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RESUMEN

Cordia morelosana (Boraginaceae) es una planta que se conoce comdnmente como palo
prieto, anacahuite, encinillo, entre otros. En la medicina tradicional de Morelos, se utilizan
las hojas, flores y corteza para el tratamiento de la diarrea, inflamacion de rifion, diabetes,
dolor de pulmon, asma, tos y fiebre.

Calea zacatechichi (Asteraceae) es una planta que se conoce como hierba amargosa,
prodigiosa, zacatexixi, entre otros. Las ramas y hojas son utilizadas en infusion dentro de la
medicina tradicional para el tratamiento de cdlicos biliares, dolor de estomago, diarrea,
paludismo, diabetes, cdlico de frio, calmar los nervios, curar el espanto, los corajes,
amibiasis, falta de apetito, entre otros (Monroy y Castillo, 2007).

El objetivo del presente proyecto fue identificar, obtener y establecer el potencial modo
de accion de los compuestos responsables de la actividad antidiabética, a partir del extracto
etanolico de Cordia morelosana (EECm) y del extracto metanolico de Calea zacatechichi
(EMCz2).

En primer lugar, se realizo el estudio de C. morelosana. En estudios preliminares, se
determiné la actividad antidiabética en un modelo experimental de diabetes no insulino
dependiente (NID) del EECm, donde el EECm mostré un efecto significativo (p<0.05) en la
disminucion de los niveles de glucosa en sangre, en ratones diabéticos. Posteriormente, se
decidié evaluar el efecto del EECm mediante curvas de tolerancia oral a glucosa (CTOG),
utilizando como sustrato glucosa y sacarosa. EI EECm mostr6 efecto significativo (p<0.001)
y (p<0.05) en la disminucidn de las curvas de variacion porcentual de glucosa en sangre, a
partir de la hora 0.5 y hasta la hora 3, posterior al tratamiento y, los resultados fueron
comparados con el grupo control (vehiculo). En el andlisis de los resultados, la actividad
mostrada por EECm en el modelo NID, podria estar relacionada con alguno de los modos de
accion antidiabética mas comunes: relacionados con la actividad postprandial después de la
inhibicion de las enzimas a-glucosidasas y/o los co-transportadores de glucosa (SGLT-2 o
SGTL-1), relacionados con una accion antihiperglucémica; el segundo modo de accion
relacionado con la promocién de la secrecion de insulina, desde las células B del pancreas y,
el tercer modo de accion relacionado con la sensibilizacion a la insulina (Ortiz et al., 2007).

Para corroborar lo anterior, se determind el potencial inhibitorio del EECm sobre la actividad
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de enzimas a-glucosidasas, donde el EECm mostré un efecto inhibitorio del 55.6% a la
concentracion de 1 mg/ml, datos que correlacionaron con lo observado en la CTOG (sustrato
sacarosa). Asi, se determin0 que uno de los mecanismos de accion podria estar involucrado
con la inhibicion de estas enzimas.

Por otro lado, con la finalidad de obtener los metabolitos responsables de la actividad
antidiabética, se procedio al estudio fitoquimico bio-dirigido del EECm. Se llevé a cabo
utilizando técnicas sucesivas de cromatografia y mediante un analisis estructural con
experimentos de 1D y 2D de resonancia Magnética Nuclear (RMN). Se identificaron 4
compuestos: rosmarinato de metilo (RM), &cido rosmarinico (AR), nicotiflorinay 1-O-metil-
scyllo-inositol. Posteriormente, se evaluaron los compuestos RM y AR, los cuales fueron los
metabolitos mayoritarios identificados en las fracciones derivadas del estudio fitoquimico.

Con la finalidad de determinar el potencial antidiabético de los compuestos, el RM se
evalu6 en un modelo NID, donde mostré efecto significativo (p<0.001) en la disminucion de
los niveles de glucosa en sangre, el efecto hipoglucémico mostrado se mantuvo desde la hora
3 hasta la hora 7 del ensayo. Adicionalmente, con la finalidad de evaluar el potencial
mecanismo de accion relacionado con la sensibilizacion de la insulina, se llevo a cabo el
ensayo sobre la expresion de PPARs. En este ensayo el AR no mostro efecto y, el RM mostro
efecto significativo en el aumento de la expresion de PPARy, PPARa, GLUT-4 y FAPT. Se
sabe que la activacién de los PPARs es de gran relevancia en la basqueda de compuestos
antidiabéticos y contra la obesidad, esto debido a que incrementa la sensibilidad a la insulina
y la disminucién de la insulino resistencia. Finalmente, para explicar las posibles
interacciones con PPARy y PPARGa, se hizo el acoplamiento molecular con el RM y AR. Se
observaron interacciones relevantes con los aminoacidos clave para la activacion de los
PPARs, ademas de interacciones distintas al modo de unién convencional y, que han sido
descritas en agonistas parciales del receptor PPARY.

Por otro lado, en estudios previos el EMCz mostrd efecto antihiperglucémico y
antidiabético en ensayos de CTOG y en un modelo NID, respectivamente (Giles, 2014).
Posteriormente, se decidio llevar a cabo el estudio fitoquimico en este extracto con la
finalidad de conocer el contenido metabdlico. El estudio fitoquimico del EMCz condujo al
aislamiento del compuesto rutina, el cual es un flavonoide glicosilado. Rutina es un

compuesto que ha sido ampliamente descrito por poseer efecto sobre la inhibicion de enzimas
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a-glucosidasas intestinales, efecto en la disminucién de la gluconeogénesis y aumento de la

captacion de glucosa, a través secrecion de insulina desde las células B del pancreas.
También, rutina mostré efectos antioxidantes, efectos cardioprotectores y efectos

antihiperglucémicos en un modelo in vivo de ratas diabéticas-STZ; donde también,

disminuyd los niveles de hemoglobina glicosilada (Ahmad et al., 2017).

I
[00]
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ABSTRACT

Cordia morelosana (Boraginaceae) is a medicinal plant commonly known as palo Prieto,

anacahuite, encinillo, among others. An infusion of leaves, flowers and bark are used in
traditional medicine to treat diarrhoea, kidney inflammation, diabetes, lung pain, bronchitis,
asthma, hoarseness, cough and fever.
Calea zacatechichi (Asteraceae) is a medicinal plant commonly known as hierba amargosa,
prodigiosa, zacatexixi, among others. An infusion of branches and leaves are used for
treatment of biliary colic, stomach pain, diarrhoea, malaria, diabetes, calm the nerves,
amebiasis, among others (Monroy y Castillo, 2007).

The aim of current project was to identify, obtain and establish the potential mode of
action of isolated compounds responsible of antidiabetic activity; from ethanolic extract of
C. morelosana (EECm) and, methanolic extract of C. zacatechichi (MECz).

First, the study of C. morelosana was carried out. In preliminary studies, the antidiabetic
activity (NID experimental model) of EECm was determined. A significant antidiabetic
activity (p<0.05) compared with the control was produced by EECm. Thus, the effect of
EECm by oral glucose tolerance test (OGTT) was evaluated, using glucose and sucrose as
substrate. The EECm showed a significant effect (p<0.001) and, (p<0.05), respectively, in
the reduction of the percentage blood glucose variation curve, from 5 hour to 3 hours of the
test. The results were compared with the vehicle. In the analysis of the results, the activity
showed by EECm in the NID model could be related to some of the most common
antidiabetic mode of action: related to postprandial activity, after the a-glucosidases
inhibition and/or glucose transporters (SGLT-2 or SGLT-1), mode of action related with
antihyperglycemic action; the second mode of action related to the promotion of insulin
secretion, from B cells and, third mode of action related to insulin sensitization (Ortiz-
Andrade, 2007). To corroborate the above, the inhibitory a-glucosidases activity was
determined. EECm showed an inhibitory effect by 55.6%. This data was accord with the
effect showed in OGTT (sucrose substrate). Thus, it was determined that the inhibition of a-

glucosidases enzymes could be one of action mechanism involved.
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On the other hand, in order to obtain the metabolites, responsible of antidiabetic
activities, the phytochemical bio-guided study was conducted by successive chromatographic
technics, and isolated compounds were characterized by 1D and 2D-NMR experiments. The
bio-guided isolation allowed to obtain four known compounds described as rosmarinic acid
(RA), methyl rosmarinate (MR), nicotiflorin and 1-O-methyl-scyllo-inositol. On the other
hand, MR showed significant antidiabetic on NID model (p<0.001) and antihyperglycemic
activities, and overexpression of PPARy, PPARa, GLUT-4 and FAPT better than control.
Docking studies were conducted with PPARy and PPARa, showing interesting binding mode
profile on those targets.

On the other hand, in preliminary studies, the MECz showed an antihyperglycemic and
antidiabetic activity, in OGTT and NID diabetes model, respectively. Phytochemical study
of MECz led to isolation of flavonoid glycoside compound identified as rutin. Rutin has been
described as having effects on the a-glucosidases inhibition, decreased gluconeogenesis,
increased glucose uptake, through insulin secretion from f cells. It also has antioxidant
effects, cardioprotective and antihyperglycemic effects in the in vivo model of STZ diabetic

rats, where also decreased the glycosylated haemoglobin levels (Ahmad, 2017).
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1. INTRODUCCION

La diabetes es una de las mayores emergencias sanitarias mundiales de salud del siglo
XXI. Esta entre las 10 principales causas de muerte a nivel mundial y, junto con las tres
principales enfermedades no transmisibles (ENT): enfermedades cardiovasculares, cancer y
enfermedades respiratorias, representa mas del 80 % de todas las muertes prematuras por
ENT. Cada afio més y méas personas viven con esta condicion, la cual puede desencadenar
complicaciones cronicas a lo largo de su vida (FID, 2019). Actualmente, se estima que 12.8
millones de mexicanos tienen un diagnostico médico de diabetes tipo 2 (DM2) vy, a nivel
mundial, hay 463 millones de personas de entre 20-79 afios (OMS, 2019).

Por otro lado, el tratamiento actual de la DM2 busca disminuir la morbilidad y mortalidad
del paciente, por lo tanto, se requiere un control individualizado de glucemia, sin episodios
de hipoglucemia y, mediante educacion diabética adecuada, con cambios en el estilo de vida
y el adecuado tratamiento farmacoldgico.

La presencia de hiperglucemia en los pacientes con DM2 ha sido el principal factor
descrito para el desarrollo de las complicaciones en la diabetes, tales como: nefropatia,
enfermedad cardiovascular, retinopatia, neuropatia y enfermedades vasculares (Barquera et
al., 2013) y, pese al considerable progreso en el tratamiento de la diabetes con agentes
antidiabéticos orales, continua la basqueda de nuevos farmacos debido a que los
medicamentos existentes poseen diversas limitaciones (Arumugam et al., 2013). La mayoria
de estos farmacos tienen una serie de efectos adversos, por lo tanto, la basqueda de agentes
antidiabéticos mas efectivos y seguros sigue siendo un desafio y es una de las importantes
areas de la investigacion cientifica (Patel et al., 2012). En este sentido, se ha renovado el
interés en el uso de medicamentos a base de plantas para el tratamiento de diferentes
enfermedades. Asi, las plantas utilizadas en la medicina tradicional han comenzado a ser una
fuente alternativa popular en los regimenes terapéuticos, especialmente cuando se
acompafan de sus evidencias cientificas o su relevancia clinica (Chukwuma et al., 2019).
Desde la antigiedad, las plantas medicinales han proporcionado valiosos agentes
terapéuticos tanto en la medicina tradicional como en la moderna. Existen alrededor de 200
compuestos puros obtenidos de plantas y reportados por tener efecto sobre la disminucion de

los niveles de glucosa en sangre (Patel et al., 2012). Los productos naturales han sido la

11

/S
—



Facultad de Farmacia

principal fuente de compuestos quimicos diversos que sirven de modelos para el disefio,
sintesis y semisintesis de nuevas moléculas con actividad bioldgica y, los materiales de

partida en el desarrollo farmacéutico (Avendafio, 2010).

12

N
—



Facultad de Farmacia

2. MARCO TEORICO
2.1. Diabetes

La diabetes mellitus se define como un desorden metabolico caracterizado por la
presencia de hiperglucemia cronica, debido a defectos en la secrecion o en la accion de la
insulina 0 ambos (ADA, 2019).

2.2. Clasificacion de la diabetes

De acuerdo con la Asociacion Americana de Diabetes (ADA) la diabetes se clasifica

dentro de cuatro categorias principales:

A. Diabetes tipo 1 (DM1), es una de las enfermedades autoinmunitarias mas comunes
y es producida por la destruccion de las células p productoras de insulina, localizadas
en los islotes de Langerhans del pancreas (Balderas, 2015). La destruccion de las
células f conduce a una deficiencia absoluta de insulina. Este tipo de diabetes se
presenta comunmente en nifios y adolescentes, pero puede aparecer en cualquier edad

(Gil et al., 2010) y, representa del 5-10 % de todos los casos de diabetes.

B. Diabetes tipo 2 (DM2), es un trastorno metabodlico multifactorial que se caracteriza
por dos alteraciones: a) resistencia a la insulina, la cual se define como la incapacidad
de la insulina para suprimir la produccion hepatica de glucosa y estimular la captacion
periférica de glucosa por el musculo y b) el compromiso de la funcion de la célula 3
pancreatica, en la que la secrecion de insulina es insuficiente para compensar dicha
resistencia. El resultado es la presencia de hiperglucemia cronica, la cual es la
caracteristica principal de los pacientes diabéticos (Bastarrachea et al., 2008). Por otro
lado, el riesgo de desarrollar DM2 incrementa con la edad, la presencia de obesidad
y la disminucion en la actividad fisica (estilo de vida sedentario) (ADA, 2019).
Aungue no se conoce con certeza las causas de la DM2, existe desde luego un
componente genético en su desarrollo. En efecto, se calcula que entre 45y 80 % de
las personas con DM2 tienen por lo menos a un progenitor con diabetes, ademas de

antecedentes familiares significativos relacionados con el padecimiento (Balderas,
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2015). Este tipo de diabetes es responsable del 90-95 % de todos los casos alrededor

del mundo.

C. Diabetes gestacional (DMG), es un padecimiento caracterizado por la presencia de
intolerancia a la glucosa con diversos grados de severidad, con inicio o que se
diagndstica por primera vez durante el embarazo (ADA, 2019). La prevalencia de la
DMG a nivel mundial se ha estimado en 7 % de todos los embarazos, resultando en
mas de 200 mil casos anuales (IMSS, 2016).

D. Otros tipos de diabetes, las cuales son menos frecuentes y son formas secundarias a
enfermedades endocrinas, enfermedades pancreaticas, debido al uso de farmacos
como los corticoides y como resultado de a una alteracidn genética especifica, como

son la diabetes monogénica (FID, 2019).

2.3. Panorama actual de la diabetes en México

La diabetes se esta convirtiendo rapidamente en la epidemia del siglo XXI y en un reto
de salud global. Estimaciones de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) indican que a
nivel mundial el nUmero de personas que viven con diabetes ha aumentado, en el 2019 fueron
463 millones de personas con diabetes de entre 20-79 afios y en México 12.8 millones. De
acuerdo con la Federaciéon Internacional de Diabetes (FID), Estados Unidos, México,
Canadé, Haiti y Jamaica, son en ese orden, los paises con mayor nimero de personas con
diabetes (FID, 2019).

Ndmero de NUmero de
personas personas
con diabetes 463 millones con diabetes 12.8 millones
2019 2019
Mundo ™ Meéxico ™
[ 12 |
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Los aumentos en la prevalencia de la DM2 se ha debido a cambios en el estilo de vida
de la poblacion, los cuales son poco saludables y altamente prevalentes en nifios, adolescentes
y adultos mexicanos, dichos cambios han sido principalmente en el patron alimentario y el
sedentarismo, lo que predispone a la obesidad y a la resistencia a la insulina (Pérez et al.,
2009). Como bien se sabe, la obesidad esta ampliamente relacionada con un incremento de
riesgo para desarrollar diabetes. Adicionalmente, la inflamacion cronica asociada con la
obesidad induce insulino resistencia y la disminucion de las células 3 en pacientes diabéticos
(Hadi et al., 2016).

La diabetes es una enfermedad cronica de causas multiples. En su etapa inicial no
produce sintomas, cuando es detectada tardiamente y no se trata adecuadamente ocasiona
complicaciones de salud graves como: infarto al corazon, ceguera, falla renal, amputacion de
extremidades inferiores y muerte prematura (Hernandez y cols., 2013). En Mexico, la
diabetes ocupd el segundo lugar en muertes por ENT. EI nimero de personas que murieron
por diabetes en el 2017 fue de 106.52 millones, afectando tanto a hombres como mujeres
(INEGI, 2019).

Actualmente, el desafio para la sociedad y los sistemas de salud es enorme, debido al
costo econdémico y la pérdida de la calidad de vida para quienes padecen diabetes y sus
familias, asi como por los importantes recursos que requiere el sistema pablico de salud para
su atencion. Por lo tanto, las estrategias de prevencion implementadas a escala poblacional
en paises con elevado riesgo que logren modificar estilos de vida, en particular la dieta,
actividad fisica, entre otros; pueden ser altamente efectivas al reducir la aparicién de la
diabetes y retrasar la progresion de esta. México tiene condiciones de alto riesgo, por lo que
se han impulsado politicas intersectoriales relacionadas con la salud alimentaria y con ello
contribuir para combatir uno de los mas importantes factores de riesgo, la obesidad
(Hernéndez y cols., 2013).
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2.4. Hiperglucemia crénica

La alteracion de la secrecion de insulina y de su accién, conduce a la acumulacion de
glucosa en la sangre (hiperglucemia), con diversos efectos adversos en la salud. Las
caracteristicas clinicas de la hiperglucemia en la DM2 incluyen: la excrecion excesiva de
orina (poliuria), sed (polidipsia), hambre constante (polifagia), pérdida de peso, cambios en
la vision y fatiga. Estos sintomas ocurren repentinamente, pero a menudo son menos notables
y los pacientes con DM2 pueden desconocer su enfermedad durante varios afios hasta que

desarrollan otras complicaciones (Abdullah et al., 2014).

Por otro lado, en lo que refiere a la investigacion sobre DM2, se han desarrollado diversas
lineas que pretenden explicar los mecanismos fisiopatoldgicos en esta enfermedad y sus
complicaciones. Se ha sefialado de manera consistente a la hiperglucemia cronica como la
condicion fisiologica responsable del desarrollo de las complicaciones del paciente diabético,
a través de diversos mecanismos bioquimicos que llevan a procesos como son el estrés
oxidativo y la inflamacién crénica. El estrés oxidativo es un proceso caracterizado por un
desequilibrio bioquimico entre la produccién de radicales libres (RL) o especies reactivas
con respecto a los antioxidantes a favor de los primeros con implicaciones en la homeostasis

celular, tisular y sistémico (Rosado y Mendoza, 2007).

Como se mencion0 antes, la hiperglucemia crénica es un prerrequisito para el desarrollo
de las complicaciones de la diabetes, la hiperglucemia induce a la activacion de vias
metabolicas como: la via de los polioles, via de las hexosaminas y la activacién de la proteina
quinasa C (PKC) (Singh et al., 2013). En los tejidos que toman libremente la glucosa de la
sangre, es decir, que no requieren la insulina para su captacion y que contienen la enzima
aldosa reductasa (rifion, tejido nervioso, tejido vascular y cristalino), el flujo de este
monosacarido al interior de las células esta limitado en condiciones de normoglucemia, tanto
por las concentraciones intracelulares, como por su poca afinidad a la enzima. Sin embargo,
cuando se presenta la hiperglucemia por la deficiencia de insulina, el metabolismo de la
glucosa se desvia de las vias insulinodependientes a las vias no insulinodependientes,

provocando una sobre carga de sustratos (hexosas fosfato y triosas fosfato) en estas ultimas,
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constituyendo la via del sorbitol o de los polioles como la ruta preferencial no
insulinodependiente. La via de los polioles o del sorbitol es una cascada de reacciones
quimicas en las cuales se obtiene fructosa a partir de glucosa, pasando por el sorbitol, donde
la enzima aldosa reductasa tiene un papel importante en este proceso. La activacion de esta
via conlleva a la disminucion de los niveles de NADPH, de glutation reducido (GHS) y de
myo inositol, lo cual tiene efectos adversos sobre el metabolismo celular, dafio en tejidos,
alteracion de mecanismos antioxidantes, entre otros. Esto ocurre en los tejidos en los cuales
son los que esencialmente aparecen las complicaciones crénicas de la diabetes (Cruz et al.,
2011).

2.5. Complicaciones crénicas de la diabetes

Como se menciond en la seccion anterior, existen diversas evidencias que apoyan el
planteamiento de que la hiperglucemia crénica constituye uno de los factores causales més
importantes en la patogenia de las complicaciones cronicas de la diabetes. Numerosos
estudios sugieren que cuando se logra obtener un control metabdlico 6ptimo se puede evitar
0, al menos, detener la progresion de las complicaciones micro y macro vasculares de esta
enfermedad. Las complicaciones de la DM2 incluyen: enfermedad cardiovascular (ECV),
nefropatia, retinopatia y neuropatia. De no controlarse adecuadamente, cualquier tipo de
diabetes puede ir generando complicaciones que afectan a distintas partes del organismo

(Figura 1), lo que resulta en hospitalizaciones frecuentes y muerte prematura (FID, 2019).
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Figura 1. Organos afectados por las complicaciones de la DM2.

Las complicaciones diabéticas se pueden dividir en complicaciones agudas y cronicas:

e Las complicaciones agudas incluyen: hipoglucemia, cetoacidosis diabética, estado
hiperosmolar hiperglucémico, coma diabético hiperglucémico, convulsiones, pérdida
de conciencia o infecciones.

e Las complicaciones microvasculares cronicas son: la nefropatia, la neuropatia y la
retinopatia, mientras que,

e Las complicaciones macrovasculares cronicas son: la enfermedad coronaria que
conduce a la angina o el infarto de miocardio, enfermedad arterial periférica que

contribuye al accidente cerebrovascular, la encefalopatia y el pie diabético.

2.6. Diagnostico de la diabetes

Los criterios diagndsticos de la diabetes se resumen en la siguiente tabla (Tabla 1) (ADA,
2019).
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Tabla 1. Criterios diagndsticos de la diabetes.

Se diagnostica diabetes cuando
se cumplen uno o mas de los
siguientes criterios:

Glucosa plasmatica en ayunas
> 7.0 mmol/l (126 mg/dl)

Glucosa plasmatica posterior a 2
horas de haber ingerido (via oral)
una carga de glucosa de 75 g

> 1.1 mmol/l (200 mg/dl)

Nivel de glucosa al azar

> 11.1 mmol/l (200 mg/dl) o

La HbAI1C > 48 mmol/mol
(equivalente a 6.5 %)

Se diagnostica como:
alteracion de la tolerancia
a la glucosa, cuando se
cumplen ambos criterios:

Glucosa
ayunas
< 7.0 mmol/l (126 mg/dl)

plasmatica en

Glucosa plasmatica
posterior a 2 horas de haber
ingerido (via oral) una
carga de glucosade 75 g
7.8-11.1 mmol/l (140-200
mg/dl)

2.7. Tratamiento antidiabético

Se diagndstica como: alteracion
de la glucemia en ayunas,
cuando se cumplen ambos

criterios:

Glucosa plasmaética en ayunas
6.1-6.9 mmol/l (110-125 mg/dl)

Glucosa plasmaética posterior a 2
horas de haber ingerido (via oral)
una carga de glucosa de 75 g
<7.8 mmol/l (140 mg/dl)

El tratamiento de la diabetes DM2 representa un area de continua evolucion, ya que de

manera constante emergen nuevas formas terapéuticas. El tratamiento de la DM2 se ha

centrado en aspectos basicos (Figura 2) como la educacion al paciente, el tratamiento médico

nutricional, la actividad fisica (factores que atenuan la resistencia a la insulina y corrigen la

hiperglucemia en algunos pacientes), asi como, los farmacos para los pacientes cuya

hiperglucemia no se revierte a pesar de haber incorporado dichos cambios de estilo de vida

(Feinglos et al., 2008). El objetivo del tratamiento antidiabético es disminuir la hiperglucemia

para prevenir o reducir al minimo las complicaciones relacionadas con la enfermedad

(Balderas, 2015).

Figura 2. Tratamiento de la DM2.
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2.8. Tratamiento farmacol6gico

En los pacientes con DM2 en los cuales las intervenciones en el estilo de vida no han sido

suficiente o ha sido contra indicado debido a la presencia de comorbilidades, el tratamiento

farmacoldgico es el siguiente paso para prevenir y controlar el progreso de la enfermedad. A

continuacidn, se describen los diferentes tipos de farmacos utilizados en el tratamiento de la

DM2 (Tabla 2) y, se mencionan los principales efectos adversos con los cuales han sido

relacionados (Rodriguez et al., 2017).

Tabla 2. Farmacos para el tratamiento de la diabetes

pancreas, se unen Yy bloquean
canales de potasio, dependientes

Glibenclamida
Clorpropamida

Mecanismo de accion principal Farmacos Efectos adversos
Estimulan la secrecion de la | Sulfonilureas: Hipoglucemia
insulina desde las células B del | Tolbutamina Aumento de peso

Aumento en la
frecuencia de

Sensibilizadores
de insulina

intestinal de glucosa e
incrementan la recaptura de
glucosa por el musculoesquelético

de ATP, despolarizando la | Glipizida infecciones de las
Secretagogos de . . . .

oI membrana y favoreciendo la vias respiratorias
insulina . S

apertura de canales de calcio | Glinidas:

dependientes de voltaje, para | Nateglinida

posteriormente  liberara  los | Repaglinida

granulos de insulina

Promueven la  disminucion | Biguanidas: Intolerancia

hepatica de glucosa, incrementan | Metformina gastrointestinal

la sensibilidad periférica a | Buformina Cefalea

insulina, inhiben la absorcion | Fenformina Acidosis lactica

Deficiencia de
vitamina B12

Son agonistas selectivos del
receptor activado por un
proliferador de peroxisomas
(PPARY), con efectos en la
diferenciacion de adipocitos,
captura y almacenamiento de
acidos grasos. Disminuyen la
resistencia a la insulina vy
aumentan la respuesta a la
insulina endégena. Aumentan la
expresion de genes involucrados
en la adipogénesis y la oxidacion

Tiazolidindionas:
Rosiglitazona
Pioglitazona

Falla cardiaca
congestiva
Incidencia en
fracturas

N

20

—



Facultad de Farmacia

de &cidos grasos e interfirieren
con la expresion y liberacion de
mediadores de la resistencia a la
insulina en el tejido adiposos.

péptido similar al
glucagon GLP-1

hiperglucemia y la ingestién de
alimentos.

Acarbosa Flatulencia
Inhibicion competitiva de las | Miglitol Dolor abdominal
enzimas a-glucosidasas presentes Diarrea
o en el borde en cepillo intestinal, Reacciones
Inhibidores de a- d I di iy q lérai
lucosidasas retardan a igestion  de alérgicas
g carbohidratos complejos. Sindrome de
Disminuyen la absorcion de absorcion
glucosa postprandial. intestinal
deficiente
Son analogos peptidicos que | Sitagliptina Cefalea
Inhibidores de la |nh|l_3en Ia_en2|ma DI_DP-4 (degrggla V|Idag!|p'_[|na
- - .| las incretinas) y ejercen accién | Saxagliptina
enzima Dipeptidil : T
eptidasa 4 _sobre. las hormonas IIamac_ias Linagliptina
P incretinas, prolongando la vida
(DPP-4) i
media de estas hormonas.
Los andlogos del GLP-1 | Exenatida Efectos
. disminuyen la secrecién de | Liraglutida gastrointestinales
Analogos del .
glucagén durante la Cefalea

Inhibidor del
transportador de
sodio-glucosa de
tipo 2 (SGLT-2)

Suprimen el mecanismo de co-
transporte de sodio-glucosa de
tipo 2, en los tubulos renales
proximales, reduciendo la
reabsorcion de glucosa filtrada.

Canagliflozina
Dapagliflozina

Infecciones de las
vias urinarias
Hipotension
Mareo
Deshidratacion

Adicionalmente, dado el incremento del nimero de farmacos para el tratamiento de la
diabetes, es necesario evaluar la funcion precisa de cada uno de ellos, asi como su beneficio
y seguridad. Sin duda el mejor tratamiento farmacoldgico es aquel bien tolerado, que tenga
pocas contraindicaciones de uso y que sea efectivo a corto y largo plazo. A pesar de estas
medidas farmacoldgicas, los cambios importantes en el estilo de vida, como la dieta adecuada
y ejercicio, son todavia aspectos esenciales para el tratamiento de los pacientes diabéticos
(Balderas, 2015).
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2.9. La medicina tradicional en el tratamiento de la diabetes

Hoy en dia, se ha renovado el interés en el tratamiento contra diferentes enfermedades
utilizando medicamentos a base de plantas, ya que generalmente se describen como menos
toxicas y, por otro lado, la OMS también ha recomendado la evaluacion de la eficacia de las
plantas dado que nos hemos encontrado con panoramas terapéuticos donde carecemos de
medicamentos modernos seguros. En la medicina tradicional, la diabetes se trata con dieta,
ejercicio fisico y plantas medicinales. Por otro lado, los derivados de las plantas con
propiedades hipoglucémicas se han utilizado en la medicina tradicional y en los sistemas de
salud alrededor del mundo, desde tiempos muy remotos. En este sentido, mas de 1200 plantas
se utilizan en todo el mundo para controlar la diabetes y aproximadamente 30 % de las plantas
antidiabéticas de uso tradicional, han sido farmacoldgica y quimicamente investigadas.

El conocimiento tradicional de las plantas medicinales apunta hacia su investigacion y
el descubrimiento de nuevos medicamentos, debido a su gran potencial para combatir
diversas enfermedades como la diabetes (Sonal et al., 2018), ademas, las plantas medicinales
contintan teniendo parte importante en el tratamiento de la diabetes en paises en desarrollo,
donde muchas de las personas no tienen acceso a las terapias antidiabéticas convencionales,
mientras que en paises desarrollados ha habido un resurgimiento en el interés por su uso.

Algunas de las plantas con potencial antidiabético méas estudiado y comdnmente
utilizadas son: Momordica charantia (Mel6n amargo), Pterocarpus marsupium (Kino indio),
Trigonella foenum-graecum (Fenogreco) (Patel et al., 2012), Allium cepa (cebolla), Allium
sativum (ajo), Aloe vera, Cinnamomum tamala, Coccinia indica, Gymnema sylvestre
(Gurmar), Ocinum sanctum, Panax (asiatico) Ginseng and Syzigium cumini (Hosseyni et al.,
2012).

2.10. Blancos terapéuticos en el estudio de la diabetes

2.11. Receptores activados por el proliferador del peroxisoma (PPARS)

Los receptores nucleares (RN) constituyen una familia de proteinas que funcionan como

reguladores transcripcionales (positivos 0 negativos) de numerosos genes involucrados en
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importantes funciones fisiologicas, incluyendo el control del desarrollo embrionario,
diferenciacion celular y en mantener la homeostasis metabdlica.
Todos los miembros nucleares comparten una organizacion estructural comdn que, para

efectos de simplicidad, puede dividirse en tres regiones o dominios funcionales:

a. Una region N-terminal (dominio A/B), que varian en secuencia y longitud entre los
diferentes miembros y contiene determinantes estructurales para la interaccion con la
maquinaria de transcripcion basal y la regulacion de su actividad.

b. Una region muy conservada (dominio C, que también se conoce como DBD por las
siglas del término en ingles Dominio de Union a DNA), implicada en la union a ADN
a nivel de los elementos genéticos especificos localizados en la region reguladora de
cada diana.

c. Region moderadamente conservada a la cual se fija el ligando (o farmaco) de cada
receptor (dominio de unién a ligando o LBD por sus siglas en inglés) (Sandoval et
al., 2009).

Los receptores activados por el proliferador del peroxisoma (PPAR) son factores de
transcripcion activados por ligando que pertenecen a la superfamilia de RN, regulan la
expresion de numerosos genes diana a través de su union a elementos de secuencia
especificos presentes en la region reguladora de tales genes. Se conocen tres isoformas de
este tipo de receptor: PPARa (NR1C1), PPARB/6 (NR1C2) and PPARY (NR1C3).

PPARa se expresa principalmente en tejidos metabolicamente activos como el higado,
rifidn, muasculo esquelético y tejido adiposo marron (Brunmeir and Xu, 2018), pero también
se ha encontrado en el corazon, monocitos, endotelio vascular y células de masculo liso.
Aunque se han identificado muchas moléculas activadoras de PPARa, algunos de los
ligandos naturales de PPARa son los acidos grasos insaturados, fosfolipidos, leucotrienos
B4, mientras que los ligandos sintéticos son los fibratos (clorfibrato, fenofibrato y
bezafibrato) (Gross et al., 2016).
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PPARy se expresa en el tejido adiposo marrdn, colén y células inmunes. Esta
involucrado en la diferenciacion de células adiposas, metabolismo de lipidos, en el control
de genes involucrados en la homeostasis de glucosa, incluyendo el aumento de la expresion
del transportador de glucosa tipo 4 GLUT-4. Ademas, PPARy controla la expresion de
numerosos factores secretados por el tejido adiposo, tales como adiponectina, resistina,
leptina y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), con influencia en la sensibilidad a la
insulina (Ahmadian et al., 2013). PPARy también regula la expresion de genes implicados
en la respuesta a la insulina, incluyendo el receptor de insulina y los sustratos del receptor de
insulina (IRS-1, IRS-2), los cuales son necesarios para el ingreso celular de la glucosa
estimulada por la insulina y mediada por el transportador de glucosa GLUT-4 (Sandoval et
al., 2009). Existen dos isoformas: PPARy1 que se expresa en varios tejidos y PPARy2 que
se expresa en tejido adiposo, pero puede expresarse en otros tejidos bajo determinadas

condiciones fisioldgicas (Ahmadian et al., 2013).

2.12. Blancos implicados en mejorar la accion de la insulina

Se han identificado novedosos blancos terapéuticos y han sido explorados por sus efectos
en la mejora de la accidn de la insulina en tejidos blanco. Estos promueven el catabolismo de
carbohidratos y lipidos, disminuyen la produccion de glucosa enddgena e incrementan la
neogénesis de las células B pancreaticas y la secrecion de insulina dependiente de glucosa.

Algunos de esos blancos terapéuticos se mencionan a continuacion (Jain and Saraf, 2010):

e Acetil-CoA carboxilasa 2 (ACAC2). Esta enzima participa en la regulacién de la
biosintesis de los &cidos grasos y su oxidacion. La hipdtesis lipogénica de la DM2,
plantea que las células acumulan acidos grasos porque su capacidad de oxidarlos de
forma eficiente esta disminuida. La acumulacion de lipidos resultante daria lugar a
la insulino resistencia (Rodriguez et al., 2013).

¢ Quinasa Kappa beta I (IKK). Un factor de transcripcion muy importante es el factor
nuclear Kapa B (NF-KB, por sus siglas en ingles), ya que estd involucrado en la
activacion de los genes que participan en la respuesta inflamatoria y en el proceso de

la apoptosis. En las células el NF-KB estéa en el citoplasma asociado a una familia de
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proteinas inhibitorias llamadas, por sus siglas en inglés, IKBs. Para que el NF-KB sea
activo se requiere degradar las proteinas inhibitorias mediante una fosforilacion que
Ilevan a cabo las quinasas conocidas como IKK, con lo cual el NF-KB se traslada al
nucleo de la célula y puede ejercer su papel regulador. En la composicion de estas
quinasas IKK participan tres subunidades, donde IKK alfa e IKK beta son muy
similares, ya que tienen dominios estructurales idénticos. Las dos quinasas, activan
el factor de transcripcion nuclear NF-KB, pero responden a diferentes inductores
bioldgicos (Salamanca, 1999). La IKKp responde a las citosinas de la respuesta
inflamatoria, tales como: factor de necrosis tumoral alfa (TNFa), la interleucina 1
(IL1) y activa la expresion de genes anti apoptéticos. Como sabemos, TNFa tiene
efectos inhibitorios sobre la via de sefializacion de la insulina y la diferenciacion de
adipocitos. Se ha reportado que IKKP puede ser una de las principales quinasas
involucradas en la inhibicion del mecanismo de sefializacion de la insulina, en
respuesta a la obesidad o aumento de grasa (Jain and Saraf, 2010).

e Dipeptidil peptidasa 4 (DPP-4). En la DM2 se han documentado algunos factores
etiopatogénicos como el aumento en la produccién de glucosa, el incremento de la
resistencia periférica a la insulina y un deterioro progresivo en la funcion y masa
celular beta. Esta reduccion se ha atribuido a un proceso acelerado de apoptosis, en
el que han incluido factores como la glucotoxicidad, lipotoxicidad, citocinas
proinflamatorias, leptina y depoésitos amiloide. En periodos tempranos de la
enfermedad pudiera existir reversibilidad de este proceso, con intervenciones que
preserven la funcion de las células 3, como el tratamiento con insulina en pacientes
de reciente diagnostico, con tiazolidindionas, a las cuales se les ha atribuido un efecto
anti apoptoético y, en forma mas reciente, los inhibidores de DPP-4, los cuales en
estudios preclinicos promovieron la proliferacion, neogénesis e inhibicion de la
apoptosis en las células . La DPP-4 es una enzima que degrada a las hormonas
incretinas. Las incretinas son un conjunto de entero hormonas capaces de incrementar
la secrecion de insulina de manera glucosa-dependiente, se caracterizan, ademas, por
muchas otras propiedades fisioldgicas importantes. Dentro de esta familia, en especial

el péptido similar al glucagén tipo 1.
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Péptido similar al glucagén (GLP-1) y el péptido insulinotropico dependiente de
glucosa (GIP) son actualmente los miembros mejor conocidos y mas relevantes del
grupo. El GLP-1 es producido en las células L del intestino a partir de proglucagon y
tiene un efecto secretagogo de la insulina y un efecto sobre su biosintesis; inhibe la
secrecion de glucagdn y reduce la secrecion hepatica de glucosa, reduce la velocidad
de vaciamiento gastrico, el apetito y la ingesta calorica. La vida media de GLP-1y
GIP son sumamente cortas, lo que hace poco practico su uso terapéutico en la DM2.
En efecto, ambos péptidos se inactivan en pocos minutos por la enzima DPP-4. De
este modo, para el desarrollo de una terapia eficaz basada en las incretinas como
blanco farmacoldgico, se han empleado estrategias en el desarrollo de andlogos de
GLP-1, que sean resistentes a la degradacion por parte de la DPP-4 y estrategias en
el desarrollo de inhibidores de la DPP-4 (Di Girolamo y cols., 2008).

Proteina fosfatasa de tirosina PTP1B. Es una enzima intracelular especificamente
implicada en la regulacion negativa de la sefializacion de la insulina (Bastarrachea, et
al., 2008). La enzima PTP1-1B cataliza la desfosforilacion de tirosina en el receptor
de insulina, induciendo una disminucion en la incorporacion de glucosa en el tejido
muscular y adiposo, alteraciones a nivel metabolico y es considerado como un blanco
terapéutico prometedor para el tratamiento de la diabetes, obesidad y también cancer
(Jiang et al., 2012).

2.13. Blancos implicados en la absorcion y transporte de la glucosa

2.14. Enzimas a-glucosidasas intestinales

En individuos sanos, la secrecion de insulina y glucagon ocurre de forma sincronizada e

invertida, lo que permite mantener los valores de glucosa plasmatica estables en el periodo

interprandial. A los pocos minutos de ingerir alimentos, se produce un aumento en la

secrecion de glucagon y, con ello, su estimulo sobre la produccion hepatica de glucosa. Este

aumento de los niveles plasmaticos de insulina estimula ademas la captacion de glucosa por

los tejidos periféricos. De esta forma se evita que la glucosa postprandial aumente por encima
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de 140 mg/dL, manteniendo la glucemia estable, dentro de un rango estrecho. Sin embargo,
en situaciones de prediabetes y en fases iniciales de DM2, se produce una pérdida de la
primera fase de secrecion de insulina tras la ingesta de alimento que resulta en hiperglucemia
postprandial (elevacion de los niveles de glucosa en sangre, posterior a la ingesta de
alimentos). El carécter progresivo de la DM2 hace que, con el tiempo, se produzca también
la pérdida del control de la glucemia en ayunas. La hiperglucemia basal y postprandial
contribuyen, en mayor o0 menor medida, a la carga hiperglucémica total. Se ha sugerido que
las fluctuaciones hiperglucémicas pueden contribuir al desarrollo de complicaciones cronicas
de la diabetes, debido al estrés oxidativo e incremento de especies reactivas de oxigeno.
También, las fluctuaciones hiperglucémicas postprandiales afectan mas al estrés oxidativo
que la hiperglucemia mantenida y, la asociacion entre aumento del estrés oxidativo y las
citogquinas proinflamatorias durante la crisis hiperglucémica. Otros autores han evidenciado
que el impacto de la hiperglucemia sobre la apoptosis de células endoteliales es mas
pronunciado en las células expuestas a una hiperglucemia intermitente. También se ha
confirmado el impacto de la hiperglucemia postprandial sobre los niveles plasmaticos de
distintas moléculas de adhesién, como la molécula de adhesién intracelular, vascular y E-
selectina y, estos cambios han sido relacionados con el riesgo de enfermedad cardiovascular
(ECV).

En la actualidad, algunas de las estrategias terapéuticas para controlar la hiperglucemia
postprandial incluyen el uso combinado de farmacos como: glinidas, inhibidores DPP-4,
agonistas GLP-1, inhibidores SGLT-2 e inhibidores de enzimas a-glucosidasas (Pinés et al.,
2018).

Los inhibidores de enzimas a-glucosidasas actian como inhibidores competitivos de
estas enzimas, las cuales se encuentran en el borde de cepillo del intestino delgado. Su
funcién es hidrolizar los oligosacéaridos, trisacaridos y disacaridos a glucosa y otros
monosacaridos, a nivel intestinal. De esta forma, los inhibidores de a-glucosidasas tiene un
papel en la disminuciéon de los niveles de glucosa absorbida o la glucosa postprandial
(Hiyoshi et al., 2019). La inhibicion de estas enzimas es uno de los caminos utilizados en la
terapéutica de la diabetes junto con el uso de otros farmacos para obtener resultados mas

eficaces (Taslimi and Gulgin, 2017).
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2.15. Familia de los co-transportadores de Sodio/Glucosa (SGLT)

Este sistema se denomina por sus siglas en ingles Sodium/Glucose Transporters como
SGLT, del cual se conocen 6 isoformas (SGLT1-6) (Tabla 3), los cuales utilizan el transporte
del Na* a favor de su gradiente de concentracion para generar una corriente electroquimica
que produce cambios conformacionales necesarios para la translocacion de la glucosa a
través de la membrana plasmatica. En el epitelio intestinal y epitelio de los tdbulos
contorneados proximal y distal existen sistemas de co-transporte de glucosa acoplados a Na*
que permiten la absorcién rapida de esta molécula desde el ileo hacia el sistema portal y
ademas de la reabsorcién de la glucosa filtrada en el glomérulo nuevamente al torrente

circulatorio (Valmore et al., 2007).

Tabla 3. Transportadores sodio/glucosa

Transportadores Reabsorcion de Se encuentra en
sodio/glucosa
SGLT-1 Glucosa, Células intestinales
Galactosa
SGLT-2 Glucosa Corteza renal

En menor grado en ileo
Este tiene baja afinidad ~ Rifi6n

por la glucosa, pero SNC
SGLT-3 acttia como glucosensor ~ Musculo esquelético
en neuronas y tejido
muscular
Glucosa Rifion
SGLT-4 Intestino

No se conoce el sustrato ~ Rifion
SGLT-5 Intestino

Homologia con el

SCLT-6 SGLT-1

2.16. Transportadores de glucosa (GLUT)

El transporte de la glucosa a través de la membrana plasmatica de las células representa
uno de los eventos mas importantes del transporte de nutrientes, ya que la glucosa tiene un

papel central en el metabolismo y la homeostasis celular. El ingreso de la glucosa a las células
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se lleva a cabo mediante los dos tipos de proteinas acarreadoras: los SGLT y los sistemas
facilitadores del transporte de glucosa (GLUT). Los GLUT se expresan en todas las células
del organismo, constituyendo el principal mecanismo de entrada de glucosa a todas las
células. Los transportadores GLUT son glicoproteinas cuya masa molecular fluctta entre 45
y 55 kDa, es una estructura transmembranal conectada entre si por asas hidrofilicas; la
primera asa es externa y en algunos GLUT presenta un sitio de glicosilacion. Tiene sus
grupos amino y carboxilo terminales del lado citosolico de la membrana. Su selectividad a la
glucosa esta determinada por una serie de secuencias de aminoacidos altamente conservada.
Estos transportadores facilitan la entrada de glucosa a favor de su gradiente de concentracion.
Hasta la fecha, se han reportado 14 miembros de esta gran familia de proteinas acarreadoras,

y en la siguiente tabla se mencionan los 6 principales GLUT (Tabla 4) (Castrején et al., 2007).

Tabla 4. Transportadores de glucosa GLUT

GLUT | Localizacién
Familia clase |
Eritrocito
Cerebro -De alta afinidad, en tejidos que utilizan como combustible a la
GLUT 1 Tej i_do adiposo glucosa. o
Retina -Transportador basal de glucosa, concentracion intracelular
Rifion estable.
Higado -Transporta glucosa dependieqdo de la concentracidn, actla
. como un glucosensor en las células.
Células -T tador bidireccional, tejido a sangre o viceversa
GLUT2 | Rifi6n ransportador 1€ g
Intestino (higado y rifién)
-Puede transportar fructosa
-Junto con GLUT-1, mantienen el nivel basal de glucosa en
GLUT 3 Cerebro neuronas y placenta.
Mdasculo
estriado -En condiciones basales esta internalizado en vesiculas en el
Mdsculo citosol que responde a: la actividad fisica o a la insulina
GLUT 4 . s : - .
cardiaco -Participa en el mecanismo de regulacion del metabolismo de
Adipocito glucosa, cuando esté en altas concentraciones en sangre.
Familia clase 11
Intestino -Especifico para el transporte de fructosa, desde el lumen a la
célula intestinal.
GLUT5 Eritrocitos -Transporte en el masculo, por su capacidad de utilizar la
Rifion fructosa para la glucolisis y la sintesis de glucogeno de manera
Espermatozoides | independiente al GLUT 1y 4
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Musculo
Adipocito
GLUT6 -Se ha _espe_cu_lado que es un co-transportador anion/glucosa
-De baja afinidad
2.17. Antecedentes de la especie vegetal Cordia morelosana

2.18. Género Cordia

Cordia es un género de arboles y arbustos con flores, pertenecientes a la familia
Boraginaceae. El género Cordia esté constituido por mas de 300 especies nativas de América,
distribuidas ampliamente en Africa, México, Centroamérica, Sudamérica, Pakistan, Nigeria,
Ghana e India. Las especies del género Cordia han sido utilizadas para tratar diferentes
dolencias en los diversos sistemas de medicina tradicional (Oza and Kulkarni, 2017).
Algunas de sus aplicaciones etnofarmacoldgicas son: antimicrobianas, antiinflamatorias,
antihelminticas, analgésicas, diuréticas, para el tratamiento del sistema digestivo, sistema
respiratorio, urogenital y sistema cardiovascular (Matias et al., 2015). La mayoria de las
especies del género Cordia se utilizan para el tratamiento tradicional de heridas, forinculos,
tumores, gota, Ulceras, como purificadores de sangre y febrifuga. La decoccion de las hojas
de varias especies, se utilizan para el tratamiento de gripe, fiebre, tos, resfriado, asma,
calambres menstruales, disenteria, diarrea, dolor de cabeza, mordedura de serpiente y como
tonico. La corteza se usa como astringente y estimulante hepatico. La raiz se usa para curar
la tuberculosis, la bronquitis y malaria. Externamente, se prepara una cataplasma a partir de
las hojas para tratar la migrafia, la inflamacion y las heridas. Los frutos de las plantas del
género Cordia son muy mucilaginosos y son utilizados como demulcentes y como
purificador de la sangre, enfermedad del bazo, rifion y pulmadn. Algunas de las especies mas
utilizadas en los sistemas de la medicina Ayurveda, Unani y Siddha son: C. dichotoma, C.
latifolia, C. macleodii, C. myxa, C. rothii y C. obliqua. Por otro lado, los principales
metabolitos aislados del género Cordia incluyen: terpenos, triterpenos, polisacaridos, acidos
grasos, flavonoides, entre otros (Oza and Kulkarni, 2017).
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Cordia morelosana, es un arbol de 2 a 4 metros de altura con corteza negra; hojas

alargadas, asperas en su cara inferior y presenta grupos de flores blancas (Figura 3).

Figura 3. Cordia morelosana.

2.19. Usos de Cordia morelosana en la medicina tradicional

C. morelosana se conoce comunmente en el estado de Morelos como: Anacahuite,
cascara de anacahuite, encinillo, palo de anacahuite, palo prieto, entre otros. Se utiliza en la
medicina tradicional morelense sola o en combinacion con otras especies para el tratamiento
de enfermedades respiratorias, diarrea, inflamacion de rifion, diabetes, dolor de pulmon,

bronquitis, asma, ronquera, tos y fiebre (Monroy y Castillo, 2007).

2.20. Antecedentes quimicos y farmacologicos de Cordia morelosana

A la fecha, no existen estudios quimicos reportados para esta especie. Se han aislado
diferentes tipos de compuestos quimicos de otras especies del mismo género, tales como:
alliodorina, aislado de C. alliodora; cordiaquinona A, aislado de C. Corymbosa; &cido
rosmarinico, aislado de C. americana, C. dentate, C. dichotoma, C. latifolia y C.
verbenaceae; rosmarinato de metilo, aislado de C. rufescens y C. dichotoma de donde
también se aislo el cafeato de metilo; a-humuleno, aislado de C. globosa y C. verbenaceae;

quercetina, aislada de C. dichotoma, C. macleodii y C. multispicata; estigmasterol, aislado
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de C. exaltata y C. rufescens; acido linoleico, aislado de C. boissieri, C. dichotoma, C.
macleodii, C. rothi y C. myxa; cordiarimida A , aislado de C. globifera, entre otros.

Por otro lado, en un estudio previo se evalud el efecto antihiperglucémico del extracto
etanolico de C. morelosana (EECm) mediante curvas de tolerancia a glucosa, utilizando
como sustrato glucosa y sacarosa (2 g/kg). EI EECm mostr6 un efecto significativo (p<0.05)
en la disminucidn de los niveles de glucosa en sangre y fue comparado con el grupo vehiculo
utilizado. Se utiliz6 acarbosa (5 mg/kg) y glibenclamida (3 mg/kg), como controles (Giles
2011).

2.21. Antecedentes de la especie Calea zacatechichi

2.22. Género Calea

El género Calea esta constituido por alrededor de 125 especies (Asteraceae), distribuidas
en regiones tropicales y subtropicales de América. Las especies del género Calea incluyen
hierbas perennes, a veces con xilopodio lefioso, raices tuberosas, subarbustos, arbustos o
arboles pequefios. Las flores aparecen como inflorescencias solitarias, llamadas capitula.

Las especies de este género han sido ampliamente utilizadas en la medicina tradicional
para el tratamiento de diferentes padecimientos, por ejemplo: C. integrifolia se usa como
hipoglucemiante, C. montana se utiliza para el tratamiento de infecciones en la piel
(cataplasma hecho con las hojas de la planta), C. serrata, se utiliza para el tratamiento de
Ulceras, problemas con el higado, enfermedades de la piel de humanos y animales, C. uniflora
se utiliza como antiinflamatorio, analgésico, tratamiento de hematomas, como antiséptico,

reumatismo, tratamiento de infecciones urinarias y gripe (Aguilar et al., 2017).

Calea zacatechichi. Pertenece a la familia Asteraceae, es un arbusto fragil de 1 a 3 metros
de alto, a veces lefiosos en su base, con el follaje copiosamente resinoso, con hojas arrugadas
en su cara superior y cubiertas de pelos en el interior (Figura 4). Comunmente se conoce en
el estado de Morelos como: hierba del becerro, hierba amargosa, prodigiosa, zacatexixi, entre
otros (Monroy y Castillo, 2007).
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Figura 4. Calea zacatechichi.

2.23. Usos en la medicina tradicional de Calea zacatechichi

Las ramas y hojas en infusion, se utiliza para aliviar colicos biliares, dolor de estémago,
diarrea, paludismo, diabetes, cdlico de frio, calmar los nervios, curar el espanto, los corajes,

amibiasis, falta de apetito, entre otros (Monroy y Castillo, 2007).

2.24. Antecedentes quimicos y farmacoldgicos de Calea zacatechichi

De C. zacatechichi se han aislado diferentes tipos de compuestos quimicos como: caleina
(A-F), zexbrevina (Quijano et al., 1979), caleaolactonas (C, D y E), compuestos tipo
germacranolidos (Wu et al., 2010) y compuestos tipo flavonoide como 4, 5-dihidroxi-7-
metoxiflavona (Aguilar et al., 2017).

De acuerdo con lo reportado en la literatura, se han evaluado extractos acuosos y
etanolicos de C. zacatechichi, y se le han atribuido efectos biologicos como: efecto
antinociceptivo, antidiarreico (Salaga et al., 2015), antimicrobiano y antiinflamatorio
(Venegas et al., 2002). En un estudio previo, el extracto metandlico de C. zacatechichi mostré
efecto antihiperglucémico en curvas de tolerancia oral a glucosa y efecto antidiabético en un
modelo in vivo de diabetes experimental. Ademas, en un ensayo in vitro, el extracto
metandlico de C. zacatechichi mostré el 65 % de inhibicion de la actividad de enzimas a-

glucosidasas intestinales, a una concentracion de 1 mg/ml (Giles, 2014).
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3. JUSTIFICACION

La DM2 es una condicién metabolica cronica que se caracteriza por la hiperglucemia, la
resistencia a la insulina y el deterioro progresivo del funcionamiento de las células
pancredticas beta. Adicionalmente, la DM2 se asocia con comorbilidades y complicaciones
como la obesidad, hipertension y ECV (FMD, 2019).

Actualmente, la diabetes genera un panorama complicado en materia de salud publica en
México, dado que es una enfermedad de avance progresivo e irreversible y que, por su
naturaleza, requiere de tratamientos integrales, con la participacion de diferentes
profesionales de la salud. En México, la diabetes ocupa el segundo lugar como causa de
mortalidad, aunado al impacto social, econdmico y médico que representa esta enfermedad
cronica y de alta prevalencia (INEGI, 2019).

En el tratamiento de la diabetes, la reduccion de la hiperglucemia es el principal objetivo,
pero la reduccién de la presion arterial y el peso, asi como el control de la dislipidemia,
también son importantes para minimizar el riesgo de complicaciones en los pacientes con
DM2. No obstante la disponibilidad de una amplia variedad de medicamentos antidiabéticos,
solo del 50 al 60 % de los pacientes en México alcanza sus metas de control glucémico, por
lo cual es importante evaluar el impacto de las terapias actuales y las nuevas terapias
disponibles (FMD, 2019).

En el tratamiento de la DM2, los agentes antidiabéticos orales desempefian un papel
fundamental en el control de esta. Existen diversas razones para el mal control de la DM2,
incluyendo la eficacia del medicamento, los efectos adversos, el acceso a los medicamentos,
la baja adherencia y la falta de cambios de estilo de vida (Surapon, 2015).

Por otro lado, las plantas medicinales han sido utilizadas por la humanidad desde su
origen para aliviar dolencias y para el mantenimiento de la salud en general (Surendran et
al., 2014). En este contexto, México es un pais privilegiado en cuanto a biodiversidad y donde
solo un pequefio porcentaje de especies vegetales con uso medicinal han sido exploradas, por
lo que es importante generar investigacion cientifica que permita explorar el potencial
farmacoldgico de las plantas medicinales, extractos o principios activos aislados de las

mismas (Schlaepfer et al., 2010).
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Derivado de lo anterior, Cordia morelosana y Calea zacatechichi son dos plantas que se
utilizan en la medicina tradicional de Morelos y, son candidatos idoneos para la busqueda de
metabolitos secundarios con propiedades farmacoldgicas en blancos terapéuticos implicados

en la diabetes.
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4. HIPOTESIS

Los metabolitos aislados de las especies vegetales Cordia morelosana y Calea
zacatechichi tendran efecto antidiabético a través de los efectos antihiperglucémico y de la

sensibilizacion de la insulina.
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5. OBJETIVO GENERAL

Realizar el estudio fitoquimico de Cordia morelosana y Calea zacatechichi, para

identificar los metabolitos secundarios responsables de la actividad antidiabética.

6. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Aislar los metabolitos secundarios de Cordia morelosana y Calea zacatechichi
presentes en los extractos alcohdlicos.

e Evaluar el efecto inhibitorio sobre la actividad de enzimas a-glucosidasas de las
fracciones obtenidas de Cordia morelosana y Calea zacatechichi.

e Caracterizar los metabolitos aislados utilizando técnicas espectroscopicas y
espectrometricas.

e Determinar el efecto biologico de los compuestos aislados sobre la actividad de los
receptores PPARS.

e Determinar el potencial antidiabético de algunos de los compuestos aislados en un

modelo experimental de diabetes no insulino dependiente.
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7. METODOLOGIA

7.1. Obtencion del material vegetal

Las especies vegetales Cordia morelosana y Calea zacatechichi fueron identificadas y
recolectadas en el estado de Morelos, por la Dra. Patricia Castillo Espaiia del Centro de
Investigacion en Biotecnologia (CEIB), UAEM.

Cordia morelosana se recolecto en marzo del afio 2015, en el Corredor Bioldgico
Chichinautzin, Morelos. EI numero de voucher establecido para Cordia morelosana es
19011.

7.2. Preparacion de la planta

Para este proyecto se utilizaron las partes areas de ambas especies vegetales, las cuales
fueron secadas bajo la sombra a temperatura ambiente y trituradas en un molino para obtener

el material vegetal seco y molido.

7.3. Obtencion de los extractos

El proceso de extraccion para ambas especies vegetales se llevo a cabo via maceracion
exhaustiva, se utilizaron disolventes organicos en gradiente de polaridad (n-hexano,
diclorometano, metanol y etanol). EI tiempo de maceracion fue de 72 horas y se hizo por
triplicado (Figura 5). Se utilizé un rotaevaporador marca BUCHI-RII a presion reducida y
temperatura controlada para eliminar todo el disolvente. Posteriormente, cada extracto se
secd por completo bajo flujo de aire constante y, asi, poder determinar el peso total de cada

extracto.
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Figura 5. Obtencidn de los extractos de C. morelosana y C. zacatechichi

7.4. Evaluaciones bioldgicas: in vitro e in vivo

Para el desarrollo experimental del presente trabajo se utilizaron ratones macho cepa CD1
y ratas macho cepa Wistar, los cuales fueron adquiridos en la Facultad de Medicina de la
Universidad Autonoma del Estado de Morelos (UAEM). Todos los animales fueron tratados
segun las especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de
laboratorio, Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999 (SAGARPA).

7.5. Curva de tolerancia oral a glucosa (CTOG)

Para este ensayo se utilizaron ratones macho, normoglucémicos. Todos los animales
fueron sometidos a un ayuno previo de 16 h, con libre acceso de agua. Posteriormente, antes
de iniciar el ensayo se midieron los niveles de glucosa en sangre al tiempo cero (GLUo) 0
glucosa basal. Se hizo una incision en la vena de la cola de cada raton y, se utilizé un
glucémetro portatil Accuchek Performa para determinar el valor de glucosa en sangre.

Posteriormente, se formaron tres grupos de experimentacion (n=6):

N
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Al iniciar el experimento, se administraron las muestras de cada grupo a evaluar a través
de una administracion via oral, utilizando una sonda de alimentacién gastrica y, 30 minutos
después se administré una solucién de glucosa o sacarosa a una dosis de 2 g/kg. Se
determinaron los niveles de glucosa en sangre en tiempos establecidos (GLUXx): 0.5, 1, 1.5,
2, 2.5y 3 horas. Los valores de variacion de glucosa se calcularon utilizando la ecuacién
descrita por Ortiz Andrade (Ortiz-Andrade et al., 2005).

%vc:%moo

Donde % VG representa la diferencia aritmética entre los promedios de los niveles
plasmaticos de glucosa al tiempo cero (GLUo o basal) de experimentacion y los promedios

de los niveles de glucosa sanguinea a los diferentes tiempos evaluados en el experimento
(GLUX).

7.6. Determinacion del efecto antidiabético en un modelo de diabetes experimental
no insulino dependiente (NID)

7.7. Diabetizacion
Para obtener el modelo experimental de diabetes NID se administrd via intraperitoneal

(Figura 6) nicotinamida (lado derecho), la cual fue previamente disuelta en una solucion

salina isotonica a una dosis de 40 mg/kg. Posterior a 15 minutos, se administro
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estreptozotocina (STZ) (lado izquierdo) a una dosis de 100 mg/kg, la cual fue previamente
disuelta en un buffer frio de citratos pH 4.5.

Después de una semana de la induccion de la diabetes NID, se monitorearon los niveles
de glucosa en sangre en cada uno de los animales. Los animales que presentaron niveles de

glucosa plasmatica mayores a 140 mg/dL fueron considerados para el estudio.

Figura 6. Administracion intraperitoneal en ratones.

7.8. Ensayo antidiabético

Los animales fueron sometidos a un ayuno previo de 13 h, con libre acceso de agua.
Previo al inicio del ensayo se midieron los niveles de glucosa en sangre a tiempo cero (GLUo)
0 glucosa basal, la medicion se llevd a cabo utilizando un glucémetro portatil.

Posteriormente, se formaron tres grupos de experimentacion (n=6):

R

C

+ Se administrd
glibenclamida 5
mg/kg

)

» Se administro
agua o el medio
de disolucién

« Se administro
con la muestra
de extracto a
una dosis de 100
mg/kg o
compuesto 50
mg/kg

Grupo prueba

Grupo vehiculo
Grupo control

Al iniciar el experimento se administraron via oral las muestras de cada grupo a evaluar

y, se determinaron los niveles de glucosa en sangre en tiempos establecidos (GLUX): 1, 3,5
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y 7 horas. Los valores de variacion de glucosa se calcularon utilizando la ecuacion antes

descrita en la seccion 7.5.

7.9. Ensayo de inhibicion de enzimas a-glucosidasas

7.10. Obtencion del raspado intestinal

Se utilizaron ratas de la cepa Wistar, las cuales fueron sacrificadas por dislocacion
cervical y, mediante una incision abdominal, el intestino delgado fue removido y lavado con
una solucion de cloruro de sodio al 0.9 %, solucion amortiguadora de fosfato de sodio 10
mM a pH 7 y ampicilina (1 mg/mL). El tejido adiposo presente en el intestino fue removido
y posteriormente se cortd longitudinalmente. El tejido libre de grasa se raspo por la parte
interna (sobre una superficie de cristal en un bafio de hielo) con la finalidad de obtener la
mucosa intestinal. EI material obtenido es homogenizado y almacenado en criotubos de 1.8
mL a -25 °C (Ramirez et al., 2012).

7.11. Ensayo de inhibicion

Para medir la actividad de las enzimas a-glucosidasas, se utilizé almidon como sustrato,
el cual se prepar6 con 125 mg/mL en una solucion de fosfatos 0.1 M a pH 7. Posteriormente,
las reacciones se llevan a cabo por cuadruplicado en tubos de ensayo y se evalGan las
muestras de prueba a una concentracion de 1 mg/mL, en presencia de la enzima. Cada
reaccion se inicid con la adicion de 50 pL de la enzima (raspado intestinal) y se incubaron
en un termoblock durante 10 minutos, a una temperatura de 37 °C. Después de 10 minutos
se detuvieron las reacciones con la adicion de 2 uL de acarbosa, en un bafio de hielo.

Finalmente, la determinacion de glucosa liberada se mide utilizando un kit comercial de
glucosa oxidasa (Glucosa GOD-PAD) siguiendo las indicaciones del fabricante. Para ello se
utilizaron microplacas de 96 pozos, que fueron leidas a una longitud de onda de 492 nm en

un espectrofotémetro.
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7.12. Determinacion del efecto sobre la expresion relativa de PPARYy, PPARq,
GLUT-4y FAPT

Se utilizaron células de fibroblastos 3T3-L1 (9x10° células por pozo), las células fueron
sembradas en una placa de 6 pozos (Corning Incorporated) en medio DMEM adicionado con
25 mM de glucosa, 10 % de suero fetal bovino (v/v), 1 mM de piruvato sédico, 2 mM de
glutamina, 0.1 mM de aminoacidos no esenciales y gentamicina; bajo una atmosfera
humidificada al 5 % de CO», a 37 °C. Después de dos dias de confluencia, las células se
diferenciaron fenotipicamente a adipocitos con 0.5 mM de 3-isobutil-1-metilxantina, 0.25
MM de acetato de dexametasona y 0.8 UM de insulina, durante 48 horas y seguidas de 48
horas de insulina sola. EI medio de cultivo sin insulina fue reemplazado cada dos dias durante
8 dias de diferenciacion. Posteriormente, las células fueron tratadas durante 24 horas con 10
pg/mL de los compuestos, para determinar el efecto sobre la expresion de los PPARs, GLUT-
4y FAPT.

Posteriormente, el ARN fue aislado de las células de cultivo, utilizando el reactivo de
aislamiento TriPure (Invitrogen). La absorbancia fue medida a 260 y 280 nm para cada
muestra de ARN y la relacion de absorbancia fue de 1.9 + 0.2. Para confirmar la integridad
del ARN, se corrio 1 ug en gel de agarosa. EI ARN fue revelado con bromuro de etidio y
visualizado utilizando el Imagen Gel-Logic 212 Pro (Kodak/Caaresream). Después, 2 ug de
ARN total fue transcrito inversamente usando el ImProm Il reverse transcription system
(Promega, USA); la reaccién (20 uL) fue incubada en un termociclador (BioProducts, USA)
bajo el siguiente programa de ciclos: incubacion a 25 °C durante 5 minutos, hasta 42 °C
durante 55 minutos. La enzima fue inactivada a 70 °C, durante 15 minutos. Finalmente, las
muestras fueron enfriadas a 4 °C durante 5 minutos. Posteriormente, se tomé un volumen
1/10 de cada reaccion que fue amplificada, utilizando SYBR Green Master Mix (Roche
Molecular Biochemicals, Germany), con 0.5 mM de cebadores personalizados de PPARy
(F-CCAGAGTCTGCTGATCTGCG; R-GCCACCTCTTTGCTCTGCTC; Gene Bank
NM_011146.1), PPARa (F-ATGCCAGTACTGCCGTTTTC; R-
GGCCTTGACCTTGTTCATGT, Gene Bank NM_011144), GLUT-4 (F-
GATTCTGCTGCCCTTCTGTC; R-ATTGGACGCTCTCTCTCCAA; Gene Bank
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NM_009204.2), asi como la enzima de iniciacion rapida, buffer para PCR y 3.5 nM de
MgClz, en un volumen final de 10 pL. Las reacciones fueron medidas en un Rotor-Gene de
tiempo real (Corbett Life Science). Los PCR fueron llevados a cabo usando las siguientes
condiciones de ciclos: pre-incubacién y desnaturalizacion a 95 °C durante 10 minutos. El
umbral de ciclos (Ct) fue medido usando tubos separados y por duplicado. La identidad y
pureza de los productos de ampliacion fueron analizados al inicio de la amplificacion
siguiendo las condiciones del kit SYBER Green, tal cual lo indica la compafia (Roche
Molecular Biochemicals). Para asegurar la calidad de las mediciones, cada ensayo incluyo
un control negativo para cada gen. La cantidad de ARNm de cada adipocito fue normalizado
de acuerdo con la cantidad de ARNm ribosomal que codifica para la proteina 36B4 (F-
AAGCGCGTCCTGGCATTGTCT; R-CCGCAGGGGCAGCAGTGGT; Gene Bank
NM_007475.2).

Los valores de ACt fueron calculados en cada muestra de cada gen de interés como se
menciona a continuacion: Ct gen de interés — Ct gen de referencia (-actina como el gen de
referencia, el cual se mantuvo estable durante todo el experimento). Los cambios relativos
en los niveles de expresion de un gen en especifico (AACt) fueron calculados como ACt del

grupo de prueba menos ACt del grupo control y entonces presentado como 2-AACt.

7.13. Acoplamiento molecular sobre PPARy y PPARa

El acoplamiento molecular es una herramienta Gtil para predecir el modo de union de una
molécula con una diana bioldgica. Por tal motivo, se determind el posible modo de union del
acido rosmarinico y el rosmarinato de metilo sobre PPAR a/y. Las estructuras cristalizadas
de estas proteinas fueron obtenidas de la base de datos Protein Data Bank (PDB,
http://www.rcsh.org/pdb/home/home.do), bajo los cddigos de identificacion SHYK y 1171.
Estas proteinas se prepararon en el programa computacional MOE, en el que se minimiz6 su
energia y se ionizo a los ligandos. Los calculos de acoplamiento fueron realizados con el
programa AutoDock, version 4.2. el programa AutoDock realiza un acoplamiento
automatizado del ligando semiflexible con el sitio de union rigido de la proteina. El programa




Facultad de Farmacia

conlleva varias corridas del experimento (100), donde cada corrida proporciona una
prediccion del modo de union. Todas las moléculas de agua y los ligandos cristalograficos
fueron removidas de la estructura, ademas todos los atomos de hidrogeno fueron afadidos.
Para todos los ligandos y proteinas, fueron asignadas las cargas de Gasteiger y los atomos no
polares fueron escondidos. Todas las torsiones fueron consideradas para moverse durante el
acoplamiento.

El programa auxiliar AutoGrid genero los mapas electrostaticos del grid. Cada grid fue
centrado sobre las coordenadas cristalograficas de ligando cristalografico. Las dimensiones
del grid fueron 50 x 50 x 50 A y 60 x 60 x 60 A para PPAR aly, respectivamente, con un
espacio de grid de 0.375 A. El algoritmo Genético Lamarckiano fue aplicado para la
busqueda usando parametros ya establecidos. Después del acoplamiento, los resultados
fueron reagrupados en grupos con RMSD de 0.5-2 A. Se utilizaron MOE 2018.01 y Pymol

1.7.4 para la visualizacion.

7.14. Estudio fitoquimico bio-dirigido de C. morelosana

Con base en los antecedentes y el estudio previo del extracto etandlico de Cordia
morelosana (EECm), se selecciono este extracto para llevar a cabo el estudio fitoquimico. Se
pesaron 49.41 g del extracto para la preparacion de la muestra, la cual fue adsorbida con gel
de silice, afiadiendo gota a gota diclorometano (CH2Cl>), hasta obtener la incorporacion total

de la muestra con la silice.

7.15. Cromatografia en Columna (CC)

Una vez adsorbida la muestra en la silice, se aplicd en una columna de vidrio para
cromatografia. La columna fue previamente empacada con gel de silice 60 (Macherey-Nagel)
y CHCl,. Posteriormente, se afiadio la fase movil (CH.Cl,, 100 %) para ir obteniendo
fracciones de 250 mL, la fase movil consistié en gradientes con disolventes (de polaridad
ascendente) (Tabla 5), donde se utilizaron diclorometano (CH2Cl.), acetato de etilo (AcOEt)

y metanol (MeOH). Una vez obtenidas las fracciones, estas se colocaron en un
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ratoaevaporador con presion reducida y temperatura controlada para eliminar el disolvente

y, posteriormente, secar completamente con aire cada una de las fracciones obtenidas.

Tabla 5. Cromatografia en columna del EECm.

Disolventes Proporcion (%) Fracciones obtenidas

CHCl; 100 1-20

AcOEt 100 21-39
AcOEt:MeOH 95:5 40-54
AcOEt:MeOH 90:10 55-76
ACcOEt:MeOH 85:15 77-98
AcOEt:MeOH 80:20 99-114
AcOEt:MeOH 70:30 115-128
AcOEt:MeOH 60:40 129-141
AcOEt:MeOH 50:50 142-154

MeOH 100 155-170

CH_Cl, = Diclorometano AcOEt = Acetato de Etilo MeOH = Metanol

El proceso de separacion fue monitoreado utilizando cromatografia en capa fina
(CCF) con cromatoplacas de gel de silice 60, base de aluminio (Macherey-Nagel, UV2s4).
Las fracciones que mostraron similitud cromatografica fueron reunidas y, posteriormente se
seleccionaron algunas de ellas para continuar con el proceso de separacién mediante diversos
procesos de re-cromatografia (Tabla 6), y/o para ser analizadas mediante resonancia

magnética nuclear (RMN) de hidrégeno (*H) y carbono trece (:3C).

Cromatografia en Cromatografia en Cromatografia Sistema de Vacio
columna capa fina radial para Extraccion
en Fase Sélida
(SVEFS)
Fase estacionaria: Fase estacionaria: Fase estacionaria:  Fase estacionaria:
gel de silice 60 cromatoplaca gel de yesoy gel de silice  cartuchos gel de
silice 60, UV2s4, base 60 PF2s4. silice, C18
de aluminio
Fase movil: mezcla  Fase mdvil: mezclade Fase movil: mezcla Fase movil:
de disolventes en disolventes en de disolventes en mezcla de
polaridad polaridad ascendente polaridad disolventes
ascendente ascendente, (acuosa 'y
organica)
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Derivado de lo anterior, se obtuvieron en total 170 fracciones las cuales se reunieron en
cinco grupos principales a los que se les asignaron las siguientes claves: FI, FII, FllI, FIV 'y

FV, de acuerdo con lo observado en CCF.

De manera inicial, estos cinco grupos de fracciones fueron seleccionados para determinar
su efecto inhibitorio sobre la actividad de enzimas a-glucosidasas y, asi, dar direccion al
estudio fitoquimico con base en la actividad biolégica mostrada. De este modo, se
seleccionaron las fracciones que mostraron mayor actividad en el ensayo de inhibicion de
enzimas o-glucosidasas y, posterior a diferentes procesos de re-cromatografia se

identificaron los siguientes metabolitos secundarios:

Rosmarinato de metilo y acido rosmarinico, estos compuestos se obtuvieron mediante
CC del grupo de fracciones con clave Fll, ambos compuestos fueron identificados en las
fracciones eluidas con AcOEt: MeOH (proporcién 95:5 %), principalmente. Se obtuvo un
total de 111 mg del rosmarinato de metilo y 33 mg de &cido rosmarinico, los compuestos se
observaron como un polvo color beige-marrén. Los datos espectroscopicos obtenidos
mediante el anélisis de RMN *H y 13C son los siguientes:

Rosmarinato de Metilo (RM). *H-RMN (700 MHz, DMSO-ds, espectro 1a) & 7.48 (1H, d,
J =15.9 Hz, H-7), 7.06 (1H, d, J = 2.1 Hz, H-2), 7.01 (1H, dd, J = 8.3, 2.0 Hz, H-6), 6.77
(1H, d, J = 8.1 Hz, H-5), 6.64 (1H, d, J = 2.1 Hz, H-2"), 6.64 (1H, d, J = 8.0 Hz, H-5"), 6.50
(1H, dd, J=8.0, 2.1 Hz, H-6"), 6.26 (1H, d, J = 15.9 Hz, H-8), 5.11 (1H, dd, J = 7.8, 5.1 Hz,
H-8"), 3.63 (3H, s, -OCH3), 2.97 (1H, dd, 14.3, 5.0 Hz, H-7"), 2.93 (1H, dd, 14.3, 7.8 Hz, H-
7).

13C-RMN (175 MHz, DMSO-ds, espectro 1b),  170.0 (C-97), 165.9 (C-9), 148.8 (C-4),
146.4 (C-7), 145.6 (C-3), 145.0 (C-3"), 144.2 (C-4"), 126.7 (C-1"), 125.3 (C-1), 121.8 (C-6),
120.1 (C-67), 116.7 (C-27), 115.8 (C-5), 115.5 (C-57), 114.9 (C-8), 112.9 (C-2), 72.8 (C-8"),
52.0 (-OCHj3), 36.2 (C-7"), 36.2 (C-7").
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Acido rosmarinico (AR). 'H RMN (200 MHz, CDsOD, espectro 2a) & 6.74 (1H, d, J = 15.9
Hz, H-7), 6.24 (1H, d, J = 1.8 Hz, H-2), 6.14 (1H, dd, J = 8.2, 1.9 Hz, H-6), 5.97 (1H, d, J =
8.1 Hz, H-5), 5.94 (1H, d, J = 1.7 Hz, H-2), 5.98 (1H, d, J = 8.0 Hz, H-5"), 5.80 (1H, dd, J
=8.1, 1.9 Hz, H-6), 5.46 (1H, d, J = 15.9 Hz, H-8), 4.36 (1H, dd, J = 8.2, 4.5 Hz, H-8"), 2.30
(1H, dd, 14.4, 45 Hz, H-7"), 2.18 (1H, dd, 14.3, 8.3 Hz, H-7").

13C RMN (50 MHz, CD30D, espectro 2b), 5 174.1 (C-97), 168.0 (C-9), 149.7 (C-4), 147.6
(C-7), 146.8 (C-3), 146.1 (C-3°), 145.2 (C-4"), 129.5 (C-1"), 127.7 (C-1), 123.1 (C-6), 121.8
(C-67), 117.6 (C-27), 116.5 (C-5), 116.3 (C-5), 115.2 (C-8), 114.5 (C-2), 75 (C-8"), 38 (C-
77),38 (C-7").

Nicotiflorina, este compuesto se obtuvo por precipitacién espontanea durante la
evaporacion del disolvente de las fracciones primarias derivadas de la CC del EECm
(incluida las fracciones del grupo FlII), las fracciones fueron eluidas con un sistema de
mediana polaridad (AcOEt: MeOH, en proporcion 90:10 %). El precipitado se observé como
un solido color amarillo. Al ser analizado mediante CCF, absorbia luz UV y posterior a la
aplicacion de sulfato cérico amoniacal revel6 como una mancha color amarillo intenso (color
caracteristico que sugiere la presencia de un compuesto tipo flavonoide), junto con una
mancha color marrdn. Posteriormente, se intent6 obtener el compuesto puro al ser sometido
a una re-cromatografia con el Sistema de Vacio para Extraccion en Fase Sélida (SVEFS),
utilizando Agua: MeOH como fase de elusion. En total, se obtuvieron 150 mg del precipitado
color amarillo, el cual se analiz6 mediante RMN H y °C. Los datos espectroscopicos

obtenidos son los siguientes:

Nicotiflorina. *H RMN (200 MHz, CD30D, espectro 3a) § 12.23 (1H, s, H-5), 8.04 (1H, d,
J=8.9 Hz, H-2", H-6"), 6.88 (1H, d, J = 8.4 Hz, H-3",H-5"), 6.35 (1H, d, J = 2.1 Hz, H-8),
6.18 (1H, d, J = 2.1 Hz, H-6), 5.09 (1H, d, J = 7.4 Hz, H-1""), 4.55 (1H, s, J = 1.3 Hz, H-
17"), 1.14 (3H, d, J = 6.0 Hz, H-6""").

13C RMN (50 MHz, CDs0D, espectro 3b), § 158.3 (C-2), 135.6 (C-3), 179.3 (C-4), 162.8
(C-5), 99.2 (C-6), 165.8 (C-7), 95.0 (C-8), 159.3 (C-9), 105.5 (C-10), 123.7 (C-1"), 132.4
(C-2",C-67),116.2 (C-3",C-5), 161.3 (C-4"), 104.8 (C-1""), 75.7 (C-2""), 78.1 (C-37"), 71.8
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(C-47),77.1(C-57), 68.6 (C-67"), 102.4 (C-1""), 72.0 (C-2"""), 72.3 (C-3""), 73.9 (C-4"),
69.5 (C-5"), 17.9 (C-6"").

1-O-metil-scyllo-inositol, este compuesto se obtuvo como un precipitado color blanco
presente en las fracciones FIV y FV, derivadas de la CC del EECm. Las fracciones fueron
obtenidas en un sistema de elusién de mayor polaridad, constituido por AcOEt: MeOH

(proporcion 50:50 %). Los datos espectroscopicos obtenidos son los siguientes:

1-O-metil-scyllo-inositol. 'TH RMN (400 MHz, D20, espectro 4a) & 3.56 (3H, s), 3.41-3.23
(5H, m), 3.09 (1H, t, J = 9.4 Hz).

13C RMN (100 MHz, D,0, espectro 4b), § 59.74 (-OCH3), 73.39 (C-5, C-3), 73.31 (C-4),
72.82 (C-4), 83.29 (C-1).
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7.16. Estudio Fitoquimico de Calea zacatechichi

El extracto metandlico de Calea zacatechichi (EMCz) fue sometido a un proceso de
extraccion liquido-liquido (biparticion). A un total de 36.4 g del extracto se hizo la biparticion

(por triplicado), utilizando los siguientes disolventes: n-hexano, CH>Cl,, AcOEt y n-butanol,

en orden consecutivo y, recuperando la fase acuosa (Figura 7).

I

n-hexano

l

Acuosa

Orgénica

Orgénica Acuosa
Acuosa Orgénica
n-butanol
Acuosa Organica

Figura 7. Proceso de extraccion liquido-liquido.
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Las fracciones obtenidas se secaron y se pesaron para llevar a cabo las evaluaciones
bioldgicas correspondientes y ser sometidas a procesos de re-cromatografia para la
obtencidn, identificacion y aislamiento de los metabolitos secundarios.

Se tomaron 8.15 g de la fraccion obtenida con n-butanol, la cual se aplicé en una columna
empacada con gel de silice flash como fase estacionariay se utiliz6 una mezcla de disolventes
en polaridad ascendente para la fase mdvil (AcOEt: MeOH). Posteriormente, el proceso de
separacion fue monitoreado mediante CCF. Resultado de lo anterior, se obtuvieron en total
67 fracciones y, durante el proceso de evaporacion de las fracciones, se observé en la esfera
la presencia de un precipitado color amarillo. Este precipitado estuvo presente en mayor
cantidad en las fracciones y, al ser monitoreadas mediante CCF se observaron como manchas
color amarillo, al ser reveladas con sulfato cérico amoniacal (Figura 8). Las manchas
amarillas en la CCF es una de las caracteristicas cualitativas que indican la posible presencia

de un compuesto tipo flavonoide, los cuales se caracterizan por un color amarillo intenso.

Figura 8. a) Precipitado color amarillo, b) CCF de las fracciones obtenidas, sistema de elusion AcOEt:
MeOH 7:3.

Posteriormente, se seleccionaron algunas de las fracciones derivadas de la CC de la
fraccion obtenida con n-butanol, para llevar a cabo una cromatografia radial (CR) vy, asi,

poder identificar el o los compuestos presentes en el precipitado.
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Se aplicaron 200 mg en el disco de CR (1 mm de espesor) para ser eluida con una fase
movil constituida por CH2Cl2: MeOH, en proporcion 8:2 %. Se obtuvieron fracciones de 5
mL y cada fraccion fue monitoreada mediante CCF.

Al final del proceso, se obtuvieron en total 36 fracciones, de las cuales 10 de ellas
mostraron la presencia del precipitado color amarillo, pero no en su forma pura.
Adicionalmente, se realizaron diversos lavados (con acetona) al precipitado, con la finalidad
de intentar obtener un precipitado mas limpio. Posteriormente, se seleccioné una de las
fracciones la cual fue asignada con la clave CR-9 para su analisis en RMN Hy 3C.

Después del analisis mediante RMN, se identifico al compuesto rutina, los datos
espectroscopicos obtenidos son los siguientes:

Rutina. *H RMN (200 MHz, CDsOD, espectro 5a) 6 7.67 (1H, d, J = 2.0 Hz, H-2"), 7.63
(1H, dd, J = 2.2 Hz, J = 8.3 Hz, H-6"), 6.88 (1H, d, J = 8.3 Hz, H-5"), 6.40 (1H,d, J = 2.1
Hz, H-8), 6.21 (1H, d, J = 2.1 Hz, H-6), 5.11 (1H, d, J = 7.5 Hz, H-1""), 452 (1H, d, J = 1.4
Hz, H-1"7"), 1.12 (1H, d, J = 6.1 Hz, H-6""").

13C RMN (50 MHz, CDs0D) 6 157.1 (C-2), 134.2 (C-3), 178 (C-4), 157.9 (C-5), 164.6 (C-
7), 93.4 (C-8), 164.2 (C-9), 122.7 (C-1"), 114.6 (C-27, ), 114.4 (C-3"), 148.4 (C-4"), 116.3
(C-57), 122.1 (C-67), 101.0 (C-17), 74.3 (C-2""), 76.7 (C-3""), 72,5 (C-4""), 75.8 (C-57),
67.1 (C-6""), 103.3 (C-1"""), 70.0 (C-2"""), 70.7 (C-3"""), 70.8 (C-4"""), 68.3 (C-5""), 16.4
(C67).

7.17. Elucidacion estructural

La determinacion estructural de los metabolitos secundarios se efectud a través del
anlisis de los experimentos de RMN (*H) y carbono trece (*3C). Los experimentos se
adquirieron en los equipos Varian® de 400 MHz y Mercury 200 MHz para *H y 100 MHz,
50 MHz para *3C, respectivamente. Las muestras (aproximadamente 30 mg) fueron disueltas
en 750 pL de cada disolvente deuterado: CDCls, CD30OD, DMSO-ds, principalmente.
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7.18. Analisis estadistico

Los resultados se analizaron a traves del programa estadistico GraphPad Prisma 6 para el
calculo de analisis de varianza (ANOVA) de dos vias. Los valores de p<0.05 fueron
considerados estadisticamente significativos y se identificaron con el siguiente signo (*).

Cada dato fue presentado como la media = E.E.M, para un grupo de 6 (n=6).
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1. Determinacion del potencial antidiabético del EECm.

Uno de los objetivos del presente trabajo fue determinar el potencial antidiabético del
EECm, de la cual se han descrito sus usos en la medicina tradicional para el tratamiento de
diversos padecimientos, incluyendo diabetes (Monroy y Castillo, 2007). Ademas, se llevé a
cabo el estudio fitoquimico bio-dirigido para obtener e identificar los metabolitos
secundarios responsables de la actividad antidiabética y, asi, establecer el potencial modo de

accion de los compuestos quimicos obtenidos.

Se determing el efecto antidiabético en un modelo experimental NID, en ratones. Como
se muestra en la Grafica 1, el EECm provocé una disminucion significativa (p<0.05) de los
niveles de glucosa en sangre en ratones diabéticos, en comparacion con el grupo vehiculo, el
efecto se observé desde la primera hora post administracion y observandose un efecto
aumentado durante las siguientes horas del ensayo. Ademas, el efecto observado por parte
del EECm, fue similar al efecto mostrado con el grupo control, donde se utiliz6 glibenclamida

(5 mg/kg), el cual es un farmaco secretagogo de insulina y que es utilizado en la terapéutica
de la DM2.

-4 Vehiculo
48 Glibenclamida 5 mg/kg
-~ EECm 100 mg/kg
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Grafica 1. Efecto antidiabético del EECm. Los resultados se expresan como el promedio + E.E.M.
(n=6). *p<0.05, ***p<0.001 comparado con el vehiculo.
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En el andlisis de los resultados de esta evaluacién, la actividad mostrada por el EECm
podria estar relacionada con alguno de los modos de accidn antidiabética mas comunes: uno
relacionado con la actividad postprandial después de la inhibicion de las enzimas a-
glucosidasas y/o los co-transportadores de glucosa (SGLT-2 o SGTL-1), relacionados con
una accion antihiperglucémica; el segundo modo de accion relacionado con la promocion de
la secrecion de insulina, desde las células B del pancreas y el tercer modo de accion
relacionado con la sensibilizacion a la insulina (Ortiz et al., 2007).

Por consiguiente, se decidié llevar a cabo los ensayos a través de curvas de tolerancia oral
a glucosa (CTOG) (utilizando como sustratos glucosa o sacarosa), para corroborar la
participacién de alguno de estos posibles mecanismos de accion.

8.2. Evaluacion del efecto antihiperglucémico del EECm.

En la Grafica 2, se muestra el efecto antihiperglucémico del EECm, el cual se evaluo a
una dosis de 100 mg/kg. Después de una administracion oral de glucosa (2 g/kg), el EECm
indujo una disminucidn significativa (p<0.001) en la variacion porcentual de la glucosa en
sangre, a partir de la hora 0.5 hasta la hora 3 del ensayo y, el efecto fue comparado con el
grupo vehiculo que se utilizd. Desde el punto de vista de analisis, se conoce que las acciones
para el control de la hiperglucemia postprandial estan relacionados con mecanismos de
accion pancreéticos y/o extra pancreaticos, como el aumento de la sensibilidad a la insulina
en los tejidos periféricos, la supresién de glucosa hepatica, la estimulacion de secrecion de
insulina o debido a la regulacién de la absorcién de la glucosa desde la luz intestinal, llevada

a cabo por los transportadores de glucosa y co-transportadores de glucosa (Ortiz et al., 2008).
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Graéfica 2. Efecto antihiperglucémico del EECm en una CTOG, sustrato glucosa. Los resultados se
expresan como el promedio + E.E.M. (n=6). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 comparado con el
vehiculo.

Con la finalidad de seguir evaluando el mecanismo de accion relacionado con el efecto
antihiperglucémico postprandial, se llevé a cabo el ensayo de curva de tolerancia oral a
glucosa, utilizando como sustrato sacarosa (2 g/kg). En la Gréfica 3, se muestra que el EECm
indujo un efecto significativo en la disminucion del pico hiperglucémico de la curva de
variacion porcentual de glucosa en sangre, desde la hora 0.5 y manteniéndose hasta la hora 3
del ensayo. El efecto fue comparado con el grupo vehiculo. En este ensayo se evalué como
control a acarbosa (3 mg/kg), el cual es un inhibidor de enzimas a-glucosidasas; acarbosa se
utiliza de forma adicional al tratamiento antidiabético oral, para contribuir como estrategia
terapéutica en la disminucion de los niveles de glucosa, sobre todo con efectos en la glucosa
posterior a la ingesta de alimentos. Los inhibidores como acarbosa acttan en las enzimas a-
glucosidasas, que se encuentran en la pared intestinal, las cuales son responsables de la
hidrolisis de carbohidratos complejos para su posterior absorcion (Taslimi and Gulgin, 2017),
en consecuencia, hay un retraso en la absorcion de glucosa, reduciendo la hiperglucemia

postprandial y los picos de insulina (Fontana et al., 2011).
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Graéfica 3. Efecto antihiperglucémico del EECm en una CTOG, sustrato sacarosa. Los resultados se

expresan como el promedio + E.E.M. (n=6). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 comparado con el
vehiculo.

8.3. Evaluacion del EECm sobre la actividad de enzimas a-glucosidasas.

Derivado de los resultados en la seccion anterior, se decidid llevar a cabo la evaluacion
del EECm sobre la actividad de las enzimas a-glucosidasas, para saber si este es uno de los
mecanismos de accion involucrados en la accién antihiperglucémica, debido a lo observado
en el ensayo in vivo.

En la Gréfica 4, el EECm inhibi6 la actividad de las enzimas a-glucosidasas en un 55.6
% a una concentracién de 1 mg/mL, en comparacién con el control DMSO vy, la inhibicion
fue similar a la producida por Camelia sinensis, extracto utilizado como control positivo
(Ramirez et al., 2012). Estos resultados mostraron la relacion entre la inhibicién in vitro de
la actividad de las enzimas a-glucosidasas y su probable participacion en el ensayo a traves
de CTOG, en el que se utilizo sacarosa como sustrato y, donde el EECm mostro un efecto
antihiperglucémico.
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Graéfica 4. Efecto del EECm sobre la actividad de enzimas a-glucosidasas. Los resultados se expresan
como el promedio + E.E.M. (n=5). ***p<0.001 comparado con DMSO.

Como se menciond anteriormente, se ha sugerido que las fluctuaciones hiperglucémicas
pueden contribuir al desarrollo de complicaciones cronicas de la diabetes, debido al estrés
oxidativo e incremento de especies reactivas de oxigeno. En la actualidad, algunas de las
estrategias terapéuticas para controlar la hiperglucemia postprandial incluyen el uso
combinado de farmacos como: glinidas, inhibidores DPP-4, agonistas GLP-1, inhibidores

SGLT-2 e inhibidores de enzimas a-glucosidasas (Pinés et al., 2018).

8.4. Estudio fitoquimico del EECm.

Posterior al andlisis de los resultados anteriores y teniendo en cuenta que para Cordia
morelosana no hay reportes sobre su constitucion quimica, se decidio llevar a cabo el estudio
fitoquimico bio-dirigido del EECm, con la finalidad de obtener e identificar los metabolitos

secundarios responsables de las actividades biologicas observadas.

Resultado del estudio fitoquimico del EECm, se obtuvieron en total 170 fracciones que

al ser monitoreadas mediante CCF se reunieron por similitud cromatografica y se agruparon
(Tabla 7).
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Tabla 7. Cromatografia en columna de EECm.

Disolventes % Fracciones Grupos
CH.Cl, 100 1-20 (1-5) (51-59) (109-115)
AcOEt 100 21-39 (6-9) (60) (116-121)
AcOEt:MeOH 95:5 40-54 (10-15) | (61-63) (122-128)

AcOEt:MeOH | 90:10 55-76 (16-20) | (64-69) (129-142)
AcOEt:MeOH | 85:15 77-98 (21-24) | (70-77) (143-145)
AcOEt:MeOH | 80:20 99-114 (25-28) | (78-83) (146-151)
AcOEt:MeOH | 70:30 115-128 | (29-34) | (84-88) (152)

AcOEt:MeOH | 60:40 129-141 | (35-36) | (89-93) (153-155)
AcOEt:MeOH | 50:50 | 142-154 | (37-39) | (94-97) (156-162)

MeOH 100 155170 | (40-43) | (98-103) | (163-170)
(44-50) | (104-108)
CH:Cl, = Diclorometano AcOEt = Acetato de Etilo MeOH = Metanol
8.5. Evaluacion de las fracciones primarias.

Posterior al fraccionamiento primario, se seleccionaron cinco grupos de fracciones por
su contenido observado en CCF, a los cuales se les asignd la siguiente clave para su
evaluacion: F-1 (10-15), F-11 (29-34), F-111 (78-83), F-1V (122-128) y F-V (153-155). Esto
se llevo a cabo con la finalidad de bio-dirigir el estudio fitoquimico del EECm y, determinar
el contenido metabdlico en las fracciones primarias que mostraran mayor actividad bioldgica
sobre los blancos terapéuticos seleccionados para este proyecto; ademas, para esclarecer los
posibles mecanismos de accion involucrados en el potencial efecto antidiabético mostrado
por el EECm.

Se evaluaron las fracciones sobre la actividad de las enzimas a-glucosidasas a una
concentracion de 1 mg/mL. En la Gréfica 5, se puede observar que el grupo F-11 fue la
fraccion mas activa con un porcentaje de inhibicion de 68.3+1.19 %, seguida del grupo F-V,
F-1V, F-111 y F-I, con un porcentaje de inhibicion de: 50+4.3 %, 48.5+1.7 %, 21.9+2.4 %y
4.9+3.2 %, respectivamente.
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Gréfica 5. Efecto de las fracciones primarias sobre la actividad de enzimas a-glucosidasas. Los
resultados se expresan como el promedio + E.E.M. (n=5). ***p<0.001 comparado con DMSO.

Derivado de lo anterior, adicionalmente se decidi6 evaluar el efecto de las fracciones mas
activas (grupo: F-11, F-1V y F-V) a una dosis de 100 mg/kg, en una CTOG, utilizando como
sustrato sacarosa; para determinar su actividad en un modelo in vivo.

Los resultados se muestran en las gréficas 6, 7 y 8, donde se puede observar que F-11'y F-
IV no tuvieron efecto significativo en la disminucién del pico hiperglucémico posterior a la
ingesta del sustrato (sacarosa 2 g/kg). Cabe mencionar que la fraccién F-1l (de mediana
polaridad) no fue completamente soluble en el vehiculo utilizado (agua-tween 80 al 10 %) al

momento de preparar la muestra, por lo cual puede influir en la dosis administrada y el efecto

mostrado.
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Graéfica 6. Efecto de F-11 en la CTOG, sustrato sacarosa Los resultados se expresan como el promedio
+ E.E.M. (n=6). *p<0.05 comparado con el vehiculo.
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Gréfica 7. Efecto de F-IV en la CTOG, sustrato sacarosa Los resultados se expresan como el
promedio + E.E.M. (n=6). *p<0.05 comparado con el vehiculo.
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En la gréfica 8, se evalud la fraccion F-V con la cual no hubo problemas de solubilidad,
ya que se trataba de la reunion de fracciones de mayor polaridad. En este caso, la fraccion F-
V disminuy0 los niveles de glucosa en sangre de manera significativa (p<0.05) comparada
con el vehiculo utilizado. El efecto fue sostenido hasta la hora 3, llegando a valores por
debajo de los niveles basales. De este modo, podemos inferir que la fraccion F-V podria
contener metabolitos secundarios cuyos mecanismos de accion no solo estan en relacion con
las enzimas a-glucosidasas, sino también, con mecanismos de accion relacionados con la
inhibicidn del transporte de glucosa y la secrecidn o sensibilizacion a insulina, favoreciendo
el ingreso de glucosa dentro de las células.
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Grafica 8. Efecto de F-V en la CTOG, sustrato sacarosa Los resultados se expresan como el promedio + E.E.M.
(n=6). *p<0.05 comparado con el vehiculo

8.6. Elucidacion estructural de los metabolitos secundarios.

Las fracciones primarias derivadas el estudio fitoquimico del EECm y, que mostraron
mayor actividad en el ensayo in vivo e in vitro, fueron sometidas a sucesivos procesos de re-

cromatografia (ver seccién 7.15.), con la finalidad de obtener e identificar los metabolitos
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secundarios presentes y, poder establecer su participacién como probables responsables de
la actividad biol6gica observada.

Después de los procesos de re-cromatografia, se seleccionaron y se enviaron diferentes
muestras para su analisis a través de RMN de *H y *C. Los compuestos mayoritarios

identificados fueron los siguientes:

8.7. Rosmarinato de metilo y &cido rosmarinico.

Los compuestos rosmarinato de metilo y el &cido rosmarinico, fueron obtenidos posterior
a un proceso de re-cromatografia en columna, ambos compuestos se identificaron en la
fraccion que mostré mayor actividad en el ensayo in vitro de enzimas a-glucosidasas, la
fraccion F-I1.

En el analisis de RMN H (espectro 1a) y RMN 3C (espectro 1b) para el compuesto
rosmarinato de metilo se observaron sefiales en desplazamientos quimicos entre 6 a 7 ppm
para hidrdgenos presentes sobre anillos aromaticos, se observaron dos sefiales dobles (d) en
7.48 ppm y 6.26 ppm, caracteristicas de hidrdgenos vinilicos con orientacién trans por la
constante de acoplamiento de 15.9 Hz. En un desplazamiento de 5.11 ppm, se observo una
sefial doble de doble (dd) con constantes de acoplamiento de 5.1 y 7.8 Hz que integro para
un hidrégeno (HX) el cual tenia como vecinos a dos hidrogenos gue estan sobre un mismo
atomo de carbono (C8"), en un desplazamiento de 2 a 3 ppm se observaron dos grupos de
sefiales doble de doble (dd), con constantes de acoplamiento de 14.3, 5.0 paraunay 14.3, 7.8
Hz para la otra. Adicionalmente, se observé una sefial simple de mayor intensidad en 3.63
ppm, lo que indico la presencia de tres hidrégenos y por el desplazamiento quimico que
presenta caracteristicas de metilo base de oxigeno (-CH3) y lo cual fue corroborado por su
desplazamiento en RMN *C, de 52 ppm.

En el caso del &cido rosmarinico, se observaron sefiales parecidas permitiendo establecer
que se trataba de una estructura similar, pero la ausencia de la sefial en 3.63 ppm en el
espectro de RMN *H (espectro 2a) y de 52 ppm en RMN 3C (espectro 2b), lo que permitié
establecer que se trataba del compuesto acido rosmarinico.

La elucidacion estructural se hizo con base en las sefiales observadas en el anélisis por

RMN de *C y H, los datos espectroscopicos fueron comparados con los reportados en la
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literatura tanto para el rosmarinato de metilo como para el acido rosmarinico (Tabla 8 y 9,
respectivamente) (Kang et al., 2004).

Rosmarinato de metilo.

Tabla 8. Datos espectroscopicos, RM

Rosmarinato de metilo (aislado de EECm) | Rosmarinato de metilo (literatura)
'H-RMN (700 MHz, DMSO-ds) 400 MHz, MeOH-d.

13C-RMN (175 MHz, DMSO-ds)

C 3, integral, m, Cte. BC 3, integral, m, Cte. 13C
9 170.0 173.0
9 165.9 169.1
4 148.8 150.6
7 7.48 (1H, d, J=15.9 Hz) 146.4 | 7.55 (1H, d, J= 16 H2) 148.7
3 145.6 147.6
3 145.0 147.0
4 144.2 146.2
iy 126.7 129.6
1 125.3 128.4
6 7.01 (1H,dd,J=2.0,8.3Hz) |121.8|6.95(1H,dd,J=2.1,8.2Hz) | 124.0
6 6.50 (1H,dd,J=2.1,8.0Hz) | 120.1 | 6.60 (1H,dd, J=2.1,8.1Hz) | 122.6
2 6.64 (1H, d, J=2.1 H2) 116.7 | 6.70 (1H, d, J=2.5 Hz) 118.3
5 6.77 (1H, d, J=8.1 H2) 115.8 | 6.77 (1H, d, J=8.2 H2) 117.3
5 6.64 (1H, d, J=8.0 Hz) 115.5 | 6.69 (1H, d, J=8.2 Hz) 117.1
8 6.26 (1H, d, J=15.9 H2) 114.9 | 6.26 (1H, d, J=16 H2) 116.0
2 7.06 (1H, d, J=2.1 H2) 112.9 | 7.04 (1H, d, J=2.1 Hz) 114.9
8 511 (1H,dd,J=5.1,78Hz) | 728 |5.18(1H,dd,J=5.3,75Hz) | 754
-CHs | 3.63 (3H, s) 52 3.69 (3H, s) 53.5
7 2.93 (1H, dd, J=14.3, 5.0Hz) 36.2 3.03 (1H, dd, J=14.4, 4.7 Hz) 38.7

2.93 (1H, dd, J=14.3, 7.8 Hz2) ' 3.02 (1H, dd, J=14.4, 6.9 Hz2) )
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Acido rosmarinico

Tabla 9. Datos espectroscopicos, AR
Acido rosmarinico (aislado de EECm) Acido rosmarinico (literatura)
'H-RMN (200 MHz, CD30OD) 400 MHz, MeOH-d4
13C-RMN (50 MHz, CD30D)
C 8, integral, m, Cte. 13C 3, integral, m, Cte. 13C
9 174.1 174.3
9 168.0 169.2
4 149.7 150.5
7 | 6.74 (1H,d, J=15.9 Hz) 147.6 | 7.54 (1H, d, J=15.9 Hz) 148.5
3 146.8 147.6
3 146.1 146.9
4 145.2 146.1
iy 129.5 130.0
1 127.7 128.4
6 |6.14(1H,dd,J=19,82Hz) | 123.1|6.94(1H,dd, J=2.0,8.3Hz) | 123.9
6 | 5.80 (1H, dd, J=1.9, 8. Hz) 121.8 | 6.60 (1H, dd, J=2.1,8.1 Hz) | 122.6
21594 (1H,d,J=1.7H2 117.6 | 7.03 (1H, d, J=2.1 H?) 118.4
5 [ 5.97 (1H, d, J=8.1 Hz) 116.5 | 6.77 (1H, d, J=8.2 H?) 117.3
5 1598 (1H, d, J=8.0 H2) 116.3 | 6.69 (1H, d, J=8.1 Hz) 117.1
8 |5.46 (1H, d, J=15.9 Hz2) 115.2 | 6.26 (1H, d, J=15.9 H2) 116.0
2 |6.24(1H,d,J=18H2z) 114.5 | 6.74 (1H, d, J=2.0 Hz) 115.2
8 | 4.36 (1H,dd,J=45,82Hz) |75 5.17 (1H,dd,J=4.3,84Hz) | 754
7 2.30 (1H, dd, J=14.4, 4.5 Hz) 38 3.09 (1H, dd, J=14.4, 4.3 Hz) 38.7
2.18 (1H, dd, J=14.3, 8.3 Hz) 3.09 (1H, dd, J=14.3, 8.4 Hz) '

Por otro lado se hizo una amplia revision bibliografica y se encontrd que tanto el

compuesto AR como el RM, han sido aislados de otras especies vegetales del género Cordia
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(Geller et al., 2010) y, principalmente, el AR es un componente caracteristico de especies
vegetales que pertenecen a la familia Lamiaceae, de donde se aisld por primera vez a partir
de Rosmarinus officinalis L y caracteristico también de la familia Boraginaceae, en donde se
presenta en cantidades mas altas. EI AR ha sido identificado como uno de los componentes
activos de diversas plantas medicinales como: Salvia officinalis (Salvia) Thymus vulgaris
(Tomillo) (Petersen and Simmonds, 2003), Cordia sebestena (arbol, no me olvides) (Dai et
al., 2010), Cordia verbenacea (Oza and Kulkarni, 2017), Salvia miltiorrhiza (Kang et al.,
2004) y Cordia dichotoma de donde se ha aislado tanto el &cido rosmarinico como el

rosmarinato de metilo (Oza and Kulkarni, 2017).

Diversos estudios han evaluado las actividades farmacoldgicas del acido rosmarinico.
Se ha descrito que el AR presenta una inhibicion significativa de las enzimas a-glucosidasas
(Kubinoba et al., 2013), lo que confirma el efecto mostrado por el EECm evaluado. También,
el AR mostré una potente inhibicion de la enzima DPP-4 y de PTP-1B en otro estudio.
Adicionalmente, el AR ha sido identificado como un activador de la AMPK (Jayanthy et al.,
2017). Por otro lado, tratamiento oral con 100 mg/kg del AR, durante 30 dias, mejord los
niveles de glucosa en sangre, regulo las adipocinas y mejoro la sensibilidad a la insulina en
ratas diabéticas (Jayanthy et al., 2014). Runtuwene et al. 2016, observaron que el AR redujo
la hiperglucemia y mejor6 la sensibilidad a la insulina, al aumentar la expresion del
transportador de glucosa GLUT-4 y, Jayanthy y Subramanian (2014), informaron que el AR
controla la glucosa en sangre regulando el transportador SGLT1 en la membrana intestinal.
Por otro lado, el compuesto RM se describid por su efecto en la inhibicion de enzimas o -
glucosidasas, actividad antihiperglucémica e hipoglucémica (Ruiz-Vargas et al., 2019).
Después de revisar estos antecedentes, las actividades descritas para estos compuestos
pueden correlacionarse con los resultados observados en la evaluacion de CTOG y el modelo
de diabetes NID, lo que sugiere que los efectos antidiabéticos del EECm, podrian estar
vinculados a mas de un mecanismo accion y esto debido a la presencia del AR y del RM,
como componentes mayoritarios. Por otro lado, los antecedentes farmacol6gicos son mas
escasos para el compuesto RM y casi no existen datos sobre su mecanismo de accion, por
esta razén y debido a que se aislo en la fraccion que presenté mayor actividad, se decidid

evaluar su actividad antidiabética y su posible mecanismo de accion como
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insulinosensibilizador, en un modelo de diabetes NID y en la expresion de PPARs. Los

resultados se presentaran en un apartado méas adelante.

8.8. Nicotiflorina.

Este compuesto se obtuvo por precipitacion espontanea durante la evaporacion del
disolvente de las fracciones primarias, entre ellas el grupo de fracciones con clave FIII que
se evalud en el ensayo de inhibicion de enzimas a-glucosidasas. Se obtuvieron 150 mg del
precipitado color amarillo, el cual se analiz6 mediante RMN *H (espectro 3a) y RMN *C
(espectro 3b). En el espectro de RMN H se observaron varias sefiales en desplazamientos
entre 6 a 8 ppm para los hidrégenos sobre anillos aromaticos correspondientes a los anillos
del flavonoide, en la region con desplazamientos entre 3 a 5 ppm se evidencio la presencia
de sefiales para hidrogenos de un fragmento glucosidico, donde ademas se observaron las
sefiales caracteristicas para dos hidrégenos anoméricos, lo cual indicé la presencia de dos
unidades glucosidicas en la molécula, en 4.55 ppm con una constante de acoplamiento de
1.3 Hz y 5.09 ppm con constante de acoplamiento de 7.4 Hz. Mediante el andlisis de RMN
13C se confirmo la presencia de estas moléculas al observar las sefiales en 102.4 y 104.8 ppm,
correspondientes a ramnosa y glucosa, respectivamente.

La elucidacion estructural se hizo con base en las sefiales observadas en el andlisis por
RMN, los datos espectroscopicos fueron comparados con los reportados en la literatura
(Tabla 10) (Ahmadian et al., 2017).

Nicotiflorina
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Tabla 10. Datos espectroscdpicos, Nicotiflorina
Nicotiflorina (aislada de EECm) Nicotiflorina (literatura)
IH-RMN (200 MHz, CD30D) IH-RMN (400 MHz, CD30D)
13C-RMN (50 MHz, CD30D) 13C-RMN (100 MHz, CD30D)
C 3, integral, m, Cte. 13C 3, integral, m, Cte. 13C
2 - 158.3 | - 158.3
3 - 1356 | - 134.5
4 - 1793 | - 178.80
5 12.23 (1H, s) 162.8 | - 161.7
6 6.18 (1H,d,J=2.1Hz) | 99.2 | 6.21 (1H, d, J=1.2 Hz) | 99.98
7 - 165.8 | - 165.8
6.35 (1H,d,J=2.1Hz) | 95.0 | 6.40 (1H, d, J=1.2 Hz) | 94.95
9 - 159.3 | - 158.3
10 - 1055 | - 104.8
1 - 123.7 | - 122.6
2,6 | 8.04(1H,d,J=89Hz) | 132.4 | 8.08 (1H, d, J=8.9 Hz) | 132.4
3,5 | 6.88(1H, d,J=8.4Hz) | 116.2 | 6.90 (1H, d, J=8.9 Hz) | 116.0
4 - 1613 | - 160.4
17 5.09 (1H, d,J=7.4 Hz) | 104.8 | 5.15 (1H, d, J=7.5Hz) | 104.6
27 - 75.7 | - 75.7
37 - 781 | - 78.1
4 - 718 | - 714
57 - 771 | - 77.2
6" - 68.6 | - 68.5
1 455 (1H,d,J=1.3 Hz) | 102.4 | 4.54 (1H, bs) 102.2
277 - 72 - 72.1
37 - 723 | - 72.2
4 - 739 |- 73.8
57 |- 69.5 |- 69.7
6 |1.14(3H,d,J=6.0Hz) | 17.9 | 1.14 (3H,d, J=6.0 Hz) | 17.9
[ & )
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Como se sabe, los compuestos tipo flavonoides constituyen un amplio grupo de
compuestos presentes en diferentes especies vegetales, cuyas actividades bioldgicas han sido
descritas ampliamente, entre ellas: como antioxidantes, antiinflamatorios, hepatoprotectores,

analgesicos, antimicrobianos, anticancerigenos y antidiabéticos (Delgado et al., 2015).

C. morelosana es una planta de la familia Boraginaceas, al igual que C. dichotoma, de
la cual se ha aislado el flavonoide nicotiflorina. C. dichotoma ha sido reportada por sus
efectos hipoglucémicos y antihiperglucémicos en modelos de evaluacion in vivo (Jamkhande
et al., 2013). El flavonoide nicotiflorina se ha reportado como un compuesto neuroprotector,
antioxidante (EI-Mostafa et al., 2014) e inhibidor de la actividad de enzimas a-glucosidasas
(29.9 + 5.56 %) (Avila., 2017).

Por otro lado, aunque la fraccion F-I11, no tuvo un efecto relevante en el ensayo de
inhibicion de enzimas a-glucosidasas al compararlo con las otras fracciones evaluadas, se
decidié analizar esta fraccion desde el punto de vista cromatografico, por su contenido

observado en CCF y por la presencia del precipitado en las fracciones primarias.

8.9. 1-O-metil-scyllo-inositol.

Se obtuvo un precipitado color blanco (81 mg) a partir de la re-cromatografia en columna
de las fracciones de mayor polaridad, incluidas F-1V y F-V, las cuales mostraron actividad

en el ensayo de inhibicion de enzimas a-glucosidasas y, FV en el ensayo in vivo de CTOG.

La elucidacion estructural se hizo con base en las sefiales observadas en RMN *H
(espectro 4a) y RMN 13C (espectro 4b), los datos espectroscopicos fueron comparados con
los reportados en la literatura (Tabla 11) (Sun et al., 2008).
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1-O-metil-scyllo-inositol

Tabla 11. Datos espectroscdpicos, 1-O-metil-scyllo-inositol
1-O-metil-scyllo-inositol (literatura) 1-O-metil-scyllo-inositol  (aislado  de
(400 MHz, D,0) EECm)
'H-RMN (400 MHz, D,0)
3, integral, m, Cte. 13C 3, integral, m, Cte. 13C
3.62 (3H, s) 59.98 3.56 (3H, s) 59.74
3.47-3.30 (5H, m) 73.66, 73.57,73.10 | 3.41-3.23 (5H, m) 73.39, 73.31, 72.82
3.15(1H,t,J=9.3 83.57 3.09 (1H,t,J=9.4 83.29
Hz) Hz)

En la revision bibliogréafica de especies vegetales del género Cordia, no se encontrd
reporte sobre el compuesto 1-O-metil-scyllo-inositol. Sin embargo, se han aislado una amplia
variedad de isdmeros de inositol en otras especies vegetales (familia Fabaceae) (Poongothai
etal., 2013).

Existe un gran interés en este tipo de compuestos dado que, en particular, myo-inositol
y D-chiro-inositol han sido descritos por poseer actividades como miméticos de insulina y
ser eficientes en la disminucion de la glucosa postprandial (Croze et al., 2013). EI compuesto
D-pinitol, otro isbmero importante, se ha reportado por su actividad antidiabética (Sharma et
al., 2014), mientras que el isomero scyllo-inositol posee potencial para el tratamiento de la
enfermedad de Alzheimer, interactuando directamente con el péptido amiloide, en las células
beta del pancreas (Sun et al., 2008).

Como se pudo observar, el compuesto 1-O-metil-scyllo-inositol es uno de los compuestos
gue también podria contribuir de manera importante a la actividad antidiabética mostrada en
el ensayo in vitro e in vivo por parte del EECm. Las fracciones F-1V y F-V, derivadas del
estudio fitoquimico bio-dirigido del EECm, también mostraron actividad en el ensayo de

inhibicién de a-glucosidasas y la F-V en el ensayo in vivo.
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8.10. Determinacion del efecto antidiabético e insulino

sensibilizador de RM y AR: in vivo, in vitro e in silico

8.11. Evaluacion del rosmarinato de metilo en un modelo de diabetes
NID.

Como se menciond anteriormente, con la finalidad de determinar el potencial
antidiabético del compuesto RM, para el cual existen muy pocos reportes sobre su actividad
farmacoldgica, se evalud de forma inicial en el modelo de diabetes NID, en ratones.

En la Grafica 9, el RM evaluado a una dosis de 50 mg/kg, indujo un efecto significativo
(p<0.001) en los niveles de glucosa plasmatica, el efecto hipoglucémico se mantuvo desde
la hora 3 hasta las 7 horas del ensayo y fue comparado con el vehiculo. El efecto por parte
del RM fue mejor comparado con el efecto mostrado por glibenclamida (5 mg/kg) utilizado

como control.

Por otro lado, prestando atencion a la curva observada y teniendo en cuenta la estructura
quimica del RM, este podria comportarse como un profarmaco (es un éster metilico del AR),
ya que después de la administracion puede ser metabolizado por esterasas para generar el
acido carboxilico libre. Este efecto podria deducirse dado que en la primera hora después de
la administracion, el RM no mostr6 efecto en la disminucién de los niveles de glucosa en
sangre, sino que se observé hasta la hora 3 del ensayo. La importante actividad antidiabética
mostrada por RM podria estar relacionada con la accion antihiperglucémica promovida por
la inhibicion de las enzimas a-glucosidasas, segun lo descrito por Ruiz-Vargas y cols. (2019),
donde tuvo un 83 % de inhibicion a 0.75 mM. Sin embargo, con la finalidad de evaluar la
actividad del RM sobre un posible mecanismo de accion relacionado con la sensibilizacion

de la insulina, se llevé a cabo el ensayo sobre la expresion de PPARs.
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-@- Vehiculo
- Glibenclamida 5 mg/kg
501 —A&- Rosmarinato de metilo 50 mg/kg

Variacién de gicemia (%)

-100

Tiempo (h)

Graéfica 9. Efecto antidiabético del RM. Los resultados se expresan como el promedio + E.E.M.
(n=6). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 comparado con el vehiculo

8.12. Evaluacion de RM y el AR sobre la expresion PPARYy, PPARa,
GLUT-4y FAPT.

En este ensayo se decidid evaluar los dos compuestos, RM y AR sobre la expresion de
PPARy, PPARa, GLUT-4 y FAPT. Células de fibroblastos 3T3-L1 ya diferenciadas a
adipocitos fueron tratadas por 24 h con una concentracion de 10 pg/mL de cada compuesto.
Posteriormente, se aislo el ARNm para medir la expresion de cada uno y los resultados
generados se muestran en las siguientes gréficas 10 (A, B, Cy D)

Mientras que el AR no mostro efecto sobre el incremento en la expresion los PPARSs, el
compuesto RM aument0 significativamente (aproximadamente 4 veces) la expresion relativa
del ARNm de PPARy (grafica 10 A), asi como de su producto de activacion GLUT-4
(Grafica 10 B), siendo similar al efecto de pioglitazona, farmaco utilizado como control. El
compuesto RM también mostré un incremento de la expresion del ARNm de PPARa
(Grafica 10 C) y FAPT (aproximadamente 4 y 5 veces, respectivamente) (Grafica 10 D). De
este modo, podriamos afirmar que el compuesto RM puede activar directamente a los
receptores nucleares PPARy y PPARa, lo cual se puede inferir a través del aumento de la

expresion de la proteina transportadora de glucosa, GLUT-4 inducida por la activacion de
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PPARYy y la proteina transportadora de acidos grasos FAPT, inducida por la activacion de
PPARa. Los PPARYy, PPARa son expresados en diferentes tejidos blanco y cuyas funciones
tienen un rol importante en la expresion de genes involucrados en la adipogeénesis,
metabolismo de lipidos, inflamacidon y la regulacién de la homeostasis de glucosa (Wang et
al., 2014). Su activacién es de gran relevancia en la busqueda y descubrimiento de
compuestos antidiabéticos y contra la obesidad por incrementar la sensibilidad a la insulina
y la disminucion de la insulino resistencia (Mueller et al., 2008).

Adicionalmente, pese a que no se observo un efecto en el modelo in vitro por parte del AR
en la expresion de PPARs, existen varios reportes donde se ha demostrado que en el
tratamiento de ratas diabéticas HFD-STZ inducidas, se incrementé la expresion de GLUT-4
en el masculo esquelético (Jayanthy et al. 2017; Runtuwene et al., 2016), lo cual contribuye
a una disminucion de los niveles de glucosa en sangre (Alagawany et al., 2017). Por otro
lado, diversos estudios han indicado que extractos de Rosmarinus officinalis L., planta de la
cual se obtuvo por primera vez el compuesto AR y otros compuestos fenélicos relacionados,
regulan la actividad de PPARY, la diferenciacion de adipocitos e inhiben la lipasa pancreética
(Zheng et al., 2013).
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Gréficas 10. A, B, Cy D. Efecto de los compuestos AR y RM sobre la expresion de ARNm de PPARs.
Los resultados representan el promedio + E.E.M (n=5), comparado con el control. ***p<0.001.




Facultad de Farmacia

8.13.  Acoplamiento molecular de AR y RM sobre PPARy y PPARa

Con base en los ensayos experimentales in vivo (solo RM) e in vitro, se seleccionaron
ambos compuestos para explicar las posibles interacciones con PPARy y PPARa. Cada uno
de los compuestos se acopld con los sitios cataliticos de PPARy y PPARa, utilizando el

programa Autodock 4.2.

8.14. Validacion de acoplamiento molecular

La Validacion fue llevada a cabo en AutoDock 4.2, con base en las interacciones
importantes hechas por el ligando unido con los aminoacidos del sitio de unién, indicando
que los parametros de simulacion de acoplamiento son buenos y reproducen esas
interacciones entre la estructura de rayos X de los blancos planteados, tomando en cuenta los

modos de unién en donde el RMSD se menor de 2 A.

8.15. Validacion de acoplamiento molecular sobre PPARY (PDB 1171)

De acuerdo con los resultados de la validacion se observé que se conservan las
interacciones cruciales del ligando co-cristalizado. Arrojando una energia de union de -6.95
kcal/mol y un RMSD de 0.64 A. Tesaglitazar (Figura 9) muestra interacciones de tipo puente
de hidrégeno con His 449, His 323, Ser 289 y Tyr 473, ademas se observaron interaccion con
lle 281.




Facultad de Farmacia

O polar = * sidechain acceptor O solvent residue arene-arene
© acidic - sidechain donor O metal complex ©H arene-H

Q basic - backbone acceptor - solvent contact ©+ arene-cation
O greasy =+ backbone donor - metalfion contact

o+, PrOXimity ® ligand O receptor

- contour exposure exposure

Figura 9. Visualizacion en dos dimensiones de Tesaglitazar en la cavidad de PPARYy, se aprecian las
interacciones polares (punteadas en azul y verde).

8.16.  Acoplamiento molecular del acido rosmarinico sobre PPARYy

Para la eleccion de éste conférmero, se tomo en cuenta la similitud espacial del ligando
co-cristalizado. Este present6 una energia de union de -4.53 kcal/mol.

En la Figura 10 se muestra al acido rosmarinico en donde se exhiben las interacciones
polares con los residuos de aminoacidos Cys 285, Lys 367, Gly284 y otra interaccion con el
aminoéacido Ser 342. Cabe mencionar que este modo de union es distinto al convencional y

se ha descrito en agonistas parciales de este receptor (Bruning et al., 2007).
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Figura 10. Visualizacion en dos dimensiones del &cido rosmarinico en la cavidad de PPARY, se
aprecian las interacciones polares (punteadas en azul y verde).

8.17.  Acoplamiento molecular del rosmarinato de metilo sobre
PPARY

Se reagruparon los modos de unién con un RMSD=1.5 A obteniendo un conférmero. Este
present6 una energia de union de -4.53 kcal/mol. EI RM mostr6 una interaccion por puente
de hidrégeno con Lys 263, ademas se observo otra interaccion entre el carbonilo del éster y
Glu 343. También, se observé una interaccion n-cation entre el anillo aromético de la porcion
3,4-(dihidroxifenil) acriloilo y a la vez una interaccion de puente de hidrogeno con Cys 285.
Por otro lado, se predijo una interaccion de doble puente de hidrégeno con Ser 342, la cual,
como se menciond anteriormente, es caracteristica de los agonistas parciales de PPARy
(Figura 11). Los agonistas parciales representan una ventaja sobre los agonistas totales, ya

que los agonistas totales son relacionados con efectos adversos severos como: aumento de
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peso, edema, cardiotoxicidad, fracturas dseas (Capelli et al., 2016) e incluso cancer (Colin-
Lozano et al., 2018).

l'/@\:
N
QO polar » sidechain acceptor O solvent residue arene-arene
acidic - sidechain donor O metal complex ©H arene-H
basic  -* backbone acceptor solvent contact @+ arene-cation
greasy ¢+ backbone donor = metalfion contact
v, PrOXimity - ligand O receptor
“=~ contour exposure exposure

Figura 11. Visualizacion en dos dimensiones del rosmarinato de metilo en la cavidad de PPARY, se
aprecian las interacciones polares (punteadas en azul y verde).

Como se pudo observar, el AR y RM mostraron un modo de union caracteristico de
agonistas parciales, en donde se exhibi6 la formacion de puente de hidrogeno con Ser 342
(de la cadena interna de la hoja B del receptor) y la interaccion con Cys 285 (Figura 12). Es
importante mencionar que se encuentra descrito que este modo de unién es independiente al
tradicional (His 449, His 323, Ser 289y Tyr 473), lo cual explica la actividad que se observo

para el RM en el ensayo in vitro e in vivo donde el RM tuvo efecto significativo.
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Figura 12. sobreposicionamiento en tres dimensiones de los compuestos acido rosmarinico (magenta)
y rosmarinato de metilo (azul) en donde se aprecian las interacciones en la cavidad de PPARY.

8.18.  Validacion de acoplamiento molecular sobre PPARa (PDB
5HYK)

Se muestran los resultados de la validacion en donde se observa que se conservan las
interacciones importantes del ligando co-cristalizado (Figura 13). Arrojando una energia de
unioén -10.96 kcal/mol y un RMSD de 0.29 A.
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Figura 13. Visualizacién en dos dimensiones del &cido 2-metil-2-[4-naftalen-1-il) fenoxi] propanoico
en la cavidad de PPARaq, se aprecian las interacciones polares (punteadas en azul y verde).

8.19.  Acoplamiento molecular del &cido rosmarinico sobre PPARa

Para la eleccion de éste confrmero, se tomd en cuenta la similitud espacial del ligando
co-cristalizado. Este present6 una energia de union de -5.39 kcal/mol.
En la Figura 14, se muestra que el AR genera una red de interacciones de puente de hidrégeno
con los aminoacidos Ser 280, Tyr 314, Tyr 464 e His 440, en el sitio de union al ligando de

PPARa, estos aminoacidos son cruciales para la activacion de este receptor.
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Figura 14. Visualizacion en dos dimensiones del acido rosmarinico en la cavidad de PPARa, se
aprecian las interacciones polares (punteadas en azul y verde).

8.20.  Acoplamiento molecular del rosmarinato de metilo sobre
PPARa

Para la eleccion de éste conformero, se tomd en cuenta la similitud espacial del ligando
co-cristalizado. Este presentd un puntaje de -4.9 kcal/mol.

Para el RM se predijeron interacciones (Figura 15) de puente de hidrégeno con los
aminoacidos Ser 280, Tyr 314 e His 440, aminoacidos cruciales para la activacion de este
receptor, ademds, se muestra una interaccion con Phe 273 presente en el ligando co-
cristalizado y una interaccion con Thr 279, lo cual podria reforzar la interaccion de este

ligando con el sitio de unidén vy, por lo tanto, manifestar actividad bioldgica.

N
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Estos resultados son relevantes para explicar a nivel molecular la actividad de RM en el
ensayo in vitro, en el cual RM incremento la expresion relativa de este receptor y, en el
ensayo in vivo, RM disminuyd los niveles de glucosa en sangre de manera significativa. Por
otro lado, a pesar de que el AR no tuvo ningun efecto en la expresion de los receptores, in
vitro, el estudio de acoplamiento mostro que el AR tiene interacciones con residuos de

aminoacidos cruciales para la activacion de los receptores.

E\l
\\;4:}1/
O polar - sidechain acceptor (O solvent residue arene-arene
acidic  + sidechain donor O metal complex ©H arene-H
O basic  -*backbone acceptor - solvent contact @+ arene-cation
greasy ¢ backbone donor - metalfion contact
., PrOXimity ligand Q receptor
- contour exposure exposure

Figura 15. Visualizacion en dos dimensiones del rosmarinato de metilo en la cavidad de PPARa, se
aprecian las interacciones polares (punteadas en azul y verde).
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e
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Figura 16. sobreposicionamiento en tres dimensiones de los compuestos acido rosmarinico (magenta)
y rosmarinato de metilo (azul) en donde se aprecian las interacciones en la cavidad de PPARa.

8.21. Estudio fitoquimico del extracto metanolico de Calea
zacatechichi (EMCz)

Como se menciond en los antecedentes de este proyecto, un estudio previo del EMCz
tuvo un 65 % de inhibicion de la actividad de enzimas a-glucosidasas intestinales. Ademas,
en un ensayo in vivo, mostro un efecto antihiperglucémico y antidiabético, al disminuir los
niveles de glucosa en sangre de manera significativa (p<0.01 y p<0.05, respectivamente)
(Giles, 2015). En el ensayo para determinar el efecto antihiperglucémico, se probaron los
tres extractos obtenidos de C. zacatechichi y se definié que el extracto EMCz fue el méas
activo, comparado con los otros dos; por esta razon se decidio llevar a cabo el estudio
fitoquimico y, poder identificar los metabolitos secundarios presentes en este extracto.

El EMCz fue sometido a un proceso inicial de extraccion liquido-liquido (biparticion). A
un total de 36.4 g de extracto se hizo la biparticion (por triplicado), utilizando los siguientes
disolventes: n-hexano, CH2Cl,, AcOEt y n-butanol, en orden consecutivo. Derivado de lo
anterior, se obtuvieron los siguientes pesos (g) para cada fraccién: n-hexano (1.63 g), CH2Cl>
(1.08 g), AcOEt (2.01g), n-butanol (16.5 g) y la fraccion acuosa (15.2 g).
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8.22. Evaluacién de las fracciones primarias de EMCz

Con la finalidad de determinar cuél de las fracciones primarias posee actividad en el
ensayo de enzimas a-glucosidasas, se pesaron 10 mg de cada una y se evaluaron a una
concentracion de 1 mg/mL

Los resultados se muestran en la Grafica 11, las fracciones que mostraron mayor
porcentaje de inhibicidn son en orden descendente: n-butanol (77.5 + 0.53 %), AcOEt (66.06
+0.78 %), acuosa (44.89 = 1.86 %) y n-hexano (35.77 + 3.77 %), comparadas con el DMSO.
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Grafica 11. Efecto de las fracciones de EMCz sobre la actividad de enzimas a-glucosidasas. L0S
resultados se expresan como el promedio + E.E.M. (n=5). ***p<0.001 comparado con DMSO.

Con este ensayo preliminar se decidid llevar a cabo el proceso de re-cromatografia en
columna de la fraccion mas activa para determinar el contenido metabolico e identificar el o

los compuestos responsables de la actividad.

8.23. Elucidacion estructural

Como se menciono en la seccién 7.16., se llevé a cabo una cromatografia en columna de
la fraccion obtenida con n-butanol, el proceso fue monitoreado mediante CCF y se not6 que,

durante el proceso de evaporacion del disolvente, en la esfera habia la presencia de un

precipitado color amarillo (Figura 8). Posteriormente, fueron seleccionadas algunas de las

84

N
—



Facultad de Farmacia

fracciones derivadas de esta CC, para llevar a cabo una cromatografia radial (CR) vy, asi,
poder obtener e identificar el o los compuestos presentes en el precipitado.

Posterior a la CR, se seleccion6 una de las fracciones que contenia el precipitado, de
acuerdo con lo observado en CCF y se le asigno la clave CR-9 para su analisis mediante
RMN de 'H y °C.

En el analisis de RMN se observaron sefiales caracteristicas de hidrogenos unidos a
anillos aromaticos, en un desplazamiento quimico de entre 6 a 8 ppm, ademas, se observaron
sefiales que indican la presencia de un compuesto glicosidico en desplazamientos quimicos
entre 3 a5 ppm y, una sefial doble asignada como el hidrégeno anomérico caracteristico de
una unidad de B-D-glucosa en un desplazamiento quimico de 5.11 ppm con constante de
acoplamiento de7.5 Hz; se observé otra sefial doble en 4.52 ppm para un hidrégeno y, una
sefial doble en 1.12 ppm con una integracion para tres hidrégenos (-CHzs), caracteristica de
una unidad de ramnosa. Finalmente, se compararon los datos de RMN con los datos
reportados en la literatura (Tabla 12) y se identificd el flavonoide rutina como uno de los

componentes de la mezcla.

OH
OH
OJ\ o
HoY Y~ “oH
OH
Rutina

Tabla 12. Datos espectroscopicos, Rutina.

Rutina Rutina aislada de EMCz

(500 MHz, DMSO-d¢) (200 MHz, CDs0OD)

(6, m, J, integral) (6, m, J, integral)
C H 13C 14 13C
2 157.3 157.1
3 134.1 134.2
4 178.2 178.0
5 157.5 157.9
6 6.20, d, J=2.0 Hz, 1H 99.5 6.21,d,J=2.1Hz, 1H -
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7 164.9 164.6
8 6.40, d, J=2.0 Hz, 1H 945  6.40,d.J=2.1Hz, 1H 93.4
9 162.1 164.2
10 104.8 =
I 122.5 122.7
2’ 7.66.d,J=2.0 Hz, 1H 116.1 7.67,d,J=2.0 Hz, 1H 114.6
3 145.6 144.4
4 149.3 148.4
5’  6.86,d,J=8.0 Hz, 1H 117.1 6.88,d,J=8.3 Hz, 1H 116.3
6’ 7.67,dd,J=2.0,8.0 Hz, 1H 122.0 7.63,dd, J=2.2, 8.3 Hz, 1H 122.1
1” 541,d,J=8.0Hz, 1H 101.6 5.11,d,J=7.5Hz, 1H 101.0
2 74.9 74.3
3” 77.3 76.7
4” 72.7 72.5
5” 76.7 75.8
6” 67.9 67.1
1” 451,d,1H 102.2 4.52,d,1.4Hz, 1H 103.3
2 70.8 70
3 71.2 70.7
4 71.4 70.8
5 69.1 68.3
6> 0.80, d, J=6.0 Hz, 3H 186  1.12,d,J=6.1 Hz, 3H 16.4

Los flavonoides se encuentran ampliamente distribuidos en las plantas, se han descrito
por su actividad como hipoglucémicos e inhibidores de enzimas o-glucosidasas. El
compuesto rutina ha sido ampliamente descrito por poseer efectos sobre la inhibicion de
enzimas a-glucosidasas intestinales, disminucion de la gluconeogénesis, aumento de la
captacion de glucosa, a través secrecion de insulina desde las células B del pancreas. También
posee efectos antioxidantes, efectos cardioprotectores y efectos antihiperglucémicos en
modelo in vivo de ratas diabéticas STZ; donde también disminuy6 los niveles de
hemoglobina glicosilada (Ahmad et al., 2017). Rutina es un compuesto ampliamente descrito
por sus actividades farmacoldgicas, por tal motivo, se decidid ya no llevar a cabo
evaluaciones para determinar su efecto bioldgico; pero si es importante mencionar que estos
antecedentes pudieron corroborar que la presencia de este flavonoide como componente

mayoritario, de la fraccion analizada, es uno de los metabolitos activos del EMCz.




Facultad de Farmacia

9. CONCLUSIONES

El estudio fitoquimico de C. morelosana permitid el aislamiento de cuatro compuestos
conocidos: &cido rosmarinico, rosmarinato de metilo, nicotiflorina y 1-O-metil-scyllo-
inositol, identificados como los principales componentes del extracto etandlico (EECm);
donde el &cido rosmarinico y el compuesto rosmarinato de metilo, participan como los
principales agentes antidiabéticos bioactivos, relacionados con més de un blanco terapéutico
dirigido al tratamiento de la DM2, tales como, la accién antihiperglucémica (por inhibicién
de enzimas a-glucosidasas y posible inhibicion del trasportador de glucosa), la
sensibilizacion a la insulina producida por la probable activacion o sobreexpresion de PPARy
y GLUT-4 y, también es posible que puedan ser Utiles en el tratamiento de la dislipidemia

por sus efectos en la activacion o sobreexpresion de PPARa y FAPT.

El analisis fitoquimico de C. zacatechichi permitio el aislamiento del flavonoide rutina,
como componente mayoritario de la fraccion butandlica proveniente del EMCz. Esta fraccién
tuvo el mayor porcentaje de rendimiento, posterior a la extraccion liquido-liquido, por lo
cual, la presencia de este flavonoide puede relacionarse ampliamente con las actividades
biolégicas demostradas previamente y corroboradas con lo reportado en la bibliografia

cientifica.
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10.PERSPECTIVAS

Levar a cabo estudios antidiabéticos subcrdnicos de los extractos y compuestos activos para

determinar sus efectos en mayor periodo de tiempo.

Eficientizar la obtencion de los compuestos que mostraron actividad, con la finalidad de
Ilevar a cabo més evaluaciones que permitan esclarecer todos los mecanismos de accién

involucrados en el efecto antidiabético mostrado.
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12. ANEXOS
Espectro 1a2

Rosmarinato de metilo 'H RMN (700 MHz, DMSO-d6)
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Espectro 1b

Rosmarinato de metilo 13C RMIN (175 MHz, DMSO-d6)
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Espectro 2a
Acido rosmarinico 'H RMN (200 MHz, CD,0D) H-2'
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Espectro 2b

Acido rosmarinico C RMN (50 MHz, CD,0D)
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Espectro 3a

Nicotiflorina 'H RMN (400 MHz, CD,0D)
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Espectro 3b

Nicotiflorina C RMN (100 MHz, CD,0D)
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Espectro 4a
1-O-metil-scyllo-inositol IH RVIN (400 MHz, D,0) /’
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Espectro 4b

1-O-methil-scyilo-inositol *C RMN (100 MHz, D,0O)
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Espectro 5a

Rutina H RMN (200 MHz, CD,0D)

0 !

G B
(R

N

(
L8
|
/ Le.
: T | —E
fomt . - Eal
PTT <y
-]
&
o
- pR-loueUIelN TE'E—
<
e
GE
2
@
g
L'}
“.” )
w . P
—~ W - by -
s R N - St
I Le
lﬁ » <
| o u ~
¥ (e
o 1.
lwm
& It 2
} L=
L | v
™~ !
3m } )
s _ F e
d-Fl 1 ! .
S L0 — Lo
o B ogre——=_ [“
L w .
| o | o
~
Lo
™~
| e
~

0.0

5.0 4.5 4.0 3.5 30 .5 20 15 10 0.5
f1 (ppm)

55

6.3 6.0

7.0

8.0 75

8.5

9.0

1
105 |

(
L




| Facultad de Farmacia

Espectro 5b

Rutina 3C RMN (100 MHz, CD,;0D)

v9ol y

bl -—
b 8pL-—
VLS _
6461
Z oL~
9'p9L-

08LL—

200

-10

20 10

30

180 170 160 150 140 130 120 110 100 0
f1 (ppm)

190

210

220

1
106 |

(
L




Facultad de Farmacia

107

[
—



Facultad de Farmacia gty s

Joumal of Ethnopharmacalogy 251 (3030) 112543

Contents lists available sl ScienceDineect

Journal of Ethnopharmacology

journal homepage: www.elsevier.com/locate/jethpharm

Antidiabetic effect of Cordia morelosana, chemical and pharmacological )
studies =

Diana Giles-Rivas™', Samuel Estrada-Soto™”, A. Berenice Aguila.r—Guadaﬂamab'",
Julio Almanza-Pérez”, Sara Garcia-Jiménez”, Blanca Colin-Lozano®, Gabriel Navarrete-Vizquez®,
Rafael Villalobos-Malina®

* Farscdead & Forwacly, Dabeeriidnd Asdmomia dd Easde de Morehs, Cusmeacs, Mol Medes
hCﬂmﬁMw Quatviics, TRRA, Delverddad Auadaoein da Eiadr de Move b, Oosrmreded, Moreled, M gior

“ Latiorapariede Ruwioe alogis, Depin Ol de b Saled, DOCRS, Dadverdidald Asdn Mz Eapalyya, Ceodind de Miviog Medeo

9 Dnidad de Bivmedicing, Ricshal de FBiaalos Sepetons Bucaly, Dbvasided N ! Aeciih e Mo, Talwpards, Fda & Midco, Meviay

ARTICLE INFO ABSTRACT

Eipaals Brimopharmar ologic al imporfance: Cordia mordosmne Stand ley (Boraginacess) is commaonly used in folk medicine
et morels g sty for the treatment of diamhosa, kidney inflammation, dizbhetes, Inmg pain, bronchitis, asthma, hoarsenss:, cough
Dialees and fever.

FPARy Afm: Curment work was conducted to develop & bic-guided isalation of antidisbetic compounds from ethanolic
s extract of Cordia morelosana (FECmL

Marrial and meghods The phyinchemical bioguided study wes conduced by sucomsive dhromaingraphic
techmiques, and isolated compounds were characterized by 10 and 2D-NMHE experiments. The in vho anti-
hyperglyeemic and antidishatic sothities of BEECm (100 mg A& g), and metind nosmarninate (ME, 50 mg & g) wers
determined on normog cemic and dishetic murine models. Additionally, the in wiro activity was onducied to
determine o ghcos idase inhibitory effect, and FPARs, GLUTS and FATF expression on 3T3-L1 cells by RT-FCR
Acuie and sub-chronic toximlogicl smdies for FECm were conduciesd on rats, following the ORCD guidelines
(Mo 420 and 407

Resuls: ERCm promotes signifient oglucosidase inhibition (55.6%) at 1 mg/kg respect to the control Aksa,
EECm (100 mg/kg) showed signifient antiy perglycemic effect on oral glumse olkerance iest ((GTTY, and in
non-insulin dependent type 2 dizbetes (NIDD) model, had antidishetic activity (p < L001) ompared to
controlk. The bio-guided isolation allowed to obtain four Imown compounds desaribed 2 rosmarinic acid (RAJ,
methyl rsmarinate (ME), niotfloine and 1.0umethyl-scyllodinositol Om the other hand, MR showed sig-
nificant antidishetic and anthiyperglyemic activities (p < (L05), and overexpression of FPARy, PPARD, GLUT
4 and FATF than comtrol. Docking studies were: aonductd with FFARy and PFARD, showing interesting binding
made profile on those ergets. Finally, EECm displayed 2 105 > 2000 mg/kg and sub-chromic toxicological
study reveak no toxic signs in animak tesied compared to comtrol

Concluder ERCm showed signifimnt antihyperglyoemic and antidiabetic adbions being RA and MR the main

Mty seeasina e

antidishetic metsbolites
1. Introduction dysfunction, and organ failure, particularly the nerves, eyes, blood
vesmels, heart, and kidney (Balakrishnan e1al, 2018
Type 2 Diabetes mellitus (DM2) is chameteried by hypenglyoemia For the trestment of DM2Z several oral antidiabetic drogs edst,

with unusual carbohydmie, fal, and protein metabolism msulting from which are clasified acconding to their bislogical effect s ingulin se
defective pancreatic froells or insulin deficiency faction. This chronic eretagogue |{sulfonylumas, meglitinides, and DPP-4 inhibitors), insulin
hyperglycemic circumstance i amociaed with long-term damage, sensitieer (bigwmnides and thiazdidinedionss), antihyperglycemic

* Commespond ing anthor.
** Comesponding author.
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(acarbare], and inhilitor of glueoe recapiure (glifoeine), among others
(Chaudhury et al, 2007). In latter clasification, one of the effective
ireatment strategies i lo induce postprandial antihy perglycemic action
by a-glucosidae: inhibition (a8 an efficient adjuvant in DM2 ther
apeulics], and/or most important is W induce the insulin semitiation
thmargh Pemodsome Proliferator- Activated Receptons [ PPARS) agonism.
Thus, the a-glucosidases inhibitors can reduce postprandial hypergly-
cemia, preventing impaired glucose tolemance, imprving lipid mets-
bolism and reducing oxddative stress indirectly. However, the efficacy
of a-glucosdates inhibitors in prediabetes treatment is not Bavourable.
Ressulis from mecent elinical trials have shown that acarbose, a powerful
a-glucosidase inhibitor, reduced the risk of diabetes by only 25% and
had limited effects on the msociated complications (Delorme and
Chiasm, 2005). Recent reseanch siralegies aso explore tageting the
nuclear receptors (MRg), such a5 PPARs that are mepresentative mem-
Ioeers of this large supedamily of NBs, which consist of three iolypes:
PPARw, FPARRS, and FPARy acling & sensors of the cellular metabolic
states | Brunmeir and Xu, 2018). A broad variety of natural eompounds
hag been found 1o bind and activate PPAR proteing, and have besn
imestigated a5 attractive thempeutic targets for DM2 (Shen and Lu,
2013)L

The genus Cordia encompaises aloul 250 species; the majorily are
tree- or shrub-sized and native to the Americas (Matias et al, 2013),
and is distribited worddwide in wamer regions {Geller &1 al, 2000).
Cordin morsbsana Standley (Boraginacaas ), is a tree of 2-4 m high, with
black bark and grmoups of white flowers, known 28 anacahuite, enciniloe
or paly prieto, which is commaonly used in fok medicine for the treat-
ment of diarthoea, kidney inflammation, diabetes, ung pain, bron-
chitis, atthma, hoamensss, cough and fever { Monmy-Ortiz and Castillo-
Espaita, ZO0TL To date, there has not been data published about che-
mical compogition. The aim of the present work was 1o develop a bio-
guided isolation of antidiabetic compounds from ethanolic extmet of
Condin mordasana (EECH) in onder 1o oblain potential drgs in the
treatment of DML

2, Materials and method s
21, Chemicals

Streplomolocin (STZ), nicolinamide (NA), glibencalamide, glucose,
suemose and solvents for NMR spectra aoquisition were purchased from
Sigma-Aldrich Co. (5L Louis, MO, USA). Acarbose and other meagenis
were purchased from lecal digiributons.

A Varant Inova Unity 400 spectrometer equipped with 5 mm
multinuclear inverse detection probe was used 1o obtain 1D and 20-
HMR expeeriments.

2.2 Plant material and preparation of EECm

Gordin morelosana Stand 1. (Boraginacese) was oollected and iden-
tified by Dr. Patricia Castillo-Espaita in Manch 2005 in the *Comedor
Biokigice Ajusco-Chichinautzin®, Momlos, Médes., A specimen was
deposited &t the Biodiversity and Conservation Research Cenire
Herbarum (HUMO), Auwtonomous University of Momslos Siate,
Cuemavaca, Momelos with a voucher number 19011, Aerial mns of C.
mordosana (4 kg) was dried, powdered and extracted for 72 h in
ethana (three times). After filtration, the solvent was eliminated wnder
reduced pregure balow 40 “C until drynes o give TO62 g of the -
tract.

2.5, Phytochemical analysis

EEm {49.4 g) was subjected 1o open column chromatography (00)
uging silica gl 60 (0063-0.200) Merck®; dichloromethane (H0,),
ethyl acetate (Et0A:) and methanol (MeOH) gradient were used as
mobile phase. From this proces, 170 factions were oldained and
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pieided in five gmups (F-1 10 F-V) acoonding 1o the thin byer chroma-
trgraphy analysis. Then, the most active I (683 = 1.2% of agh-
cosidases inhibition) fraction wat subjected 1o several prification
prioezes until obtain Rosmarinic acid (RA) and Methyl mamarinate
(MR). On the other hand, fom FII (219 + Z4% of aghoosidases
inhibition) and FIV (485 = 1.7 of aglucmidises inhibitio) allowed
the isolation of Micstiflorin and 1-0-methylsedloinmite, mspee
tively. All of them were identified by the analysis of spectroscopic data
and compared with those repored in the litemnre

24, Anirmals

Six-wesk-old CD1 mice (25-30 g) were provided by Faculty of
Medicine animal facilities, fmom Autonomous University of State of
Maorelas. On the other hand, adult male Wistar and Sprague Dawley rats
(200-250 g) wem obtained fom the Biomedicine Unil, FES Etcala,
Rational Auwtonomous University of Mexico., The animals wer kepl at
constant labomtory conditions (12 h light/dark eyele, 35 + 2 °C and
A5-65% humidity). Experiments were camied oul in accontance with
Medean Federmsl Regulations for Animal Experimentation and Care
(SAGARPA-NOM-D62-E200-19%3), based on US National hstintes of
Health Publicaion Mo. 85-23, revised 1985, Before antidiabetic and
OGTT experimentation, animals were deprived of food for 13 h bt
allowed free access 1o waler.

25 Invive asays

25 1 Oral gheoss md suemss plamnee tas

Fasted nomoglyeemic mioe were divided into three groum (n=6):
vehicle group was administersd with sline solution (5.2 0.9% NaCl),
mlerence drg glibenclamide group (5 mg/kg), or acarbase gmup
(3 mgkg) wem used & paitive contmols, and EEOn group received
100 mg kg of the exract. 30 min after administration of et samples, a
dose of 2 g/kg of gheeate or suerate solution was administerad 1o each
animal Blood smples were collected from caudal vein at O (fasting
blood gucose), 05, 1, 1.5, 2 and 3 h afler adminstation. The per-
centage varation of glycemia wat determined in relation 1o gheose
blood level at © h, asccomling to the squationn % vadation of
gycemia = [[GeGolGal x 100, where Go was the initial ghyoemia
values, and G, was the glycemia valwes at 0.5, 1.0 1.5, 20 and 3 b,
mqrﬂ‘:ﬁvdy, a5 deseribed {Orite-Andmde & al, 20071

252 Ang-daberic effect

2521, Experimsital rov-insdin-deapadent diahates (NIDD)
madel NIDD mice model was induweed in ovemight fagsted mice by a
single injection of 100 mgkg of steplosotocin digsolved in citmte
buffer (pH 4.5), 15 min after the ip. administmtion of 40 mgky of
nicolinamide. Hyperglycemia was estallished by the higher plasma
glucose concentration, determined by commercial glucometer (Accu-
heck, Performa). Animals with blood glucose (GLU) concentrations
higher than 140 mg/dkg were selected for the sy, The NIDD mice
were geparated into thres gmups (each, n=6 animals), vehicle gmup
was  orally adminitered with ss. 009% Nad, refernce dmug
glibenclamide group (5 mghkg) wa used = positive contra, and
thind group test received EECn (100 mg/kg) or 530 mgikg of MR,
Bload samples were collected fom caudal vein a1 0 (Bsing blood
glucose], 1, 3, Sand 7 h after adminitraton. The percentage variation
of glycemia was determined in relation 1o gheote blood level at 0 b,
according 1o the equation mentioned above

253 Acue and sub-chronic oml towisity

The experiment was conducted in accordance with the
commendation of the Organization for Economic Co-operation and
Development (OECD) 420 (Acute Oml Toxicity), and 407 (Repeated
Duyse 28-day Oral Tosdcity), with some modifications.

For acube towdcity, male Wistar mis were used. Before experiments,
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all animals were fasted 16 b To delermine acule toscity, animals
(250-300 g) wen orally administersd with gradual doges (5, 50, 300,
and 2000 mgkg body weight) of the EECm, and observed for 14 days
after single dose administration. All deaths and signs of ticity were
meconded during the experiment.

In sub-chmmic asmays, two independent groups of six animals (rais,
n=6) were uwed Vehicle goup was orally administered by gavage,
uging a cannuls, with £2 09% Na(l and the trested group received an
oral single dose of EEGn (100 mg/kg) daily, for 28 days. During asay,
all animals were kept under observation 1o identify any signs of 1oxi
city, and individual weights were determined. Al day 29 animals were
anesthetized, and blood samples were collected by candiae pmcture
inte clean tubes without heparin, and centrifuged (CIVEQ) at 4000 g for
10 min. Serum was carefully separated and storsd fromen until required
for analysis Level of cholesternl, glucose, triglyoerides, very low-den-
gty lipoprotein (VLDL), low density lipoprotein (LDL), high density
lipoprotein (HDL), alanine aminolransferase (ALT), sspartate aminge
tandderaie (AST) and alkaline phosphatase (ALF) were detenmined.
After that, rals wers @erificed by cervical dislocation o obtain kidney,
liver and hearth from all animals in vehicle and trested groups. Then,
relative organs” weight was determined at the end of ssays (29 days).
The relative organ weight was caleulated a8 follows [organ weight
ey weeight] 2 100,

2.5.4. Higepatholgical analysis

All animal wene subjected 1o gros necmpsy and careful macro
seapic observed. Time samples were collected from liver, kdney and
hear and then wene immersed in 10% formaldehyde in sodivm phos-
phate buffer (30 mM), al pH 7.4. Tissue sample were procesed sepa
ralely in a Hitolinete 200 apparatus (Reichert Jung, Gemmany ). The
sections were paraffin-embedded, cut into 5 pm shices and stained with
hematosylin-eosing dices were examined under light mieratoope.

26 Invitra asays

26.1. Inhibition of the a-glucosidoses adivity

Glcosidases inkibition assays were periormed in quadruplicate as
previoudly repored (Ramires e al, 2012). Com strch substmpe
(25 mgsml) in 0LIM sodium phephate budfer (pH 700 in a final
volume of 250 pl was digested by cude engyme, derved from a
homogenate of Sprague Dawley mals’ inlestinal muema Sulwimile was
premived with & morelsma exract and Fractions (F-1 to F-V) al a
concentration of 1 mg/mL, and the raction was stared by addition of
50 pl of crude eneyme. Then, the mixiure was incubated al 37 “C for
10 min, and reaction was stopped by acarbose and jce incubation and
mleated gluome was quantified by a ghoose-oxdase based clinical
reagent (SFINREACT ), following manufacturer's directions.

26.2. Reladive expression of PPARy, PPARa, GLUT-4 and FAPT

Ty destermine the effect of RA and MR on PPARy, FPARa, GLUT-4
and FAPT expression, in vibm asmay wa developed as deseribed
{Hidalgo-Figuersa & al, 3003; Almanes-Perer of al, 20100 3T3-11
calls (ATCOC, 9 x 107 calls per well) were cultured in G-well platss in
Dulbeccos modified Eagle's medium supplemented with 25 mM gh-
cose, 10% fetal bovine serum (vev), 1 mM sodium pyruvate, 2 mM
ghitamine, 0.1 mM nonessential amino acids, and gentamicin, ina 5%
00z humidified atmophers, at 37 “C. After 2 days of confluence, the
cells were differentiated to the adipocye phenotype with 0.5 mM 3-
isobutyl-1-methyleanthine, 025 mM dexamethstone acetate, and
B0 mM bovine insulin, for 48 ly, followed by insulin alone for another
48 . The adipocyies wers treated 24 hwith 10 pg/m] of compounds to
determine the effect on PP ARy, PPARa, GLUT-4, and FAPT ex pression.
RMA was solated from cultured cells and 2 pg of total RNA wens e
verse-transeripled in a thermocyeler. The enzyme was nactivated and
finally sampls were cooled Each reversetranseriped resclion was
amplified with SYBR Green magter mix conbining 05 mM o
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customized primers for PPARy, PPARa, FAPT and GLUT-4. PCR was
conducted and the threshod eycles (Cf) were mestured in sepamie
tubes in duplicate. The AQ values wer caleulated in every sample for
each gene of interest. Relative changes in the exprestions level of one
specific gene (AAQ) were calculated as desceribed {Hidalgo-Figuerm
et al, 2013

2.7 Insilico asay

271 Molaular docking with PPARa and PPARy receptors

The docking analysis of RA and MR were carried out by means of
the AutoDock, wi.2 program. The erystal structures of PPARy and
PPARG, weme reomverad rom the Protein Data Bank {PDE) with the D:
1171 and SHY K, e pesctively.

The program performs several runs (100) in each dockdng experi-
menl. Each mun provides one predicted binding mode. All water male
cules and every co-crystal ligands were removed from the erystal
lographic structure and all hydmgen atoms were added For all ligands
and proteing, Gasteiger charges wene asigned and non-polar hydmgen
aloms were merged. All lomions could rottle during docking The
suxiliary program AatoGrid genemted the lattice mam. Each grid
centred &t the erystallographic md.inaie:_-i the m-a*_b,-su]lagr.gﬂﬁc
ligand, with dimensions of 50 * 50 » 50 A and 60 = 60 = 60 A for
PPARay, respectivaly (point's separation: 0375 AL The search was
carried oul with the Lamarckian genetic Algorithm using default
parameters; The number of docking muns was 1000 After molecular
docling, all resulis wer clistered into groups with mol mesn square
deviation (RMSD) from 0.5 1o 2 A MOE 2018.01, and Pymol vemsion
1.3 were used for visualization.

27.2 Dodking validuion

The docking prolocols wer validated by AutoDock 4.2, based on
the important interactions made by the co-crystallographic ligand with
the aming acids of binding site. The RMSD obtained was less than
20 A, in both cates This value specifies that the parameters for
docling dmulations agree in reproducing the orentation and the con-
formation in the Xeray crystal coondinates of ensyme and receplors

2.5 Safsical malyds

Data are represented & mean = sandard ermr of mean (5.EM).
Satistical analysis wat performed by analysis of vardance (ANOVA)
followed by Bonfermmni post-test or Student’s #est Avahe of p < 005
was oomidensd significant.

3. Results
3.1, Antidinhetic effect of EECm on experimantal NIDD model

EECm {100 mg/kg) provokes decresse of blood gheose concentra
tiem in diabetic mice compared (o control group p < 0U0S); this effect
was significant from the fist h and increased during the next hours
after treatment {p < (U001 Also, the effect vas similar 1o indwced by
glibenclamide {5 mg/kgl, used as positive control (Figs. 1 and Z).

32 Antihyperglycemic effeas of EECm over OGTT on normoglycentic mice

using gurose ad s o subdrate

After an omal gheeose load (Fg. 2), EEGn (100 mghg) indweed
sgnificant decrease in the percentage varation of glycemia, from 05 1o
A hip < 0U01) than contml group. The Hood gheose level lowering
effect of EECm wat comparable 1o that produced by glibenclamide
5 mg/kg). On the other hand, Fig. 3 shows that EEGn {100 mgkg)
provaked a significant reducing of hyperglycemic peak and ares under
the curve of OGTT when was used suerome a8 subsirate The decrease of
the percentage variation of glycemia i similar 1o acarbose (3 mgkgl
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- Vehicle
B Glibenclamide 5 mgkg
-8 EECm 100 mg'kg

Variation of glyce mia (%)

-1

Time (h})

Fig. 1. Pffect of EECm on blood glucose levels in NIDD model Fach plot e
presents the means = SEM forn = 6. """p = 000, *p < LO5 ompared

with Vehide
& Vehilk
1004 B Glitenclamide 5 mg'lkg
- EECm 100 mgky

L
=
i

%a Variation of glyee mia
=
= =
1 i

=1iH} T T T T T T
LR 15
Time {h )

Fig. 2. Effect of FECm in O45TT on blood ghicose levels afier a2 single oral load
of ghiose (2 g'kgl Bach plot represents the means = S5EM form = &
=rrpo< 001, **p < Q0L *p <= (L05 compared with Vehide.

3.3, Inviro a-ghrosidoe inhibition of EECm

EECm induced a significamt intestinal a-glucosidases inhibition
(55.1%) at 1 mg/kg, comparable to that showed by Camallia sinensis
{green tea hwdro-alesholic extract) used a8 positive contrel (Fg. 40

3.4, Bio-guided fractivmasion of EECm using in viro a-gheosifases
inphibitian

EEOn was subjected 1o a chmomatographic column proces. From
thiz, five primary gmups of fRctims were obdained (F-1 1o F-V) and
evalualed on agluomidases activity (Fig 5L FII was the most active
fraction (68.3 + 1.2% of inhibition), which after several chmmato
graphic proceze allowed the isolation and identification of two phe-
nolic acid derivatives, Retmarinic acid RA (33 mg) and Methyl ms-
marnate MR (111 mg)l On the other hand from less active F-TI
(21.9 + 24% of inhibition) and F-IV (485 = 1.7 of inhibition)
fractions, Kaemplemd-3-0-f-rutinoside (Nieotiflorin), a flavonoid, was
isplated by spontanepus precipitation (1530 mg) & vellow powder,
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- Vehicle
B Acarbose 3 mgkg
-k EECm 100 mg'kg

1004

%o Variation of glyce min
v
T

Time (b}

Fig. 3. Effect of FECm in OGTT on blood glucose levels affer 2 single oral load
of sucrose (2 g/kgl Bach plot represents the means = SEM forn = 6.

==p < 0001, *"p < @01, *p < 005 compared with Vehide
8l
[T
= 607 e
-
£ a0 L
E
=
-8
= 204
T
DMEO . sinensiy EECm

Fig. 4. Effect of EECm extract in the in viro a-glumsidases inhibition. The e
sults represent themean = SEMn = 5 *p < (L0 vo DMS0.
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Fig. 5. Pffect of primary groups of fractions in the in wiro oghoosidases in
hibition. Resul®s represent the mean = S EMn = 5 *'p <= 0L001 w DMS0.
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Nicotiflorin
Fig. & Structures of isolated compowmds from EECm.

meanwhile an inositel compound that was chameterized as 1-0-methyl
seyllo-ingitol (4) was isolated as a white solid (81 mg) (Fig 6L

5.5 MR amifiashetic effect

MR (30 mgkg) induced significant decreage (p < QL0D01)in plasma
ghieose levels in NIDD mice model, the hypoglyoemic effect was sus
tained from 3 1o T h (Fig 7), and was better than glibenclamide (5 mg/
kgl

3.6. PPARs, FAPT and GLUT- expresion inducad by AR and MR in 5T3-
L1

MR significantly increaged (about 4-fold) the relative exprssion for
PPARy and GLUT-4 mENAS, similar 1o pioglitaons and provoked a
high of PPARa and FAPT mRNA expresson (aboutl 4 and 5-fold, e
spectively ). In cmirast, no change in meltive sxpressions for PPARs,

- Vehick
B tithenchumide 5 mgly
8- A Meihyl rosmarmate 50 mz'kg
8
E
E o .
ul
T
=4
H
£ s
2
&
-100 T T T T T
L] 1 i 5 7
Tirme: (hp

Fig. 7. Effect of MR on blood glucose levels in NIDD model. Bach plot e
premtsthemeans = SEM forn = 6. 7""p < Q00 *"p < 0,01 compared
with ¥ehide

/o)
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MR

1-C-methyl-scyllo-inositol

GLUT-4 and FAPT was olwerved with RA (Fig 8L

3.7 Docking analysis of R4 and MR with PPARy

Fig. 9 (A) exhibits the intemctions of RA with PPARy residues
through hydmgen bonds with Ser342, Gly284, Cya285 and Lys367,
showing a binding energy of —4.53 keal/mol It is imporant o node
that the interaction with Ser342 has been deseribed as characteristic of
PPARy partial agonist { Bruning et al, 2007 On the other hand, Fig. 9
(B) shows MR hydmgen bond interscton with Ly<263, and an inler
action between ester of carbonyl group with Glu343. Similady, MR
showed n-cation interaction betwesn ammatic rng [34-(dilydroos-
yphenyl) acrylogd portion], and at the sme time a hydmgen bond with
Cys25. Abko, a dual hydmgen bomd interaction was predicted with
Ser342, showing a binding energy of — 473 kealimol 2D binding
miwdel for BA and MR (Fig. 10) shows crucial interactions for PPARy
activity.

Fig. 11A shows interactions betwesn RA with PPARa by hydmogen
el weith residies SerZ80, Tyr314 and Hisd40, showing a binding free
energy of —5.39 keal /mol. These aming acids are pant of the network of
hydmogen-bonding residues invalved in the activation of the receptor.
Ak, MR (Fig. 11 B) displays a binding energy of — 4.9 keal/mol,
presenting hydrogen bonds with SerZBD, Tyr3l4 and Hisdd0, Ad-
ditionally, an interaction with Phe273 was also observed in the co-
erystlived ligand, a8 well 2 the interaction with The27%, which could
improwve the contact of this igand with PPARa binding site, and thus
manifesting binlogical activity.

30 binding model for RA and MR (Fig. 12) shows crucial interac
tims for PPARG acivily.

3.8 Blood bischemical parenetars, relative organ weight, body weight and
histopathologion] analysis afer sub-chronic toricity sady

Berum omeentmtions of glueose, lipid profile and transaminases
were ot modified compared with vehicle group (Fig 130 Momeover,
iy weeight in treated and imtreated animals showed nol ¢ anged after
treatment period (Fg. 14), and the relative organ weights (organ 1o
by weight ratio] of treated animalk did not indicate changes, com-
pared with vehicle (Fig. 15). Finally, the detailed histopathological
observation and analysis of organs showed that renal corex and me-
dulla were without apmrent alerations however, glomerular
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Fig % 2D binding model of RA (A) 2nd MR (B), respectively, inin the acthee
site: of PRARy.

mezsangial congestion & evident in vehicle [16a) and treated [16b)
group. Fig. 16¢ and d repretent bngitudinal candiae musele filbers,
without alterations or damage in both vehicle and treated groups.
Meanwhile, Fig. 16&and f, shamw liver with conserved cytoarchitectume.
However, micraicopic observation allowed 1o detect perivascular in-
fammatory infiltmate, chronie perivascular inflammation, and both
with lymphocyte predominance

A, D wssion

The aim of curmrent study was to detemmine the potential antidiabetic
effect of C. mordosana, a medicinal plant, which & commonly used in
Mexican folk medicine for the teatment of diamrhoes, kidney in-
flammation, lung pain, bronchitis, ashma, hoarseness, cough, fever and
diabetes { Monroy-Ortiz and Castillo-Espaiia, 2007). Ako, to isolate and
deseribe some of the secondary metalolies rspmsile of the anti-
diabetic action, and 1o etablish the potential mode of action of the
isolated compound MEL It is important to mention that ther are not
any antidiabetic phamacelogical and chemical previous studies con-
cerning to C. morsksama

113

N
—



Facultad de Farmacia

D GalerRivay, aral

Fig. 10. 3D hinding mode] of RA (magenta) 2nd MR (blue) in the active site of
PPARy. Amino acids are represented 25 lines. Dashed lines signify polar inter
actions. (For interpretation of the references to colowr in this figure legend, the
reader is referned io the Web version of this article )

Asdeseribed and due that C mordosana is used in the klk medicine
for the treastment of diabetes, we decided, fimtly, 1o detenmine the
potential antidiabetic sctivity of ethanolic extract of the plant on NIDD
mirdel. As expected, EECm (100 mg kg) indwoed sigmificant antidiabetic
action on diabetic mice, comparable o pgilive contral {glib-
enclamide ). Activity showed by the exract could related with thres
moEl common modes of antidiabetic action, one related with et
prandial activity after a-ghoosidases inhibition and/or glucose oo
tmAnsporters (GLUT-2 or 3GLT1) inhibition melted with an anti
hypeglycemic action, a second e linked with ingulin secretion, and
the third omne associated with ingulin sengitieation (Ot Andrade o al |
2007, 2008: Chéves-Silva & al, 200E). Thus, in order o oomalsgrate
which one of them participates, we evahmted the extract in OGTT in
nommoglyeemic mice 1o establish potential anthyperglyeemic action.
Therefore, EECm (100 mghg) shows sgnificant antidyperglyoemic
effect after an oral load of glucose. In this framewark, same actons Lo
oontml postprandial hyperglycemia are related with pancreatic and for
exlra pancreatic mechanims, such & increment of insulin sensitivity in
peripheral liswes, suppression of hepatic gheose output, insulin se
eretion, or duse o gheose uptake regulation from intestinal lumen by
ghicose codransporters inhibition (Oriz-Andmde e al., 2008).

With the inention to kesp exploring the mechanizm of action e
lated with the antihy perglyoemic postprandial efect, we performed the
OGTT after a single load of serose (2 g/kgl I owas observed that the
EECm induced a marked decresse in the hyperglyesmic peak, and the
effect was sustained thoughout the 3 h of experdimentation The de
ereste of the pementage vanation of glycemia is similar 1o acarbme
{3 mg/kg), an aghemidasesinhibitor used 2 antihyperglycemic agent
in combination with oral antidiabetic drug: (metformin or glil
enclamide]), fr the smecesiul thempeutic stategy o contml DM2
(Brunton, 2011L In this context, one of the thempeutic ways used for
therapy of DMZ comprises the inhibition of engymes, which can hy-
dmlye the polysacchande molecules and comvert them into mono-
saccharide units. This kind of enzymes am a-glucosidages {Taslimi and
Gulgin, 2017 The glucosidases are located in the brush border of the
amall intesting and are required for the breakdown of carbohydrates
befire: monosaccharide absorption. The a-glucosdates inhibitons delay
the absorption of ingefed carbohydrates, reducing the poiprandial
ghyeemia and insulin peaks (Fontana Pereira et al., 2011 ) Thus, cmniral
of peptprandial gluome levelsis eritical in treatment of diabetic patients
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Fig. 11. 2D binding mode] of BA (A) and MR (B), respectively, into the active
site of PPARa

a8 well as individuak with impaired ghcose tolemnee (Huang et al,
3012). Themfors, we beuted inte evaluate the affect of EECH on a
gucosidates activity o look for a posmible mode of action as anti-hy-
perglyeemic agent. To coreborate this hypothesis, EECon was examined
to determine il abiity to inhibit the intestinal a-glucosidates activity;
the msult showed that EECm significantly inhibited a-glucosidase ac-
livity by 55.6% at 1 mg‘ml, and the inhibition was similar 1o that
produced by Comellin dnensis used as pogitive contmed (Ramires: o al.,
2012). Consequently, postprandial gheose, together with related hy-
perinsulinemia and lipidaemia, has been implicated in the development
of chronic metabolic diseases like DM2 and candiovascular digesses
(Blaak et al., 20012). v diabetes, the postprandial phase is characterized
by arapid and large increase in blood glucme levels, and the possibility
that the postprandial “hyperglycemic spikes™ may be relevant to the
ongel of cardiovascular complications hat meceived great atention
(Cerello, 2005 Thus, development of antihyperglyemic agents could
help in contml of diabetes and relaed diseates

Afler previous resulis, it was decided 1o do the bioguided fractio-
nation of the extract, which was subjected 1o a chmmatographic
eolumn proces 1o obdain BA, MR, Micotiflorin and 1 G-mﬂhyi-
geyllo-inositol. RA has already been found in the genus Cordia {Geller
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Fig. 12 3D binding model of RA (magenta) and MR (blue) in the active sit of
PPARG. Amino acids are represented 25 lines. Dashed lines signify polar in

teractions. (For interpretation of the references © colow in this figure Jogend,
the reader is referred to the Web version of this article)

ef al, 20100 and & a characteristic constituent in members of the La.
miscese (isolated for the first time from Rasmarinus offidnalis L), and
Boraginacese families where it oocurs in higher amounts (Petemsen and
Simmonds, 2008). As described before, other species of the genus
Cordia like C. dichowma, and C. sehestena have been reported for anti-
diabetic activity in diabetic rats. In addition, MR has been isolated from
C. dichowm leaves and RA has been isolated from C Americama, C.
dentate, C. dichatoma and C verbenacea (Oza and Kulkami, 2017). Many
studies have extensively evalusted the pharmacological activities of
RA, particularly for antidiabetic properties. RA exhibits significant in-
hibition of aglucosidases which confirms the effect showed by the
EECm (Kubinovd et al, 2014); also, RA showed 3 potent dipeptidyl
peptidsse IV (DPP-IV) and protein tyrosine phosphatase 1B inhibition.
Additionally, RA has been identified s AMPK activator (Jayanthy
et al, 2017). In other study, oral treatment with RA (100 mg/kg) for 30
days could restored the blood glucose level, regulated the circulating
adipokines and improved insulin sensitivity, in disbetic rats (Jayanthy
and Sulramanian, 2014). Runtuwene et al (2016) observed that RA
reduced hyperglycemia and ameliorsted insulin sensitivity by in-
cressing glucose transporter type 4 (GLUT-4) expression, and Jayanthy
and Subramanian (2014), reported that RA controk blood glucose by
regulating SGLT] in intestinal brush-border membrane. Moreaver, MR
was found to induce significant a-glucosidsses inhibition, anti
hyperglycemic and hypoglycemic activities (Ruiz-Vargas e al, 2019;
Moharram et al, 2012). Finally, regarding nicotiflorin (3) and 1.0
methyl-scyllo-inositol (4), there is no antidiabetic reports, with excep-
tion of a very modest a-glucosidsses inhibition (AdhikariDevkota
e al, 2019). These antecedents may comelate with results observed in
the OGTT and NIDD models, suggesting that the antidiabetic effects of
EECm are linked to maore than one mechanism, which includes the
postprandial antihyperglycemic action and the insulin semitization
related with the presence of RA and MR nmainly. However, there are
few studies about the antidiabetic and antibyperglycemic activities of
MR, and almost no data about its mechanism of action; for that resson,
and because it was solated from the mast active fraction of the bio
guided study, it was decided to study its antidiabetic activity and its
potential mechanism of action.
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Fig. 13. Bffect of EECm (100 mg/kg/day) in biochemical parameters afer sub.

chronic Results repr themean = SEMn=6,"""p < 0001
¥< control group.
4.1. Antidiabetic and insulin sensitization of RA and MR: in viw, in

vitro and in silico studies

As mentioned, MR could be one of the main bicactive compounds
related with the antidiabetic and antih yperglycemic activities showed
by EECm, in addition to RA. Thus, we decided to evaluate the anti-
diabetic activity of MR. As expected, MR (50 mg/kg) induced sig
nificant antidiabetic effect, which based on its structure, it could act as
a prodrug (because itis a methyl ester of RA) that after administration
it & metabolized by ester hydrolysis (esterases) to genersie the free
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Fig. 14. Bffect of ERCm (100 mg/kg/day) in weight variation afer sub-chromic

treaiment. Hesults npresent the mean = SEMn = & "p < 0L w
comtral group.

carboxylic acid. This effect can be deduced, since in the fimt hour afler
administration, MR did not show any effect in the decrase of glycemia,
which was observed al 3 h post adminisiration. The significant anti-
diabetic activity showed by MR might be linked with the ant-
hyperglycemic action promaled by a-glucosidases inhibition (B1% of
inhibition at 075 mM]), a5 deseribed by Fuiz-Vargas et al (2019);
however, we think that the main mechanizm of action of the methyl
ester is insulin sensitization. Thus, 1o investigate i, we evaluated the
affect of main congtitvents Bolated from EECsr RA and ME on PPARs,
fatty acid tmmpon prolein (FATP), and GLUT-4 expression It is well
knaown that PPARS are members of the nuclesr receptor family of li-
gand-activated tanseription factors that bind o faity acids (FA) and
their metabolites The three PPAR: Bolypes: PPARa, PPARy and
PPARP/S have different tisue disribution patterns and ligands speci-
ficities (Groes el al, 2017). PPARa & the receplor for the fibmate class of
lipid-lowering drugs, and PPARy is the receplor for the thizolidine-
dione clas of antidiabetic drugs. Therefore, the PPARS are FA-activated
receplon that funcion a8 key regulators of gucose, lipid, and choles-
terol metabolism (Xu e al, 2001) Resulls summarieed in Fg. B, show
that MR significantly increased the relative expresion for PPARy and
GLUT-4 mENAs, ako induced high of PPARa and FATF mRNA ex-
presmion. We could aseverate that MR directly activated PPARy and
PPARa These findings are relevant, since the PPARS contml the ex-
presmion of networks of genes involved in adipogenesis, lpid metabo
lEm, inflammation and maintenance of metabolic homesstasis, While
PPARa has a crucial role in fatty acid ssddation in keymetabolic tiksues

such &% sheletal musele, liver and heart; PPARy & most highly expresed
in adipose tissue, when it i a master regulator of adipogenesis as well
# a polent modulator of whole-bady lipid meabolism and insulin
sensitivity (Ahmadian e al, 2013). On the other hand, no change in
relative exprssions or PPARS, GLUT-1 and FATP was observed with
RA

Based on the in vito asays, the RA and ME were selected (o explain
the experimental activities on PPARy and PPARa binding mode. They
were docked inte the ligand binding site of the human PPARy (PDE 1D:
1171) and PPARa (PDE D), using the program AutoDock 4.2 Docking
prodocek were validated by re-docking of eo-crystal ligand tesaglitaar
in PPARy, and Zrmethyl2-[naphthalen-1-9l) phenosy ] propanaic acid
in 'P'P:AHu. After mre-docking, the RMSD oainsd were 064 .r;; and
029 A, respectively.

RA and ME showed a chamctenstic mrial agonist binding mode,
which highlights the interaction between hydrogen bond with Ser342
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Fig. 15. Relative organ weights after FECm (100 mg/kg/day) sub-chronic
trestment. Hesults represent the mean = SEM n = & *'p < Q001 w

foamd on P oshest fom PPARy receptor, and the interaction with
Cy<285. Parial aganists represent an advantage over full agonits, since
these have been related 1o severs adverse effects such as weight gain,
edema, congestive hearth failure, bone facture (Capelli @ al, 2016),
cardiotosdcity, and even cancer {Colin-Los e al, I01EL Is im-
portant b mention thal is widely deseribed that this made of attach-
ment is independent of the taditonal one [His323, SerZB9, Hi449,
Tyri73) Inteactions & clearly appreciaed in 3D binding model be-
tween RA and MR with FPARy receplor. In addition, RA showed a
binding free energy of —5.39 keal/mol with PPARa receptor, and the
aming ackls with il is interacted are part of the network of hwlrogen-
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Kidey

Heart

Liver

Fig. 16. Histopathological examination of organs: kidney, heartand liver. Letter a, ¢ and e representthe vehide group and b, d, f represent organs of treeted group

with EECm. (Hematoxylin & Eosin) 40X

bonding residues involved in the activation of the receptor. On the
other hand, MR displays a binding energy of —4.9 keal/mal, presenting
hydrogen bonds with Ser280, Tyr314 and His440. Additionally, an in-
teraction with Phe273 was also observed in the cocrystalized ligand, as
well & the interaction with Thr279, which could improve the contact of
this ligand with PPARa binding site, and thus manifesting biclogical
important biological activity. 3D binding model for RA and MR shows
crucial interactions for PPARa activity. These resulls are relevant to
explain, at the molecular level, the activity of MR in the in vitro assay;
on the other hand, in in vivo sssay MR decressed glucose leveks in a
significant manner, showing a grester effect compared with glib
enclamide a8 control. Despite RA had no effect in PPARs expression in
vitro, docking study showed the interactions with crucial amino acids
residues for activation of receptars, which may be could indicates a
potential agonism for PPAR'S activation.

4.2. Toxdty

In the acute oral toxicity assay of the EECm no deaths and no other
signs or symptoms of toxicity were observed. 1Dsp of extract was esti-
mated 1o be greater than 2000 mg/kg of body weight, classified as class
5, according tothe Globally Harmonized System (GHS), which indicates
that any test ple classified in this category i ic based on
OECD guideline 420, with relatively low acute toxicity, but that under
certain circumstances it may pose 3 havard to vulnerable populations.
Furthermore, repeated oral administration of EEGn (100 mg/kg/day)
for 28 days did not produce characteristic signs of toxicity in the treated
or vehicle groups (OECD guideline 407). There were no animal deaths
in all experimental period. Moreover, serum concentrations of
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biochemicals parameters such as glucae and lipid profile were not
altered, wludx indicates that the subchronic trestment did not modify
the bolism of the k sssayed. Likewise, liver marker
enzymeso! animals treated with EEQOn was not modified, denoting that
there is no cellular damage or death, especially in liver, heart or muscle
(Avila-Villarreal et al, 2016). Results are in sccord with those observed
for body weight in trested and untreated animals, which were not
changed after treatment period, and the relative organ weights (organ
to body weight ratio) of treated animalk did not indicate changes Fi-
nally, the detailed histopathological observation and analysis of organs
showed that renal cortex and medulls were without apparent alters-
tions; however, glomerular mesangial congestion is evident in vehicle
(16a) and treated (16b) group. Fig. 16¢ and d represent longitudinal
cardiac mmde fibers, mlhoul alterations or damage in both vehicle
and e, Fig 16¢ and {, show liver with con-
served cy e H , micrascopic observation allowed to
detect perivascular lnﬂammaury infiltrate, chmnic peﬂwxular in-
flammation, and both with lymphocyte pr ab-
servd in the liver and kidney was observed in both lnau:d and un-
groups, which p to discard that extract trestment is
responsible for the damuge found, but possible produced by vehicle
used or for potential infections produced for a variety of viral, bacterial,
parasitic and fungal agents. F ly, these isms cause no overt
sign of disexse; however, many of the natural pdhogem of these la
borstory animals may alter hast physiology (Baker, 1998). Further
experiments are necesary 1o corroborate such asseverations.
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5. Conclusion

Phytochemical study of the Gordia morelosann showed four known
componds isolated: R e acid, Methy] msmarinate, Nicotiflorin
and 1-0-methyl-seylo-inositol, & the major constitwents in the eths
nolic extract (EEQm), being mamarinic acid and methyl regmarinate the
main bisactive antidiabetic agents aceredited to the pant. This study
provides scientific evidence of the efficacy and security in the use of
Cordin morelosann, and the active compounds identified in the exract
bt mare than one themapeutic target of DM2, which include an-
tihyperglyoemic action (by a-gheosidass and posible glucose tans
porter inhibition), and insulin sensittation (poduwced by potential
PPARy and GLUT-4 activation and/for over expression) could be used as
antidiabetic agents. Also, it & possible that MR eould be useful for the
treatment of dyslipidemia due 1o PPARa and FATP overexpresgion in-
duced.
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