesidad como un
factor importante en la aparicion de la resistencia a la insulina en DM2. Esto fue
una idea revolucionaria, que una sustancia del tejido adiposo y sobreexpresada
en obesidad tuviera un efecto local y sistémico en el metabolismo.

Mientras que la leptina y la adiponectina son producidas exclusivamente en
adipocitos, el TNF-q, IL-1B, IL-6, MCP-1, visfatin, PAI-1 son expresados en otras
células. Estas citocinas y quimiocinas activan vias intracelulares que promueven
el desarrollo de resistencia.

Se ha propuesto que el efecto de la hiperglucemia presentado en DM2 puede
hacer que se incremente el metabolismo de glucosa que conduce a un aumento
en la produccion de Especies Reactivas de Oxigeno (ERO) mitocondrial, la cual
causa un aumento en la activacion de vias inflamatorias.

Las EROs y la activacion de las vias inflamatorias causa resistencia a insulina
debido a que muchas cinasas de serina/treonina son activadas por estimulos
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inflamatorios o de estrés y contribuyen a la inhibicion de sefalizacion de insulina.
Entre estas cinasas tenemos a JNK, cinasa del inhibidor de NF-kB (IKK), y PKC-
e (Kathryn y Gokhan, 2005).

Se ha mostrado que JNK promueve la resistencia a la insulina por la
fosforilacién de residuos de serina en IRS-1. La sefalizacion del receptor de
insulina ocurre por medio de una cascada de tirosina cinasa y es inhibido por
una contra-regulacién de fosforilacién en residuos de serina/treonina que puede
ser mediada por JNK. IKKB causa resistencia a la insulina por medio de la
activacion de NF-kB. Este factor ha sido ligado con la disfuncién celular (Steven
et al., 2006). Las ceramidas pueden activar vias inflamatorias incluyendo JNK y
NF-kB. El exceso de lipidos incrementa la actividad de varias isoformas de PKC
en musculo humano, lo que también puede activar al complejo IKK y por ende a
NF-kB.

1.7 Hiperglucemia, citocinas y disfuncion en células-

La hiperglucemia y la expresion de citocinas, suprimen la transcripcion y
secrecion de la insulina ademas de conducir a las células-f a apoptosis, como
se ha mencionado antes en casos de DM2 aunado con obesidad, la produccion
de ERO y muchas citocinas pro-inflamatorias, estan sobreexpresadas como son
IL-1B, IL-6, TNF-a, entre otras. La unién de IL-18 o TNF-a a sus receptores
especificos reclutan proteinas y activan cascadas de cinasas y ligasas
conduciendo a la activacion del complejo IKK. Este complejo induce la
fosforilacién y degradacion de I1kB, permitiendo la translocacion al nucleo de NF-
kB (Ortis et al., 2012).

IL-18 a menudo sinergiza con TNF-a para la induccién de la muerte celular.
El sinergismo de estas citocinas es un fenobmeno comunmente reportado. Lo que
podria originar la apoptosis en las células-f3.

Se sabe que IL-1B activa la via de la cinasa N-terminal de c-jun (JNK) en
células-B. JNK es un miembro de las proteinas cinasas activadas por mitégenos
(MAPK por sus siglas en inglés) las cuales son una familia de serina/treonina
cinasas y estan involucradas en la transmision del estrés y apoptosis en muchas
células. Por lo tanto, hay evidencia que JNK actia como un regulador clave de
la funcion celular y apoptosis de células-B. En pacientes con DM2 la expresion
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de IL-1Ra (antagonista del receptor IL-1) esta reducida y una alta concentracion
de glucosa induce la produccion de IL-1B en células pancreaticas humanas, lo
que lleva a la activacion de NF-kB y a una regulacion a la alza de la sefalizaciéon
de Fas denominado como un factor apoptético autdcrino (Monisha y Madhukar,
2012). Por lo tanto, el balance entre IL-Ra y IL-18 puede perderse y el
funcionamiento de las células-p en pacientes con DM2 se ve alterado.

1.8 Estrés oxidativo

El estrés oxidativo inducido por especies reactivas de oxigeno y nitrégeno
estan involucradas en la pérdida de la funcion de células- durante el desarrollo
de diabetes. Debido a su baja capacidad antioxidante, las células-f son
extremadamente sensibles al estrés oxidativo. La cadena respiratoria en la
mitocondria representa la principal fuente de produccion de EROs. El radical
superoxido Oz es generado por una simple reduccién de electrones del oxigeno
molecular en la mitocondria por el complejo | y Ill. El radical superéxido es una
molécula reactiva que es convertida a una especie menos reactiva que es el
peroxido de hidrogeno (H202) por la Superoxido Dismutasa (SOD). Esta
molécula es eliminada del organismo por la Catalasa (CAT) y la Glutation
Peroxidasa (GPx). Las células producen especies reactivas de oxigeno porque
son necesarias para la sefalizacion sin embargo, los constituyentes celulares
también son blancos para ser atacados por las EROs y producir estrés oxidativo
(Drews et al., 2010). El peroxido de hidrogeno puede ser enzimaticamente
degradado a Oz, sin embargo una pequefia porcion puede escapar a este destino
y en la presencia de metales de transicion (hierro), el H202 es transformado al
radical hidroxilo ("OH) conocido como reaccién de Fenton (Figura 4). La
generacion de ‘OH puede ser devastador para la célula, debido a su alta
toxicidad (Reiter et al., 2000). Las EROs se encuentran incrementadas en
diabetes y participan en el desarrollo de las complicaciones diabéticas, por lo
tanto, farmacos que se encarguen en disminuir los niveles de EROs serian de
gran interés en el tratamiento de la diabetes (Figura 5) (Hosseini y Abdollahi,
2012).
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1.9 Modelos animales de diabetes
Auln persisten multiples incognitas acerca de los mecanismos patogénicos de
una enfermedad tan prevalente hoy en dia como es la DM2. El avance en la

prevencion y tratamiento de la misma dependera en gran parte de la compresion
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de estos mecanismos y para ello es imprescindible seguir utilizando modelos
animales.

La DM puede presentarse espontdneamente en los animales, puede también
ser inducida de forma experimental y, en ocasiones, combinarse ambas causas.
Tal como era de esperar, los modelos animales de diabetes son tan complejos y
heterogéneos como lo es el propio sindrome metabdlico en seres humanos. En
el espectro patogénico de la DM2, se encuentra todo el rango de posibilidades,
predominando en algunos animales la resistencia a la insulina, mientras que en
el extremo opuesto, otros sufren sobre todo disfuncion de las células-. Todos
pueden aportar informacién valiosa para la DM humana, aunque aquellos
modelos donde la intolerancia a la glucosa es parte de un fenotipo mas complejo,
tal como el que incluye obesidad, dislipidemia e hipertension pueden ser de
mejor utilidad.

En una primera clasificacion, podemos dividir los modelos de diabetes segun
su mecanismo de produccion en modelos espontaneos e inducidos (Arias-Diaz
y Balibrea, 2007).

La estreptozotocina (STZ) y el aloxano son los farmacos mas utilizados para
el estudio de multiples aspectos de la diabetes. Ambos farmacos ejercen su
accion diabetogénica cuando ellos son administrados parenteralmente,
intravenosamente, intraperitonealmente o subcutaneamente. La dosis de estos
agentes requerida para la induccién de diabetes depende de la especie animal,
ruta de administracion y estado nutricional. De acuerdo a la dosis administrada
de estos farmacos signos similares a DM1 o DM2 pueden ser inducidos (Tabla
4).

Tabla 4. Modelos animales para Diabetes Mellitus
Clasificacion de los modelos animales de diabetes mellitus

1. Modelos espontaneos 2. Modelos inducidos
La rata goto-kakizaki (GK) Induccién hormonal
El ratén obeso de Nueva Zelanda (NZO) Administracién de farmacos
El ratén KK Manipulacién genética
Psammommys obesus (rata israeli de la

arena)

Larata OLETF
El ratén db/db
El ratdon ob/ob
El raton Agouti
La rata Zucker (fa/fa)

16



La citotoxicidad de estos farmacos diabetogénicos es mediada por especies
reactivas de oxigeno, pero ambas drogas difieren en su mecanismo de accion.
El aloxano y el producto de su reduccion, acido dialdrico establece un ciclo redox
con la formacion del radical superéxido. Estos radicales someten una
disminucion del peroxido de hidrogeno H202 con un simultaneo incremento de
las concentraciones de calcio citosolico, lo cual causa una rapida destruccioén de
las células-f pancreaticas. La dosis de aloxano mas frecuente usada en ratas es
65 mg/kg (intravenosa), pero cuando es administrada intraperitonealmente (i.p.)
0 subcutaneamente su dosis efectiva debe ser mas alta.

La estreptozotocina entra en las células-p via GLUT-2 y causa alquilacion del
ADN. Ademas STZ induce activacién de ribosilacion de poli adenosina difosfato
y liberacion de oxido nitrico. Como un resultado de la accion de STZ, las células-
B son destruidas por necrosis. En ratas adultas, 50 mg/kg es la dosis mas comun
para inducir diabetes insulino dependiente. En general, las ratas son
consideradas diabéticas si la concentracion de glucosa en sangre en ayuno son
mas de 200-300 mg/dL, 2 dias después de la inyeccion de STZ. Un modelo de
DM2 puede ser inducido en ratas por una dosis intravenosa o intraperitoneal con
STZ, en los primeros dias de vida. A las 8-10 semanas de edad, ratas tratadas
con STZ manifiestan un hiperglucemia basal moderada, una disfuncion en las
pruebas de tolerancia a la glucosa, y una pérdida de la sensibilidad de células-f3

a la glucosa (Frode y Medeiros, 2008).

1.10 Diabetes y obesidad

Existen mucha evidencia y estudios que relacionan a la obesidad con
diabetes, dado que el 90 % de los pacientes con diabetes son obesos, la
obesidad es un factor de riego muy importante que conduce al desarrollo de
padecimientos como enfermedades cardiacas, diabetes tipo 2, cancer, entre
otras enfermedades cronico degenerativas.

La Obesidad se define como la acumulacién anormal o excesiva de grasa que
puede ser perjudicial para la salud (OMS, 2015). El indice mas utilizado para
poder determinar si una persona esta en obesidad es el indice de masa corporal
o IMC, cuando el resultado es igual o superior a 30 una persona es considerada
obesa, en caso de que una persona presente un IMC menor a 30 y mayor o igual
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a 25 se considera en sobrepeso lo cual también es motivo de alarma porque

estas personas son mas vulnerables a ser obesas (Tabla 5).

IMC = Peso de la persona (kg)

[Altura de la persona (m)]?

Tabla 5. Clasificacion del IMC

Insuficiencia ponderal <18.5
Intervalo normal 18.5-24.9
Sobrepeso >25.0
Preobesidad 25.0-29.9
Obesidad =2 30.0
Obesidad de clase | 30.0-34.9
Obesidad de clase Il 35.0-39.0
Obesidad de clase lll >40.0

En 2008, mas de 1400 millones de adultos tenian sobrepeso y mas de 500
millones eran obesos. Cada afio 2.8 millones de personas mueren por causa de
obesidad o sobrepeso. Asi también la obesidad infantil es el problema de salud
publica mas grave del siglo XXI, porque estos nifios tiene mas probabilidades de
padecer enfermedades como diabetes y problemas cardiovasculares, por lo
tanto estan expuestos a muertes prematuras.

En México, la obesidad tiene un impacto muy importante sobre la salud publica
y es que el pais ocupa los primeros lugares de prevalencia en obesidad a nivel
mundial. Ademas de la obesidad en adultos, México también ocupa el primer
lugar en obesidad infantil, lo que como ya se menciond es un factor de riego para

su salud (Figura 6).

Més del 70 % de adultos tienen sobrepeso en México, una proporcién mayor

gue en cualquier otro pais de la OCDE (Figura 7).
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Los factores genéticos son de gran impacto en el desarrollo de la obesidad,
pero para que estos sean expresados se necesita de un ambiente especifico
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para la expresion de obesidad. Un ejemplo claro de esto es la exposicion de las
personas a una dieta alta en grasa (West et al., 1992).

Debido a que la diabetes y la obesidad forman parte del sindrome metabdlico
Se encuentra una asociacion muy estrecha entre ambas a nivel molecular, puesto
que si existe una pérdida de balance en una de las rutas metabdlicas
relacionadas con diabetes u obesidad van afectar inherentemente al otro.
Algunas de las relaciones moleculares son proteinas expresadas en diabetes,
asi también estan en obesidad como por ejemplo las citocinas inflamatorias,
incremento de especies reactivas de oxigeno y otros factores que participan en

los problemas metabdlicos.

1.10.1 Obesidad y citocinas inflamatorias

La obesidad es un problema de salud caracterizado por inflamacion de bajo
grado. Los adipocitos y macrofagos producen citocinas inflamatorias como TNF-
a e IL-6, y expresan receptores tipo toll (TLRs). Los &cidos grasos libres estan
elevados durante la obesidad y sus efectos pueden ser mediados por los TLRs,
cuando existe un exceso de alimentacion cronica esto resulta en acumulacion de
lipidos hepaticos. Las lesiones en el higado pueden ocurrir cuando los
triglicéridos almacenados en los hepatocitos se sobrepasa, resultando en la
activacion de vias apoptoticas e inflamatorias, esto desarrolla resistencia a la
insulina. Las células de Kupffer y las células de Ito se acumulan en el sitio de
herida y la reparacion de tejido y la fibrosis es iniciada. Las células de Kupffer
tienen una participacién importante en el desarrollo de higado graso, estas
células producen a la IL-183, lo que resulta en la acumulacién de lipidos a través
de la supresion de la oxidacion de acidos grasos dependiente de PPAR-a, lo que
agrava la esteatosis (Figura 8). Por lo tanto, la inhibicién de las células de Kupffer
0 sus moléculas puede prevenir la esteatosis inducida por dieta, asi como la
resistencia a la insulina y ejerce efectos sobre la obesidad (Wahli y Michalik,
2012).
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1.10.2 Obesidad y especies reactivas de oxigeno

La peroxidacion lipidica y la produccién de H20:2 en tejido adiposo blanco en
modelos de obesidad en ratén se encuentra aumentado. Exposicion in vitro de
células 3T3-L1 a altos niveles de glucosa o acidos grasos libres ha mostrado
incrementar la produccion de EROs. Muchos estudios han proporcionado
evidencia que la disfuncion mitocondrial esté relacionada con obesidad por el
incremento de la produccién de EROs, lo que termina en resistencia a insulina.

Un numero importante de efectos de la insulina en adipocitos puede ser
mimetizado por H202. Por lo tanto, esta especie reactiva de oxigeno puede
incrementar los transportadores de glucosa y consecuentemente la entrada de
glucosa, asi como la sintesis de lipidos. Mientras inhibe la lipdlisis. Una
produccion controlada de EROs por estimulacién de insulina puede ser benéfico,
la produccién sostenida de EROs puede generar una disfuncion en la respuesta
a la insulina. De hecho, una exposicion a H202 en concentraciones micromolares
a los adipocitos 3T3-L1, afecta la expresion de transportadores de glucosa, lo
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que reduce los transportadores de glucosa y la lipogénesis estimulada por
insulina.

La sobreproduccion de adipocinas inflamatorias es un rasgo del tejido adiposo
disfuncional en obesidad, conduciendo a una inflamacion sistémica en pacientes
obesos. La inflamacion y el estrés oxidativo estan estrechamente
interconectados, el estrés oxidativo sistémico también aparece como una huella
del sindrome metabdlico. El estrés oxidativo parece ser el agente principal en el
desarrollo de muchas complicaciones metabdlicas asociadas con obesidad. Por
lo tanto, terapias disefiadas a disminuir la producciéon de EROs puede ser de

efecto benéfico para la salud (Le Lay et al., 2014).
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2. ANTECEDENTES

2.1 Las plantas con potencial antidiabético

Existen muchas plantas para el tratamiento de la DM, las cuales son una
riqueza oculta de productos naturales potencialmente utiles. Sin embargo, pocas
plantas tradicionales antidiabéticas han recibido el estudio cientifico cuidadoso,
a pesar de las recomendaciones de la Organizacion Mundial de la Salud, que
insta a que su estudio se lleve a cabo (Jung et al., 2006).

En México se han documentado al menos 306 especies de 235 géneros y 93
Familias usadas como agentes hiploglucemiantes. Las familias mas
mencionadas son Astaraceae (47), Fabaceae (27), Cactaceae (16), Solanaceae
(10) y Laminaceae (9). Pero pocas de estas plantas han sido investigadas en
pruebas preclinicas o clinicas. Actualmente se requiere de una investigacion
seria requerida para el desarrollo de nuevos medicamentos herbolarios que
beneficien a la poblacion mexicana que sufre de esta enfermedad cronica. A
diferencia de Alemania y Francia, donde la fitomedicina mueve billones de
dblares cada afio; en México el desarrollo de medicamentos herbolarios seria
aparentemente una oportunidad para los inversionistas (Andrade-Cetto y
Heinrich, 2005).

2.2 Estudios previos realizados en el Laboratorio

En el Laboratorio de Biologia Celular y Productos Naturales. Garcia-Galicia
realizd el estudio de la actividad hipoglucemiante de tres extractos (hexano,
acetato de etilo y etanol) de A. tolucensis en ratas diabéticas, donde encontrd
qgue la administracion de extractos de A. tolucensis tenian una tendencia a
disminuir los niveles de glucosa en ratas diabéticas inducidas con STZ, a dosis
de 250 mg/kg de cada extracto cada 48 h. En especial, el extracto de AcOEt
disminuy6 los niveles de glucosa a 158.6 + 25 mg/dL de una manera
estadisticamente significativa en comparacion de las ratas diabéticas de 361.7 +
27.0 mg/dL, ademas de acercarse a los valores de las ratas control de 76.4 + 5.0
mg/dL. La administracion de estos extractos ademas disminuyé la expresion de
citocinas pro-inflamatorias, donde nuevamente el extracto de ACOEt disminuyo

la expresion de IL-6, IL-1B y TNF-a que como ya se ha mencionado
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anteriormente, participan en la disfuncion y apoptosis de células-8, asi como en
la resistencia a la insulina. La disminucién en la expresion de estas citocinas
inflamatorias también podria explicar la prevencion del dafio a los tejidos del
pancreas que se reporte en este trabajo (Garcia-Galicia et al., 2014).

2.3 Estudios realizados a las cumarinas

Las cumarinas son compuestos fendélicos presentes en frutas y vegetales de
la dieta de seres humanos, son conocidos por tener propiedades antioxidantes y
disminuir los lipidos. Mas de 1300 cumarinas han sido identificadas como
metabolitos secundarios de plantas, bacterias y hongos. Las cumarinas son
principalmente clasificadas dentro de 6 tipos basados en su estructura quimica
y se les atribuyen diferentes actividades biolégicas como antivirales,
anticoagulantes, antiinflamatorias, citotoxicas, antibacterianas, antidiabéticas,

entre otras (Venugopala et al., 2013).

La umbeliferona (UMB) (7-hidroxicumarina), un derivado de cumarina, es una
benzopirona y esta presente en las frutas comestibles, como la manzana Golden
y la naranja amarga. La cumarina puede reducir los niveles de glucosa y se ha
reportado también que la UMB tiene actividad antioxidante. En 2005, Ramesh y
colaboradores en la India evaluaron a la umbeliferona una cumarina que se
encuentra en la familia de Umbelliferae en un modelo de rata diabética inducido
con estreptozotocina, demostraron que el tratamiento con umbeliferona
disminuy® los niveles de glucosa de 289.3 £ 3.18 mg/dL a 114.3 +5.71 y aumento
los niveles de insulina cerca de los niveles normales de 5.38 + 0.37 a 17.11 *
0.66 pU/mL en ratas diabéticas inducidas con estreptozotocina (Ramesh y
Pugalendi, 2005). Un afio mas tarde el grupo de Ramesh encontr6 que la
umbeliferona también puede disminuir el estrés oxidativo por medio de
incrementar la actividad de enzimas antioxidantes, por lo tanto la conclusion es
gue la umbeliferona es un potencial agente antidiabético (Ramesh y Pugalendi,
2006).

En 2009, Kumar y colaboradores en la India, evaluaron la actividad
hipoglucemiante de diferentes piranocumarinas en un modelo de ratén diabético
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db/db. Se encontr6 que diferentes derivados de piranocumarinas mostraron una
actividad hipoglucemiante disminuyendo los niveles de glucosa de 414.37 a
252.22 mg/dL, la conclusion fue que algunos derivados tenian efecto
hipoglucemiante en este modelo animal (Kumar et al., 2009).

En 2009, Pariy colaboradores en la India, evaluaron el efecto de una cumarina
en enzimas hepdticas claves para el metabolismo de la glucosa, en un modelo
de rata diabética inducida con nicotinamida-estreptozotocina. La administracion
de la cumarina aumento la actividad de enzimas como hexocinasa de 116.21 +
10.36 a 141.57 + 11.11 U/g de proteina y glucosa-6 fosfato deshidrogenasa de
2.41 +0.09 a 3.27 £ 0.16 mL U/mg de proteina. También disminuy0 la actividad
de la glucosa-6-fosfatasa de 0.26 £ 0.01 a 0.22 + 0.01 U/mg de proteina. Se
concluyé que la cumarina tiene una actividad antidiabética por regular la
actividad de estas enzimas que participan en el metabolismo de la glucosa (Pari
y Rajarajeswari, 2009).

En 2010, Li y colaboradores en China, evaluaron el efecto de XLF-111-43 un
derivado de cumarina, la administracion de este compuesto prevenia la
nefropatia diabética en un modelo de rata diabética inducida con
estreptozotocina. La administraciéon de XLF-I11-43 disminuyé significativamente
la excrecion de albumina en orina, ademas que previno la hipertrofia y
glomerulosclerosis. Estos datos correlacionaron con la disminucion de los
productos finales de glicacion avanzada, estos productos afectan las funciones
normales de proteinas por medio de la union no enzimatica a glucosa, por lo
tanto al inhibir estos productos se previenen disfunciones de muchas proteinas.
Los autores concluyen que XLF-I1I-43 inhiben las formacion de estos productos
finales de glicaciébn avanzada y por lo tanto disminuyen el desarrollo de
complicaciones diabéticas (Li et al., 2010).

En 2010, Rajarajeswari y colaboradores en la India, evaluaron el efecto de
una cumarina en un modelo de rata diabética inducido con nicotinamida-
estreptozotocina. Ellos encontraron que la administracion de la cumarina re-
establecié a un estado normal los cambios observados en los tejidos y por lo
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tanto concluyeron que la cumarina tiene un efecto antioxidante en este modelo

de rata diabética (Rajarajeswari y Pari, 2011).

En 2011, Jayashree y colaboradores en la India, sintetizaron y evaluaron
nuevos analogos de cumarina. Los nuevos compuestos sintetizados poseian
actividad antioxidante, esto fue demostrado con la prueba de DPPH. Los autores
concluyen que estos compuestos tienen actividad antioxidante muy importante
(Jayashree et al., 2011).

En 2012, Ding y colaboradores en China, evaluaron extractos de Citrus
ichangensis en un modelo murino de obesidad utilizando ratones de la cepa
C57BL/6, Ellos encontraron que los principales metabolitos de esta planta son
en su mayoria flavonoides y cumarinas, estos extractos disminuyen la ganancia
de peso de estos animales de 30 g hasta 23 g, ademas de inhibir a los PPAR-y
(Ding et al., 2012).

En 2013, Choi y colaboradores en Korea, evaluaron diferentes cumarinas en
un modelo de rata obesa inducido con dieta, se encontré que estos compuestos
disminuyen el colesterol de 154.0 £ 4.5a 88.1 £ 2.1 y previenen el dafio hepatico
(Choi et al., 2013).

En 2014, Nugara y colaboradores en Japoén, evaluaron a la (+)-pteryxina en
células 3T3-L1, estas células bajo condiciones especificas pueden diferenciarse
a adipocitos, pero aquellas células tratadas con (z)-pteryxina no se diferenciaban
por lo tanto este grupo de investigacion concluye que la molécula (z)-pteryxina
puede modular genes relacionados con la adipogénesis (PPAR-y, SREBP1c,
FABP4) (Nugara et al., 2014).

En 2014, Burguefio y colaboradores en México analizaron la parte aérea de
la Arracacia tolucensis, una planta utilizada en México para el tratamiento de la
diabetes, utilizando métodos de cromatografia en columna y espectroscopia
encontraron que los principales metabolitos de esta planta son la Praeruptorina
Ay el 4-O-angeloilvisaminol (Burgueiio et al., 2014).
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En 2014, Garcia-Galicia y colaboradores también, en nuestro grupo de
investigacion evaluaron extractos obtenidos de la parte aérea de la A. tolucensis
en un modelo de rata diabética inducido con estreptozotocina donde se encontrd
gque estos extractos poseen efectos hipoglucemiantes disminuyendo los niveles
de glucosa periférica de 361.7 a 158.6 mg/dL, asi como también disminuyé la

expresion de citocinas inflamatorias.

Por otro lado, en la literatura existen algunos documentos de patente que
hablan sobre derivados de cumarina, por ejemplo el documento WO
2014084669, donde se menciona una composicion farmacéutica que contiene a
la Praeruptorina A para el tratamiento de la osteoporosis, sin embargo, en este
documento no hacen ninguna mencion a diabetes, ni que la molécula fue

obtenida a partir de un extracto vegetal (Son y Kim, 2014).

En el documento CN 103006725 A se menciona de una formulaciéon que
contiene a la Praeruptorina A para el tratamiento de diabetes. En esta invencion
se habla de una mezcla de diferentes metabolitos que pueden ser utilizados para
el tratamiento de la diabetes. Pero no se muestran evidencias de la actividad
hipoglucemiante, ni del mecanismo de accion (Bing, 2013).

En el documento JP 2012-153625 mencionan el uso de un derivado de
cumarina para el tratamiento de la diabetes y que la sucodorfina puede disminuir
los niveles de glucosa. En esta patente se evalug a la sucodorfina, la cual mostré
efecto hipoglucemiante, pero no se muestra su mecanismo de accion (Murakami
et al., 2011).

En el documento CN 103690483 se menciona una microemulsion de

Praeruptorina A para tratar efermedades cardiovasculares, este documento no

hace mencién de diabetes (Xuan, 2013)
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En el documento CN 101759705 se menciona un meétodo para extraer la
Praeruptorina A de Peucedanum praeruptorum, nosotros identificamos a la
Praeruptorina A de Arracacia tolucensis y luego sintetizamos su analogo, por lo

que los documentos no son parecidos (Dongfeng y Chengdong, 2009)
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3. JUSTIFICACION

La diabetes y la obesidad son un problema de salud en el mundo y México,
debido a que gran parte de la poblacién padece de estas enfermedades, nuestro
pais ocupa los primeros lugares en prevalencia de diabetes y obesidad. En 2014
4.9 millones de personas murieron por problemas relacionados a diabetes, asi
también la obesidad afecta a gran parte de la poblacion infantil de nuestro pais,
y esto tiene un impacto importante en el desarrollo de estas personas, porque
ellas estan mas expuestas a padecer enfermedades crénicas degenerativas y
tengan muertes prematuras. Por lo que es de gran importancia realizar estudios
en el tema. Los medicamentos actualmente utilizados todavia poseen
inconvenientes en su eficacia y perfil de efectos adversos, por lo que la busqueda
y obtencién de nuevas moléculas de origen natural surgen como una alternativa
importante para encontrar compuestos con posible actividad terapéutica para el
tratamiento de diabetes y/u obesidad. Por lo anterior, surge la necesidad de
presentar una alternativa que no sea toxica, dicha alternativa se basa en la
evaluacion de una molécula derivada de una piranocumarina de origen natural,
proveniente de una planta que se ha venido investigando en nuestro grupo de

investigacion.
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4. HIPOTESIS

Si compuestos derivados de cumarina poseen efectos hipoglucemiantes y son
capaces de regular factores adipogénicos, entonces la mezcla
enantioméricamente enriquecida con la estereoquimica R,R de 3’,4’-di-O-acetil-
cis-quelactona tendré dicha accibn en modelos animales de diabetes y/u

obesidad.
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5. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto hipoglucemiante y antiobesidad de la administracion de una
mezcla enantiomérica enriquecida con la estereoquimica R,R de 3’,4’-di-O-acetil-
cis-quelactona, en ratas diabéticas inducidas con estreptozotocina y en un
modelo de obesidad en raton inducido con dieta alta en grasa.
5.10bjetivos especificos

1. Obtener mediante sintesis quimica a DOAcQ

2. Determinar el efecto hipoglucemiante de DOAcQ en el modelo de rata

diabética y analizar el perfil bioguimico de los diferentes grupos

experimentales

3. Analizar el efecto de DOAcQ en érganos como bazo, higado, pancreas y

rinén

4. Evaluar el efecto de DOAcQ en moléculas relacionadas con diabetes y

analizar la actividad de enzimas antioxidantes

5. Determinar el efecto antiobesidad de DOAcQ en un modelo de ratén

obeso inducido con dieta

6. Evaluar el efecto toxicoldgico in vitro e in vivo de DOAcQ
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6. MATERIALES Y METODOS

La Figura 9 muestra el disefio experimental general que se llevd a cabo para
la realizacion de este proyecto. En primer lugar se realizo la sintesis de DOAcQ.
Una vez obtenido DOAcQ, éste fue evaluado en los modelos animales de
diabetes y obesidad, a los cuales se les analizaron diferentes parametros para,
después del sacrificio, llevar a cabo la obtencion de muestras para analizar el
perfil bioquimico, el analisis histopatologico, la expresion de citocinas y la

actividad antioxidante.

Diseno Experimental

Figura 9. Disefio experimental general

6.1 Metodologia general para la sintesis de DOAcQ

La separaciony purificacion de cada una de las reacciones se hizo por
cromatografia en columna (CC), usando como soporte silica gel (200-300 mallas,
Natland international Corporation). El seguimiento de las reacciones y el analisis
de la purificacién en columna se hizo por cromatografia en capa fina (CCF), en
placas de silica-gel de 3 X 5 cm (silica-gel, 1500 micrones, Analtech), revelando
con luz ultravioleta (UV) de longitud de onde de 254 nm y revelando con sulfato
cérico (CeSOg4) en solucién de H2S0O4 y calor en placas de silica-gel 60 r2s4
Merck. Todos los disolventes utilizdos fueron destilados antes de su utilizacion.
Los datos fisicos y espectroscopicos de los compuestos puros se obtuvieron de

la siguiente manera: Los puntos de fusién, cuando fue necesario, se obtuvieron
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de un equipo para punto de fusion Cole-Parmer. Los datos espectroscopicos de
RMN H y 13C fueron registrados en equipos Varian en soluciones de disolventes
deuterados usando TMS como referencia interna. La masa exacta del i6n
molecular de DOAcQ se obtuvo en un equipo Joel GCmatell por impacto

electrénico a 70 eV.

6.1.1 Sintesis de la mezcla 3’,4’-di-O-acetil-cis-quelactona
A continuacion se describe el proceso para llevar la obtencion de la mezcla
enantioméricamente enriquecida con la estereoquimica R,R de 3’,4’-di-O-acetil-

cis-quelactona.

6.1.1.1 Procedimiento general para la obtencion de la piranocumarina (1)
En un matraz provisto de refrigerante y agitador, se adicion6 7-
hidroxicumarina (6.2 mmol) y Xileno (20 mL). La mezcla se agitd hasta
homogenizacion, se adicioné 1,1-dietoxi-3-metil-2-buteno (7.4 mmol) y picolina
(0.2 mL). La mezcla se calent6 bajo reflujo durante 30 h. Transcurrido el tiempo
de reaccion, se agregaron 20 mL de CH2Clz y se filtr6 en un embudo con Na2SOa4
anhidro, silica gel y celita. Se enjuag6 con AcOEt (3 x 15 mL), la fase orgénica
se secO sobre Na2SO4 anhidro, se filtrdé y evaporé a presion reducida. El residuo
se purificd por cromatografia flash usando silica gel como adsorbente y una
mezcla de hexano-AcOEt (9:1) como eluyente, para dar un sélido amarillo palido

correspondiente a la seselina.

6.1.1.2 Procedimiento para la obtencion de la cis-quelactona (2)

En un matraz bola provisto de agitador se coloc6 una mezcla de tert-
butanol/H20 (5/5 mL), se adicionaron 1.4 g de AD-mix a y se agité hasta que se
form6 una mezcla amarilla translicida. Entonces la mezcla se puso en bafio de
hielo hasta llegar a una temperatura entre 0-5 °C y se adicioné la seselina (1)
(200 mg), se mantuvo la agitacion durante 45 h, una vez concluida la reaccién
se agreg6 una solucion de Na2SOs (1 g/10 mL) para detener la reaccion y se
dej6 llegar a temperatura ambiente con agitacion durante 30 min.
Posteriormente, se agregd AcOEt (10 mL) y se realizé una extraccion con CH2Cl2
(3x 10 mL), la fase orgénica se lavé con una solucién saturada de NaCl, se seco
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sobre Na2SOa4 anhidro y se concentro bajo presion reducida. El crudo de reaccion
se purific6 con cromatografia flash usando como eluyente una mezcla de
hexano-AcOEt (7:3).

6.1.1.3 Procedimiento paralasintesis de 4’-O-(a-metilbutiril)-cis-quelactona
(3)

En un matraz bola provisto de agitador se colocé la cis- quelactona (3) (120
mg, 0.45 mmol) y se disolvié en CH2Cl2 (6 mL), se adiciono el &cido S-2-metil-3-
butanoico (46 pL, 0.45 mmol) y 4-(dimetilamino)-piridina (9.2 mg, 0.075 mmol),
la mezcla se agit6 y se llevo a bafio de hielo por 10 min. Entonces se le adicion6
el N,N’-diciclohexilcarbodiimida (235.9 mg, 1.1 mmol) este compuesto es el
iniciador de la reaccién por promover la generacion de un anhidrido (Sheikh et
al., 2010). Se permiti6 a la reaccion llegar a temperatura ambiente y se mantuvo
en agitacion durante 2 h, una vez concluida la reaccion se agregé CH2Cl2 (10
mL) y la mezcla se filtr6 por un embudo con algodén, posteriormente se sec6 con
Na2SO4 anhidro y se concentrd bajo presion reducida. El crudo de reaccion se

purificd con cromatografia flash usando como eluyente hexano-AcOEt (8:2).

6.1.1.4 Procedimiento paralasintesis de 3’-O-(a-metilbutiril)-cis-quelactona
(4)

En un matraz bola provisto de agitador se colocé la cis- quelactona (3) (120
mg, 0.45 mmol) y se disolvio en CH2Cl2 (6 mL), se adiciono el &cido S-2-metil-3-
butanoico (46 pL, 0.45 mmol) y 4-(dimetilamino)-piridina (9.2 mg, 0.075 mmaol),
la mezcla se agitd y se llevé a bafio de hielo por 10 min. Entonces se le adicion6
el N,N’-diciclohexilcarbodiimida (235.9 mg, 1.1 mmol) este compuesto es el
iniciador de la reaccion por promover la generacion de un anhidrido (Sheikh et
al., 2010). Se permiti6 a la reaccion llegar a temperatura ambiente y se mantuvo
en agitacion durante 2 h, una vez concluida la reaccion se agregé CH2Cl2 (10
mL) y la mezcla se filtré por un embudo con algoddén, posteriormente se seco con
Na2SO4 anhidro y se concentrd bajo presion reducida. El crudo de reaccion se

purificd con cromatografia flash usando como eluyente hexano-AcOEt (8:2).
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6.1.1.5 Procedimiento para la sintesis de 3’-O-tigloil-4’-O-(a-metilbutiril)-
cis-quelactona (5)

En un matraz bola provisto de agitador se coloc6 el monoesterificado 4 (45
mg, 0.13 mmol) y se disolvié en CH2Cl2 (1 mL), se adiciono el acido angélico (39
mg, 0.39 mmol) y 4-(dimetilamino)-piridina (5 mg, 0.04 mmol), la mezcla se agitd
y se llevo a bafio de hielo por 10 min. Entonces se le adiciond el N,N’-
diciclohexilcarbodiimida (100 mg, 0.49 mmol) este compuesto es el iniciador de
la reaccion por promover la generacién de un anhidrido (Sheikh et al., 2010).
Posteriormente se llevo la reaccion a reflujo y se mantuvo en agitacion durante
28 h, la mezcla se filtré por un embudo con algodén lavando con CH2Clz,
posteriormente se secO con Na2SOs anhidro y se concentré bajo presion
reducida. El crudo de reaccion se purificé con cromatografia flash usando como
eluyente hexano-AcOEt (8:2).

6.1.1.6 HPLC de los diastereGmeros

Dado que los compuestos sintetizados son diastereocisdbmeros sus
propiedades fisicas son distintas y en principio deben de ser separables por
métodos convencionales, por lo que se intentd una purificacion por HPLC.

Las columnas utilizadas fueron una columna C18 y una columna de silica,
utilizandose diferentes medios de elucién y a diferentes flujos. A una

concentracion de un 1 mg/mL. Los sistemas se muestran en las Tablas 6y 7.

Tabla 6. Sistemas isocraticos

MeOH H20 CHsCN THF Hex CH3CN:THF | Hex:lsopr
(20:80) opanol
(50:50)
50 50 - - - - -
100 - - - - - -
80 - 20 - - - -
50 - 50 - - - -
20 - 80 - - - -
- - 20 80 - - -
- - - 100 - - -
- - - - 10 90 -
- - - - 30 70 -
- - - - 50 50 -
- - - - - 90 10
- - - - - 70 30

35



Tabla 7. Sistemas no isocraticos

MeOH H20 CHsCN THF CHsCN:THF | Hex:Isopro
(20:80) panol
(50:50)
Inicio 100 - 0 - -
Fin 0 - 100 - -
Inicio - - 30 - -
Fin - - 10 - -
Inicio - - - 100 0
Fin - - - 80 20

6.1.1.7 Procedimiento parala obtencion de la mezcla de 3’,4’-di-O-acetil-cis-
guelactona [DOAcQ)] (6)

En un matraz bola provisto de agitador se colocé la cis-quelactona (50 mg,
0.19 mmol) y se disolvié en CH2Cl2 (1 mL), se adicion6 4-(dimetilamino)-piridina
(4 mqg) y cloruro de acetilo (29.6 L, 1.7 eq), la mezcla se mantuvo con agitacion
mecénica durante 24 h. Posteriormente se agregaron 10 mL de H20, la mezcla
se extrajo con AcOEt 3 X 10 mL, se lavé con una solucion saturada de NaCl y
posteriormente se concentré bajo presion reducida. El crudo de reaccidon se

purificd con cromatografia flash usando como eluyente hexano-AcOEt (8:2).

6.2 Experimentos biolégicos

6.2.1 Modelos murinos
Es importante mencionar que todos los animales utilizados en esta
investigacién fueron manejados de acuerdo a la norma NOM-062-Z00-1999 y

bajo las normas del comité de ética de la ENMH.

6.2.1.1 Ratas diabéticas inducidas con estreptozotocina

Se empledé un modelo murino de diabetes inducido farmacol6gicamente
(Fréde y Medeiros, 2008). Se utilizaron ratas Wistar macho de 250 + 50 g de
peso; para llevar a cabo la induccion a diabetes se administré una dosis de 50
mg/kg de STZ por via intraperitoneal, diluida en agua inyectable libre de
pirébgenos. La toma de glucosa periférica a las 48 h se realizo de acuerdo al
siguiente procedimiento: Se hizo una puncién con lanceta en la porcion distal de
la cola, la gota colectada se coloc6 en tiras para glucometro (Accu-check

active®). Con este procedimiento se verificO que la glucemia sanguinea se
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encontrara en valores superiores a los 150 mg/dL; los animales dentro de este
rango fueron integrados en los grupos experimentales abajo mencionados. El dia
1 fue considerado a partir de la induccién a DM con STZ. Se utilizaron 70 ratas

gue se dividieron en 7 grupos de 10 ratas cada uno, de la siguiente manera:

Grupo 1 Sano: Recibieron una dosis intraperitoneal (0.5 mL) de agua libre de
pirégenos, el dia 1 de experimentacion, sin tratamientos posteriores.

Grupo 2 Diabético: Ratas inducidas a Diabetes con una dosis intraperitoneal de
50 mg/kg de peso de STZ, el dia 1 de experimentacidén, sin tratamiento
posteriores.

Grupo 3 Diabético + Vehiculo: Ratas inducidas a Diabetes con una dosis
intraperitoneal de 50 mg/kg de peso de STZ, el dia 1 de experimentacion, mas
la administracion via oral de 300 uL de vehiculo (100 uL DMSO + 200 pL de H20)
a partir de dia 7, se administré una dosis diaria durante 15 dias via intragastrica.
Grupo 4 Glibenclamida: Ratas inducidas a Diabetes con una dosis
intraperitoneal de 50 mg/kg de peso de STZ, el dia 1 de experimentacion mas la
administracion oral de Glibenclamida a 2.5 mg/kg de peso diluida en vehiculo a
partir del dia 7, se administré una dosis diaria por 15 dias via intragastrica.
Grupo 5 Metformina: Ratas inducidas a Diabetes con una dosis intraperitoneal
de 50 mg/kg de peso de STZ, el dia 1 de experimentacién mas la administracion
oral de Metformina a 100 mg/kg de peso diluido en vehiculo a partir del dia 7, se
administré una dosis diaria por 15 dias via intragastrica.

Grupo 6 Pioglitazona: Ratas inducidas a Diabetes con una dosis intraperitoneal
de 50 mg/kg de peso de STZ, el dia 1 de experimentacién mas la administraciéon
oral de Pioglitazona a 1 mg/kg de peso diluido en vehiculo a partir del dia 7, se
administré una dosis diaria por 15 dias via intragastrica.

Grupo 7 DOAcQ: Ratas inducidas a Diabetes con una dosis intraperitoneal de
50 mg/kg de peso de STZ, el dia 1 de experimentacion mas la administracion
oral del compuesto DOAcQ (15 mg/kg de peso) diluido en vehiculo a partir del

dia 7, se administré una dosis diaria por 15 dias via intragastrica (Tabla 8).
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Tabla 8. Grupos experimentales y tratamientos

Grupo STZ Tratamiento diario
Sano
Diabético 50 mg/kg
Diabético + Vehiculo 50 mg/kg DMSO 2:1 Agua
Diabético + Glibenclamida 50 mg/kg Glibenclamida 2.5 mg/kg
Diabético + Metformina 50 mg/kg Metformina 100 mg/kg
Diabético + Pioglitazona 50 mg/kg Pioglitazona 1 mg/kg
Diabético + DOAcQ 50 mg/kg DOACcQ 15 mg/kg

Después de 15 dias de tratamiento diario los animales fueron sacrificados
para medir diferentes parametros. Los animales fueron sacrificados de acuerdo
ala NOM-033-Z200-1995, a través del diafragma se realiz6 una puncién cardiaca,
la sangre obtenida fue colectada en dos tubos previamente rotulados, uno con
anticoagulante EDTA, y otro sin anticoagulante, para los analisis de laboratorio
pertinentes. Posteriormente se realizo la diseccidon de bazo, pancreas, higado y
rifién, todos los 6rganos fueron lavados con solucién salina fisioldgica y se
expusieron todas sus caras, en busca de lesiones macroscoépicas, al final se
cortaron 3 porciones de cada 6rgano mencionado en una longitud aproximada
de 0.5 a 1 cm y se almacenaron de la siguiente manera: La primera muestra fue
colocada en un tubo eppendorf de 1.5 mL y se sumergi6 en nitrégeno liquido; la
segunda muestra se colocé en un tubo eppendorf de 1.5 mL con 300 uL de
RNAlater (solucion libre de ARNasas) los tubos previamente rotulados fueron
almacenados a -70 °C; y la ultima muestra fue colocada en viales de vidrio color
ambar con 10 mL de solucién de formaldehido al 10 % en PBS, rotulados y
almacenados a temperatura ambiente. Los parametros analizados fueron los
siguientes: Alimento consumido, peso, glucosa, creatinina, colesterol, HDL, LDL,
bilirrubina, triglicéridos y urea. Los resultados fueron analizados por medio de la
prueba estadistica del andlisis de varianza de una via (ANOVA), seguido de una
prueba post-hoc de Dunnett. La significancia estadistica fue considerada cuando

*p es < 0.05. GraphPad Prism ver. 6 (GraphPad Software, Inc.).

6.2.1.1.1 Medicién de peso y niveles de glucosa

El peso fue monitoreado semanalmente en una balanza, los datos obtenidos
fueron controlados en expedientes individuales y capturados para su analisis
estadistico posterior. La glucosa periférica fue determinada el dia 0 antes de la
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induccion a diabetes, el dia 2 y dia 5 después a la induccion; a partir de esta
ltima toma se inici6 el tratamiento oral el dia 7 de experimentacion, de acuerdo
a los grupos ya mencionados. Los niveles de glucosa periférica se obtuvieron
dos veces por semana de la porcion distal de la cola de los animales como en el
esquema de tratamiento de la Figura 10 durante todo el periodo experimental

mediante un glucoémetro (Accu-check active®).

AdaptaCién IndUCCién Tratamientos
Estreptozotocina

50 mglkg 15 dias diario

° ke e @

Figura 10. Esquema de tratamiento para el modelo de rata diabética inducida

con estre ptozotoci na.

6.2.1.2 Raton obeso inducido por dieta

Para este modelo se utilizaron ratones de la cepa C57BL/6 los cuales fueron
alimentados con una dieta alta en grasa para generar obesidad en los ratones.
Aungue existen diferente modelos para evaluar obesidad se decidio utilizar este
modelo debido a que tiene mas semejanza con lo que pasa con los seres
humanos, ya que entre ellos comparten muchos factores genéticos en comun y
por lo tanto esta cepa es capaz de engordar en un ambiente obesogénico (Surwit
et al., 1988). Para la induccién de la obesidad se suministré una dieta alta en
grasa, la Tabla 9 muestra la composicion de las dietas usadas.

La Tabla 10 muestra las caracteristicas de los modelos murinos mas utilizados
(Kanasaki y Koya., 2010). La toma de glucosa periférica se realiz6 de acuerdo al
siguiente procedimiento: Se hizo una puncion con lanceta en la porcion distal de
la cola, la gota colectada se depositd en tiras para poder ser leidas por
glucometro. Con este procedimiento se verificd la glucemia sanguinea de los
grupos experimentales. El peso de los animales se evalué semanalmente en una

balanza analitica siempre por la mafiana. Se utilizaron 36 ratones machos de
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cuatro semanas que se dividieron en 5 grupos de 8 animales cada uno de la

siguiente manera:

Grupo Sano: Ratones alimentados con una dieta estandar.

Grupo Obeso: Ratones alimentados con una dieta alta en grasa.

Grupo Obeso + Vehiculo: Ratones alimentados con una dieta alta en grasa y
la administracion diaria del vehiculo (DMSO 1:2 AGUA) por via intragastrica.
Grupo Obeso + Xenical: Ratones alimentados con una dieta alta en grasa y la
administracion diaria de Xenical (5.14 mg/kg) por via intragastrica.

Grupo Obeso + DOAcQ: Ratones alimentados con una dieta alta en grasa y la
administracion diaria de DOAcQ (15 mg/kg) por via intragéstrica.

Tabla 9. Composicion de las dietas

Composicién | Dieta estandar (% kcal) | Dieta alta en grasa (% kcal)
Proteinas 27 18.4
Grasas 13.1 60.3
Carbohidratos 59.8 21.3

Tabla 10. Modelos murinos de obesidad

Caracteristicas Ob/Ob db/db Fa/Fa DAG Seres
Zucker C57BL/6 Humanos
Acceso a X X X v v
alimento alto en
calorias
Tejido adiposo v v v v v
evidente

Hiperleptinemia X v v v v
Hiperinsulinemia v v v v v
Hiperglucemia v v X v v
Hipertenso v v v v v
Sensible a v v v v v
farmacos

6.2.1.2.1 Medicion de peso y niveles de glucosa

El peso fue monitoreado semanalmente, en una balanza, los datos obtenidos
fueron controlados en expedientes individuales y capturados para su analisis
estadistico posterior. Los niveles de glucosa periférica se obtuvieron de la
porcion distal de la cola de los animales al inicio y al final como en el esquema
de tratamiento de la Figura 11 durante todo el periodo experimental con un

glucometro (Accu-check active®).
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Figura 11. Esquema de tratamiento para el modelo de ratén obeso inducido con

dieta alta en grasa.

6.2.2 Sacrificio y obtencion de muestras

24 h después de la ultima dosis 4 semanas después, Los animales fueron
sacrificados de acuerdo a la NOM-033-Z00-1995, a través del diafragma se
realiz6 una puncién cardiaca, la sangre obtenida fue colectada en dos tubos
previamente rotulados, uno con anticoagulante EDTA, y otro sin anticoagulante,
para los andlisis de laboratorio pertinentes. Posteriormente se realizé la
diseccion de bazo, pancreas, higado, rifidn y tejido adiposo, todos los 6rganos
fueron lavados con solucion salina fisiolégica y se expusieron todas sus caras,
en busca de lesiones macroscépicas, al final se cortaron 3 porciones de cada
organo mencionado en una longitud aproximada de 0.5 a 1 cm y se almacenaron
de la siguiente manera: La primera muestra fue colocada en un tubo eppendorf
de 1.5 mL y se sumergié en nitrégeno liquido; la segunda muestra se colocé en
un tubo eppendorf de 1.5 mL con 300 yL de RNAlater (solucion libre de
ARNasas) los tubos previamente rotulados fueron almacenados a -70 °C; y la
altima muestra fue colocada en viales de vidrio color ambar con 10 mL de
soluciéon de formaldehido al 10 % en PBS, rotulados y almacenados a

temperatura ambiente.

6.2.3 Andlisis histolégico

Para el analisis histopatolégico se hizo una diseccion de érganos de los
distintos grupos experimentales, estos organos fueron: Bazo, Higado, Pancreas,
Rifion y Tejido Adiposo. Las muestras después de haber sido extraidas se
lavaron en una solucién PBS 1X y se almacenaron en una solucion fijadora de

formaldehido al 10 % en PBS al menos 72 h, posterior a ello a los tejidos se les
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realizd la tincibn con Hematoxilina & Eosina de la siguiente manera: Se
deshidrato la pieza con concentraciones crecientes de alcohol, se sumergio en
xilol para el aclaramiento de la estructura celular, se impregné con parafina para
realizar cortes de 6-10 micras en el micrétomo, se fijo en un portaobjetos y se
sumergio en xilol para eliminar la parafina, posteriormente se rehidraté con
concentraciones decrecientes de alcohol hasta llegar a una soluciéon de 100 %
de agua, se tifid con el colorante de Hematoxilina y con Eosina, finalmente se fijé

en portaobjetos, para ser observadas al microscopio a 100 X.

6.2.4 Expresion de citocinas inflamatorias

Se obtuvieron muestras de higado y tejido adiposo de los grupos
experimentales. Las muestras fueron almacenadas en tubos eppendorf, con
RNAlater. La extraccion del ARN total se realizd bajo la técnica de trizol, la cual
se describe a continuacion:

Las muestras de higado con un peso de 200 mg fueron maceradas con 250
uL de trizol, se afladieron otros 250 pL para extraer ARN, en un tubo eppendorf,
y se centrifugd a 12,000 rpm por 10 min a 4 °C. La muestra se separé en 3 fases:
La grasa en la parte superior, la parte de en medio que contiene el ARN y las
proteinas, y en la parte inferior estan otras proteinas de alto peso. La parte a
utilizar es la de en medio, esta se dejoé reposar 5 min a temperatura ambiente
para aumentar la disociacién. Entonces para separar el ARN se afiadié 0.2 mL
de CHCIsz por mL de trizol utilizado y se llevo la muestra a vortex 15 seg y se dejo
reposar de 2-15 min a temperatura ambiente. La mezcla se centrifug6 a 13,000
rom durante 15 min a 4 °C. Se transfirid la fase acuosa (superior) a otro tubo
eppendorf sin mezclar con las otras 2 fases que contiene ADN (en medio) y
proteinas (inferior). EI ARN es precipitado agregando 0.5 pL de alcohol
isopropilico por mL de trizol utilizado. Se vortexed por 15 seg y se dejo reposar
5 min a temperatura ambiente. Se centrifugd a 12,000 rpm durante 10 min a 4
°C. El sobrenadante fue desechado y se adicion6 1 mL de etanol al 75 % por mL
de trizol usado. Se vortexed y se centrifugd a 7,000 rpom durante 5 min a 4 °C.
Se elimino el sobrenadante y se dejo secar a temperatura ambiente. El ARN se
disolvio en 50 yL de DEPC. El ARN se cuantificO por espectrofotometria en
Nanodrop (Thermo fisher scientific).
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6.2.4.1 Obtencion de ADNc

EI ARN 0.5 ug (1-5 pL) se traté con 1 pL de oligo dT, 1 uL de DNTPsy se llevé
la mezcla a un volumen de 12 pL con agua (Inyectable Pisa), la mezcla se puso
en termociclador a 65 °C durante 5 min. Concluido el tiempo las muestras se
enfriaron y se centrifugaron con un spin, entonces se adicionaron los siguientes
reactivos: 4 pL de Amortiguador, 1 L RNAasaOut, 2 uL de DTT y se incubd a
42 °C por 2 min, por ultimo se afiadid 1 pL de Superscript Il y se incuba 42 °C
por 50 min y se inactiva la reaccién a 70 °C por 15 min. Después de ello se

cuantifica el ADNc por nanodrop.

6.2.4.2 PCR kit
Para realizar la reaccion en cadena de la polimerasa se siguieron las

especificaciones del fabricante (Kit for rat inflammatory cytokine genes set-1).

12.5 yL MPCR amortiguador Mixure 2X
2.5 yL MPCR Oligos

0.5 uL Taq ADN polimerasa (5 U/ul)
500 ng ADNCc

4.5 uL de H20

Las condiciones del termociclador fueron las siguientes: 94 °C por 1 min por 35

ciclos, 59 °C por 2 min por 35 ciclos, 70 °C por 10 min y 25 °C por 5 min.

Después de esto las muestras fueron puestas en un gel de agarosa al 2 % y
fueron separadas mediante electroforesis a 90 V durante 1.5 h, el gel fue tefiido

con gelRed y se visualizd en un fotodocumentador.

6.2.4.3 PCR oligos independientes

La Tabla 11 muestra la secuencia de los oligos utilizados ademas de las Tms
usadas para cada uno de ellos. Para realizar la PCR se realizé una mezcla de
reaccion con los siguientes reactivos: Amortiguador de PCR 1 pL, DNTP 0.4 pL,
Oligo Forward 0.2 pL, Oligo Reverse 0.2 pyL, TAQ 0.1 pL, MgCl2 0.3 pL. El
volumen de esta mezcla fue de 2.2 L, a esta mezcla se afiadié el volumen de
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ADNCc necesario para tener 1 ug de la cadena molde y se agrego6 agua inyectable
necesaria para un volumen total de 10 pL por muestra. La mezcla de reaccion
se prepar6 general para las muestras a realizar, el ADNc y el agua se agregaron
al final para cada reaccion.

Las condiciones del termociclador utilizadas fueron 94 °C por 3 min para la
desnaturalizacion completa, se afiadieron 35 ciclos por reaccién que constaba
de 94 °C por 45 seg, la TM adecuada para cada par de oligos por 30 seg,
temperatura de extension de 72 °C por 90 seq, y una extension final de 72 °C

por 10 min después de lo cual las muestras se mantienen a 4 °C.

Tabla 11. Oligos utilizados para la PCR punto final

Gen Secuencia 5’-3’ T™ (°C)
Actina Forward GGACTCCTATGTGGGTGACGAG 65
Actina Reverse CTTCTCCATGTCGTCCCAGTTGG 65
PPAR-y Forward | GCTGAATCACCCAGAGTCCTCTC 67
PPAR-y Reverse | GCTCTGTGACGATCTGCCTGAG 67
TNF-a Forward CACCGTCAGCCGATTTGCTATC 62
TNF-a Reverse GCGAAGACTCCTCCCAGGTAT 62

IL-6 Forward GCCTTCTTGGGACTGATGCTG 62
IL-6 Reverse CAGGTCTGTTGGGAGTGGTATC 62

Después de este proceso las muestras se afiadieron en un gel de agarosa al
2.5 % y fueron separadas mediante electroforesis a 90 V por 1.5 h, el gel fue
tefiido con gelRed y se visualiz6 en un fotodocumentador. La imagen obtenida

se analiz6 con el programa imageJ para el analisis densitométrico por triplicado.

6.2.5 Andlisis de las enzimas antioxidantes

6.2.5.1 Preparacion de homogenado

Una vez hecha la extraccion del higado se mantuvo en bafio de hielo en una
solucion al 0.9 % p/v de NaCl. Entonces el tejido fue homogenizado (10 % p/v)
100 mg/mL en amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7.4 y el homogenado se
sometié a centrifugacion a 10,000 rpm a 4 °C por 10 min. Se utilizd el
sobrenadante para las mediciones enzimaticas. Este se cuantificd por el método

de BCA para que todas las muestras contuvieran la misma concentracion de
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proteinas. La curva de calibracion para la cuantificacion de proteina se encuentra

en la Figura 12.

Curva de calibraciéon
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Figura 12. Curva de calibracion usada para cuantificar la concentracion de
proteina.

6.2.5.2 Actividad de catalasa (CAT)

La actividad de la catalasa fue estimada de acuerdo al método de Sinha et al.,
1972. Este se basa en la formacion de acetato de cromo I, la formacion de este
complejo va depender de la cantidad de peroxido en el medio, por lo tanto la
formacion de acetato de cromo Il va ser inversamente proporcional a la actividad
de la catalasa, la reaccion se representa en la Figura 13. Se prepar6 una mezcla
de reaccién con un volumen total de 1.5 mL, esta mezcla contenia 1 mL de 0.01
M de amortiguador de fosfatos (pH 7.0), 0.4 mL de 0.2 M de H20:y se afadio
0.1 mL de homogenado. La reaccion fue detenida por la adicion de 2 mL de una
mezcla de &cido acético-dicromato de potasio (5 % de una solucién de dicromato
y acido acético en una proporcién de 1:3). La mezcla se calenté durante 10 min
en Bafio Maria y entonces la absorbancia fue medida a 530 nm; la actividad fue
expresada como pM de H202 consumidos/min/mg de proteina. La curva de

calibracién se hizo utilizando diferentes concentraciones de H202.
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2H,0, Catalasa , 2H,0 + O,
K,Cr,0, + H,0, + CH,COOH
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Figura 13. Ensayo de CAT. La enzima catalasa se encarga de eliminar el per6xido de
hidrégeno. Cuando se expone el acido acético con dicromato de potasio en presencia de
peroxido de hidrégeno y calor se forma el acetato de cromo II.

6.2.5.3 Actividad de superoxido dismutasa (SOD)

La cuantificacion de SOD se realizé por el método de Bayer y Fridovich, el
cual se desarrolla mediante un ensayo competitivo con cloruro azul de
nitrotetrazolio (NBT) (Chakrabarty et al., 2009) el cual reacciona y elimina el
radical O% en este ensayo; riboflavina es fotoquimicamente excitada; en dicho
estado riboflavina es capaz de oxidar a un donante de electrones (L-metionina),
luego el colorante se reduce a una semiquinona, (proceso en el cual reduce el
02 a 0%). En este punto el anién O% dismuta a H202 y O2 catalizado por SOD o
bien reduce a NBT originando un precipitado formazan color purpura insoluble,
esto se representa en la Figura 14.

La concentracion de este dltimo compuesto es determinada
espectrofotométricamente a 560 nm y resulta ser inversamente proporcional a la
actividad de SOD en la muestra. Los resultados de este ensayo se reportaron
como unidades de SOD por miligramo de proteina, una unidad de SOD es
definida como la cantidad de SOD en microgramos capaz de evitar la reduccién
de NBT al 50 %.

Se prepar6 una mezcla de reactivos en 50 mL que contienen 50 mM de
amortiguador de fosfato pH 7.8; 0.1 mM de EDTA; 9.9 mM de L-metionina; 57
UM de NBT; 0.9 uM de riboflavina, 0.025 % de tritbn X-100. Esta solucién se
prepar6 una vez cada dia y fue utilizada solamente nueva y sin exponer a la luz.
Se tomaron 200 pL de esta mezcla de uso y se afiadio 5 pyL de homogenado
(previamente cuantificado y homogenizado). La reaccion se inicié al iluminar las
muestras con una lampara fluorescente de 20 W en un contenedor revestido de

aluminio durante 1 min. Posteriormente se lee la absorbancia a 560 nm. Para la
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elaboracion de la curva de calibracion se remplaz6é la muestra por distintos
concentraciones de SOD. La unidad de actividad enzimatica es definida como la
cantidad de SOD en pg que es capaz de inhibir el 50 % de la fotorreduccion de

NBT en las condiciones establecidas.

Riboflavina + hev —— Riboflavina*

Riboflavina® + L-metionina-+ O,
Semiquinona + L-metionina* + O,

0,-+ SOD— H,0, + O,
O, -+ NBT — —Formazan

Figura 14. Ensayo de SOD. Reaccion del proceso de formacion del radical

superoéxido y formacion de formazan.

6.2.5.4 Glutatién peroxidasa (GPx)

Para medir la actividad de glutation peroxidasa se utilizé el método de Wendel
(Figura 15). En esta reaccion se usa peroéxido de terbutilo, por el hecho de que
GPx es mas sensible a esta especie que al mismo peroxido de hidrégeno, al
realizarse esta reaccion ocurre una oxidacion de GSH por GPx generando GSSG
que este a su vez es convertido nuevamente a GSH por la glutation reductasa
debido al equilibrio establecido que existe entre estas 2 especies (99 % en la
especie reducida y menos del 1 % en su especie oxidada) este proceso sucede
con el consumo de una molécula de NADPH*, esta ultima puede ser medida a
340 nm en un espectrofotometro. Para realizar esta medicion se preparé un
medio de reaccidn que estaba compuesto por un amortiguador de fosfatos 50
mM pH 7.0, EDTA 1 mM, glutation reductasa 0.1 U/mL, GSH 1 mM y NADPH*
0.2 mM. La reaccion fue iniciada con una adicion de peroxido de tertbutilo 0.5
mM y leida durante 5 min. El valor de coeficiente molar utilizada para el NADPH*
fue € =6,22 X 103 mMlcm.
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2GSH + H,0, GPx. GSSG + 2H,0
GSSG + NADPH* GRd GSH

Figura 15. Ensayo de GPx. La medicion de actividad de GPx se realiza por una
reaccion en la cual la actividad de esta enzima se hace de forma indirecta,
midiendo el NADPH*.

6.2.6 Anadlisis de insulina en pancreas de los diferentes grupos

experimentales por inmunofluorescencia

6.2.6.1 Preparacion del tejido

Para desparafinar las muestras se siguieron los pasos de la Tabla 12.

Tabla 12. Soluciones para desparafinar las muestras

Reactivo Porcentaje Tiempo (min)
Xilol 100 5
EtOH-xilol 50-50 5
EtOH 100 3
EtOH 90 3
EtOH 80 3
EtOH 70 3

La muestra entonces se puso en un tubo falcon con un amortiguador de
citratos hasta cubrir la muestra y se puso a hervir durante 30 min. Una vez
pasado este tratamiento, la muestra se llevd a inmunohistoquimica o
inmunofluorescencia.

Después de haber calentado las laminas se hicieron los siguientes pasos:

Se realizaron 3 lavados con PBS 1X y se dejo 5 min remojando, posteriormente
se dej6 remojando con PBS 1X con triton al 0.2 % durante 30 min (Para
permeabilizar), se bloqued con leche al 1 % o albumina libre de 1gG (0.5 % PBS-
triton) por 20 min (temperatura ambiente), después se lavo 3 veces por 10 min
con PBS-tritbn al 0.2 %, se incub6é con el anticuerpo primario por 2 h a
temperatura o toda la noche a 4 °C, entonces se lavé 3 veces con PBS-triton al
0.2 % por 10 min, la muestra se incubo con el anticuerpo secundario (1:200) por
1:30 min a temperatura ambiente y se cubrio de la luz; se lavo 3 veces con PBS-

tritbn al 0.2 % por 10 min, se agrego el VECTA-shield sobre la muestra y
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entonces se puso el cubreobjetos y se sell6 con esmalte de ufias, por ultimo se
guardo a 4°C hasta el momento de observar en el microscopio de fluorescencia
o confocal.

6.3 Estudios de toxicidad

6.3.1 Ensayo de genotoxicidad in vitro: Prueba de Ames

La prueba utiliza cepas de Salmonella typhimurium, construidas por ingenieria
genética, capaces de detectar compuestos que causan mutaciones génicas por
recorrimiento del cuadro de lectura (frameshift) o por sustitucion de pares de
bases del ADN. Para la deteccion de sustancias promutagénicas, se incluye el
ensayo de fraccidbn microsomal de higado de rata, un sistema de activacion
metabdlica, que permite la evaluacion de metabolitos de la muestra problema.
Diferentes cepas de S. typhimurium auxotroficas a histidina son expuestas a una
muestra con y sin activacibn metabdlica y plagueadas en agar minimo con
histidina/biotina. Dada la composicion del medio de cultivo, se forman colonias
con las células prototroficas a histidina (His-), procedentes de mutaciones
espontaneas u originadas de mutaciones provocadas por la muestra problema.
Después de 48 h de incubacion a 37°C, las colonias revertantes son contadas.
Un indice mutagénico igual o mayor a dos, obtenido de dividir el nimero de
revertantes en las placas de prueba entre el nUmero de revertantes de las placas
control, indica la presencia de actividad mutagénica.

Para la realizacion de esta prueba, se utilizaron 3 cepas de S. typhimurium la
TA98, TA100 y TA102; el compuesto DOAcQ fue disuelto en DMSO al 0.1 % y
evaluado a concentraciones de 8.65, 17.30, 34.6 50 y 100 pg/placa. Se utilizé
como control negativo el DMSO al 0.1 % y como controles positivos diferentes
mutdgenos que han sido establecidos para cada una de las cepas: 2-AA,
Mitomicina C, Acido Picrolénico y Metil-N-Nitrosoguanidina (MNNG). Todo el
material, reactivos y medios fueron preparados en condiciones de esterilidad y
por otro lado, la preparacion de la fraccion S9, proveniente de un homogenado
del higado de rata inducido con Aroclor 1254, también se elabor6 en condiciones
de esterilidad.
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El medio Vogel Bonner se prepard y se virtid en placas de Petri y una vez
solidificado, esta listo para su uso, el agar suave (10 mL) fue mantenido a 35 °C
en un termoblock para evitar su solidificacion; la fraccion S9 fue esterilizada con
un filtro de 0.45 uym (Millipore) y se mantuvo a 4 °C hasta su uso. A cada caja de
Petri se le agrego el contenido del tubo de ensayo con el agar suave con 100 pyL
de la cepa, 10 pL del compuesto DOAcQ disuelto a las concentraciones
mencionadas y 500 yL de la fraccion S9, 6 solucion salina en el orden indicado,
homogenizando la mezcla cuidadosamente, enseguida se vertio la mezcla en la
caja de Petri procurando extenderla mezcla por toda la caja. Se esperd su
solidificacion y se incub6é a 37 °C por 48 h. Al término de la incubacién se
contaron las revertantes a Histidina. Los resultados se expresaron graficamente
a través de una curva dosis respuesta, colocando en la abscisa las
concentraciones de la muestra evaluada y en la ordenada el numero de
revertantes inducidas en cada dosis. Si algunas de las placas con las diferentes
concentraciones del compuesto DOAcQ doblan el nimero de colonias de las
revertantes espontaneas basales de la cepa (placa control), el compuesto es

considerado mutageno (Maron & Ames, 1983).

6.3.2 Ensayo de genotoxicidad in vivo: Ensayo de Micronucleos

Durante la division celular el material genético (ADN) contenido en el nacleo
celular se replica y divide equitativamente dando lugar a dos células hijas
idénticas; este proceso puede producirse de manera errénea debido a errores
durante la replicacién y posterior division del ADN, a roturas cromosOmicas y al
efecto de la radiacion y de sustancias genotdxicas, produciéndose pérdida
cromosomica y haciendo que el reparto del material genético no sea equitativo.
Cuando esto ocurre, el material genético que se desprende y que, por tanto,
queda excluidos y no se incorpora correctamente al nucleo de la célula hija,
origina un nuevo nudcleo de menor tamafio que el primario, denominado
micronucleo (MN), visible facilmente al microscopio 6ptico. EI material genético
desprendido puede derivar de cromosomas enteros o, mas frecuentemente, de
fragmentos cromosémicos acéntricos que quedan excluidos de los nucleos de
las nuevas células durante anafase mitética. EI Ensayo de Micronucleos nos
ayuda a poder detectar agentes que puedan generar microndcleos.
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El ensayo fue realizado en ratones machos de la cepa BALB/c con un peso
de 22 + 2 g. Alos cuales se les administré una dosis de 300 mg/kg del compuesto
DOACQ, después de 48 h de la administracion, los animales fueron sacrificados
para la obtencion de muestra sanguinea para realizar el Ensayo de Micronudcleos
con el kit de MicroFlow adquirido en Litron Laboratories (Roechester, NY). Este
kit contiene los marcadores especificos para la identificacion de micronucleos
que es el ioduro de propidio y para realizar la separacion de células de interés
su utilizo el anticuerpo contra CD-71 que es el receptor de transferrina. El Ensayo
de Micronucleos se realizé sobre los eritrocitos por el hecho de que estas células
estan en constante division y cuando maduran pierden el ndcleo y es mas
evidente ver la presencia de micronudcleos.

Para que una sustancia sea considerada genotdxica debe promover un
aumento con diferencia estadisticamente significativa con respecto al grupo
tratado con el vehiculo. El andlisis estadistico se realiz6 utilizando el programa
GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, Inc.) por medio de un andlisis de
varianza de una via (ANOVA) seguido de una prueba post hoc de Newman-
Keuls, valores de p < 0.05 fueron considerados como estadisticamente
significativos. Los datos obtenidos se expresaron como porcentaje de formacion
de micronudcleos (%MN-RET y %MN-NCE) (Cammerer et al., 2007).

6.3.3 Ensayo de toxicidad aguda: Prueba TG 423

Esta técnica esta basada en un procedimiento por etapas en las que se utiliza
el nimero minimo de animales que permite obtener informacion suficiente sobre
la toxicidad aguda de una sustancia para permitir su clasificacién. La sustancia
se administra por via intragastrica (v.i.g.) a un grupo de tres animales en una de
las dosis definidas. La ausencia o presencia de mortalidad en los animales
tratados, determinard el siguiente paso. Por lo que no se requieren mas pruebas,
Gnicamente la administracion de otros tres animales en el nivel de dosis
inmediatamente superior o inferior, de ser necesario. Este método permite emitir
un juicio con respecto a la clasificacion de la sustancia de ensayo, colocandolo
en uno de los grupos de toxicidad definidos por valores de corte de dosis letal
(DL) preestablecidos.
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Los experimentos fueron realizados en ratones de la cepa CD-1 machos de
22 + 2 g. Todos los experimentos se realizaron de acuerdo a las NOM-062-ZOO-
1999 y NOM-033-ZO0-1995. Los animales fueron mantenidos bajo condiciones
ambientales y fueron alimentados con libre acceso a alimento y agua, con
fotoperiodos de 12 h de luz por 12 de oscuridad. EI compuesto DOAcQ fue
disuelto en DMSO ajustando la concentracién a un volumen de administracion
de 0.1 mL por ratén por via intragéstrica (v.i.g.). Antes de la administracién, los
animales se pusieron en ayuno de 8 h y este continu6 durante 2 h posteriores al
tratamiento.

Este experimento se realiz6 de acuerdo al procedimiento TG 423 de la OECD.
Como ya se menciond, grupos de 3 animales machos fueron administrados con
una sola dosis por v.i.g. comenzando con 2000 mg/kg. El estado de salud general
de los animales fue observado después de 1, 2, 4 y 6 h y una vez diariamente
por 14 dias. Los animales fueron observados después del tratamiento para
detectar cualquier signo de toxicidad o incluso la muerte. Al final del periodo de
observacion los animales fueron sacrificados en una cdmara de COa.
Posteriormente, los 6rganos ppulmon, rifiones, corazon, estdmago, intestinos,
bazo e higado fueron extraidos y se realizaron observaciones macroscopicas en
busca de lesiones patoldgicas. El valor de DL fue determinado de acuerdo al
Globally Harmonised Classification System (GHS). (OECD, 2014).
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Sintesis de DOAcCQ
La sintesis de DOAcQ se logro siguiendo la reaccion general mostrada en la

Figura 16.
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7.1.1 Sintesis de seselina (1)

La seselina se preparé a partir de 7-hidroxicumarina (1
g, 6.2 mmol). Después de la CC se obtuvieron 1.12 g (4.9
mmol) (80 %) de un sdlido amarillo palido: pf 119-121 °C,
Rt = 0.50 (hexano/AcOEt 7:3); RMN 'H (500 MHz, CDCls, &, ppm, J/Hz): 1.47
(6H, s, 2 X CH3), 5.73 (1H, d, J =10 Hz, 3’), 6.22 (1H, d, J = 9.5 Hz, 3), 6.72 (1H,
d, J = 8.45 Hz, 6), 6.88 (1H, d, J = 10 Hz, 4°), 7.20 (1H, d, J = 8.45 Hz, 5), 7.59

(1H, d, J = 9.5 Hz, 4). Los datos son esencialmente los mismos que aquellos

descritos por (Page et al., 2009). El espectro de RMN de *H se puede ver en el
Apéndice Figura 54. Ademas de (1) se obtuvo como producto minoritario a la
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cumarina lineal. El espectro de RMN de 'H de la piranocumarina lineal se puede

observar en el Apéndice Figura 55.

X 7.1.2 Sintesis de cis-quelactona (2)

La cis-quelactona (2) se prepar6 a partir de la
7 0 piranocumarina (1) obtenida en el paso anterior. Después
de la CC se obtuvo un sdlido blanco (140 mg, 72 %). Ri =
0.15 (hexano/AcOEt 7:3), [a] 589 + 23°, la [a] descrita para

el enantibmero R,R es de +57, por lo que haciendo uso de la ecuacion e.e.=

OH
OH

([a]obs/[almax)*100, se derterminé que la mezcla enantiomérica tiene un e.e. del
70 %. RMN *H (500 MHz, CDCls, 8, ppm, J/Hz): 1.42 (1H, s), 1.46 (1H, s), 3.87
(1H, d, J =5.06 Hz, 3"), 5.21 (1H, d, J =5.06 Hz, 4’), 6.25 (1H, d, J = 9.47 Hz, 3),
6.80 (1H, d, J = 8.62 Hz, 6), 7.30 (1H, d, J = 8.62 Hz, 5), 7.66 (1H, d, J = 9.47
Hz, 4). Los datos son esencialmente los mismo que aquellos descritos por (Song
et al., 2012) El espectro de RMN de 'H se encuentra en el Apéndice Figura 56.

La sintesis de (2) se logro con un exceso enantiomérico importante del 70 %.
El reactivo de AD-mix a fue el responsable de este resultado, esta mezcla de
reactivos también conocido como reactivo de Sharpless (Kolb et al., 1994),
contiene un inductor quiral el cual promueve el ataque al doble enlace
preferentemente por una de las caras, favoreciendo la sintesis de uno de los

enantiomeros.

7.1.3 Sintesis de los diastereémeros (3y 4)

Con el objetivo de purificar la mezcla enantiomérica de la cis-quelactona (2)
obtenida en el paso anterior se decidié preparar los diasteredmeros 3y 4. Los
enantibmeros son compuestos que tienen uno o mas centros de quiralidad que
son imagenes especulares pero no son superponibles, a excepcion de la
actividad Optica, todas las propiedades fisicas de un par de enantiomeros son
exactamente las mismas. Por otro lado, los diastereémeros son estereoisomeros
que tienen dos 0 mas centros quirales que no son imagenes especulares y
tampoco son superponibles (Wade, 1993). Aungue es posible separar un par de
enantibmeros con columnas quirales, el uso de una columna quiral no garantiza
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la separacion de todos los enantidmeros existentes y se necesitarian probar
distintas columnas quirales para poder separar eficientemente estas moléculas.
Por esta razon, de quiralidad decidimos sintetizar los diastereémeros afiadiendo

un nuevo centro de quiralidad 6pticamente puro.

La reaccion de la cis-quelactona (2) en CH2Clz2 con el acido (S)-2-metil-3-
butanoico condujo a la obtencion de los regioisémeros (3 y 4) con sus respectivos
diasteredmeros con un rendimiento global del 87 % (Figura 17). Probablemente
a través de un ataque nucleofilico de los hidroxilos sobre el carbono carbonilico

para dar los productos correspondientes.

OH DMAP S
OH

(2)

Figura 17. Sintesis de los regioisémeros 3y 4

4’-O-(a-metilbutiril)-cis-quelactona (3)

La mezlca de los diasterémeros de (3) se recuperé como
un solido blanco con un rendimiento general del 87 %, Rf =
0.26 (hexano/AcOEt 7:3). RMN 'H (500 MHz, CDCIs, 9,
ppm): 0.86 (3H, m, 6”), 1.08 (3H, d, 4”), 1.34 (3H, s, 6°), 1.50
(3H, s, 5%, 1.75 (2H, m, 5”), 2.48 (1H, m, 3”), 2.93 (1H, s, OH), 4.06 (1H, m, 3"),
6.22 (1H, d, 3), 6.40 (1H, d, 4°), 6.80 (1H, d, 6), 7.36 (1H, d, 5), 7.61 (1H, d, 4).
El espectro de RMN de 'H se puede ver en el Apéndice (Figura 57).

55



3’-O-(a-metilbutiril)-cis-quelactona (4)

La mezcla de los diasteromeros de (4) se recuperé como
un solido blanco con un rendimiento general del 87 %, Rf =
0. .0 0.50 (hexano/AcOEt 7:3). RMN 'H (500 MHz, CDCls, 9,

I/ ppm): 0.95 (3H, m, 6”), 1.22 (3H, d, 4”), 1.41 (3H, s, 6’), 1.50

(3H, s, 5), 1.76 (2H, m, 5”), 2.52 (1H, m, 3”), 3.15 (1H, s,

OH), 5.13 (1H, d, 3°), 5.41 (1H, m, 4’), 6.26 (1H, d, 3), 6.80 (1H, d, 6), 7.34 (1H,

d, 5), 7.65 (1H, d, 4). El espectro de RMN de 'H se puede ver en el Apéndice
(Figura 58).

La identificacionde los regisémeros 3 y 4 fue posible gracias a experimentos
bidimensionales de RMN de *H/**C HMBC (Apéndice Figura 59 y 60). Asi, por
ejemplo, en el compuesto (3) la sefial de H-4" mostré correlaciéon con los
carbonos 7, 8, 9, 2’, 3', y 2” siendo esta ultima correlacién con el carbono

carbonilico del ester que se adiciono6 al hidroxilo de la posicion 4°.

7.1.3.1 HPLC de los diastere6meros

Los diasteredbmeros tienen propiedades fisicas diferentes por lo que, en
principio, pueden ser separados por métodos convencionales. Por lo anterior, se
decidié separar la mezcla de diasteredmeros por cromatografia de liquidos de
alta resolucion (HPLC). Se aplicaron diferentes medios de elucion isocraticos y
con gradiente sn embargo no fue posible separar la mezcla (Figura 18). En la
literatura existen ejemplos con moléculas similares donde no se pudieron
separar mezclas de diastereémeros (Huang et al., 1994). Por lo que se decidio

ya no seguir con este método de separacion.
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Figura 18. Cromatograma de HPLC de la mezcla de diastereomeros (3 y 4),
utilizando un medio de elucion (80/20) THF/CHsCN:hexano(1:1).
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7.1.4 Sintesis del compuesto diesterificado (5)

En un esfuerzo final por separar la mezcla de diasterbmeros se probo la
esterificacion de 3 con &cido angélico. Sin embargo, el producto de reaccion
mostro la formacion del diéster con el acido angélico epimerizado a tiglico y no
se observo diferencia de Rf de los productos diesterificados.

La reaccién del compuesto (3) en CH2Cl2 con &cido angélico condujo al
compuesto diesterificado 5 con un rendimiento del 81 % (Figura 19).

Figura 19. Sintesis del compuesto diesterificado

3’-0O-tigloil-4’-O-(a-metilbutiril)-cis-quelactona (5)

Se recupero unos cristales translacidos, 45 mg del 81 %,
Rf = 0.46 (hexano/AcOEt 7:3). RMN 'H (500 MHz, CDCls,
o, ppm): 0.91 (3H, m, 6”), 1.23 (3H, d, 4”), 1.42 (3H, s, 6),
1.48(3H,s,5),1.73 (2H, m,5”), 1.79 (3H, m, 3""), 1.83 (3H,
s, 47), 2.37 (1H, m, 3”), 5.38 (1H, d, 3’), 6.22 (1H, d, 3),
6.58 (1H, d, 4’), 6.81 (1H, d, 6), 6.99 (1H, m, 5”), 7.35 (1H, d, 5), 7.59 (1H, d, 4).

En el Apéndice, Figura 61 se muestra el espectro de RMN H.

Después de los esfuerzos anteriores por separar la mezcla de enantibmeros
de 2 se decidi6 evaluar una mezcla enantiomérica enriquecida con la

estereoquimica R,R de 3’,4’-di-O-acetil-cis-quelactona.
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7.1.5 Sintesis de 3’,4’-di-O-acetil-cis-quelactona
[DOACQ] (6)

DOACQ se prepar6é a partir de la cis-quelactona (2)

obtenida en la segunda etapa de reaccion,
recuperandose un soélido blanco 24 mg con un
rendimiento del 41 %, Rf = 0.21 (hexano/AcOEt 7:3).
RMN *H (500 MHz, CDCls, d, ppm, J/Hz): 1.41 (3H, s), 1.45 (3H, s), 2.10 (3H, s),
2.14 (3H, s), 5.31 (1H, d, J =4.86 Hz), 6.24 (1H, d, J = 9.47 Hz), 6.55 (1H, d, J =
4.86 Hz), 6.81 (1H, d, J = 8.66 Hz), 7.36 (1H, d, J = 8.66 Hz), 7.61 (1H, d, J =
9.47 Hz). 3C-NMR (125 MHz, CDCls) 8 20.59 (2”), 20.65 (2”), 22.73 ('), 24.78
(5%), 60.94 (4’), 70.10 (3), 77.54 (2’), 106.81 (8), 112.58 (3), 113.17 (8a), 114.39
(6), 129.18 (5), 143.29 (4), 153.95 (7), 156.62 (4a), 159.87 (2), 170.00 (17),
170.02 (1”’). HRMS (El) masa calculada para CisH1sO7 [M+] 346.1053, masa
medida: 346.1039. En el Apéndice, Figura 62 se muestra el espectro de RMN

oﬁ/o OJ\

'H. En el Apéndice, Figura 63, se muestra el espectro de RMN 3C. En el
Apéndice Figura 64 se muestra el espectro de masas de alta resolucion de la

misma.

La sintesis de DOAcQ se obtuvo después diferentes etapas de reaccion que
involucraron la formacion de un ciclo, una oxidacion enantioselectiva del doble
enlace y una ultima esterificacién del compuesto el cual se obtuvo con un exceso
enantiomérico del 70 %. En la literatura se han sintetizado moléculas similares
por ejemplo Suzuki y colaboradores sintetizaron varios derivados de cis-
guelactona, los cuales fueron evaluados en linfocitos H9 para inhibir al virus de
la inmunodeficiencia humana, estos derivados mostraron rendimientos desde el
38 al 60 %. Por otro lado, Ren y colaboradores sintetizaron y evaluaron diferentes
derivados de 4-metil-(3'S,4’S)-cis-quelactona como agentes citotoxicos, este
grupo de investigacion disefi6 moléculas con la estereoquimica S,S y sus
rendimientos fueron del 19-52 % con excesos enantioméricos de 74 % (Ren et
al., 2013). Comparando nuestros resultados con los descritos podemos decir que
los valores son similares pues nosotros obtuvimos un rendimiento del 41 % y un
exceso enantiomeérico del 70 %. Es interesante hacer notar el hecho de que el
cambio de grupo funcionales en las posiciones 3’ y 4’ hizo que algunas cis-
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guelactonas mostraran efecto contra el VIH (Suzuki et al., 2006) y que el cambio
de estereoquimica pueda promover otras actividades biolégicas (Ren et al.,
2013).

7.2 Experimentos bioldgicos

7.2.1 Modelo de rata diabética

Para determinar el efecto hipoglucemiante de DOAcQ fue evaluado en el
modelo de rata diabética inducido con estreptozotocina (STZ); a pesar de que
existen una gran cantidad de modelos animales para evaluar posibles efecto
hipoglucemiantes, en este proyecto se decidid utilizar el modelo por induccion
con STZ, ya que STZ farmaco estructuralmente es una nitrosourea que tiene una
potente actividad diabetogénica resultado del dafio a las células-B del pancreas
las cuales se encargan de la sintesis de la insulina. La STZ entra a las células-3
por medio del transportador de glucosa (GLUT-2). Dentro de la célula la
estreptozotocina alquila al ADN, estos dafios promueven la activaciéon de
proteinas reparadoras como la poli(ADP-ribosa) polimerasa 1 (PARP-1), esta
proteina cuando se activa es benéfica para la células, sin embargo el efecto de
la estreptozotocina genera una sobrestimulacion de PARP-1, est4
hiperactivacién genera una disminucion en su substrato (NAD*). Esta molécula
es muy importante porque participa en el metabolismo de energia y por lo tanto,
una disminucién en la concentracion de NAD* resulta en una disminucion de
ATP, lo que genera un dafio a las células. Ademas de esto también las células-
B pueden verse afectadas por la generacion de especies reactivas de oxigeno
provocadas por la STZ (Szkudelski, 2012). Este modelo animal es el mas

utilizado para evaluar posibles nuevos farmacos para tratar la diabetes.

7.2.1.1 Peso de los grupos experimentales

En la Tabla 13 se observan los pesos de los grupos experimentales después
de 15 dias de administracion diaria de los tratamientos. Los grupos Diabético y
Vehiculo sin tratamiento mostraron pesos corporales de 348.6 £ 31.5y 323.8 +
14.8 g respectivamente, lo que esta por debajo del peso corporal del grupo Sano
gue mostré un peso de 398.8 + 24.3 g, Los grupos Diabéticos con los diferentes
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tratamientos incluyendo a DOAcQ mostraron un incremento con diferencia
estadisticamente significativa comparandolos contra el grupo Diabético sin
tratamiento, estos pesos fueron Glibenclamida 385.5 + 18.2 g, Metformina 397.0
+ 22.9 g, Pioglitazona 374.0 + 31.6 g y DOAcQ 365.1 £ 6.7 g.

Con los resultados obtenidos podemos observar que el grupo Sano tiene un
constante incremento en su peso corporal, los grupos sin tratamientos
mantuvieron o perdieron peso y aquellos grupos tratados con los diferentes
farmacos mostraron un incremento en sus pesos corporales cercanos al grupo
Sano. Es importante destacar que el grupo tratado con DOAcQ presentd un
incremento con diferencia estadisticamente significativa comparado contra el
grupo Diabético. En la literatura existen referencias donde se puede apreciar que
en modelos animales de diabetes, los grupos diabéticos mantienen o pierden su
peso corporal y que aquellos grupos que son tratados con extractos, fracciones
de extractos o compuestos puros obtenidos de plantas pueden mejorar el peso
de estos animales tratados. Dahake y colaboradores evaluaron el efecto del
extracto metanolico de Madhuca longifolia bark a dosis de 100 y 200 mg/kg en
ratas diabéticas inducidas con estreptozotocina, ellos encontraron que el grupo
diabético sin tratamiento disminuia su peso corporal (150.8 + 2.3 a 114.0 + 2.8
g) y que aquellos grupos tratados con los extractos podian evitar o prevenir esta
pérdida a dosis de 100 mg/kg (160.0 £ 3.1 a 152.4 £ 1.5 g) y 200 mg/kg (158.9 +
4.1a169.5+0.7 g) (Dahake et al., 2009), por otro lado Saravanay colaboradores
demostraron que la administracion a 100 mg/kg de una fraccibn de Madhumega
chooranam puede incrementar el peso corporal (161 + 7 a 168.5 + 12.3 Q)
comparado contra el grupo diabético (161.3 £ 3.7 a113.2 + 21.6 g) (Saravana et
al., 2009). Kamalakkannan y Prince evaluaron el efecto de Rutina un compuesto
puro en ratas diabéticas inducidas con estreptozotocina, el grupo diabético sin
tratamiento mostro una clara disminucion de peso (172.5+13.1a131.0 £9.9 g),
esta disminucién fue evitada por la administracion del compuesto rutina a 50
mg/kg (166.6 + 11.3 a 140.6 + 9.5 g) y 100 mg/kg (162.0 + 12.3 a 149.0 + 11.4)
(Kamalakkannan y Prince, 2006). La prevencion en la disminucién de peso
puede ser debido a un mejor control de la diabetes.

La insulina es la hormona anabdlica mas potente que se conoce, promueve la
sintesis y almacenamiento de carbohidratos, lipidos y proteinas, ademas de
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inhibir su degradacion (Saltiel y Khan, 2001). Las células-f3 son responsables de
la produccion de insulina, la hiperglucemia puede causar la muerte de estas
células (Ortis et al.,, 2012). Ademas la hiperglucemia puede estimular el
incremento de EROs y citocinas lo que conduce a la inestabilidad de las
membranas por la peroxidacion lipidica, lo que lleva a necrosis celular y
subsecuente dafio a los 6rganos y tejidos afectados (Kanchan et al., 2016). En
la Figura 20 se observa la diferencia en peso que hubo después de los
tratamientos, y se sabe que la pérdida de peso en los pacientes diabéticos es
debido a estos dafios, compuestos con la estructura de piranocumarina pueden
disminuir la hiperglucemia asi como de disminuir el estrés oxidativo (Kumar et
al., 2009). Por lo tanto, una mejoria en el peso corporal puede ser debido a que
DOACcQ puede producir un mejor control de la hiperglucemia por disminucion de

EROs y citocinas.

Tabla 13. Peso después de 15 dosis de administracion (15 mg/kg) en ratas
diabéticas inducidas con estreptozotocina

Grupo Dia0 Dia 7 Dia 21 Peso ganado
9) 9 9) 9)
Sano 3345+ 15.7 345.0 £+ 15.8 398.8+24.3 64.3 + 28.9*
Diabético 371.6 +£10.2 370.0+13.0 348.6 +31.5 -23.0 £ 33.1#
Diabético + 3215+11.1 323.1+6.4 323.8+14.8 2.2 +18.5*
Vehiculo
Diabético + 330.7+9.2 341.4+13.1 385.5+18.2 54.8 + 20.4*
Glibenclamida
Diabético + 326.0+8.3 335.7+15.9 397.0+22.9 71.0 £ 24 .4~
Metformina
Diabético + 335.3+18.1 348.7 +15.3 374.0+31.6 38.7+36.4
Pioglitazona
Diabético + 319.4+6.9 335.3+10.9 365.1+6.7 457 +9.7*
DOAcQ

*Diferencia estadisticamente significativa comparada contra el grupo Diabético por ANOVA de
una via seguido de una prueba de comparacién multiple de Dunnett (n = 10; media £ E.E.; p <
0.05.).

#Diferencia estadisticamente significativa comparada contra el grupo Sano por ANOVA de una
via seguido de una prueba de comparacion multiple de Dunnett (n = 10; media + E.E.; p <0.05.).
Vehiculo: Agua 2/1 DMSO. Glibenclamida fue administrada a 2.5 mg/kg, peso ganado = peso en
el dia 21, menos el peso en el dia 0 (N = 10, media + E.E., p < 0.05). El tratamiento empezé en

el dia 7 después de la induccién con estreptozotocina.
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Figura 20. Diferencia en peso (g) de ratas diabéticas inducidas con
estreptozotocina. Sano, Diabético, Vehiculo: agua 2/1 DMSO, Glibenclamida,

DOACQ. *Diferencia estadisticamente significativa comparada contra el grupo Diabético por
ANOVA de una via seguido de una prueba de comparacién mdultiple de Dunnett (n = 10; media +
E.E.; p<0.05.).

7.2.1.2 Niveles de glucosa periférica

En la Tabla 14 se observa los valores de glucosa en ayuno de los diferentes
grupos experimentales. El grupo Diabético y Vehiculo sin tratamiento mostraron
nieveles de glucosa elevados 327.5 + 23.9 mg/dL y 406.3 + 38.4 mg/dL
respectivamente, los grupos que recibieron los tratamientos disminuyeron los
valores de glucosa después de 15 dias de tratamiento diario de Glibenclamida
(142.0 £ 5.5 mg/dL), Metformina (123.3 + 8.4 mg/dL), Pioglitazona (169.3 + 62.9
mg/dL) comparados con el grupo diabético. El tratamiento de DOAcQ por 15 dias
a una dosis de 15 mg/kg también disminuyo los valores de glucosa de manera
estadisticamente significativa de 327.5 + 23.9 a 128.3 + 6.4 mg/dL. Estos
resultados indican que DOAcQ pueden mejorar el metabolismo de la glucosa. En
la literatura existen muchos trabajos de la evaluacion de extractos de plantas con
actividad antidiabética. Por ejemplo, lrudayaraj y colaboradores evaluaron
diferentes extractos de Toddalia asiatica (L.) Lam. en ratas diabéticas inducidas
con estreptozotocina a dosis de 250 y 500 mg/kg. El extracto obtenido con

acetato de etilo a 500 mg/kg demostré la mayor actividad, disminuyendo los
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niveles de glucosa de 290.38 + 1.89 a 108.27 + 4.38 mg/dL. Adicionalmente este
extracto incrementé la actividad de CAT, GPx y SOD (lrudayaraj et al., 2012).
Patil y colaboradores encontraron que fracciones obtenidas con CH2Cl> de
Kalanchoe pinnata pueden disminuir los niveles de glucosa en ratas diabéticas
inducidas con estreptozotocina de 359 £ 11 a 109.10 = 10 mg/dL (Patil, 2013).
Por otro lado, Becerra-Jiménez y Andrade-Cetto evaluaron el efecto de Opuntia
streptacantha en una prueba de tolerancia a la maltosa, el extracto ejercié un
efecto antidiabético, disminuyendo la glucosa de 290 + 19 a 141 + 4 mg/dL
(Becerra-Jiménez y Andrade-Cetto, 2012). En lo que concierne a compuestos
puros, Zhang y colaboradores evaluaron a Skimmina, una cumarina a dosis de
15 mg/kg, su administracion disminuyo los niveles de glucosa de 494.4 + 5.0 a
390.0 + 10.1 mg/dL, adicionalmente Skimmina regulé al factor de crecimiento
transformante beta-1 (TGF-B1), lo que mejord la nefropatia en ratas (Zhang et
al., 2012). Cloricromona y XLF-111-43, otras cumarinas, han sido evaluadas en
nefropatia diabética ambas mejoraron las complicaciones diabéticas por ayudar
a preservar la barrera hemato-retinal e inhibiendo a los productos terminales de
glucosilacion avanzada. Los valores de glucosa obtenidos en nuestro trabajo
fueron similares a los resultados obtenidos en estos estudios. DOAcQ también
redujo los valores de glucosa de manera importante comparado contra el grupo
Diabético sin tratamiento 327.5 + 23.9 a 128.3 + 6.4 mg/dL. Estos resultados

demuestran que DOACcQ tiene una interesante actividad hipoglucemiante.
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Tabla 14. Efecto de la administracion de 15 dosis de DOACQ (15 mg/kg) en la
glucosa de ratas diabéticas inducidas con estreptozotocina en ayuno.

Grupo Dia 0 Dia7 Dia 14 Dia 21 Dia 21
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (incremento
en glucosa)
(mg /dL)
Sano 61.3+3.0| 106.8+4.8 98.3+3.1 90.5+85 29.3+09.1*
Diabético 540+26 | 371.8+81.4 | 326.5+72.3 | 327.5+23.9 | 273.5+21.8
Diabético + 69.5+8.5 | 272.0+78.2 | 368.0+65.3 | 406.3+38.4 | 336.8+24.8
Vehiculo
Diabético + 63.8+7.3 | 211.7+45.2 | 2828+ 754 | 142.0+55 78.3 £ 24.8*
Glibenclamida
Diabético + 55.3+1.3 | 371.8+81.4 | 270.5+63.8 | 123.3+8.4 68.0 + 26.6*
Metformina
Diabético + 547+9.2 | 327.0+24.9 | 299.3+78.9 | 169.3+62.9 | 144.7 + 26.6*
Pioglitazona
Diabético + 729+52 | 363.2+70.3 | 280.7+76.4 | 128.3+6.4 55.4 + 19.2*
DOAcQ

*Diferencia estadisticamente significativa comparada contra el grupo Diabético por ANOVA de
una via seguido de una prueba de comparacién multiple de Dunnett (n = 10; media £ E.E.; p <
0.05.). Vehiculo: agua 2/1 DMSO. La glibenclamida fue administrada a 2.5 mg/kg, glucosa
incrementada = glucosa en el dia 21, menos la glucosa en el dia 0) El tratamiento empez6 en el

dia 7 después de la induccién con estreptozotocina.

7.2.1.3 Perfil bioquimico

En las Figuras 21 y 22 se muestran los datos del perfil de lipidos, hepatico y
renal de los diferentes grupos experimentales. Con estos analisis no se encontré
diferencias estadisticamente significativas entre los diferentes grupos
experimentales. Lo que sugiere que la administracion de DOAcQ no modifica
estos perfiles y no causé dafio a nivel hepatico y renal. Esto es consistente con
las observaciones macro y microscopicas de los Organos analizados en la

histologia.
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Figura 21. Perfil de lipidos de los diferentes grupos experimentales. *Diferencia
estadisticamente significativa comparada contra el grupo Diabético por ANOVA de una via
seguido de una prueba de comparacion multiple de Dunnett (n = 6; media + E.E.; p < 0.05.).
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Figura 22. Perfil hepatico y renal de los diferentes grupos experimentales.

*Diferencia estadisticamente significativa comparada contra el grupo diabético por ANOVA de
una via seguido de una prueba de comparaciéon multiple de Dunnett (n = 6; media + E.E.; p <
0.05.).

7.2.1.4 Andlisis histopatoldgico

Al analizar los cortes histolégicos de algunos 6rganos de los diferentes grupos
experimentales, se pudo observar lo siguiente:

Los cortes de higado de los animales tratados con el compuesto DOAcQ
muestran una arquitectura normal de hepatocitos de forma poligonal y lobulillos
hepaticos normales de forma hexagonal con vena central y triada portal (arteria
hepatica, vena porta y conducto biliar). No se observaron lesiones hepaticas
como degeneracion de los hepatocitos o acumulaciones intracelulares ni

procesos de inflamacion, fibrosis, necrosis o apoptosis. En el grupo Diabético se
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observa una arquitectura morfologica alterada con una mayor presencia de

espacios sinusoidales y disminucion de la cantidad de hepatocitos (Figura 23).

Figura 23. Histologia de higado de los diferentes grupos experimentales. A)
Sano, B) Diabético, C) Diabético + Glibenclamida, D) Diabético + Metformina, E)
Diabético + Pioglitazona, F) Diabético + DOAcQ. Observados a 100X.

Las secciones de rifion de los animales tratados con el compuesto DOAcQ
muestran una corteza renal normal con arquitectura normal de glomérulos y
tubulos proximales y distales, en la médula muestra tabulos colectores,
proximales y distales normales. En el grupo diabético sin tratamiento se observa
una estructura funcional diferente con tubulos de diferentes tamafios (Figura 24).
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Figura 24. Histologia de rifion de los grupos experimentales. A) Sano, B)

Diabético, C) Diabético + Glibenclamida, D) Diabético + Metformina, E) Diabético
+ Pioglitazona, F) Diabético + DOAcQ. Observado a 100X.

Los cortes histolégicos de bazo de los animales tratados con el compuesto
DOAcQ muestran integridad de la capsula, mientras que en el parénquima se
observa una distribucion equilibrada de la pulpa esplénica blanca y la pulpa
esplénica roja. Se observo la arteriola central en la pulpa blanca y sinusoides
esplénicos normales en la pulpa roja. Los animales sin tratar presentan una
morfologia alterada donde no se observaba una clara distincion entre las pulpas
blanca y roja (Figura 25).

67



Figura 25. Histologia de bazo de los grupos experimentales. A) Sano, B)
Diabético, C) Diabético + Glibenclamida, D) Diabético + Metformina, E) Diabético
+ Pioglitazona, F) Diabético + DOAcQ. Observado a 100X.

Los cortes de pancreas de los animales tratados con el compuesto DOAcQ
muestran una arquitectura similar al grupo sano. Se observa los islotes de
Langerhans con una integridad igual al grupo sano y una mayor cantidad de
células en la parte central de los islotes de Langerhans. De igual forma los acinos
pancreaticos presentan una arquitectura normal (Figura 26).
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Figura 26. Histologia de pancreas de los grupos experimentales. A) Sano, B)
Diabético, C) Diabético + Glibenclamida, D) Diabético + Metformina, E) Diabético
+ Pioglitazona, F) Diabético + DOAcQ. Observado a 100X.

La arquitectura microscoépica de los 6rganos tratados con DOAcQ mostrd una
morfologia mas similar al grupo Sano, en contraste con el grupo Diabético. El
grupo de Wang y colaboradores y el grupo de Sellamuthu y colaboradores
obtuvieron resultados similares, estos autores evaluaron el efecto de la
administracion de extractos de Cyclocarya paliurus y del compuesto Mangiferina,
respectivamente (Wang et al., 2013) (Sellamuthu et al., 2013), en ratas

diabéticas inducidas con estreptozotocina, en los grupos tratados se veia una
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disminucién en el dafio observado en los diferentes tejidos, en contraste con el
grupo Diabético sin tratamiento.

En la Figura 27 se muestra los islotes de Langerhans de los grupos
experimentales. En la Figura 27A Se muestran los islotes de Langerhans del
grupo Sano, el tamafo y su morfologia es evidente que es mayor que en los
grupos inducidos a diabetes con estreptozotocina, el grupo Diabético sin
tratamiento de la Figura 27B mostr6 un tamafio menor de los islotes de
Langerhans, asi como una disminucion de células-f en comparacién con el
grupo Sano. En la Figuras 27C, 27D y 27E se muestra los islotes de los grupos
tratados con Glibenclamida, Metformina y Pioglitazona, la morfologia de ellos
muestra una apariencia similiar al grupo diabético. A diferencia, el grupo tratado
con DOAcQ que se observa en la Figura 27F mostr6 una morfologia muy
parecida al grupo Sano. En las personas con diabetes se observa que hay una
progresiva disminucién en los niveles de insulina debido a la muerte de las
células-B después de haber sido diagnosticados con este padecimiento, debido
al dafio generado por el estrés oxidativo e hiperglucemia. La morfologia
observada en el grupo tratado con DOAcQ es probablemente debido a la

disminucién de EROs.

70



Figura 27. Inmunohistoquimica de insulina en pancreas. Anticuerpo dirigido
contra insulina. A) Sano, B) Diabético, C) Diabético + Glibenclamida, D)
Diabético + Metformina, E) Diabético + Pioglitazona, F) Diabético + DOACcQ.
Observado a 100X.
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7.2.1.5 Actividad de CAT

En la Figura 28 se muestra la curva de calibracion utilizada para la actividad
de la CAT, en donde se utilizaron diferente volimenes de H20:2. En la Figura 29
se muestra la actividad de la catalasa de los diferentes grupos experimentales.
El grupo Sano mostré tener una actividad importante en la actividad porque la
concentracion de H202 consumido era de 132.2 + 5.9 uM, los grupos Diabético
y Vehiculo sin tratamiento mostraron una disminucion en el consumo de H20:2
475 £ 2.6 y 68.9 £ 11.1 pM respectivamente, los grupos Diabéticos con los
diferentes tratamientos incrementaron de manera estadisticamente significativa
el consumo de H202 de la siguiente manera: Glibenclamida 93.2 + 4.9 uM,
Metformina 103.3 £ 19.2 uM, Pioglitazona 101.1 + 11.1 pM y DOAcQ 94.8 £ 7.8
M. Este mayor consumo de H202 mostrado por los tratamientos se traduce en

una mayor actividad de la CAT.

Curva de calibracion
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Figura 28. Curva de calibracién utilizada para la determinacién de la actividad
de la CAT.
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Figura 29. Efecto de DOAcQ sobre la actividad de CAT. *Diferencia estadisticamente

H,0, pM/min/mg de proteina

significativa comparada contra el grupo Diabético por ANOVA de una via seguido de una prueba

de comparaciéon multiple de Dunnett (n = 6; media + E.E.; p < 0.05.).

7.2.1.6 Actividad de GPx

En la Figura 30 se muestra la actividad de GPx de los diferentes grupos
experimentales, la mediciéon de la actividad de esta enzima se hace de forma
indirecta midiéndose la concentracién de NADPH?*, el consumo de esta especie
en el grupo Sano era de 54.6 + 5.5 uM, en los grupos Diabético y Vehiculo sin
tratamiento mostraron una disminucion en el consumo de NADPH* de 20.8 £ 3.3
y 10.0 + 0.6 uM respectivamente. Solo los grupos Diabéticos tratados con
Metformina y DOAcQ incrementaron de manera estadisticamente significativa el
consumo de NADPH* en 106.0 + 7.9 y 119.0 £ 20.7 pM respectivamente.
Mientras mayor sea el consumo de NADPH™* esto se traduce en mayor actividad
de GPx, por lo tanto la administracion de DOAcQ puede mejorar la actividad de

esta enzima antioxidante.
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Figura 30. Efecto de DOAcQ sobre la actividad de GPx. *Diferencia
estadisticamente significativa comparada contra el grupo Diabético por ANOVA de una via

seguido de una prueba de comparacion multiple de Dunnett (n = 6; media + E.E.; p < 0.05.).

7.2.1.7 Actividad de SOD

En la Figura 31 se muestra la curva de calibracion utilizada para la actividad
de SOD, donde se utilizaron diferentes cantidades de SOD aislada. En la Figura
32 muestra la actividad de SOD de los diferentes grupos experimentales, el
grupo Sano mostr6 tener 0.83 + 0.06 U, las unidades de los grupos Diabético y
Vehiculo sin tratamiento disminuyeron hasta 0.44 + 0.01 y 0.22 + 0.06 U
respectivamente, solo el grupo tratado con DOAcQ mostré un incremento con
diferencia estadisticamente significativa aumentando a 0.73 + 0.03 U. La
administracion de DOAcQ incremento las U de SOD vy por lo tanto su actividad

enzimaética.
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Figura 31. Curva de calibracion utilizada para la determinacién de la actividad

de SOD.
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Figura 32. Efecto de DOAcQ sobre la actividad de SOD. *Diferencia estadisticamente

significativa comparada contra el grupo Diabético por ANOVA de una via seguido de una prueba

de comparacion multiple de Dunnett (n = 6; media + E.E.; p < 0.05.). Una unidad de SOD es

definida como la cantidad en pg de enzima que causa una disminucion del 50 % de la reduccion

de NBT.
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El estrés oxidativo es la principal causa para el desarrollo de complicaciones
diabéticas; la oxidacion de proteinas, retinopatias, nefropatias y neuropatias son
algunos de estas complicaciones. Estas patologias estan relacionadas con la
exacerbacion de EROs, los cuales son producidos por la respiracion celular y
factores ambientales (Reiter et al., 2000). El anién superéxido es un radical que
puede producir peréxido de hidrogeno, esta especie es convertida en el radical
hidroxilo, el radical mas dafiino que se conoce. Para evitar la produccion del
radical hidroxilo, las células poseen enzimas antioxidantes de gran importancia
como CAT, GPx y SOD. Estas enzimas remueven los niveles de peroxido de
hidroégeno. Por lo tanto, nosotros realizamos una evaluacion del efecto que tiene
DOACQ en la actividad de estas enzimas en higado (Figuras 27, 28 y 30). En los
grupos Diabéticos sin tratamiento es evidente que la actividad enzimética esta
disminuida, aunque todavia no se sabe si esto es una causa o el efecto para el
desarrollo de complicaciones diabéticas, es importante mencionar que la
administracion de DOAcQ incremento de manera estadisticamente significativa
la actividad de estas enzimas (Tabla 15). Los extractos de Stevia rebaudiana
(Shivanna et al., 2012) y Eucalyptus globulus (Ahlem et al., 2009) administrados
en modelos de ratas diabéticas incrementaron la actividad de CAT y GPx
comparado contra el grupo diabético y se ha demostrado que el incremento de
la actividad antioxidante enddgena proporciona proteccion contra el dafio
producido por EROs (Giacco y Brownlee, 2010,). CAT, GPx y SOD son tres de
las principales enzimas antioxidantes. Existen compuestos que son capaces de
incrementar la expresion de estas enzimas. Las tiazolidinedionas comprenden
una familia de compuestos que poseen esta actividad; sin embargo debido a sus
efectos toxicos algunos de estos compuestos han sido removidos del mercado
(Chiang et al., 2012). Nuestros resultados proporcionan evidencia que DOAcQ
puede incrementar la actividad de CAT, GPx y SOD, ya sea por una
sobreestimulacion enzimatica o una mayor expresion de estas proteinas, lo que
se puede traducir en una disminucion de EROs y por lo tanto, DOAcQ disminuye

el dafio por estrés oxidativo.
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Tabla 15. Efecto de la administracion de DOAcQ (15 mg/kg) en la actividad de
enzimas antioxidantes de ratas diabéticas inducidas con estreptozotocina

Grupo CAT GPx SOD
H.0O, consumido NADPH* Unidades de SOD
(UM/min/mg consumido (U/min/mg
proteina) (UM/min/mg proteina)
proteina)

Sano 132.2+5.9 546+55 0.83+£0.06

Diabético 475+2.6 20.8+3.3 0.44 £ 0.01

Diabético + 68.9+11.1 10.0+ 0.6 0.22 £ 0.06

Vehiculo

Diabético + 93.2 £ 4.9* 48.8 + 5.8*% 0.55 £ 0.02

Glibenclamida

Diabético + 103.3+19.2 106.0+7.9 0.41+0.01

Metformina

Diabético + 101.1+11.1 23.2+45 0.44 £ 0.01

Pioglitazona

Diabético + 94.8 + 7.8* 119.0 + 20.7* 0.73 £ 0.03*

DOAcQ

*Diferencia estadisticamente significativa comparada contra el grupo Diabético por ANOVA de
una via seguido de una prueba de comparaciéon multiple de Dunnett (n = 6; media £ E.E.; p <
0.05.). Vehiculo: Agua 2:1 DMSO. U de SOD. Una unidad de SOD es definida como la cantidad
en pg de enzima que causa una disminucion del 50 % de la reduccién de NBT.

7.2.1.8 Expresion de citocinas

Se realiz6 una PCR por punto final para ver si la administracion de DOAcQ
podria disminuir la expresion de ARNm de IL-1B, IL-6 y TNF-a relacionados con
diabetes. En la Figura 33 se presenta el gel de agarosa de los productos de PCR
de los grupos Diabéticos tratados con Glibenclamida y DOAcQ, asi como de los
controles necesarios. Se puede observar que la administracion de DOAcQ
disminuyo la expresion de IL-18, IL-6, TNF-a y TGF- en comparacion de grupo

Diabético tratado con Glibenclamida.
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GAPDH 532 pb
IL-6 453 pb

TNF-a 351 pb
IL-18 294 pb
TGF-8 250 pb

Figura 33. Gel de agarosa al 2 % de los productos de PCR. M= Marcador, Ci=
Control interno kit, C-= Control negativo, S= Grupo sano, G= Grupo Diabético +
Glibenclamida, DO = Grupo Diabético + DOAcQ

La inflamacién cronica es uno de los marcadores de la obesidad y la diabetes
tipo 2. Marcadores de inflamacion como el factor de necrosis tumoral (TNF-a) y
la proteina reactiva C estan elevadas en sujetos obesos. El tejido adiposo
inflamado es capaz de secretar una gran variedad de mediadores pro-
inflamatorios incluyendo TNF-a que induce resistencia a la insulina (Yi-cheng y
Lee-Ming, 2010). La citocina IL-13 es capaz de reducir la expresién de IRS-1
(Insulin receptor substrate 1) a nivel transcripcional a través de un mecanismo
qgue es dependiente de ERK (Extracellular signal-regulated kinases) y a nivel
posttrancripcional independiente de ERK (Tilg y Moschen, 2008). Se debe tener
en cuenta que la presencia de estas citocinas pueden verse alteradas
dependiendo, tanto de factores ambientales como del tipo de enfermedad que
se esta presentando. Nosotros decidimos evaluar la expresion de diferentes
citocinas, debido a que existen reportes donde la regulacién en la expresiéon de
estas moléculas en modelos animales de diabetes es observada. En los trabajos
siguientes se describen estos resultados, Yang y colaboradores evaluaron la
administracion de una mezcla de antioxidantes naturales en ratones diabéticos
inducidos con estreptozotocina, la administracién de estos suplementos regul6
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multiples blancos relacionados con diabetes incluyendo la disminucion de los
niveles de glucosa, la expresiéon de TNF-a y adicionalmente incremento de la
actividad de GPx y SOD (Yang et al., 2012). Igualmente a estos resultados Zhou
y colaboradores reportaron que la administracion de polisacaridos mostré un
incremento en la actividad de GPx y SOD, asi como una disminucién en los
niveles de TNF-a e IL-6, lo que disminuyé los niveles de glucosa en ratones
diabéticos inducidos con estreptozotocina (Zhou et al., 2015). Los resultados que
nosotros obtuvimos son semejantes a los citados, la administracion de DOAcQ
disminuyo los niveles de IL-1B, IL-6 y TNF-a (Tabla 16). Lo que pudo contribuir
a la homeostasis de la glucosa, porque como ya se ha mencionado la expresion
de IL-1B y TNF-a promueven la resistencia a la insulina por inhibir la cascada de
sefializacion del receptor de insulina (Ortis et al., 2012). Asi, que la disminucién
en la expresién de estas citocinas mejora la sefializacion y por lo tanto se

presenta el mejor control de la glucosa.

Tabla 16. Expresion relativa de los genes
GAPDH | IL-6 | TNF-a | IL-1B | TGF-B

Glibenclamida 100 23.59] 1399 | 2.20 | 12.64
DOAcQ 100 3231 083 | 174 | 7.63

Después de analizar los datos obtenidos y comparar con las referencias nos
llamo la atencién que DOAcQ pudiera tener un efecto sobre algunos blancos
relacionados también con obesidad y dado que diabetes y obesidad forman parte
del sindrome metabdlico, decidimos evaluar a DOAcQ en un modelo de obesidad

en raton.
7.2.2 Modelo de ratén obeso
7.2.2.1 Peso de los grupos experimentales

En la Figura 34 se muestra el peso corporal semanal de los diferentes grupos

experimentales después de 10 semanas en las cuales recibieron una dieta alta
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en grasa y dentro de las ultimas 4 semanas; los animales ademas de la dieta

recibieron los diferentes tratamientos.
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Figura 34. Peso corporal semanal de los diferentes grupos experimentales en el

modelo de ratén obeso inducido con dieta. *Diferencia estadisticamente significativa

comparada contra el grupo Obeso por ANOVA de 2 vias seguido de una prueba de comparacién
multiple de Dunnett. (n = 6-8 media = E.E.; p < 0.05). Vehiculo: Agua 2:1 DMSO.

Los animales del grupo Sano después de 10 semanas con una dieta estandar
incrementaron ligeramente su peso de 20.13 + 0.14 a 24.92 + 0.35 g, sin
embargo aquellos animales de los grupos alimentados con una dieta alta en
grasa grupo Obeso incremento su peso corporal de 20.06 + 0.47 a 37.34 £ 1.97
gy en el grupo Obeso + Vehiculo incrementd su peso corporal de 22.43 + 0.56
a 37.50 = 1.75 g, los grupos tratados con Xenical y DOAcQ mostraron una
disminucién en la ganancia de peso de forma estadisticamente significativa
comparado contra el grupo Obeso (20.99 £ 0.96 a 30.59 + 1.87 g) y (19.04 £ 0.15
a 33.88 = 0.48 g) respectivamente. Lo que demuestra que la administracién de
DOACcQ puede estar regulando el metabolismo de lipidos.

La busqueda de nuevos farmacos para el problema de la obesidad es muy
importante dado que medicamentos como el Xenical han fallado en combatir el

problema de la obesidad y aquellos medicamentos que presentan una mejor
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accion que el Xenical, se ha visto que son mas utilizado para el abuso recreativo,
que al verdadero problema de salud, debido a que estos actian sobre el sistema
nervioso central. Por eso hay diferentes grupos de investigacion en el mundo
dedicados a encontrar nuevas alternativas. Por ejemplo Park y colaboradores
reportaron que una dieta de suplementos de mulberry, ginseng de Korea rojo y
banaba, mejoraban la homeostasis de glucosa, asi como el peso corporal de
ratones diabéticos modificados genéticamente (db/db), los niveles triglicéridos
de los animales tratados con estos suplemento se disminuia y ademas la
expresion de genes como PPAR-a, PPAR-y y LPL, se encontraban regulados
(estas proteinas estan relacionadas con el metabolismo de lipidos) (Park et al.,
2005). Por su parte Kim y colaboradores encontraron que la administracion de
extractos de Coix lachrymajobi var. Mayeun mejoraban el peso de los animales
alimentados con una dieta alta en grasa, mediante un efecto que involucraba la
participacion de TNF-a (citocina pro-inflamatoria) (Kim et al., 2004). Por otro lado,
Choi y colaboradores evaluaron el extracto etandlico de Tabebuia avellanedae,
la administracion de este extracto en ratones alimentados con dieta alta en grasa
mejoro su peso corporal, y el tamafio de los adipocitos se veia reducido, ademas
de regular genes que participan en el metabolismo de lipidos como FAS, PPAR-
y, FABP4, entre otros (Choi et al., 2014). En el caso de compuestos puros para
la obesidad existen antecedentes como el reportado por Liu y colaboadores
quienes evaluaron el efecto de celastrol en diferentes modelos animales de
obesidad, la administracién de celastrol disminuy6 el peso corporal de los
animales y modificé su consumo de alimento en ratones alimentados con dieta
alta en grasa, interesantemente no modifico el peso de animales genéticamente
modificados como db/db y ob/ob, por lo que se puede concluir que este
compuesto tiene un efecto dependiente de leptina (Liu et al.,, 2015). Los
resultados obtenidos por estos grupos de investigacion hacen referencias a
diferentes genes relacionados con obesidad, debido a que el compuesto DOAcQ
también previno el incremento en el peso corporal del grupo respectivamente
tratado, nosotros decidimos evaluar su efecto en genes como IL-6, TNF-a y
PPAR-y.
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En la Figura 35 se observan fotos representativas de los diferentes grupos
experimentales de ratones obesos inducidos con dieta hipercal6rica. Se puede
apreciar como los grupos tratados con Xenical y DOAcQ, muestran una

apariencia de menor tamafio que aquellos grupos sin tratamiento.
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Figura 35. Fotos representativas de los diferentes grupos experimentales del

modelo de ratdn obeso inducido con dieta hipercalorica.
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7.2.2.2 Peso de los organos de los diferentes grupos experimentales

El peso de los 6rganos de los diferentes grupos experimentales también fue
analizado.

En la Figura 36 se muestra el peso del pancreas de los diferentes grupos
experimentales. El grupo Sano mostré un peso de 0.13 £ 0.01 g, los grupos
Obeso y Vehiculo sin tratamiento incrementaron su peso a 0.15 £ 0.01y 0.15 +
0.02 g respectivamente, en los grupos con los tratamientos de Xenical y DOAcQ
mostraron una disminucion del peso de manera estadisticamente significativa

0.12 + 0.02 y 0.10 + 0.01 g respectivamente.

Pancreas

Dieta alta en grasa

Figura 36. Peso del pancreas de los diferentes grupos experimentales. *Diferencia

estadisticamente significativa comparada contra el grupo Obeso por ANOVA de una via seguido

de una prueba de comparacién multiple de Dunnett (n = 6-8; media + E.E.; p < 0.05.).

En la Figura 37 se muestra el peso del bazo de los diferentes grupos
experimentales. El grupo Sano mostré un peso de 0.06 + 0.01 g, en los grupos
Obeso y Vehiculo se incremento el peso de este 6érgano hasta 0.10 £ 0.02 y 0.11
+ 0.01 g respectivamente, en los grupos que fueron tratados con Xenical y
DOAcQ hubo una disminucion en el peso con diferencia estadisticamente

significativa 0.07 £ 0.01 y 0.05 + 0.01 g respectivamente.
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Figura 37. Peso del bazo de los diferentes grupos experimentales. *Diferencia
estadisticamente significativa comparada contra el grupo Obeso por ANOVA de una via seguido

de una prueba de comparacién multiple de Dunnett (n = 6-8; media + E.E.; p < 0.05.).

En la Figura 38 se muestra el peso del riidn de los diferentes grupos
experimentales. El peso de este 6rgano en el grupo Sano es de 0.33 + 0.01 g,
en los grupos Obeso y Vehiculo se incrementé el peso de en 0.59 £ 0.01y 0.52
+ 0.09 g respectivamente, en los grupos tratados con Xenical y DOAcQ
mostraron una disminucion en el peso del riidn de manera estadisticamente

significativa 0.35 £ 0.02 y 0.44 £ 0.01 g respectivamente.
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Figura 38. Peso del rifién de los diferentes grupos experimentales. *Diferencia
estadisticamente significativa comparada contra el grupo Obeso por ANOVA de una via seguido

de una prueba de comparacién multiple de Dunnett (n = 6-8; media + E.E.; p < 0.05.).

En la Figura 39 se muestra el peso del higado de los diferentes grupos
experimentales. El grupo Sano mostré un peso de 1.05 £ 0.04 g, los grupos
Obeso y Vehiculo sin tratamiento mostraron un incremento en el peso del higado
1.63+0.18 y 1.78 £ 0.28 g respectivamente, los grupos que fueron tratados con
Xenical y DOAcQ mostaron una disminucion del peso del higado de una manera
estadisticamente significativa 0.95 £ 0.09 y 1.09 + 0.04 g respectivamente.
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Figura 39. Peso del higado de los diferentes grupos experimentales. *Diferencia
estadisticamente significativa comparada contra el grupo Obeso por ANOVA de una via seguido

de una prueba de comparacién multiple de Dunnett (n = 6-8; media + E.E.; p < 0.05.).

En la Figura 40 se muestra el peso del tejido adiposo de los diferentes grupos
experimentales. El grupo Sano mostré un peso de 0.35 £ 0.03 g, los grupos
Obeso y Vehiculo incrementaron el peso de este tejido 1.98 £ 0.22y 1.75 + 0.25
g respectivamente, en los grupos tratados con Xenical y DOAcQ hubo una
tendencia a disminuir el peso, pero no de manera estadisticamente significativa
1.61+£0.35y 1.41 £ 0.13 g respectivamente.
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Figura 40. Peso del tejido adiposo de los diferentes grupos experimentales.
*Diferencia estadisticamente significativa comparada contra el grupo Obeso por ANOVA de una

via seguido de una prueba de comparacién multiple de Dunnett (n = 6-8; media + E.E.; p < 0.05.).

En la Figura 41 se puede apreciar el menor tamafio de estos tejidos. La
generacion de esteatosis (higado graso) en los higados de los grupos Obesos
sin tratamiento podria explicar el peso incrementado de este érgano debido a la
acumulacion de grasa. La proliferacion de células-B aumenta en respuesta a
altas demandas fisiolégicas de insulina, como en el embarazo y la obesidad lo
que explicaria el mayor tamafio del pancreas en los grupos Obeso y Vehiculo sin

tratamiento (Andersson et al., 2012).
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Figura 41. Fotografias de los érganos de los diferentes grupos experimentales
del modelo de ratén obeso inducido con dieta hipercaldrica. A) Sano, B) Obeso,
C) Vehiculo, D) Xenical, E) DOAcQ. 1. Tejido adiposo, 2. Rifiones, 3. Bazo, 4.

Péancreas, 5. Higado.

En la Figura 42 se puede observar el anadlisis histoldégico de los diferentes
grupos experimentales, es importante notar que los higados de los grupos Obeso
sin tratamiento muestran evidencia de acumulacion de grasa debido al mayor
tamafo de los hepatocitos y una apariencia mas semejante a adipocitos. El grupo
tratado con DOAcQ mostré una apariencia y arquitectura similar al grupo Sano,
indicando que esta acumulacion de grasa esta disminuida. En el tejido adiposo
sucedié algo similar, los grupos Obesos sin tratamiento mostraban una
acumulacion de grasa evidente debido al gran tamafio de los adipocitos (estas
células se encargan de acumular grasas), los adipocitos en el grupo Obeso +

DOACcQ presentaron un tamafio reducido.
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Figura 42. Cortes histologicos de los diferentes grupos experimentales en el

modelo de ratén obeso inducido con dieta hipercaldrica.
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Las kilocalorias consumidas por los diferentes grupos experimentales se
muestran en la Figura 43, éstos presentan una correlacion con los resultados
mostrados del peso y la histologia, el grupo Sano mostré un consumo de 12.51
+ 0.74 g al dia, el grupo Obeso incremento el consumo a 18.00 £ 1.84 g, aquellos
grupos tratados con Xenical y DOAcQ mostraban un consumo menor de
Kilocalorias de manera estadisticamente significativa en el caso del Gltimo 13.89
+0.73y 11.30 = 0.27 g respectivamente.
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Figura 43. Kilocalorias consumidas de los diferentes grupos experimentales.

*Diferencia estadisticamente significativa comparada contra el grupo Obeso por ANOVA de una
via seguido de una prueba de comparacion multiple de Dunnett (n = 6-8; media + E.E.; p < 0.05.).

Por otro lado, en la Figura 44 se observa que la glucosa periférica de los
grupos Xenical (132.2 +12.77 mg/dL) y DOAcQ (140 £ 6.47 mg/dL) se encuentra
disminuida en comparaciéon al grupo Obeso (195.3 + 16.37 mg/dL) y Vehiculo
(202.5 + 20.88 mg/dL), por lo tanto y de acuerdo a los resultados obtenidos en
las ratas diabéticas, se puede confirmar que el compuesto DOAcCQ posee una
actividad hipoglucemiante, disminuyendo los niveles de glucosa a valores

cercanos al grupo Sano (90.29 £ 12.62 mg/dL).
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Figura 44. Niveles de glucosa de los diferentes grupos experimentales. *Diferencia

estadisticamente significativa comparada contra el grupo Obeso por ANOVA de una via seguido
de una prueba de comparacién multiple de Dunnett (n = 6-8; media + E.E.; p < 0.05.).

Fue muy interesante observar que DOAcQ disminuyo el consumo de alimento
incluso menos que los animales alimentados con dieta estandar. Xenical, nuestro
medicamento de referencia en este estudio, tiene un efecto local y casi
exclusivamente en el tracto gastrointestinal por inhibicion de la lipasa
pancreatica, encargada de degradar a los triglicéridos y puedan ser absorbidos
en forma de acidos grasos libres (Heck et al., 2000). Es por esto que pudo tener
un efecto sobre el peso de los animales y los 6rganos, pero no afectd el consumo
de alimento. Esto indica que al existir una disminucién en el consumo de
alimentos probablemente DOAcQ tiene un mecanismo de accion distinto al

descrito por Xenical.

Por lo tanto, se decidi6 estudiar si la administracion de DOAcQ puede regular

la expresidn de genes relacionados con Obesidad en tejido adiposo e higado.
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7.2.2.3 Expresion de ARNm de los diferentes grupos experimentales

Se realizé el analisis de ARNm de los diferentes grupos experimentales
mediante PCR en punto final y un analisis densitométrico normalizando todos los
valores con el gen constitutivo actina. Los genes evaluados por las revisiones en
la literatura antes citadas fueron IL-6, TNF-a y PPAR-y.

En la Figura 45 se muestra la expresion de ARNm de IL-6 en tejido adiposo
de los diferentes grupos experimentales, en los grupos Obeso y Vehiculo hubo
una disminucién de los niveles de IL-6 a 041 += 0.18 y 0.55 £+ 0.03
respectivamente. Los grupos tratados con Xenical y DOAcQ incrementaron los
niveles de expresién de manera estadisticamente significativa a 2.39 + 0.11 y

0.96 £ 0.18 respectivamente.
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Figura 45. Expresibn de ARNmM de IL-6 en tejido adiposo. *Diferencia

estadisticamente significativa comparada contra el grupo Obeso por ANOVA de una via seguido

de una prueba de comparacién multiple de Dunnett (n = 3; media = E.E.; p < 0.05).

En la Figura 46 se muestra la expresion de ARNm de TNF-a en tejido adiposo
de los diferentes grupos experimentales, en los grupos Obeso y Vehiculo

mostraron niveles de TNF-a de 0.72 £ 0.15y 1.33 + 0.15 respectivamente. En el
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grupo tratado con Xenical mostro un incremento en los niveles de este mensajero
2.02 £ 0.01 y por ultimo en el grupo tratado con DOAcQ mostr6 una disminucion
en los niveles de expresion de manera estadisticamente significativa a 0.24 +
0.03.
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Figura 46. Expresion de ARNm de TNF-a en tejido adiposo. *Diferencia
estadisticamente significativa comparada contra el grupo Obeso por ANOVA de una via seguido

de una prueba de comparacién multiple de Dunnett (n = 3; media = E.E.; p < 0.05).

En la Figura 47 se muestra la expresion de ARNm de PPAR-y en tejido
adiposo de los diferentes grupos experimentales, los niveles de este mensajero
fueron similares en todos los grupos experimentales y no hubo una diferencia

estadisticamente significativa entre ellos.
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Figura 47. Expresion de ARNm de PPAR-y en tejido adiposo. *Diferencia
estadisticamente significativa comparada contra el grupo Obeso por ANOVA de una via seguido

de una prueba de comparacion multiple de Dunnett (n = 3; media + E.E.; p < 0.05).

Asi también se realiz6 la expresion de los mismos genes en higado.

En la Figura 48 se muestra la expresion de ARNm de IL-6 en higado de los
diferentes grupos experimentales, los niveles de este mensajero fueron similares
en todos los grupos experimentales y no hubo una diferencia estadisticamente

significativa entre ellos.
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Figura 48. Expresion de ARNm de IL-6 en el higado. *Diferencia estadisticamente

significativa comparado contra el grupo Obeso por ANOVA de una via seguido de una prueba de

comparacion multiple de Dunnett (n = 3; media = E.E.; p < 0.05).

En la Figura 49 se muestra la expresion de ARNm de TNF-a en el higado de
los diferentes grupos experimentales, los niveles de este mensajero fueron
similares en todos los grupos experimentales y no hubo una diferencia
estadisticamente significativa entre ellos. Es importante mencionar que el grupo
tratado con DOAcQ mostré6 una tendencia a disminuir los niveles de este

mensajero en comparacion con el grupo Obeso.
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Figura 49. Expresion de ARNm de TNF-a en el higado. *Diferencia estadisticamente
significativa comparado contra el grupo Obeso por ANOVA de una via seguido de una prueba de

comparaciéon multiple de Dunnett (n = 3; media £ E.E.; p < 0.05).

En la Figura 50 se muestra la expresion de ARNm de PPAR-y en el higado de
los diferentes grupos experimentales, en los grupos Obeso y Vehiculo mostraron
niveles de PPAR-y de 1.03 £ 0.03 y 0.85 £ 0.05 respectivamente. El grupo tratado
con Xenical mostré una disminucion en los niveles de este mensajero pero no de
forma estadisticamente significativa 0.78 + 0.34 y por ultimo el grupo tratado con
DOAcQ mostré una disminucion en los niveles de expresion de PPAR-y de

manera estadisticamente significativa 0.42 + 0.16.
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Figura 50. Expresion de ARNm de PPAR-y en el higado. *Diferencia

estadisticamente significativa comparado contra el grupo Obeso por ANOVA de una via seguido
de una prueba de comparacién multiple de Dunnett (n = 3; media = E.E.; p < 0.05).

Los resultados de los genes en tejido adiposo muestran que DOACQ es capaz
de mantener los niveles de expresion del mensajero de IL-6 cercanos al grupo
Sano y de disminuir los niveles de expresion del mensajero de TNF-a de manera
estadisticamente significativa en comparacion al grupo Obeso. En higado
DOAcQ disminuyé también los niveles de TNF-a, pero no de manera
estadisticamente significativa, por otro lado, en higado si hubo una disminucién
en la expresion de PPAR-y. Como ya se ha mencionado anteriormente existen
varios factores que participan en la diabetes y obesidad entre ellos son las
citocinas inflamatorias como IL-6 y TNF-a. Por lo que decidio estudiarlas, TNF-a
es una citocina que se encarga de promover disfuncion celular por lo que la
disminucién de esta proteina en la mayoria de las patogénesis estudiadas
siempre es benéfico, en nuestro experimento observamos que la administracion
de DOACcQ disminuyo la expresion de este gen tanto en tejido adiposo como en
el higado. En las imagenes de histologia se puede observar (Figura 42), el menor
tamafio de los adipocitos y la arquitectura normal del higado que se observa de
en el grupo tratado con DOAcQ en comparacion con el grupo Obeso. Respecto
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a esto quizas se vean activadas diferentes cascadas de sefializacion que
funcionan como una retroalimentacion negativa para continuar con los procesos
inflamatorios y por lo tanto se incrementa la expresion de TNF-a, en el caso de
IL-6 esta citocina todavia existe discusion en cuanto a su participacion en
diferentes padecimientos, puesto que puede estar regulada de diferentes
maneras, tanto puede estimular o detener la inflamacion. Durante la obesidad IL-
6 se encuentra incrementada, sin embargo de manera contraria a lo esperado
IL-6 también se encuentra incrementada durante el ejercicio y citocinas
reconocidas como pro-inflamatorias (TNF-a e IL-1B) se encuentran disminuidas
en esta misma condicion (Faldt et al., 2004). Es un hecho que en pacientes
obesos, que también son diabéticos la expresién de la citocina IL-6 se encuentra
aumentada (Eder et al., 2009), pero se debe tener en cuenta que estas personas
ya pasaron por procesos inflamatorios durante afios que pudieron alterar las
sefalizaciones de muchas proteinas. Para apoyar esta idea tenemos reportes
donde ratones deficientes de IL-6 desarrollan obesidad adulta, asi también
presentaban un incremento en los niveles de leptina y glucosa, lo que podria
sugerir problemas de sefializacion normal como resistencia a la leptina debido a
la falta de IL-6, congruente con esto, la administracion de IL-6 enddgena redujo
de manera estadisticamente significativa el peso de estos animales deficientes
de IL-6 (Wallenius et al., 2002). Respaldando la necesidad de IL-6 para un
metabolismo normal Wernstedt y colaboradores encontraron que ratones
deficientes de IL-6 disminuian su consumo de oxigeno en respuesta a estrés y
exposicién a frio. Ademas estos ratones deficientes de IL-6 disminuian su
metabolismo de lipidos a temperatura ambiente (Wernstedt et al., 2006). Por lo
tanto, la diferencia en la produccién de IL-6 podria alterar el metabolismo
energético lo que se puede traducir en generacién de obesidad y diabetes.
Tomando estos resultados y los obtenidos en esta investigacion podemos decir
gue debido a que los niveles de IL-6 encontrado en el grupo tratado con DOAcCQ
son semejantes al grupo Sano esta proteina podria promover una sefializacién
promoviendo el balance que existe entre gasto energético, apetito y acumulaciéon
de lipidos, promoviendo por lo tanto, la disminucién de TNF-a, que como ya se
ha mencionado su aumento promueve resistencia a insulina y la disminucion en
los niveles de glucosa mostrados en el grupo tratado con DOAcQ puede ser
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debido este mejoramiento en la resistencia a insulina. Por dltimo, PPAR-y es un
factor de transcripcion dependiente de ligando que se encuentra principalmente
expresado en tejido adiposo, pero también esta en otros tejidos como en el
higado, donde se encarga de almacenar lipidos (Grygiel-Gérniak, 2014), la
administracion de DOAcQ disminuyo la expresion de este gen tanto en tejido
adiposo como en el higado, donde lo hizo de manera estadisticamente
significativa, esto podria ser debido a que no es necesaria la activacion de este
factor de transcripcion y no promueva el almacenamiento de lipidos por el hecho
de no haber lipidos disponible, ya sea por su eliminacion o su disminuida
absorcién. Apoyando esta idea se puede observar la Figura 42, donde los
hepatocitos del grupo Obeso tienen una apariencia semejante a los adipocitos y
el grupo tratado con DOAcQ los cuales presentan una morfologia parecida al
grupo Sano. Esto es debido a que probablemente no es necesario que el higado
tenga que almacenar el exceso de grasas que se enceuntra libre en el
organismo. Por lo tanto, la administracion de DOAcQ quiza promueve un control

sobre estos acidos grasos libres y subsecuentemente el peso de estos animales.

7.2.3 Estudio toxicolégico

7.2.3.1 Prueba de AMES

La basqueda de nuevos farmacos siempre tiene como objetivo mejorar la
eficacia de los actuales, asi como disminuir los efectos adversos, por lo tanto es
importante estudiar la toxicidad de estos posibles nuevos medicamentos. En las
Figuras 51, 52 y 53 se puede observar que DOAcQ no mostré mutagenicidad en
las cepas de S. typhimurium TA98, TA100 o TA102, en la ausencia y presencia

de la fraccion S9 con las concentraciones utilizadas.

Ninguna de las cepas tratadas con el compuesto DOAcQ mostré el doble de
revertantes basales. Solo los controles positivos tanto en la ausencia y presencia
de la fraccion S9 existié un incremento de manera estadisticamente significativa.
Por lo tanto, podemos decir con esta Prueba de Ames, que el compuesto DOAcQ

no es genotdxico in vitro a las concentraciones evaluadas.
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Figura 51. Cuantificacion de revertantes en la cepa TA 98, con y sin la fraccion

S9. La linea representa el doble de las revertantes basales. *Diferencia

estadisticamente significativa por ANOVA de 2 vias seguido de una prueba mdltiple de Dunnett
(n=9; media £ D.E.; p < 0.05).
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Figura 52. Cuantificacion de revertantes en la cepa TA 100, con y sin la fraccion

S9. La linea representa el doble de las revertantes basales. *Diferencia

estadisticamente significativa por ANOVA de 2 vias seguido de una prueba multiple de Dunnett
(n=9; media £ D.E.; p < 0.05).
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Figura 53. Cuantificacion de revertantes en la cepa TA 100, con y sin la fraccién
S9. La linea representa el doble de las revertantes basales. *Diferencia

estadisticamente significativa por ANOVA de 2 vias seguido de una prueba multiple de Dunnett
(n=9; media £ D.E.; p < 0.05).

Tabla 17. indice mutagénico

SUSTANCIA CONCENTRACION TA98 TA100 TA102
UM/PLACA
con sin Con sin con sin
S9 S9 S9 S9 S9 S9
DOAcQ 8.65 1.1 0.7 0.9 1.3 08 0.7
DOAcQ 17.30 1.2 1.0 0.9 1.0 1.2 07
DOAcQ 34.60 1.2 0.8 0.8 1.0 1.4 1.0
DOAcQ 50.00 1.1 1.1 0.9 0.9 1.2 11
DOAcQ 100.00 1.4 0.4 1.0 1.4 09 0.8
DMSO 0.1 % 141.00 1.1 0.4 0.9 1.0 1.1 1.0
ACIDO PICROLONICO 0.19 - 27.3 - - - -
N-METIL-N'-NITRO-N- 0.007 - - - 22.9 - -
NITROSOGUANIDINA
MITOMICINA C 0.003 - - - - - 3.1
2-AMINOANTRACENO 0.005 54.1 - 19.1 - 3.5 -

Existen compuestos de origen natural que poseen un potencial mutagénico
importante, como flavonoides y alquilbencenos (Rietjens et al., 2005). En razén
de tratar de evitar un potencial riesgo de salud, se evalué el potencial mutagénico
de DOACcQ con la Prueba de Ames, sdlo los controles positivos incrementaron el
namero de revertantes en todas las condiciones. La Tabla 17 muestra el indice

mutagénico de las concentraciones utilizadas de DOAcQ, los cuales fueron
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determinados de la siguiente manera: El promedio de revertantes por placa
dividido por el promedio de las revertantes basales. Desde 1983, Ohta encontré
que algunas cumarinas y la 7-hidroxicumarina tienen un efecto antimutagénico
(Ohta, 1983). Ademas, en 2004, Marques y Lin encontraron que la 4-
hidroxicumarina puede ser un agente antimutagénico. Estos compuestos pueden
formar puentes de hidrogeno con sus grupos funcionales el carbonilo y el
hidroxilo de la posicion 4 con agentes mutagénicos, esto produciria complejos
estables por lo tanto, ejerceria una actividad antimutagénica (Marques y Lin,
2004). Aunque es necesario realizar otros estudios podriamos creer que debido
a la semejanza de la estructura probablemente DOAcQ podria tener un

mecanismo similar al demostrado por 4-hidroxicumarina.

7.2.3.2 Ensayo de Micronucleos

Este ensayo puede detectar agentes genotdxico, que pueden causar dafio a
los cromosomas o al huso mitético (Schmid, 1975). Se evalué el potencial de
DOAcQ para incrementar los micronucleos, 48 h después de que los
tratamientos fueron administrados. La Tabla 18 muestra el porcentaje de
micronicleos de los diferentes grupos experimentales. En ellos podemos
observar que el control positivo (Ciclofosfamida) increment6 los micronucleos de
manera estadisticamente significativa comparado contra el vehiculo, por otro
lado la administracion de DOAcQ no afecto el porcentaje de micronucleos.
Anteriormente cuando no existian farmacos en el mercado para una enfermedad
en especifico, algunos estudios de toxicidad eran omitidos por la urgencia de ser
necesarios, hoy en dia para que un farmaco sea un medicamento se necesitan
hacer todas las pruebas toxicolégicas, de lo contrario pueden pasar casos como
el reportado por Harishankar y colaboradores quienes encontraron que la
Metformina y la Glimepirida incrementaron la frecuencia de células
micronucleadas en pacientes diabéticos comparadas con el grupo Sano
(Harishankar et al., 2015) lo que demuestra la presencia de genotoxicidad en los
medicamentos utilizados para tratar diabetes, en contraste a esto, nuestros

resultados muestran que DOAcQ no es un agente clastdgeno o aneugénico.
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Tabla 18. Efecto del compuesto DOAcQ en la Formacion de Microndcleos

Tratamiento Concentracion %RET %MN-RET %MN-NCE
evaluada
Compuesto 350 mg/kg 4.2 £0.42* 0.52+0.21 0.18+0.04
DOAcQ
Control de vehiculo 100 uL/ratén 5.78 +0.31 0.36+0.12 0.16+0.01
(DMSO)
Control positivo 50 mg/kg 0.81+0.16* 844+022* 269+0.23*
(Ciclofosfamida)

*Diferencia estadisticamente significativa comparada contra el control negativo por ANOVA de
una via seguido de una prueba de comparaciéon multiple de Dunnett (media + E.E.; p < 0.05.).

(Incremento en la frecuencia de MN-RET y MN-CNE; decremento de la frecuencia de RET).

7.2.3.3 Prueba de toxicidad aguda: TG 423

La prueba 423 de la OECD esta diseflada para evaluar toxicidad aguda,
nosotros evaluamos el compuesto DOAcQ a dosis de 2,000 mg/kg. A esta dosis,
se observd que no hubo signos de toxicidad o muerte de los animales después
de 14 dias de observacién. Los animales tratados con DOAcQ incrementaron su
peso corporal de la misma manera que el grupo control (Tabla 19). De acuerdo
a lo anterior DOAcQ se encuentra en la categoria 5. La toxicidad de la cumarina
basica ya ha sido determinada anteriormente donde se ha reportado que esta
molécula tiene una DLso mayor a 700 mg/kg (Egan et al., 1990), este resultado y
el obtenido por nosotros sugiere que la toxicidad de esta familia de compuestos
es relativamente baja. El perfil bioquimico mostrado en las ratas diabéticas
mostro valores similares a aquellos del grupo Sano, indicando una toxicidad nula

a la dosis administrada.

Tabla 19. Peso de los diferentes grupos experimentales en la prueba TG 423
Dia 1 | | Dia 14 | | Peso ganado al dia 14

DOAcQ DOAcQ Control DOAcQ

Control Control

Peso 223+18]|21.0+£10]|357+15]|34.0+00]13.3+£03 13.0+£1.0
*Diferencia estadisticamente significativa comparada contra el control negativo por ANOVA de

una via seguido de una prueba de comparacion multiple de Dunnett (n = 3; media £ E.E.; p <
0.05.).
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8. CONCLUSIONES

Se disefidé una nueva ruta de sintesis para la obtencién de 3’,4’-Di-O-acetil-

cis-quelactona (DOACcQ).

Se obtuvé a DOAcQ con un rendimiento global del 21 % y con un exceso

enantiomérico del 70 %.

El compuesto DOAcQ mostro tener un efecto hipoglucemiante en un modelo
de rata diabética inducida con estreptozotocina después de 15 dias de
administracion diaria a una dosis de 15 mg/kg, porque disminuyé los niveles de

glucosa en sangre periférica de 327.50 £ 23.9 a 128.30 + 6.4 mg/dL.

La administracién de DOAcQ previno la pérdida de peso que se observa en el
grupo Diabético sin tratamiento, la pérdida de peso es un signo caracteristico en

los pacientes con diabetes mellitus.

El andlisis histoldgico mostré una arquitectura similar en higado, rifién y bazo,
entre los grupos Sano y Diabético + DOAcQ. Lo que indicaria que la
administracion de DOAcQ no genera un dafio a nivel microscopico de los

organos mencionados.

En el ensayo de inmunofluorescencia se observa como la morfologia de los
islotes de Langerhans del grupo tratado con DOAcQ son parecidos a los del
grupo Sano. Los islotes de Langerhans son el sitio donde se sintetiza la insulina,
por lo tanto es muy importante la preservacion de este tejido.

El compuesto DOAcQ mostré disminuir el estrés oxidativo por incrementar la
actividad antioxidante de las enzimas CAT, GPx y SOD, las cuales se encargan

de controlar a las especies reactivas de oxigeno.

La administracion de DOAcQ regulé la expresion de genes como IL-1p, IL-6,

TNF-a y TGF-B. En diabetes se ha observado que la expresion de estas
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proteinas se encuentra aumentada y niveles altos de las mismas promueven

resistencia a la insulina.

La administracion de DOAcQ en un modelo de raton obeso inducido con dieta
alta en grasa, mostré disminuir el peso corporal de los roedores de 37.34 + 1.97
a 33.88 + 0.48 g después de 4 semanas de administracion diaria a una dosis de
15 mg/kg.

El peso de los 6rganos bazo, higado, pancreas y rifion de los grupos tratados
con DOAcQ fue menor que el peso de los 6rganos del grupo Obeso que no

recibieron tratamiento.

La administracion de DOAcQ disminuyé el consumo de alimento en

comparacién con el grupo Obeso sin tratamiento.
DOAcQ mostro tener efectos hipoglucemiantes en el modelo de ratén obeso
inducido con dieta alta en grasa disminuyendo los niveles de glucosa periférica

en comparacion con el grupo Obeso sin tratamiento.

La administracién de DOAcQ disminuy0 la expresion de genes relacionados
con obesidad como TNF-q, IL-6 y PPAR-y.

El compuesto DOAcCQ no es téxico con la Prueba de Ames, y el Ensayo de

Micronucleos.

La DLso de DOACQ se encuentra en la categoria 5 de la GHS, esto obtenido
por la prueba TG 423 de la OCDE, lo que lo hace seguro.
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9. PERSPECTIVAS

Disefiar y sintetizar nuevos derivados de DOAcQ, para ver si estos pueden

tener mejor actividad hipoglucemiante y antiobesidad.

Separar el par de enantibmeros y encontrar si las 2 moléculas tienen efecto

igual o diferente.

Evaluar otros genes regulados por la administracion de DOAcQ relacionados

con diabetes y obesidad, como las isoformas de PPAR, asi como otras citocinas.

Buscar la via de sefalizacion por la cual DOAcQ esta regulando genes como
IL-6, TNF-a y PPAR-y.

Evaluar la dosis subaguda en roedores y no roedores.

Hacer una forma farmacéutica para DOAcQ

Realizar pruebas clinicas en seres humanos.
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11. ANEXOS

11.1 Soluciones y reactivos para las mediciones antioxidantes

% Medio de reaccion para la medicion de GPx

GSH 15.3 mg
NADPH* 16.6 mg
EDTA 29.2 mg
Glutation reductasa 0.1 U/mL
Amortiguador de fosfatos pH 7.0, 50 mM 100 mL

El volumen de glutation reductasa depende del que se compre y las unidades

por mL que contenga.

% Superoxido dismutasa recombinante, expresado en E. coli liofilizado a

2500 unidades/mg S9697-15KU (sigma).

% Medio de reaccion para la medicion de SOD

EDTA 1.5mg
L-metionina 74.0 mg
NBT 2.3 mg
Riboflavina 0.2 mg
Amortiguador de fosfatos pH 7.8, 50 mM 50.0 mL
Triton 25.0 uL

11.2 Soluciones para inmunofluorescencia

% Amortiguador de citratos (10 mM, 0.05 % tween 20, pH 6.0) para
exposicion de epitopes.
Citrato tri-sodico (dihidratado) 2.49¢g
Agua destilada 1000 mL
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Mezclar hasta disolver. Ajustar pH a 6.0 con 1 N de HCl y afiadir 0.5 mL de
tween 20, mezclar bien. Almacenar esta solucion a temperatura ambiente por 3

meses 0 a 4 °C para periodos largos.

11.3 Soluciones para la Prueba de Ames

¢+ Solucién concentrada Histidina biotina (4 °C)
0.156 g de L-Histidina
0.0012 g de L-Biotina
Disolver en 10 mL de agua
Esterilizar por filtracion

¢+ Solucién de ampicilina (4 °C)
8 mg/mL de ampicilina en NaOH 0.01N
(80 mg en 9.9 mL de H20 + 0.1 mL NaOH 0.01). Esterilizar por filtracion, en

esterilidad.

+ Sales de Vogel-Bonner (Temperatura ambiente)

H20 650 mL
10 g MgSO4 — 7 H20 10g
Acido citrico monohidratado 100 g
K2HPO4 500 g
NaHNH4PO4 — 4 H20 17549

“+ Preparacion de agar Vogel-Bonner (4 °C)

Agar bacteriolégico 759
Dextrosa anhidra 10.0g
Agua destilada 490 mL
Sales de Vogel-Bonner 10 mL
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Esterilizar y verter en cajas de Petri.

% Preparacién de caldo nutritivo para crecimiento de cepas (4 °C)
Medio Oxoid 25¢g
Agua destilada 100 mL
Colocar 20 mL en cada matraz.

% Preparacion de solucion de histidina-biotina 0.05 mM (4 °C)

D-Biotina 30.5 mg
L-Histidina 24.0 mg
H20 250 mL
Esterilizar.

% Preparacién de agar suave (4 °C)

Histidina-biotina 0.5 mM 10 mL
Agar bacterioldgico 0.6¢g
NacCl 0.6¢g
H20 90 mL

Esterilizar y vaciar en tubos 2 mL

% Obtencion de homogenado de higado de ratas fraccién S9
Pesar 4 ratas Wistar (150-200 g)
Administrar via intraperitoneal Aroclor 200 mg/mL
Dejar reposar durante 3 dias
Al tercer dia quitar el alimento y dejarlos en ayuno de 24 h
Sacrificar en el 4 dia por dislocacion cervical
Extraer el higado en esterilidad
Pesar el higado y adicionar KCI 0.15 M (1 mg/g de higado) y lavarlo con esta
solucién
Cortar en pedazos pequefios y homogenizar
Centrifugar a 8500 rpm durante 10 minutos y distribuir en viales.
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¢ Preparacion mezcla S9
Amortiguador de fosfatos
NaH2PO4
Na2HPO4
Agua
AjustarpHa 7.4

Solucion de Cloruros
KCI

MgCl2

H20

Mezcla S9 (8 %)

NADP

G6P

Amortiguador fosfato pH 7.4

Sol. de cloruros

Homogenado de higado de rata

Filtrar en membrana de 45 p.

Oligos

1649
1259
500 mL

12.29 ¢
8.14¢
100 mL

26 mg
60 mg
22 mL
500 pL
1mL

Los oligos fueron disueltos en 100 uL de agua inyectable se cuantificaron y

se realiz6 un gel de agarosa para ver su integridad, luego se hizo una dilucion

1/10 o 2/10 dependiendo de su cuantificacion para ser usados.
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12. APENDICE
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bt it Instituto Politécnico Nacional <=/A
[ | | “La técnica al servicio de la patria” qEESUAG. -

Instituto Politécnico Nacional
Doctorado en Ciencias en Biotecnologia

Otorga el presente reconocimiento a:

ELIX ALBERTO DOMINGUEZ MENDOZA

: : JORNADAS ACADEMICAS DEL
por su asistencia a las DOCTORADO EN CIENCIAS
EN BIOTECNOLOGA

Celebradas el 19 y 20 de mayo de 2014
en el Centro de Investigacién en Biotecnologia Aplicada CIBA-Tlaxcala.

:":}M § ’7/"". ’/, 2
2 aa R Lol V==
77 —
.Djéna Vé&ténica Cortés Espinosa
Coordinauora de nodo CIBA
Aeioee del Doctorado en Ciencias en Biotecnologfa

. Fo O " | A o, S

nstituto Politécnico Nacional M

vestigacién en Biotecnologia Aplicada Tlaxcala

Dr. David Guil Pérez Ishiwara
Director Interino‘del CiBA-Tlaxcala

AWARDS THIS
' CERTIFICATE OF PRESENTATION

Dominguez-Mendoza Elix Alberto, Cornejo-Garrido Jorge,
Burguefio-Tapia Eleuterio and Ordaz-Pichardo Cynthia

for presenting the contribution entitled:

EFFECT OF AN ANALOGUE OF PRAERUPTORIN A IN
STREPTOZOTOCIN-INDUCED DIABETIC RATS

BIOTECHNOLOGY o
WORLD SYMPOSIUM ™

Atlihuetzia Tlaxcala, México, October 13 to 16, 2014.

Dra. Neg%: Patricia Munoz Sevilla Dr. David ermo Pérez Ishiw:
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La Asociacion Mexicana de Investigacion en Productos Naturales,
el Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan,
la Universidad Auténoma de Yucatan y el Instituto Mexicano del Seguro Social
otorgan la presente
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a:

Elix Alberto Dominguez Mendoza, Eleuterio Burgueiio Tapia,
Cynthia Ordaz Pichardo
por la presentacion del cartel

“EFECTO DE UN ANALOGO DE PRAERUPTORINA A EN UN MODELO DE RATA
DIABETICA INDUCIDA CON ESTREPTOZOTOCINA”

en el 10 Reunion Internacional de Investigacion en Productos Naturales
celebrada del 21 al 24 de mayo de 2014.

bl Aa:ezfv
Dra. Noemi Waksman de es

Presidenta de la AMIPRONAT Coordinado

Dr. Sergio R.ﬁqc‘ha

Dra. Gloria Maria Malina Salinas
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La Asociacion Méxicana de Investigacion en Productos Naturales, Unidad de Servicios de Apoyo en
Resolucion Analitica y la Universidad Veracruzana.

ortogan la presente

o Constancia

Cynthia Ordaz Pichardo, Jorge Cornejo-Garrido, Eleuterio
Burguefio Tapia, Elix Alberto Dominguez Mendoza.

Por la presentacion del cartel titulado:

EFECTO DE 3’,4’-DI-O-ACETIL-CIS-QUELACTONA EN
" MODELOS ANIMALES DE DIABETES Y OBESIDAD.

Internacional
stigacion
os

minea 1P Veracniz 2016y |3 122 Reunion Internacional de Investigacion en Productos naturales,

Miguel Angel celebrada en la ciudad de Xalapa, Veracruz los dias
S K 18, 19y 20 de Mayo del 2016.

Dr. Alper iez Medina
Coordinador dgLZomité Organizador

Unidad de Servicios de Apoyo en *

ion
108 Naturales. ResoluciénAnalicica Universida d Veracruzans

,, d "L/ﬁ 1
A Ceen TUAE [
Dra. Noerfii Waksmari de Torres
Presidenta AMIPRONAT
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