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IV. RESUMEN

La Diabetes Mellitus (DM) es una enfermedad metabélica crénica, que se caracteriza por la presencia
de hiperglucemia como consecuencia de alteraciones en la secrecion o accion de la insulina,
desencadenando trastornos en el metabolismo de carbohidratos, lipidos, proteinas y disfuncion de
diferentes érganos. Sin embargo, la DM tipo 2 (DM2) representa del 90-95% de todos los tipos de
diabetes. De acuerdo con la Federacion Internacional de Diabetes, hay 463 millones de personas con
diabetes en el mundo. En la actualidad existe una variedad de alternativas terapéuticas, pero no son
suficientes ni totalmente eficientes para lograr la meta normoglucémica y prevenir el progreso de la
enfermedad. Por lo que, aun existe la necesidad de buscar nuevas y mejores terapias farmacoldgicas
gue minimicen los efectos adversos y secundarios de los tratamientos. Antecedentes generados de
otras investigaciones sugieren que las Casiopeinas pueden tener efecto sobre la regulacién en la
homeostasis de la glucosa, por lo que en el trabajo se plantea determinar su potencial terapéutico
contra la diabetes mellitus de estos compuestos utilizando el modelo de la actividad anti-
hiperglucemiante, mediante: a) inhibicion de la digestion de almidon (in vivo) y b) inhibicién de la
absorcion intestinal de glucosa (ex vivo), y c¢) su capacidad hipoglucemiante en ratones CD1
normoglucémicos y diabéticos . Los resultados mostraron que todas las Casiopeinas poseen actividad
sobre la inhibicién de la digestion de almidon, sin embargo, Cas Il La (1.07 umol/kg; 55.5 %), Cas
Il gly (1.17 pmol/kg; 49.5 %) Cas | gly (0.9 umol/kg; 48.9 %) y Cas Il Ma (1.08 umol/kg; 44.5 %)
no presentaron diferencias estadisticas con el efecto de acarbosa (0.77 pmol/kg; 72.72 %). En cuanto
a la inhibicion de la absorcion, los compuestos Cas VI gly, Cas Ill ia, Cas Il Ha, y Cas VIII gly,
exhibieron un mejor efecto: eficacia maxima (Eméax entre 72 y 68 %), potencia (rango DEs, entre 1.6
y 4.3 uM) y una potencia relativa de 49 a 18 veces mejor que emplagliflozina. En la actividad
hipoglucemiantes en ratones normoglucémicos, todos los compuestos presentaron un efecto
hipoglucémico del ABC igual e incluso mejor que glibenclamida, pero, Cas IV gly (2.38 umol/kg ;
17.12 %), Cas VIII gly (22.03 pmol/kg;.25.35 %) y Cas Il Ha (18.18 umol/kg ;16.85 %), no
presentaron diferencias estadisticas en cuanto a su efecto del ABC al ser comparado con el efecto
hipoglucémico de insulina (0.040 umol/kg; 10.06 %). Para la evaluacion en ratones diabéticos, se
seleccionaron los compuestos mas prometedores de las tres actividades anteriores. En donde Cas Il
Ha (9.09 umol/kg; 18.53 %), Cas VI gly (11.74 umol/kg; 11.95 %) y Cas IV gly (11.9 umol/kg; 8.91
%) no mostraron diferencias estadisticas en cuanto a su efecto antidiabético del ABC al ser
comparados con el efecto de insulina (0.0396 pumol/kg; 12.68 %). En conjunto, estos resultados

sugieren que las Casiopeina son candidatos potenciales para el tratamiento de la diabetes mellitus,

Xl
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puesto que su efecto sobre la regulacion de la glucosa se ha encontrado a dosis bajas y su toxicidad a

dosis muy altas.
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1.0INTRODUCCION

1.1 Diabetes mellitus

De acuerdo con la Asociacion Americana de la Diabetes (ADA) y a la Federacion
Internacional de la Diabetes (FID); la Diabetes Mellitus (DM) es una enfermedad metabélica
cronica?, que se caracteriza por la presencia de hiperglucemia como consecuencia de
alteraciones en la secrecion o accion de la insulina, desencadenando trastornos en el
metabolismo de lipidos, carbohidratos, proteinas y la disfuncion de diferentes 6rganos®*. La
DM, se halla frecuentemente relacionada con obesidad, alteraciones del metabolismo lipidico
y proteinico como consecuencia de la accion ineficiente sobre los érganos diana (musculo,
higado y tejido graso)®, asi como con hipertension arterial y otros factores de riesgo
cardiovascular, lo que constituye el sindrome metabdlico®’, mismo que en los Gltimos afios

ha alcanzado proporciones de auténtica epidemia?.

1.2 Epidemiologia

De acuerdo con las estimaciones de la FID en 2019, 4.2 millones de adultos de entre 20y 79
afios moriran como resultado de la diabetes y sus complicaciones, a nivel mundial. Donde,
un mayor numero de muertes se asocia con la diabetes en mujeres (2.3 millones) que en
varones (1.9 millones)?. La DM2 es considerada como un problema de salud publica en todo
el mundo y rapidamente se estd convirtiendo en la epidemia del siglo XXI por su gran
prevalencia. De acuerdo con los calculos més frecuentes FID (2019), hay 463 millones de
personas con diabetes en el mundo 20 y 79 afios, para el afio 2045, las cifras ascenderan a
700 millones de personas con diabetes, esta estimacion incluye diabetes diagnosticada y no
diagnosticada (Figura 1)8. De acuerdo con las estadisticas, tres cuartas partes de las personas
con DM viven en paises con ingresos medios y bajos, donde el sindrome se esta acelerando
a un ritmo impresionante. La DM impone en todas sus formas un alto costo humano, social
y econodmico inaceptable, donde China, India, Estados Unidos, Pakistan, Brasil y México,

son, (en ese orden) los paises con mayor numero de diabéticos.
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Figura 1. Prevalencia de la DM en 2019 y proyecciones de su prevalencia en 2030 y 2045, en poblacion
entre 20 y 79 afios. En 2019, hubo 463 millones de personas con diabetes y se estima que esta cifra aumente a
578 millones para el afio 2030, y a 700 millones para el 2045. Dos tercios de estas personas viven en zonas

urbanas, y tres de cada cuatro estan en edad activa (Tomada de FID, 2019).

En 2019 la FID reporté 19 millones de casos nuevos de diabetes en personas de 20 a 79 afios,
de las cuales 3.4 millones no habian sido diagnosticadas?. En México, la DM ocupa el primer
lugar en nimero de defunciones por afio, tanto en hombres como en mujeres. Se han
reportado estimaciones de hasta 70 mil muertes y cerca de 400,000 casos nuevos anuales®1°,

1.3 Clasificacion de la DM

Esta enfermedad se clasifica bajo criterios del proceso patogénico que la desencadena. Por

otro lado, existen otros criterios como edad de inicio y tipo de tratamiento que pueden ser

considerados para su clasificacion*®1,

De acuerdo con el proceso fisiopatologico que desencadena la diabetes se clasifica en:
a) DM tipo 1: es una enfermedad cronica, anteriormente conocida como DM insulino-

dependiente. La afeccion puede aparecer a cualquier edad, aunque ocurre con mas

B ———————————————
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b)

d)

frecuencia en nifios y jovenes'!, cuya causa es la deficiencia parcial o total de la
secrecion de insulina, como resultado de destruccion autoinmune de las células B° que
ocurre en los islotes pancreaticos con y por células efectoras de la inmunidad celular
(linfocitos T CD8+)*1213, representa el 5 % de todos los casos de diabetes?. El dafio se
produce de forma progresiva durante meses o incluso afios; los sintomas se presentan
hasta que se han destruido aproximadamente el 90% de los islotes pancreaticos® y hay
predisposicion a sufrir cetosis!’. Los sintomas caracteristicos de la DM1 son:
polidipsia, poliuria, pérdida de peso, visién borrosa, hambre constante y falta de

energia’.

DM tipo 2: es un sindrome heterogéneo originado por la interaccion genético-
ambiental*, La DM2 se asocia con una disminucion en la capacidad de las células B
para secretar insulina y/o con alteraciones en el receptor de insulina (IR) y como
consecuencias alteraciones en las vias de sefalizacion*!>13, Estas alteraciones
desencadenan resistencia a la insulina en mas del 75 % de los pacientes'® y
complicaciones crénicas: microvasculares (retinopatias, nefropatias y neuropatias) o
macrovasculares que se manifiestan como cardiopatia coronaria, enfermedades
cerebrovasculares y vasculares periféricas'*'"1819, Tiene caracteristicas epidémicas
sobre la poblacion y el constante aumento se atribuye en gran medida al desarrollo del
sobrepeso y a la obesidad*" 8,

Tipos especificos de diabetes: debido a otras causas, por ejemplo, sindrome de diabetes
monogénica (como diabetes neonatal y diabetes de inicio de madurez), enfermedades
del pancreas exocrino (como fibrosis quistica y pancreatitis) y diabetes inducida por
sustancias quimicas (como el uso de glucocorticoides, en el tratamiento del VIH/SIDA

o después de un trasplante de 6rganos)?.

Diabetes mellitus gestacional (DMG) : se define como una alteracion del metabolismo
de los hidratos de carbono con una prevalencia del 2 al 5 % durante el embarazo, dados
los cambios propios durante esta etapa se eleva la resistencia a la insulina y glucosa?.

Se calcula que la mayoria de los casos de hiperglucemia en el embarazo (70-90%) son

3
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DMG?. Entre los factores de riesgo de desarrollar DMG se incluye la edad avanzada,
el sobrepeso, obesidad y sindrome del ovario poliquistico’2. Ademas, se manifiesta un

mayor riesgo a padecer diabetes mellitus tipo 2°.

Sin embargo, la DM tipo 2 (DM2) representa del 90-95% de todos los tipos de diabetes y se
calcula que al menos el 50% se encuentra sin diagnosticar?, tiene caracteristicas epidémicas
sobre la poblacién y el constante aumento se atribuye en gran medida al desarrollo del
sobrepeso y a la obesidad???, En los pacientes diabéticos no controlados es comun observar
un incremento en la actividad de diversas vias metabodlicas, originando diversas
complicaciones angiopaticas y neuropaticas; que, a su vez, ocasionan el cuadro clasico del
sindrome diabético alterando la funcion visual, renal y cardiovascular. Por ello, para un
control efectivo de la glucemia en el tratamiento de la diabetes, es fundamental comprender
los mecanismos involucrados en el transporte de glucosa, y que, ademas determinan sus

fluctuaciones postprandiales.

1.4 Regulacién de la glucemia

La homeostasis de la glucosa es un proceso sistémico que involucra la participacion de varios
Organos y sistemas para la integracion de informacion a través de multiples vias de
sefializacion (Figura 2). Para evitar las fluctuaciones en las concentraciones plasmaticas de
glucosa derivadas de la ingesta de los alimentos se requiere de la coordinacion eficaz de
diversos procesos, que abarcan desde la digestion y absorcién, hasta la glucolisis y sintesis
de glucogeno. Si bien, el control endocrino de la glucemia es principalmente a través de
acciones de la insulina, la regulacién entre 6rganos mediante hormonas, nervios, factores
locales y sustratos, también desempefian una funcion importante. La insulina secretada por
las células B desempefian un papel central en el proceso homeostatico, favorece la captacion
de glucosa después de la ingesta de alimentos, favoreciendo el metabolismo de la propia
glucosa, lipidos y proteinas®25. Ademas, disminuye la liberacion de glucégeno, regula la
sintesis hepatica de glucosa en periodos de ayuno e inhibe la produccion de glucosa cuando

esta se encuentra en niveles altos. EI glucagon, por su parte, mantiene en cifras fisiologicas
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la glucemia en ausencia de carbohidratos exdgenos al estimular la gluconeogénesis y

glucogendlisis en el higado?+?’.

A. Estado de Ayuno B. Después del consumo de alimentos

Musculo
estriado

Musculo

estriado
Acidos grasos

400pmol
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\ </ ‘ Y \)\\(\’b
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Figura 2. Homeostasis de la glucosa por accion de la insulina y el glucagon. A. La glucosa proviene
principalmente del higado y los &cidos grasos del tejido adiposo. En estado de ayuno, las concentraciones
plasméticas de insulina son bajas y se incrementan las concentraciones plasméticas de glucagon. B. Después
del consumo de alimentos: el incremento en la absorcion de nutrientes aumenta las concentraciones plasmaticas
de glucosa, lo que causa liberacion de incretinas del intestino y estimulos neurales que favorecen la secrecion
de insulina. Las flechas gruesas reflejan acciones de intensidad relativa; las lineas punteadas indican poca o
ninguna actividad (Tomada de Brunton, 2006)?8.

Normalmente, la insulina regula las concentraciones de glucosa plasmatica, pero se requiere
un incremento en los niveles de glucosa para que exista una liberacion de insulina por arriba
de sus cifras basales y de otros estimulos tales como; hormonas insulinotroéficas liberadas del
tubo digestivo y de vias neurales autondmicas. De modo que, las células B del pancreas se
estimulan desde el momento de la ingesta de alimentos, durante de la absorcidn de nutrientes
y hasta que la glucosa regresa a los niveles de ayuno (80 -110 mg/100 ml). Como
consecuencia de la llegada del quimo alimenticio al intestino, se liberan péptidos
insulinotroficos a partir de las células endocrinas especializadas en la mucosa intestinal?®.
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1.4.2 Digestion de carbohidratos

Los carbohidratos y almidones derivados de la dieta estan compuestos de polimeros de
glucosa (o glucanos). Estructuralmente, tienen dos componentes diferentes: cadenas lineales
largas de glucanos (amilosa) y cadenas ampliamente ramificadas (amilopectina), unidos
mediante enlaces glucosidicos a-(1,4) y a-(1,6). Para que la digestion de estos polimeros se
lleve a cabo en el sistemas digestivo, existen multiples enzimas con accion de glucosidasas
que coordinan de manera eficaz la hidrolisis de los polisacéridos provenientes de la dieta y
liberar la glucosa (Figura 3)°%%2, La enzima a-amilasa salival comienza a actuar en la boca,
cortando los enlaces endo a- (1,4) en las moléculas de almidon para generar oligdmeros mas
cortos. Después, la a-amilasa pancreatica (a-HPA) actla sobre los productos de la digestion
salival en el intestino, para seguir hidrolizando los enlaces a- (1,4) y originar oligosacéaridos
pequefios como maltosa (disacarido), maltotriosa (trisacarido) y dextrinas. Sin embargo, para
que puedan ser absorbidas es necesario que las enzimas intestinales a-glucosidasas como la
maltasa-glucoamilasa (MGAM) y la sacarasa-isomaltasa (SI) terminen de hidrolizar los

enlaces a- (1,4) y a- (1,6) para obtener mondmeros de glucosa®!,

Almidon de la dieta Enlaces o-(1,4)
- Enlaces a-(1,6)
Enlaces
a-(1,4)
0000000000000
Amilosa )
(sin ramificar) @0 Maltosa :Dextnna‘, »
v @00 Maltriosa Y
:\ / glelg;:?g:: \/ Corta enlaces
—E \/ Enlaces Y ¢ Maltriosa +  ¢{1,6)
a(1,6) l\ ) o 0’0&—0 - 0000
NS N \/ o o
Enlaces ‘@ \/
Monomeros de
a.(1 '4) glucosa Monémeros de
H‘."m glucosa
0-0-0-0 @9 Qligomeros de glucosa de la dieta
Amilopectina corta los enlace terminales o~(1,4) Glucoamilasa (MGAM)
framiica) corta los enlace a-(1,4) y 0-(1,6) Sacarasa isomaltasa (Sl)

Figura 3. Hidrolisis de los carbohidratos obtenidos de la dieta por accion de las enzimas a-amilasa y a-
glucosidasa. Las enzimas a-amilasas y a-glucosidasas se encargan de hidrolizar los enlaces a-(1,4) y a-(1,6),
respectivamente, de los carbohidratos provenientes de la dieta (modificada de Smith,2010)%,
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La estructura tanto de las a- amilasas como de las a- glucosidasas se caracterizan por un
dominio compuesto de ocho cadenas B y una hélice a. Las a-amilasas tienen residuos de
acido aspartico (Asp) y glutamico (Glu) en el sitio activo y pertenece a la familia de
glucdsidos hidrolasas 13 (GH13). Las a-glucosidasas solo tiene residuos de Asp en el sitio
activo y pertenece a la familia de glucosidos hidrolasas 31 (GH31). Estos residuos de
aminoéacidos los hacen ser altamente especificos y favorecen el acoplamiento de las cadenas
de polisacaridos en el sitio activo. El analisis estructural sugiere que el mecanismo catalitico
de todas estas enzimas es similar, y se lleva a cabo en dos pasos. En el primer paso, se forma
un intermediario covalente de glicosil-enzima, ayudado por dos cadenas laterales que
contienen &cido carboxilico conocidas como nucledfilo catalitico y catalizador &cido/base.
En el segundo paso, se produce la hidrolisis del intermediario glucosil-enzima, dando lugar

a la liberacion de monomeros de glucosa®*.

1.4.3 Absorcién de monosacaridos

Los monosacaridos, obtenidos de la hidrélisis del almidédn de la dieta, como la glucosa, la
galactosa y la fructosa, se absorben en el duodeno y en la parte superior del yeyuno del
intestino delgado. El transporte de glucosa a las células se realiza mediante dos tipos de
proteinas acarreadoras, los cotransportadores de glucosa asociados a sodio (SGLT por sus
siglas en inglés sodium-dependent glucose transporters)) y los sistemas facilitadores del

transporte de glucosa (GLUT por sus siglas en inglés glucose transporters )%,

Los SGLT pertenecen a la familia de proteinas integrales de membrana acarreadoras de
soluto 5(SCL5), con una estructura central compuesta por un grupo de 14 segmentos
helicoidales transmembrana (TM1 a TM14) de 664 aa, con los extremos Ny C expuestos al
periplasma®, la orientacion de sus dominios le permite transportar glucosa al interior de las
células mediante transporte activo. De esta familia hasta el momento se han identificado
cinco miembros SGLT 1, SGLT 2, SGLT 3, SGLT 4 Y SGLT 5 (Tabla 1); que se diferencian
por: 1) su afinidad por la glucosa y el sodio, 2) por la capacidad para transportar glucosa o
galactosa, y 3) la ubicacion tisular. Sin embargo, poco se conoce de la funcion del SGLT4 y
SGLT5.
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Tabla 1. Comparacion de los transportadores SGLT1, SGLT2 y SGLT3%,

SGLT1 SGLT2 SGLT3
. Neuronas colinérgicas
rinén uniones
neuromusculares

Sustratos Glucosa o galactosa Glucosa Glucosa o galactosa
Afinidad por ) .

Alta Baja Baja
glucosa
Capacidad de
transporte de Baja Alta Alta
glucosa

Absorcién intestinal

de glucosa y Reabsorcion »
» Absorciony
Funcion galactosa renal de )
» reabsorcién de glucosa
Reabsorcion renal de glucosa

glucosa

El transporte de glucosa a través de la membrana intestinal se divide en cuatro etapas,
mediante cotransporte activo: 1) el acoplamiento de dos iones de Na* se realiza en una region
cercana al amino terminal, lo que produce un cambio conformacional que permite el
acoplamiento de una molécula de glucosa en la region cercana al carboxilo terminal, 2)
transferencia del Na*y de la glucosa hacia la cara citoplasmatica del transportador gracias a
un segundo cambio conformacional ocasionado por la glucosa y que involucra la rotacion y
el re-arreglo de la estructura a-helicoidal del SGLT1, 3) una vez en la cara interna del
transportador, la glucosa se disocia del mismo y pasa al citosol para luego expulsar los 2
iones de Na", restituyendo al transportador a su forma libre de ligando y 4) finalmente, ocurre
un cambio de conformacion que permite la fijacion de otra molécula de glucosa 'y 2 de Na*

en el lado extracelular®®®’,

El gradiente electroquimico de Na* entre la luz intestinal y la célula epitelial se mantiene
gracias a la bomba ATPasa de Na*/ K* situada en la membrana basolateral, con lo que, 3

8



“EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIHIPERGLUCEMICA E HIPOGLUCEMIANTE DE COMPUESTOS COORDINADOS DE COBRE (CASIOPEINAS) EN MODELOS
EXPERIMENTALES”

iones de Na* se intercambian con 2 iones de K*, para mantener un circuito constante de sodio

que impulsa la absorcion eficiente de la glucosa®.

Por otra parte, la glucosa que se ha acumulado en las células epiteliales se moviliza fuera de
la célula mediante los facilitadores del transporte de glucosa (GLUT). Existen diferentes
isoformas de los GLUT y cada una de ellas tiene ubicacién y caracteristicas cinéticas propias
(Tabla 2) adaptadas a las necesidades metabdlicas de los distintos tejidos del organismo. Para
que sea posible el ingreso de la glucosa, primero se deben formar uniones débiles (tipo
puentes de hidrégeno) entre los grupos hidroxilo y carbamino del GLUT y los grupos
hidroxilos de la glucosa. Los transportadores GLUT 2 Y GLUT 4 han sido los mas
estudiados, siendo GLUT 2 las unicas proteinas facilitadoras con afinidad hacia los 3
sustratos monosacaridos: glucosa, fructosa y galactosa, se expresa en células pancreaticas,
en el higado, en el rifion y en la membrana basolateral del intestino delgado?*38. A diferencia
del GLUT 2, el GLUT 4 presenta una alta afinidad por la glucosa y se encuentra expresado
en aquellos tejidos sensibles a la insulina como el musculo esquelético, el tejido adiposo o el

corazén?’.
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Tabla 2. Caracteristicas de los transportadores de monosacaridos

Monosacéarido

Isoformas Localizacion en los tejidos Funcion
transportado
Eritrocito, barrera
Glucosa y . ) Ingreso basal de
GLUT 1 hematoencefalica, placentaria y
galactosa _ glucosa
de la retina
Sensor de glucosa en
Glucosa, Células B pancreaticas, higado, péancreas, transporta
GLUT 2 Galactosa y intestino delgado, nefrona glucosa en la membrana
fructosa proximal basolateral del intestino
y rifidn
Glucosa y Cerebro, placenta, higado, Ingreso basal de
GLUT 3 . ;
galactosa rindn y corazon glucosa
Musculo esquelético y Ingreso de glucosa
GLUT 4 Glucosa ) N ) ] S
cardiaco, tejido adiposo estimulado por insulina
Yeyuno, espermatozoides,
GLUT 5 Fructosa o _ ] Transporte de fructosa
rifdn, células de la microglia
) Ingreso de glucosa
GLUT 6 Glucosa Cerebro, bazo y leucocitos i o
estimulado por insulina
GLUT 7 No existe
GLUT 8 Glucosa Testiculos y placenta Ingreso de glucosa
GLUT 9 Glucosa Rifion e higado Ingreso de glucosa
GLUT 10  Glucosa Higado y pancreas Ingreso de glucosa
GLUT 11  Glucosa Mdsculo esquelético y corazon  Ingreso de glucosa
Musculo esquelético, tejido
GLUT 12  Glucosa ] ) ) Ingreso de glucosa
adiposo e intestino delgado
Ingreso de glucosa y
GLUT 13  Glucosa Cerebro

mionositol
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Cuando la glucosa se encuentra dentro de los enterocitos, proteinas de transporte y enzimas
facilitan la difusion de glucosa hacia el espacio paracelular a través de la membrana
basolateral, para que los monémeros de glucosa puedan pasar a circulacion sistémica y ser
transportada al interior de las células B del pancreas, y asi, para activar eventos de

sefializacion de insulina®*.

1.4.4 Secrecion de insulina inducida por glucosa

Los eventos moleculares que controlan la secrecion de insulina estimulada por glucosa
inician cuando el GLU2 pancreéatico censa que se produjo un incremento de glucosa en la
circulacion lo que inicia el transporte de glucosa hacia el interior de la célula B a través del
GLUT?2 (Figura 4). Una vez en el interior de las células B, la glucosa es fosforilada con
rapidez a glucosa-6-fosfato por accién de la glucocinasa (GCK; hexocinasa 1V); esta
fosforilacion es el primer paso de la via glucolitica y el paso limitante de la velocidad en el
metabolismo de la glucosa en la célula B. La activacion de la glucélisis produce cambios en
la relacion de NADPH/NADP* y la produccion de ADP/ATP. El incremento de ATP inhibe
los canales de K* sensibles a ATP (Canales Katp), evitando la hiperpolarizacion y

favoreciendo la despolarizacion de la membrana celular3®,

Esta despolarizacion de membrana favorece la apertura de los canales de Ca®* dependientes
de voltaje que induce a la entrada e increment6 de las concentraciones de Ca?* intracelular.
El calcio, produce la activacién de fosfolipasa C, que desdobla los fosfolipidos de membrana
fosfatidil inositol 4,5-bifosfato en inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) y diacilglicerol. El IP3 se une
a sus receptores ubicados en la membrana del reticulo endoplasmico (RE). Esto activa
cascadas de sefializacion que resulta en la liberacion de Ca?* al citoplasma y aumenta adn
mas la concentracion intracelular de calcio*!. Esto induce a la activacion de diversas proteinas
como la sinaptotagmina, que participa en la movilizacion de las vesiculas de almacenamiento
de insulina a la membrana de la célula para que se lleve a cabo la exocitosis de insulina de
las vesiculas de almacenamiento. Una vez liberada, la insulina puede unirse a sus receptores

ubicados en el higado, muasculo y tejido adiposo, para activar cascadas de sefializacion que
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resultan en la captacion de glucosa y en la consecuente disminucion de la concentracion de
glucosa en el torrente sanguineo®%,
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Figura 4. Secrecion de insulina en las células p pancreaticas inducidas por glucosa. La glucosa al entrar al
interior de las células sufre fosforilacién por acciéon de la glucocinasa y su metabolismo aumenta las
concentraciones de ATP (relacion ATP/ADP), inhibiendo los canales de K* sensibles a ATP ocasionando
despolarizacion de la membrana, ocasionando la apertura de los canales de Ca?* dependientes de voltaje
(VDCC), lo que permite la entrada de calcio, incrementando los niveles de Ca?* intracelular y como
consecuencia la exocitosis de insulina de las vesiculas de almacenamiento. La secrecién de insulina también es

amplificada por hormonas y neurotransmisores que general sefiales intracelulares como cAMP, DAG e IP;3
(modificada de Seino,2012)*.

1.4.4.1 Cascada de sefializacion del Receptor de insulina

El receptor de insulina es un heterotetramero compuesto por dos subunidades extracelulares
a y dos subunidades transmembrana B unidas por puentes disulfuro, que cuando se activa
tiene actividad intrinseca de tirosina cinasa. La subunidad a inhibe la actividad intrinseca de
tirosina cinasa de las subunidades . Cuando la insulina se une a las subunidades a, se forma

una glucoproteina heterotetramérica y se produce la transfosforilacion de las subunidades f.

12




“EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIHIPERGLUCEMICA E HIPOGLUCEMIANTE DE COMPUESTOS COORDINADOS DE COBRE (CASIOPEINAS) EN MODELOS
EXPERIMENTALES”

La autofosforilacion activa el dominio tirosina-quinasa del receptor debido a una serie de
alteraciones en la subunidad B que facilita la union de ATP*. Esta activacion de los
receptores de insulina inicia la sefializacion al fosforilar un grupo de proteinas intracelulares
como los sustratos de receptores de insulina (IRS, insulin receptor subtrates) y proteinas
transformadoras que contienen el dominio de homologia-2-Src (Shc, Src-homology-2-
containing protein), estos sustratos interactian con efectores que amplifican y extienden la
cascada de sefializacion que incluye MAPK y ERK, los cuales participan en la transcripcion

génica mediada por insulina y en el crecimiento celular (Figura 5)*.

Receptor de Insulina

insulina *! Insulina Glucosa
Cavedla .I. Extracelular
Flotllma Intracelular

Y Y Y /
® ® Translocacion
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C3G
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Vias metabdlicas
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proteinas glucdégeno
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Figura 5. Vias de sefializacion del receptor de insulina. La unidn de la insulina activa la actividad intrinseca
de tirosina cinasa del receptor de insulina, dando lugar a la fosforilacion de la tirosina (Y-P) de las subunidades
B del receptor y de proteinas que actlian como sustratos especificos (amarillo) del receptor de insulina: Gab-1
y Shc. En la membrana una reserva caveolar de receptor de insulina fosforila a la caveolina (Cav), APS y Chbl.
Estas proteinas fosforiladas interactlan con la cascada de sefializacion a traves de los dominios SH2 y SH3 para
mediar los efectos de la insulina. En los tejidos en que la insulina ejerce sus efectos, como el musculo estriado
y adipocito, un acontecimiento fundamental es la translocacion del transportador GLUT4 de glucosa de las
vesiculas intracelulares a la membrana plasmaética; esta translocacion es estimulada por vias caveolares y no
caveolares. APS, adaptador de proteina con PH y dominios SH2; CAP, proteinas asociada a Chl; CAV,
caveolina; Crkll, regulador de la cinasa 11; elementos de union asociado Gab-1, Grb-2; PDK, cinasa dependiente
de fosfoinositida; Y-P, residuo fosforilado de tirosina (Tomada de Bruton, 2006)%,
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La accién de la insulina para el transporte de glucosa depende de la activacion de la
fosfatidilinositol-3-cinasa (PI3K), que es activada por la interaccion con proteinas IRS y
genera fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PIP3), el cual regula la ubicacion de actividad de
varias cinasas que incluyen a Akt e isoformas atipicas de la proteina cinasa C (PKC). Se ha
descrito que la Akt2 controla pasos importantes en la captacion de glucosa en el higado,
mientras que sus sustratos, junto con las proteinas Rac y TC10, coordinan la translocacion
del GLUT4 a la membrana plasmatica a través de un proceso en el que participan la

remodelacion de actina®.

Finalmente, una vez que los receptores GLUT 4 se encuentran en la membrana plasmatica
por accion de la insulina, estos transportadores permiten el paso de la glucosa al interior de
la célula por transporte facilitado'®. Después de la difusion facilitada al interior de las células
siguiendo un gradiente de concentracion, la glucosa sufre fosforilacion por accién de
hexocinasa. La hexocinasa Il o glucocinasa se encuentra en asociacion con GLUT4 en tejidos
adiposo, musculo estriado y cardiaco. Al igual que GLUT4, la hexocinasa Il es regulada por
la insulina a través de la transcripcion. La G6P es un sustrato que puede entrar a varias vias.
Por ejemplo, puede ser isomerizado a Glucosa-1-fosfato por accién de la fosfoglucomutasa
y para almacenarse como glucdégeno (la insulina incrementa la actividad de la glucogeno
sintasa). Por otro lado, la G6PD puede entrar a la via glucolitica para la produccion de ATP;
0 bien puede entrar a la via de las pentosas-fosfato®’. Cuando existen alteraciones en
cualquiera de estas vias de sefalizacién, se desencadenan alteraciones bioquimicas

importantes.

1.5 Alteraciones bioquimicas inducidas por hiperglucemia crénica.

En los tejidos que no requieren de la insulina para la captacion de glucosa y que contienen la
enzima aldosa reductasa (rifidn, tejido nervioso y vascular), el flujo de este monosacarido al
interior de las células se encuentra limitado en condiciones de normo glucemia. Sin embargo,
cuando la hiperglucemia se manifiesta debido a la ausencia de insulina, el metabolismo de la
glucosa se desvia de las vias insulinodependientes a las no insulinodependientes provocando

una sobrecarga de sustratos en estas Gltimas*.
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Lo anterior se encuentra mediado por la saturacion de la glucdlisis y sus intermediarios
enzimaticos e incitando a la sobre activacion de cuatro vias principales (Figura 6): 1) la via
de los polioles®, 2) la formacion de los productos terminales de glucosilacion avanzada
(AGESs)*, 3) la activacion de isoformas de la Proteina Cinasa C (PKC)*2 y 4) activacion en
la via de las hexosaminas®®. La sobre activacion induce cambios en la funcion celular tales
como estrés osmotico, modificacion postraduccional de multiples proteinas y sus receptores;
estrés oxidativo y la activacion de factores proinflamatorios que acentuaran el dafio a los

tejidos?34849,
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Figura 6. Activacion de las diversas vias metabdlicas por hiperglucemia y saturacién de la glucélisis. En
la DM, la hiperglucemia crénica provoca complicaciones en distintos 6rganos. En esta condicién aumentan las
especies reactivas de oxigeno como resultado de su autooxidacion, lo que propicia la acumulacion de
metabolitos como la fructuosa, el sorbitol y las triosas fosfato. También, hay aumento de la sintesis de
diacilgliceroles a partir de las triosas fosfato, las cuales activan a la proteina cinasa C. Finalmente, estas
desregulaciones metabolicas causan alteracion en la transduccion de la sefial, en la expresién anormal de genes,
ademas, de dafio tisular, lo que propicia complicaciones en los pacientes con diabetes (Tomado de Brownlee,
2001)%.
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1.5.1 Incremento en la actividad de la via de los polioles.

Durante la activacion de esta via existe un desbalance de NADPH/NADP™, mismo que afecta
la actividad de otras enzimas como la NADPH oxidasa, la Oxido Nitrico Sintasa (NOS) y la
Glutation Reductasa (GR), que se encuentran involucrados directamente en los mecanismos
antioxidantes en respuesta a especies reactivas de oxigeno (anion superdxido, radical
hidroxilo y peroxidos organicos e inorganicos); en consecuencia, la falta de NADPH favorece

el estrés oxidativo de los pacientes diabéticos®>*.

1.5.2 Activacién de la via de las hexosaminas.

La activacion de esta via en la diabetes mellitus se ha relacionado con la estimulacion de la
expresion de genes como los del TGF-a, de TGF-B1 y del PAI-1, que se encuentran
estrechamente relacionados con los problemas de cicatrizacion y la aparicion de resistencia

insulinica *°.
1.5.3 Activacion de la proteina cinasa C (PKC).

La activacion de la PKC tiene efectos en la expresion genética, produciendo un decremento
en los factores necesarios para la funcién normal de la célula. Un ejemplo es la enzima 6xido
nitrico sintetasa endotelial (eNOS) que estimula la expresion de la endotelina (ET-1) y
conduce a una disminucidn del flujo sanguineo. Por otro lado, la activacion de PKC aumenta
factores que producen dafio vascular como: el factor endotelial, induccion de la expresion del
gen del factor promotor de la permeabilidad (VEGF), TGF B, fibronectina, inhibidor del
activador del plasmindgeno (PAI-1) encargado de la degradacién de fibronectina, NF-kB y
NADPH oxidasas*5253,

1.5.4 Acumulacion de productos terminales de glucosilacion avanzada (AGES)

La acumulacion de los AGEs ocurre con mayor frecuencia en las proteinas estructurales de
la matriz extracelular (MEC) como fibrina, en los diferentes tipos de colageno. Aunado a este

hecho se ha asociado una modificacion de integrinas (a2 1), importantes durante la
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migracion de queratinocitos en el cierre de la herida®. La acumulacion de AGEs en las
proteinas tisulares se asocia con las complicaciones micro y macrovasculares diabéticas, tales
como la retinopatia, la nefropatia y la neuropatia. En la nefropatia diabética, los AGEs

contribuyen al desarrollo y progresion de esta®**°,

Las alteraciones metabolicas inducidas por la hiperglucemia en conjunto intervienen en el
desarrollo de diversas complicaciones y enfermedades debido a que inducen, por las
alteraciones en los factores de crecimiento, quimiocinas y citoquinas, discapacidad a las
personas que la padecen desencadenando neuropatia diabética, dafio en la retina, el riién y
el masculo. Dentro de las complicaciones caracteristicas de las personas que cursan con
Diabetes mellitus, prevalece la angiopatia diabética que se manifiesta con el deterioro de la
cicatrizacién de los tejidos, particularmente de Ulceras en extremidades inferiores y en la

mucosa bucal, perpetuacion de la inflamacion e hipertension.

1.6 Complicaciones de la diabetes

Las complicaciones de la diabetes son producto de la hiperglucemia crénica y, se han
clasificado en agudas y cronicas. La primera se expresa como consecuencia de un desbalance
osmolar en la concentracion sérica de la glucosa y una alteracién electroquimica producida
por cetoacidosis®l. Por otra parte, las complicaciones cronicas se clasifican en micro y
macrovasculares de acuerdo con el calibre del vaso que sea afectado. Las complicaciones
microvasculares dan lugar a nefropatia y retinopatia diabética como efecto del engrosamiento
de las membranas basales de los capilares. Las complicaciones macrovasculares incluyen
trastornos caracterizados por ateroesclerosis y enfermedad isquémica del corazon. Estas,

complicaciones son una de las principales causas de muerte en pacientes diabéticos®%%%,

1.6.1 Complicaciones agudas

La cetoacidosis diabética (CAD) y el estado hiperosmolar hiperglucémico (EHH) son dos
desequilibrios metabolicos agudos que se manifiestan debido a la deficiencia de insulina e
hiperglucemia intensa (> 250 mg/dL). La CAD es una de las complicaciones metabolicas que
se caracteriza por hiperglucemia, hipercetonemia y acidosis metabolica. EI mecanismo

subyacente a la cetoacidosis es influenciado por la deficiencia de insulina, junto a un aumento
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de hormonas contrarreguladoras como el glucagon, cortisol, las catecolaminas y la hormona
de crecimiento. El descenso de la proporcion entre la insulina y el glucagon, combinando con
la elevacion de catecolaminas y hormona de crecimiento, aumenta la lipolisis y liberacion de
acidos grasos; siendo la cetoacidosis el resultado del desplazamiento de los acidos grasos

libres procedentes de los adipocitos hacia el metabolismo hepatico®’.

El EHH se caracteriza por hiperglucemia, hiperosmolaridad y deshidratacion sin cetoacidosis
significativa. En pacientes diabéticos con un tratamiento inadecuado, se genera
hipertonicidad extracelular por pérdida de liquidos y por acumulacion extracelular de glucosa
(hiperglucemia) induciendo glucosuria y diuresis osmotica, provocando la disminucion del
volumen intravascular y un desbalance hidro-electrolitico que puede desmineralizar y

deshidratar al paciente®®,

1.6.2 Complicaciones cronicas

Las complicaciones cronicas estan relacionadas principalmente con dafio al endotelio y
musculo liso de la microvasculatura y se manifiesta como nefropatia, retinopatia y neuropatia
diabética. El aumento de estas complicaciones se correlaciona en la mayoria de los casos con

la severidad y duracion de la hiperglucemia crénica®.

1.6.2.1 Microvasculares

Uno de los cambios estructurales que se exhiben en la microangiopatia diabética es
engrosamiento de la membrana basal de los capilares sanguineos que ocasionan angiopatia
oclusiva e hipoxia tisular. Estos cambios en la estructura de los capilares generan un dafio
endotelial producido por la esclerosis microvascular, alterando la permeabilidad vascular,
aumenta la viscosidad sanguinea y presion intravascular, reduciendo la respuesta reguladora

de vasodilatacién microvascular®.

1.6.2.1.1 Retinopatia

La retinopatia diabética (RD) es un desorden vascular que afecta la microcirculacién de la
retina. El desarrollo de esta patologia se relaciona con la severidad de la hiperglucemiay la
presencia de hipertension. Se presenta tanto en la DMT1y DMT?2, y se estima que el 4% de
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la poblacion diabética mayor de 40 afios la padece®. La RD se clasifica en No proliferativa
(RDNP) y proliferativa (RDP). La primera se caracteriza por el aumento de la permeabilidad
vascular de severidad variable y la formacion de micro aneurismas en los capilares de la

retina. Por su parte, la RDP ocurre como un desarrollo cada vez mas grave de la RDNP°,

Existen varios mecanismos patoldgicos propuestos por los cuales la diabetes puede conducir
al desarrollo de retinopatia. En el caso del lente cristalino, la membrana es impermeable al
sorbitol lo que trae como consecuencia un aumento en la osmolaridad del medio, permitiendo
la entrada de liquido al tejido del lente cristalino, ocasionando opacidad y finalmente
retinopatia diabética®*®°. Otro de los mecanismos involucrados es el incremento del estrés
oxidativo debido a los niveles altos de glucosa que estimulan la produccion de radicales libres

y la formacion de especies reactivas de oxigeno 5.

1.6.2.1.2 Nefropatia

La nefropatia es un sindrome progresivo causado por angiopatia capilar de los glomérulos
renales que afecta del 20-30% de los pacientes con DM °’. Es una complicacion tardia que
se presenta en pacientes diabéticos con una evolucion aproximada de 15 afios. Los cambios
tempranos se manifiestan por el engrosamiento de la membrana basal del glomérulo renal,
como consecuencia del aumento en la expresion de proteinas de la matriz extracelular
(fibronectina, laminina y colagena tipo 1V) y de PAI-1 . La proteinuria, la hiperglucemia
junto con la angiotensina Il (ATII) y TGF-$ participan en la estimulacion de la fibrosis. La
angiotensina Il estimula el crecimiento renal y la fibrosis mediante los receptores ATI,
mismos que sobre regulan secundariamente a TGF- involucrado en la expansion de la matriz
mesangial y en la hipertrofia renal®. Por otro lado, la unién de AGEs a proteinas renales y
circulantes forman complejos de union cruzada con receptores de AGEs, lo que conduce a

hipertrofia glomerular y glomeruloesclerosis.
1.6.2.1.3 Neuropatia

La neuropatia diabética es una complicacion sintomatica que afecta aproximadamente al 60
% de los pacientes, se produce como consecuencia de la disfuncion de los nervios periféricos;

y se presenta con mas frecuencia en pacientes con DMT2. La neuropatia diabética incluye

19



“EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIHIPERGLUCEMICA E HIPOGLUCEMIANTE DE COMPUESTOS COORDINADOS DE COBRE (CASIOPEINAS) EN MODELOS
EXPERIMENTALES”

un grupo de sindromes clinicos que involucran tanto a nervios periféricos, somaticos y
autonomicos. En las células nerviosas, las alteraciones producidas a traves de los mecanismos
moleculares inducidos por hiperglucemia (via del poliol, incremento en la formacién
intracelular de AGEs, y activacién de la PKC) convergen en el incremento de la actividad de
la cadena de transporte de electrones y la sobreproduccién de ROS, gque asociadas al dafio de
las celulas endoteliales conducen a un riesgo potencial de sufrir lesiones en los pies y el

desarrollo de ulceras de pie diabético®-°,

La glucosilacion de las proteinas neurales a nivel de los nervios periféricos, producen
cambios estructurales en la mielina que es identificada por macréfagos, produciendo una
desmielinizacion segmentaria a través de digestion. La glucosilacion también afecta a otras
proteinas del citoesqueleto axonal, como tubulina, neurofilamentos y actina, que una vez
alteradas resultan en el enlentecimiento de la conduccion, atrofia y degeneracion axonal®?.
Por otra parte, la activacion de la via del poliol conduce a la acumulacion intracelular de
sorbitol y fructuosa modificando la osmolaridad intracelular, que inhibe la sintesis de
mionositol, La disminucién del mionositol en el nervio ocasiona el decremento de la

velocidad de conduccion nerviosa y la aparicion de la neuropatia diabética®.

1.6.2.2 Macrovasculares

Las complicaciones macrovasculares manifestadas clinicamente como cardiopatia
isquémica, insuficiencia cardiaca, enfermedad vascular cerebral y la insuficiencia arterial
periférica, son la principal causa de muerte en un 70-80% en pacientes diabéticos. Se ha
sugerido que la existencia de mayor riesgo de enfermedades cardiovasculares es
consecuencia de la resistencia a la insulina, estado en el cual existe un notable aumento de la
sobreproduccion de ROS en las células endoteliales debido al incremento en el flujo de acidos
grasos libres de los adipocitos®®. Las complicaciones macrovasculares como la enfermedad
arterial periférica y la isquemia coronaria progresan con la evolucion de la diabetes. Los
cambios en el endotelio, las alteraciones cualitativas y cuantitativas de lipidos, cambios en la
glucosilacion y glucooxidacion, alteran la funcion plaquetaria, la coagulacion y la

fibrindlisis, acelerando la arteroesclerosis y la trombosis en pacientes diabéticos®®6364,
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La enfermedad vascular periférica en la diabetes afecta principalmente a las arteriolas. Los
factores de riesgo potenciales incluyen niveles elevados de proteina C reactiva, fibrindgeno,
homocisteina, apolipoproteina B, lipoproteina a (Lpa) y viscosidad del plasma, también
afectados por la arterioesclerosis, mostrando engrosamiento de la membrana basal capilar.
El estrechamiento de la luz arteriola a menudo conduce a la isquemia tisular causando
ulceracion y gangrena de las extremidades inferiores® que dificultan o impiden el proceso

de cicatrizacion.

Actualmente, los medicamentos mas frecuentemente utilizados como tratamiento para la
DM2 pueden clasificarse en agentes que mejoran la secrecion de insulina (secretagogos como
las sulfonilureas (SU) y los miméticos de incretina), aquellos que sensibilizan los érganos
diana de la insulina (por ejemplo, la metformina de la clase de biguanidas o
tiazolidinedionas), inhibir la digestion de carbohidratos (inhibidores de la a-glucosidasa
gastrointestinal) o la absorcién intestinal ( inhibidores del cotransportador sodio/glucosa
SGLT). Diferentes terapias abordan diferentes complicaciones y etapas de la DMT2y pueden

prescribirse en combinacion para ejercer efectos sinérgicos.

1.7 Tratamiento de la diabetes

La declaracion por consenso de la American Diabetes Association sefiala que el tratamiento
estandar en pacientes diabéticos incluye el control intensivo de la glucemia, otros aspectos
fundamentales son una dieta adecuada y ejercicio. Desde el punto farmacoldgico, las
aproximaciones existentes incluyen insulina ex6gena y una serie de fa&rmacos con diferentes
perfiles farmacodinamicos que disminuyen los niveles de hiperglucemia posprandial, y a los

que en conjunto se les denomina hipoglucemiantes.

El objetivo de los farmacos hipoglucemiantes existentes es disminuir y mantener dentro de
los limites deseados las concentraciones de glucosa. Ademads, se buscan beneficios
adicionales como prevenir la aparicion o progresion de las principales complicaciones®. La
clasificacion actual de la diabetes mellitus permite identificar a un grupo de personas que
practicamente no secretan insulina y cuya estabilidad depende de la administracion de la

hormona exdgena. De un 5 a 10% de la poblacion diabética pertenece el grupo
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insulinodependiente (tipo 1) en Estados Unidos. Casi todos los diabéticos tipo 2 no necesitan
insulina exdgena para sobrevivir, sin embargo, requieren de complementacion exogena

ademas de la secrecién enddgena, para obtener un estado 6ptimo.

Actualmente, existen una gran diversidad de medicamentos con diferentes perfiles
farmacodindmicos que se dirigen a bajar los niveles de hiperglucemia posprandial, en la
Tabla 3 se describen la insulina y sus analogos, asi como las seis categorias de farmacos
hipoglucemiantes; secretagogos de insulina (sulfonilureas, meglitinidas, derivados de D-
fenilalanina, biguanidas, tiazolidinedionas), inhibidores de a-glucosidasas, inhibidores del
cotransportador sodio-glucosa, tratamientos basados en incretina y un analogo, la amilina®.

Tabla 3. FArmacos cominmente utilizados en el tratamiento de la diabetes mellitus®®:.

Farmacos Mecanismo de accidn Efectos adversos

Analogos de insulinas
Activan el receptor de insulina

- Accibn rapida: Estimulan el transporte y la oxidacion de | Hipoglucemia,
Lispro, aspartato y glucosa, glucégeno, lipidos, sintesis proteinica | @umento de peso y

glulisina y regulacion de la expresion génica. rara vez lipodistrofia

- Accion corta: regular

- Accibn intermedia:
NPH

- Larga accién:
Glargina y degludec

Farmacos orales reductores de glucosa

Inhibidores de la a-

glucosidasa Inhiben las enzimas a-glucosidasas del | Flatulencias, falla
- Acarbosa intestino.  Aminoran la  hiperglucemia | hepatica
- Miglitol posprandial
- Voglibosa
Inhibidores de los Infecciones genitales
SGLT; Previene la reabsorcién de la glucosa renal en | y urinarias, poliuria,
- Canagliflozina el intestino y tubulos renales, favoreciendo su | prurito, sed, diuresis,
- Dapagliflozina excrecion. estrefiimiento.

- Empagliflozina

Activa la proteina la proteina cinasa activada | Acidosis l4ctica,
Biguanidas por AMP, disminuyendo la gluconeogénesis | insuficiencia
- Metformina en higado y rifiones cardiaca congestiva.
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Continua tabla 3 ...

Inhibidores de la
dipeptidil peptidasa

- Sitagliptina
- Saxagliptina
- Linagliptina
- Alogliptina
- Vildagliptina

Prolongar la accion del GLP-1; promueve la
secrecion de insulina

Reduce los niveles de glucagon, retarda el
vaciamiento gastrico, disminuye el

Apetito

Rinitis, infecciones
respiratorias, dolores
de cabeza,
pancreatitis, raras
reacciones alérgicas.

Sulfonilureas

Inhiben la apertura de los canales de potasio en
las células B, por lo que intensifican la

Hipoglucemia

- Clipizida liberacion de insulina Aumento de peso

- Glibenclamida Incrementan la formacion de glucégeno, grasa Reacciones cutaneas

- Glimepirida y proteinas. Disfuncion hepatica

Insuficiencia renal
Glitinidas Modulan la liberacién de insulina por las
células f al regular la salida de potasio a través ) )
- Repaglinida de los conductos de este ion. Hipoglucemia
- Nateglinida Incrementa la formacion de glucdgeno, grasa

y proteina.

Tiazolidinedionas

- Rosiglitazona
- Pioglitazona

Regulan la expresién génica al fijarse a PPAR-
vy a PPAR-0, disminuyendo la resistencia a la
insulina

Retencion de
liquidos, aumento de
peso, edema macular
y anemia.

Agonistas de GLP-1
- Albiglutida
- Dulaglutida
- Exenatida
- Liraglutida

Bloquea la degradacion de GLP y aumenta las
concentraciones circulantes del péptido 1-
glucocanoide.

Disminuye las oscilaciones de la glucemia

posprandial; incrementa la liberacién de
insulina mediada por glucosa, disminuye las
concentraciones de glucagon; lentifica el
vaciamiento gastrico/ estomacal y disminuye
el apetito.

Nausea, cefalea,
vOmitos, anorexia,
disminucién leve de
peso, pancreatitis.

Rinitis e infecciones
de vias respiratoria
altas.

Analogo de amilina

e Pramlintida

Disminuyen las oscilaciones de glucemia
posprandial y disminuye las concentraciones
de glucagén. Lentifica el vaciamiento gastrico
y disminuye el apetito.

Nauseas, anorexia,
hipoglucemia y
cefalea.

Debido a que la DMT2 y sus complicaciones, siguen apareciendo y avanzando de manera

acelerada, existe una necesidad urgente de desarrollar nuevos medicamentos contra la

diabetes que sean mas efectivos y con menos efectos secundarios.
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2.0 ANTECEDENTES

Diferentes publicaciones han evidenciado el potencial de algunos compuestos de
coordinacion sobre la regulacion sistémica de glucosa. Estos compuestos de manera regular
estan formados por la interaccién de un atomo central (un ion metalico con orbitales de
valencia que puede actuar como un &cido de Lewis) y una o varias bases de Lewis con pares
de electrones libres, que se conocen como agentes acomplejantes o ligandos, las interacciones

entre ambos llevan a la formacion de un enlace covalente coordinado®”%,

Niu (2017) describe el papel de compuestos coordinados de vanadio como un agente
potenciador de insulina, mejorando la tolerancia a la glucosa y reduciendo el dafio hepéatico
inducido por la hiperglucemia, estos efectos se encontraron asociados a una mejor expresion
del PPAR o/y en adipocitos y la activacion de Akt/ PKB en adipocitos e higado ®°. Después,
Tsave (2018) describié que en adipocitos maduros la exposicion in vitro de compuestos
coordinados de Zinc y Vanadio (25 uM), mejoran las sefiales de respuesta adipogénica igual
e incluso mejor que la insulina, aumentado la expresion de los transportadores de glucosa,
1,3y 4 (GLUT 1,3,4), receptor de insulina (INSR), la adiponectina, glucoquinasa (GCK) y
el receptor gamma PPAR v, contribuyendo a la maduracién funcional del tejido adiposo y
favoreciendo la regulacion de la glucosa™ ™. Por su parte, Conconi (2003), sugiere que el
efecto hipoglucemiante de estos compuestos se debe a que ejercen efecto sobre la secrecion

de insulina e involucra la activacion de los canales de calcio’.

Otro grupo de compuestos coordinados de Zinc, han demostrado efectos sobre la regulacion
de la glucosa, bajo diferentes mecanismos. Philip (2017), demostrd que estos compuestos
tienen la capacidad de inhibir competitivamente a las enzimas a-glucosidasas (0.1 a 0.3 mM)
y a-amilasas (0.3 a 0.4 mM), presuntamente por unién de los atomos de oxigeno de los
compuestos con el sitio catalitico de la enzima”. Por otro lado, Takayuki (2018), describié
el potencial de compuestos coordinados de zinc con ligandos de selenio como agentes
hipoglucemiantes, la evaluacion in vitro e in vivo (20 uM) en ratones normoglucémicos y
diabéticos demostraron que estos compuestos actian como miméticos de insulina y que

ademéas mejoran la hipertrofia en pancreas’".
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Kovalska (2018), describié que compuestos coordinados de vanadio tienen la capacidad de
unirse a residuos de aminoacidos de la insulina como la histidina y tirosina (H10 y Y16)
inhibiendo la agregacion de fibrillas amieloides’®, esta misma actividad la reporté Gong
(2018) pero para complejos de Rutenio -platino, mejorando la hipertrofia del pancreas’”.
Mientras que, Ming (2018) también report6 que complejos de magnesio, actian como

inhibidores competitivos de la dipeptidil peptidasa V8.

2.1 Casiopeinas

Las Casiopeinas son un grupo de compuestos de coordinacion constituidos por un atomo
central de cobre (Cu Il) unido a ligandos organicos. La formula general condensada de las
Casiopeinas es: [Cu(NN)(ON)]NO3 o [Cu(NN)(OO)INOs"(Figura 7).

Donde

(N-N) = ligando del tipo diimina (fenantrolinas o bipiridinas sustituidas)
(N-O) = ligandos amino&cidos o péptidos

(O-0) = ligando donador (acetilcetonato o salicialdehidato)

La naturaleza, nUmero, posicion y carga de los sustituyentes en el ligando diimina son los
principales responsables de la modulacion de su reactividad, biodistribucion y transporte,
mientras que los ligantes N-O y O-O contribuyen en menor medida en la selectividad de la
molécula, y en la variacion de su actividad bioldgica. Por lo tanto, el cobre puede participar
en procesos redox y disminuir de manera importante la toxicidad de los farmacos, debido
a que los organismos tienen procesos homeostaticos para regular el exceso de este

elemento.

Dado que el cobre es un metal de transicion bioldgicamente esencial, se encuentra
ampliamente distribuido en diferentes tejidos como parte de diferentes metaloenzimas,
como citocromo ¢ oxidasa, lisil oxidasa, la superoxido dismutasa, tirosina y dopamina -
monoxigenasa. Estas enzimas se encuentran involucradas en una gran variedad de

reacciones metabolicas como la utilizacién de oxigeno y produccion de energia®081:82,
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Figura 7. Estructura general de las Casiopeinas. Se pueden dividir en dos grupos: A) las que tienen como
ligando primario una fenantrolinay B) o una bipiridina, ambos grupos pueden tener como ligando segundario
un aminoacido, acetilacetonato o un salicialdehidato. (Adaptada de Gomez, 2009).

2.1.2 Actividad antitumoral de las Casiopeinas

Diferentes ensayos han sugerido que estos compuestos son capaces de inhibir la proliferacion
y producir la muerte celular de manera dependiente o independiente de la activacién de las
caspasas, ademas de otras sefiales que conducen a este efecto final. Estas sefiales podrian
estar mediadas por la generacién de ROS, por toxicidad mitocondrial o por interaccion
directa con el ADN. Los tres mecanismos podrian actuar solos o en cooperacion. Los analisis
por QSAR (relacion cuantitativa de estructura-actividad) apoyan los mecanismos de accion
propuestos. Por otro lado, los complejos de cobre se han descrito como agentes de unién,
escision y modificacion oxidativa del ADN, siendo éste ultimo el mecanismo critico para la

actividad antitumoral de las Casiopeinas®.

Estudios realizados en modelos in vitro e in vivo, muestran que varios de estos compuestos
poseen actividad como agentes antiproliferativos y antitumorales. Los estudios preclinicos
en lineas tumorales humanas (carcinoma de ovario humano (CH1), leucemia murina
(L1210)% y carcinomas cérvico uterinos®) han revelado que la sustitucion en el ligando de
diimina, asi como los cambios en el segundo ligando, modifican la magnitud de su efecto
antiproliferativo y antitumoral®82, Kachadourian (2010), describe que el compuesto [Cu(4,7-
dimetil-1-10-fenantrolina) (glicinato)]NOs (Cas Il-gly), es capaz de utilizar GSH (glutation)
como fuente de electrones para catalizar una reaccion similar a Fenton, causando una

sobreproduccion de ROS y la despolarizacion de la membrana en la mitocondria, todo esto
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conduce a la disfuncion mitocondrial y la muerte celular. EI agotamiento de GSG se
correlaciona con el efecto antiproliferativo® por eliminacion de una de las principales
defensas antioxidantes. Por otra parte, Becco (2012) bajo la suposicién de que las vias
metabdlicas de los parasitos cineplastidicos (Leishmania y Trypanosoma) son similares a las
presentes en las células tumorales, analiz6 la actividad antitripanosomatida de Cas Il-gly,
[Cu(4,7-dimetil-1-10-fenantrolina) (acetilacetonato)]NOs (Cas Il1-Ea) y [Cu(4,4"-dimetil-2-
2 -bipiridina) (acetilacetonato)]NOs (Cas Ill-ia), donde los tres complejos mostraron
actividad anti - Tripanosoma. cruzi in vitro similares a las del farmaco de referencia
(Nifurtimox). Ademas, se demostré que la forma de interaccién de las Casiopeinas con el

ADN plasmidico es mediante escision por un mecanismo de radicales libres.

Ademas, experimentos especificos que exploraban el mecanismo de accién demostraron que
los compuestos producen cambios en proteinas estructurales como la tubulina, integrina y
fibronectina, direccionando a las células tumorales a muerte por apoptosis. Asi mismo,
Carvallo (2008), elucida que Cas Ill-ia induce apoptosis en células HCT-15 in vitro a través
de un mecanismo dependiente de caspasas y en experimentos en modelos in vivo determina
su efecto antitumoral®’. Cas Ill-ia, ha completado los ensayos preclinicos y esté lista para
comenzar los estudios clinicos de fase 1%°. En otro estudio mas reciente, Espinal (2016),
evidencio la actividad apoptotica de Cas I1-gly analizando las respuestas fisiologicas de los
cultivos celulares de cancer cervical. Por su parte, Rodriguez (2016) sefiala que el dafio
producido sobre las cadenas de ADN es por roturas monocatenarias®®. Ademas de regular
negativamente los procesos de transformacion en fibroblastos, inhibe la migracion
incontrolada de células cancerosas y es capaz de aumentar los mecanismos moleculares de
proteccion hepética. Mientras que Marin (2012) sefiala que esta Casiopeina posee efecto en
diferentes dianas; actuando presuntamente sobre la glucdlisis y glucdgeno, por inhibicion de
la hexoquinasa, considerando que esta enzima regula los niveles de glucosa-6-fosfato

(G6P)®8. Actualmente, Cas I1-gly se encuentra en fase | de ensayos clinicos®®.
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2.1.3 Identificacion de objetivos secundarios a través de la farmacologia de sistemas

Inicialmente estos compuestos fueron sintetizados con la finalidad de ejercer un efecto
citostatico y antineoplasico. Sin embargo, los trabajos anteriores no tuvieron en cuenta que
las vias no estan aisladas, sino que se encuentran conectadas por interacciones moleculares.
La comprension de los mecanismos asociados con la accion de las Casiopeinas es
fundamental para evaluar e identificar alteraciones que pueden apuntar a mecanismos y
procesos secundarios en donde estas participen, ya sea como posibles origenes de los efectos
adversos 0 como sitios secundarios que contribuyen a un nuevo efecto terapéutico y pueden

ofrecer oportunidades sinérgicas 5.

A través de un estudio de biologia de sistemas se analiz6 la expresion génica de la linea
celular HeLa tras la exposicion a Cas Il gly (CLso 40uM). Para esto se utilizaron dos
herramientas de andlisis de vias: 1) el analisis de sobre de sobrerepresentacion y 2) analisis
de red causal. Se encontr6é que los mecanismos activados por la accion de Cas Il gly estan
relacionados con la respuesta hacia iones metalicos, las redes de factores de transcripcion y

las vias del sistema inmune, asi como un efecto hepatoprotector *°(Figura 8).
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Figura 8. Mapa de calor de las principales vias afectadas por el tratamiento de las células HeLa con Cas
11 gly. Las vias sobreexpresadas se muestran en rojo, las subexpresadas en verde. Los nombres de las vias estan
coloreados de acuerdo con la categoria a la que pertenecen: vias oncogénicas (rojo), sistema inmunolégico (azul
rey), transduccion de sefiales (verde) redes de factores de transcripcion (negro), ciclo y division celulares (azul
celeste), y mantenimiento de la estructura celular (amarillo) (tomada de Espinal, 2016).
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De este estudio es importante resaltar que se ha encontrado sobreexpresada la via de
traduccion de sefializacion de la insulina, lo que sugiere que las Casiopeinas regulan la
respuesta provocada por la insulina en diferentes procesos metabdlicos®®. Recientemente otro
estudio, en donde se analiz6 desde el enfoque integrador de red de rutas cruzadas (PXN),
gue combina el analisis de rutas y la teoria de redes, contextualizan los procesos y funciones
alteradas provocadas por el tratamiento con Casiopeinas (Cas Il gly) in vitro y las diferentes
interacciones entre ellos. En el analisis encontraron que el tratamiento de Cas Il gly alteré la
expresion de 78 vias, destacando los efectos sistémicos en: (a) perturbacién de las vias de
sefializacion relacionadas con la apoptosis; (b) perturbacion de las vias metabdlicas, y (c)
activacion de respuestas inmunes (Figura 9.), por lo que se han generado grandes expectativas
respecto al posible efecto farmacologico que las Casiopeinas puedan tener en otras

patologias®.
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Figura 9. Red de vias alteradas por el tratamiento con Cas Il-gly. Cada circulo en la grafica es un camino.
El color del borde representa el tipo de alteracion: rojo para la regulacién positiva, azul para la regulacion
negativa y purpura para efectos mixtos. Las estructuras de la comunidad en la red estan representadas por color
de relleno de circulo. Cada cuadro muestra la actividad principal de esas vias: azul para las vias de sefializacion
y procesos de apoptosis, el cuadro amarillo inferior izquierdo muestra las rutas relacionadas con la inmunidad,
el cuadro rojo representa alteraciones en el metabolismo (tomada de Jauregui,2019 ).
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En cuanto a los cambios en el metabolismo de los carbohidratos, en las células tumorales
expuestas a la Casiopeina Il gly, se encontraron vias activadas relacionadas con el
metabolismo del almidén y la sacarosa, un aumento en la glucdlisis y gluconeogénesis,
fructosa y manosa, galactosa, piruvato y la via de las pentosas fosfatos reguladas al alza. Por
otra parte, se describe la presunta participacion en la regulacion positiva en la respuesta
inmune en afecciones patoldgicas: asma, leishmaniasis, miocarditis viral, lupus, diabetes
mellitus tipo I y 111, Todos estos antecedentes sugieren nuevos objetivos de estudios para

estos compuestos.

2.1.4 Caracteristicas farmacocinéticas de las Casiopeinas

Los resultados de estudios de dindmica molecular y estudios farmacocinéticos en ratas Wistar
han demostrado que existen diferencias importantes en cuanto a las dosis letales y los
parametros farmacocinéticos (PK) entre los diferentes isomeros existentes de las
Casiopeinas. Los valores de semivida de eliminacion terminal (t12:-) y aclaramiento corporal
total (CL) para Cas |1l Ea (48.146 + 4.653 h 'y 0.0018 + 0.001 L / kg h), Cas Ill La (9.622 +
1.159 hy 0.0472 £ 0.0122 L / kg h ), Cas Il ia (12.46 h y 0.027 L / kg h), Cas Il gly
(1.905+0.450 h y 3.0905+0.669 L / kg h), respectivamente, indican que la eliminacién de
Cas Il Ea es 26 veces mas lenta en comparacion con su analogo Cas Il La 'y 15 veces mas
lenta en comparacion con el compuesto Cas Il ia. Lo anterior pone en evidencia que los
isomeros Cas Il Lay Cas Il Ea poseen un comportamiento totalmente opuesto con respecto
a su farmacocinética (Tabla 4), las diferencias reportadas para estos isdmeros con respecto a
la biodistribucion y eliminacion se han atribuido a sus diferentes capacidades para cruzar las

membranas celulares®.

Es sabido que, un aumento en el caracter lipofilico de los ligandos en la esfera de
coordinacion del atomo metalico produce una modificacion en los parametros de distribucion
y eliminacion de los compuestos, fuertemente relacionado con su caracter hidrofobico/
hidrofilico (log P). Para las Casiopeinas, la fenantrolina modula fuertemente el paso a través
de la membrana, donde, la modulacién fina del proceso depende del sustituyente de la

diimina y del ligando secundario. Estas pequefias diferencias en sus estructuras son
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suficientes para generar grandes diferencias respecto a su reactividad y sus efectos

bioldgicos®.

Tabla 4. Parametros farmacocinéticos in vivo de algunas Casiopeinas

Cas 11 La®% Cas 1l Ea*? Cas Il gly®*  Cas Il ial??
Modelo (1 mg/kg) (4 mg/kg) (8 mg/kg) (9 mg/kg)
dosis Unica dosis Unica dosis Unica dosis Unica
Vc [ mL/kg] 90.372 £20.41 76.169 £ 4.40 - -
Kio[ h] 0.446 +0.04 0.025 + 0.002 - -
Kizo[h?] 5.856 + 0.99 0.960+0.21 - -
Kai[h?] 1.139+0.17 1.526 +0.34 - -
twko [hY] 1562 +1.13 27499 £2.24 3.8 12.46
Az [h1] 0.073 £ 0.008 0.015 +0.001 - -
Tipiz [ h] 9.622 +1.16 48.146 + 4.65 -
AUC [ ug h/ml] 3.180+1.11 307.089 £ 21.66 -
CL[L/kgh] 0.0472 £0.012 0.0018 £ 0.0001 0.066 0.027
MRT [h] 12.388 +1.12 67.830 £6.24 4.38 17.14
Vss [mL/kg] 471.52 +122.07 124.704 +11.16 - 462.0

Todos los compuestos se evaluaron en ratas Wistar machos por administracion via intravenosa. Vc=
volumen compartimental; Kio=tasa de eliminacion; Ki,= velocidad de transferencia del plasma al
tejido; Kzi: tasa de transferencia del tejido al plasma; ti kio =vida media terminal; 4 ,=fase terminal;
ti2:.= fase terminal de semivida; UAC= area bajo la curva; CL= aclaramiento; MRT= tiempo medio
de residencia; Vss = volumen en estado estacionario.

Otra propiedad fisicoquimica de las Casiopeinas fuertemente modulada por las fenantrolinas
es su potencial redox. El potencial de media onda (E1), describe el comportamiento redox
del centro metalico (Tabla 5) y se propone que las diferencias en este pardmetro ayudan a
describir las actividades biologicas observadas (DLso 0 1Cso). Al igual que con las
propiedades hidrofébicas/hidrofilicas, para el potencial redox la modulacion principal la
impone por la diimina presente en la esfera de coordinacion, mientras que los sustituyentes
de la diimina producen una modulacion fina en la distribucion de la densidad electronica, es

decir, la influencia del entorno electréonico alrededor del centro metalico.
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Tabla 5. Caracteristicas fisicoquimicas de las Casiopeinas®.

Compuesto "M s LogD Pka
(9/mol) V)
Cas | gly 550.02 0.426 - 4.84
Cas Il Ha 550.07 0.418 1.06x0.08 4.84
Cas Il gly 425.88 0.330 - 5.95
Cas Il Ea 448.91 0.322 -0.81+0.06 5.94
Cas VI gly 425.88 0.348 - 5.60
Cas lll La 467.93 0.342 -0.8140.02 5.60
Cas IV gly 419.87 0.324 - 5.34
Cas Il ia 426.91 0.302 -0.95+-0.95 5.34
Cas VI gly 453.93 - 6.48
Cas Il Ma 461.97 -0.49+0.01 6.48

Garcia et.al., (2017), determinaron los efectos de estos compuestos en dos tipos de células
sanas, linfocitos (HPBL) y macréfagos (HPBM) de sangre periférica humana, para elucidar
si las diferencias observadas en la toxicidad (DLso) y los pardmetros farmacocinéticos,
podrian estar asociadas a las interacciones de estos compuestos con la membrana celular y
su facilidad para atravesarla. La primera evaluacion de la viabilidad en linfocitos expuestos
permitié probar la capacidad del compuesto para pasar a través de una membrana celular y
generar un efecto citotoxico, mientras que la evaluacion de la viabilidad de macréfagos
expuestos, permitid observar el efecto de las Casiopeinas al ser fagocitada por los
macrofagos®®. Las diferencias que se observaron en este experimento entre Cas |1l Ea'y Cas
Il La, se podrian explicar considerando las interacciones de estos compuestos con las
membranas celulares. De los resultados de dinamica molecular, el compuesto Cas Il La
requiere un menor gasto de energia para cruzar la membrana celular, lo que podria
manifestarse como una vida media méas baja y una mayor citotoxicidad hacia los linfocitos
de sangre periférica humana en comparacién con su isomero la Cas Il Ea. Los estudios en
linfocitos y macrofagos muestran que la citotoxicidad es selectiva principalmente hacia
celulas tumorales, cuyos valores de ICso se encuentran en el intervalo de 136 — 14,600 uM
(Tabla 6).
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Tabla 6. Efectos citotéxicos en linfocitos (HPBL) y macrofagos (HPBM) de sangre

periférica.
Compuesto HPBL™ HPBM® Log P%
1Cs0 (M) 1Cs0 (M)

Cas | gly 134.0 358.0 4.48
Cas Il Ha 64.0 136.0 5.85
Cas Il gly 1720.0 1140.0 1.67
Cas Il Ea 3860.0 1830.0 3.04
Cas VI gly 216.0 3800.0 2.54
Cas Ill La 35.0 1600.0 3.04
Cas IV gly 3260.0 14,600.0 1.67
Cas Il ia 4700.0 2470.0 1.17

Cas VIl gly - - 2.59
Cas Il Ma - - 3.96

Los resultados de la Tabla 6 muestran que, aunque la citotoxicidad en linfocitos y macréfagos
no esta limitada por el caracter hidrofébico de las moléculas y su paso a través de la
membrana celular, si contribuye en el tiempo de eliminacién. De manera general, a medida
que aumenta el caracter hidrofilico del compuesto, los pardmetros de PK como la vida media
(t12) 0 el aclaramiento (CL) adquieren valores mas altos (Tabla 4). Ademas, en la tabla 6 se
observa que, al aumentar el caracter hidrofébico, existe una mayor citotoxicidad sobre
linfocitos y macrofagos. Sin embargo, cada compuesto podria interactuar de manera diferente
con las proteinas plasmaticas o las membranas celulares, lo que puede modificar su

biodistribucion y reactividad.

2.1.5 Toxicidad de las Casiopeinas

Hasta el momento se ha descrito la importancia biologia de estos compuestos como
potenciales nuevos farmacos para el tratamiento de diferentes patologias. A pesar de ello,
existen pocos ensayos donde evallen su toxicidad mas alla de su potencial citotéxico en

lineas celulares cancerigenas. Bravo y colaboradores (2009), evaluaron la toxicidad de seis
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Casiopeinas en modelos murinos. Encontraron que los complejos con fenantrolinas son
aproximadamente 2.5 veces mas toxicos que sus analogos de bipiridinas. EI compuestos Cas
I11 Ea comparado con su analogo Cas Il ia presenta una disminucion significativa en cuanto
a la toxicidad, esto se atribuye a la ausencia del anillo aromatico central, siendo la Gnica

diferencia estructural entre ellos®? (Tabla 7).

Tabla 7. Toxicidad (LDso) en ratones y ratas Wistar, machos.

L Dg82:112
Compuesto (nmol/kg) :
Ratones ICR Ratas Wistar
Machos Machos
Cas | gly - -
Cas Il Ha 24.96 £ 1.79 ip. -
Cas Il gly 36.61 £5.07 ip. 19.86 + 3.49 ip.
Cas Il Ea 22.92 +1.82ip. 14.0 iv.
Cas VI gly - -
Cas Il La 26.38 + 1.39 iv. 7.2iv.
Cas IV gly - -
Cas Il ia 51.43 £ 2.39ip 33.64 £1.36 ip.
Cas VIl gly - -
Cas Ill Ma 16.23 + 2.63ip -
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3.0 JUSTIFICACION

En la actualidad se dispone de una variedad de alternativas terapéuticas para el tratamiento
de la diabetes mellitus tipo 2, los mecanismos de accion de estos farmacos son variados,
siendo el objetivo de todos los tratamientos el mantener las cifras de glucemia lo mas
cercanas a los valores fisiologicos de un individuo sano (80 — 120 mg/dL). Pero, a pesar de
que existe esta gran variedad de farmacos para controlar la hiperglucemia, no son totalmente
efectivos para lograr un buen control glucémico y prevenir el progreso de la enfermedad,
bien sea por un tratamiento y control inadecuado, o por los efectos adversos del tratamiento.
Por lo que, existe la necesidad de buscar nuevas y mejores terapias farmacoldgicas para el
tratamiento de la diabetes mellitus tipo 2, con mejor eficacia y menor frecuencia de efectos

adversos que los farmacos actuales.

Aunque las Casiopeinas fueron disefiadas como una terapia antitumoral alternativa, también
se les ha reportado actividades bioldgicas como antiparasitarios y espermaticidas, lo que
sugiere que tienen un gran potencial bioactivo. Para contrarrestar la toxicidad asociada a las
Casiopeinas, se plante6 la adicion de un metal esencial como el cobre. Esto con la finalidad
de disminuir importantemente la toxicidad, debido a que los metales esenciales se
metabolizan mas facilmente que otros iones, lo que reduciria en gran medida los efectos
adversos. Por otro lado, existen antecedentes generados en otras investigaciones sugieren que
las Casiopeinas pueden tener efecto sobre la regulacién en la via de la glucdlisis, asi como la
actividad a la alza de la via de sefializacion de la insulina lo que nos permite sugerir que estos
compuestos pueden contribuir en la regulacion de la glucosa circulante. Con base en lo
anterior, en el presente trabajo se planted determinar su potencial terapéutico contra la

diabetes mellitus.
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4.0 HIPOTESIS

Las Casiopeinas presentaran efecto anti-hiperglucemiante e hipoglucemiante en modelos

murinos sanos y diabéticos.

5.0 OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto anti-hiperglucemiante e hipoglucemiante de las Casiopeinas en modelos

murinos sanos y diabéticos.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v’ Evaluar la actividad anti-hiperglucemiante in vivo de las Casiopeinas en un modelo
de hiperglucemia inducida con almidén de maiz.

v’ Evaluar la capacidad de las Casiopeinas de inhibir la absorcion intestinal de glucosa
mediante un modelo in vitro de saco intestinal invertido de rata.

v Evaluar el efecto hipoglucémico y antidiabético sistémico de las Casiopeinas en

ratones normoglucémicos y diabéticos inducidos con aloxano.
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6.0 METODOLOGIA

6.1 Animales

Para la evaluacion de la actividad antihiperglucémica se emplearon ratas Wistar, machos
adultos jovenes, de 2 a 3 meses de edad con un peso promedio de 350 a 450 gramos. Para la
evaluacion de la actividad hipoglucemiante, se emplearon ratones CD1, machos adultos
jévenes, de 2 a 3 meses de edad con un peso promedio de 30 a 38 g, obtenidos del bioterio
de la Facultad de Medicina de la Universidad Autonoma del Estado de Morelos. Los animales
se mantuvieron en condiciones controladas con ciclos de luz/oscuridad de 12/12 horas a
temperatura constante (23-25°C), humedad controlada (50%), con acceso libre al agua y

alimento ad libitum durante los experimentos.

Todos los ensayos con animales se llevaron a cabo de acuerdo con las pautas de cuidado y
uso de animales de la Directiva 86/609 / CEE del Consejo de las Comunidades Europeas.
Los animales fueron alojados de acuerdo con los lineamientos de la Norma Oficial Mexicana
para el cuidado y uso de los animales de laboratorio (NOM 062-Z00-1999). El protocolo
experimental fue registrado en el Comité de Investigacion y sometido para su aval ante la
Comisién para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CCUAL) de la Facultad de
Medicina (UAEM).

6.2 Compuestos

Se evaluaron diez compuestos de coordinacion del grupo de las Casiopeinas, que fueron
sintetizados en la Facultad de Quimica de la Universidad Nacional Auténoma de México
(UNAM), por la Dra. Lena Ruiz Azuara. En la Tabla 8 se muestran los nombres quimicos de

acuerdo con la IUPAQ, su estructura quimica y la clave con la que seran identificados.
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Tabla 8. Nombre quimico, estructura y clave de los compuestos de coordinacion

evaluados.

Nombre quimico

Estructura

clave

[Cu(4,7-difenil-1,10-
fenantrolina) (glicinato)
(H20)]NOs

Cas 1 gly

[Cu(4,7-dimetil-1,10-
fenantrolina) (glicinato)
(H20)]NOs

Cas Il gly

[Cu(4,4"dimetil-2,2"-
bipiridina) (glicinato)
(H20)]NOs

NO;

Cas IV gly
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Continua tabla 8...

[Cu(5,6-dimetil-1,10-
fenantrolina) (glicinato)
(H20)]NOs

Cas Vi gly

[Cu(3,4,7,8-tetrametil-1,10-
fenantrolina) (glicinato)
(H20)INO3

Cas VI gly

NO,-

[Cu(4,7-difenil-1,10-
fenantrolina)
(acetilacetonato) (H.O)]NO3

Cas Il Ha
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Continua tabla §8...

[Cu(4,7-dimetil-
1,10fenantrolina)
(acetilacetonato) (H20)]NO3

NO,-

Cas |l Ea

[Cu(5,6-dimetil-1,10-
fenantrol®ina)
(acetilacetonato) (H20)]NO3

Caslll La

[Cu(3,4,7,8-tetrametil-1,10-
fenantrolina)
(acetilacetonato) (H2.O)]NO3

Cas Il Ma

Cu(4,4-dimetil-2,2-
bipiridina) (glicinato)
(H20)]NOs

NO,

Cas Il ia
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6.3 Actividad anti-hiperglucemiante

Para evaluar del efecto anti-hiperglucemiante de las Casiopeinas se utilizé la prueba de
tolerancia oral a la glucosa. Se utilizaron grupos de ratas con una n=6 con ayuno previo de 8
horas. Como control negativo se usé almidon (1 g/kg de peso) para inducir la hiperglucemia
y control positivo almidon + acarbosa (0.5 mg/kg de peso). Las diferentes Casiopeinas fueron
administradas por via oral con una cénula de acero inoxidable, a una concentracion de 0.5
mg/kg. Para realizar la prueba inicialmente se midio los valores de glucosa basal tomando
una gota de sangre de la cola de las ratas, antes de la administracion y posterior a esta en
intervalo de 15, 30, 45, 60 y 120 minutos, utilizando un glucémetro digital (Accu-chek,
Roche Diagnostics, SL).

6.4 Efecto de las Casiopeinas en la absorcion intestinal de glucosa en el modelo de saco
invertido

La absorcion de glucosa se evalu6 utilizando el modelo de intestino invertido de rata como
lo describe Hamilton (2013)%. Para obtener el tejido intestinal las ratas se sacrificaron por
dislocacion cervical e inmediatamente se removid el intestino completo. Después, el intestino
se lavé con solucion salina fria y se cortd en fragmentos de 7 cm, calculando la proporcion
con la longitud del segmento proximal. Posteriormente, para generar los sacos, se introdujo
un capilar dentro de los segmentos de intestino y se fijé al extremo con una doble ligadura.

Seguidamente se realiza la eversion desplazando el tejido hacia el extremo ligado.

Para el ensayo los sacos de intestino se montaron en tubos cénicos, que contiene 25 mL de
una solucion de Dextrosa (100 mg/dL) y por el tubo lateral del frasco se burbujea una mezcla
de O2 y CO2de manera continua para asegurar la presencia de oxigeno. El saco se sujeto a
una pipeta Pasteur, de la que se toman las muestras, y se llend con aproximadamente 0.3 mL
de solucion salina fisiologica (NaCl 0.9%), en incubacion a 37 °C. Para medir el efecto de
las Casiopeinas en la cinética de absorcion de glucosa intestinal, a la solucion de dextrosa se
le agregaron las Casiopeinas en concentraciones crecientes, el inhibidor de SGLT2
empagliflozina como control positivo y el vehiculo como control negativo. Posteriormente,
se tomaron alicuotas de aproximadamente 10 pL cada 30 minutos durante 3 horas, de la

solucion que se encuentra en el interior del saco intestinal para medir la glucosa utilizando,
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utilizando un glucometro digital (Accu-chek, Roche Diagnostics, SL). Para cada tratamiento

evaluado se utilizé una n=6 sacos por grupo.

6.5 Actividad hipoglucemiante

Para determinar el efecto hipoglucemiante de las Casiopeinas se utilizaron ratones
normoglucemicos. Para la evaluacion del efecto, se utilizaron grupos de ratones con una n=6
sin ayuno previo. Como controles positivos se usaron insulina (5 Ul/kg de peso) y como
secretagogo de insulina, glibenclamida (0.5 mg/kg de peso). Las diferentes Casiopeinas
fueron administradas via intraperitoneal, a concentraciones de 1, 5, y 10 mg/kg de peso. En
todos los experimentos, inicialmente se midié los valores de glucosa basal tomando una gota
de sangre de la cola de las ratas, y posterior a esta en intervalos de 1 hora durante 6 horas,
utilizando un glucometro digital (Accu-chek, Roche Diagnostics, SL).

Para el modelo diabético, los ratones con un peso inicial de 18 a 22 g se indujeron via
intraperitoneal con 220 mg/kg de aloxano disuelto en agua. Para realizar la induccion,
inicialmente, se midié los valores de glucosa basal tomando una gota de sangre de la cola de
las ratas, antes de la administracion y dos semanas después, utilizando un glucometro digital
(Accu-chek, Roche Diagnostics, SL). Se consideraron como ratones diabéticos aquellos con
niveles de glucosas superiores a 350 mg/dL.

Para evaluar el efecto preliminar anti- diabético de las Casiopeinas, se utilizaron grupos de
ratones con una n=3 sin ayuno previo. Como control positivo se usé insulina (5 y 10 mg/kg
de peso) y como control negativo el vehiculo utilizado en cada tratamiento. Las diferentes
Casiopeinas fueron administradas por via intraperitoneal, a concentraciones de 5y 10 mg/kg.
Para realizar la prueba inicialmente se midi6 los valores de glucosa basal tomando una gota
de sangre de la cola de las ratas, antes de la administracion y posterior a esta en intervalos de

1 hora durante 6 horas, utilizando un glucometro digital (Accu-chek, Roche Diagnostics, SL).

6.6 Analisis estadisticos

Los resultados se expresaron como la media de 6 animales * error estandar de la media. Se

realiz6 un analisis de varianza (ANOVA) de una via seguido de la prueba de Dunnet para
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evaluar las diferencias entre los distintos tratamientos correspondientes. Se considerd que
existe una diferencia estadisticamente significativa cuando el valor de P <0.05. A partir de
los cursos temporales se realizé el calculo del area bajo la curva (ABC) con el método de

trapezoides. Todos los analisis estadisticos se realizaron son GraphPad Prism v.8.0.
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7.0 RESULTADOS

7.1 Actividad anti-hiperglucemiante in vivo de las Casiopeinas en un modelo de
hiperglucemia inducida por almidon.

Para determinar si las diferentes Casiopeinas poseen efecto anti-hiperglucemiante mediante
la inhibicién de las enzimas involucradas en la digestion de los carbohidratos, primero se
valido el modelo de hiperglucemia inducido por la administracion via oral (V.0.) con una
carga de almidén de maiz (1.0 g/kg) en ratas Wistar, machos. La Figura 10 A y B, muestra
el curso temporal de hiperglucemia inducida por almidén de maiz, y el efecto en la
hiperglucemia de los controles positivos; Acarbosa (0.5 mg/kg) y Empagliflozina (1.0
mg/kg), y el efecto del vehiculo (agua) como control negativo, durante el periodo de

evaluacion.

Se puede observar que la administracion de almidén incrementa los niveles de glucosa
plasmatica, en los primeros 15 minutos ocurre una digestion parcial y la digestion total en
glucosa a los 30 minutos (pico mé&ximo: 37.27 = 3.18 mg/dL). Mientras tanto, la
administracion de acarbosa y empagliflozina inhiben la hidrolisis y absorcion de los hidratos
de carbono, respectivamente, disminuyendo el pico glucémico postprandial (a los 30
minutos) inducido por la administracion de almiddon con valores de glucosa de 10.17 + 0.58
y 20.2 = 2.4 mg/dL, cuando se administra acarbosa y empagliflozina, respectivamente. Por
otro lado, la evaluacion del vehiculo (agua destilada), mostr6 que la administracion y
manipulacion de los animales de experimentacion no producen cambios significativos en los
niveles de glucosa en sangre durante el periodo de evaluacion. En la Figura 10C los cambios
se expresan como porcentaje de cambio calculada a partir de los cursos temporales. Se
observo que la acarbosa y la empagliflozina inhibieron el pico hiperglucémico en un 72.72 +
1.55, 45.98 + 6.55 %, respectivamente.
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Figura 10. Estandarizacion del modelo de hiperglucemia inducida por almidén de maiz en ratas Wistar,
macho. En A y B se muestran los cursos temporales de la hiperglucemia inducida con almidon de maiz [3.084
pumol/kg] (control positivo), Almidén + Acarbosa [0.774 pmol /kg] (control negativo), Almidon +
Empagliflozina (2.218 pmol/kg) y vehiculo (agua), expresados como porcentaje de cambio de la glucosa. En C
los datos se expresan como el porcentaje de inhibicion del pico hiperglucémico maximo a los 30 minutos. Cada
punto representa el promedio + SEM de una n=6 animales. *** P<0.001 con respecto al vehiculo de cada
tratamiento por ANOVA de una via, seguido de una prueba de Dunnet. Las lineas de colores en la parte inferior
de las gréficas indican la dosis en (mg/kg) al que corresponde cada tratamiento.

Después de validar el modelo de hiperglucemia inducida por almidén de maiz, se realiz6 una
evaluacion preliminar para determinar si las diez Casiopeinas mostraban efecto anti
hiperglucemiante, a la dosis de 0.5 mg/kg y administradas via oral (p.0.). Se realizd un curso
temporal, para calcular el porcentaje de inhibicion de la hiperglucemia respecto al pico
maximo y el andlisis del ABC. Los resultados mostrados en la Tabla 9, muestran que todas
las Casiopeinas muestran un efecto antihiperglucemiante moderado en comparacién con el
grupo tratado con almidon + veh. Entre estas, las Casiopeinas Cas Il La, Cas Il gly, Cas |
gly, Cas Il May Cas Ill Ha, disminuyen la hiperglucemia entre un 44.55 + 14.46 y un 55.49
+ 10.45%.

46



“EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIHIPERGLUCEMICA E HIPOGLUCEMIANTE DE COMPUESTOS COORDINADOS DE COBRE (CASIOPEINAS) EN MODELOS
EXPERIMENTALES”

Tabla 9. Porcentajes de efecto en la actividad anti-hiperglucemiante a los 30 minutos
de la administracion de almidon

_ Dosis % de disminucion al pico % de disminucion
Tratamiento [umol/kg] méaximo del ABC
Acarbosa 0.774 7272 +£1.55 51.86 £ 4.50
Empagliflozina 2.217 45.98 +6.55 ns 6.68 +5.08
Cas Il La 1.069 55.49 + 10.45 ns 28.93 + 16.98*
Cas Il gly 1.174 49.56 £8.92 ns 40.55 £ 15.37 ns
Cas I gly 0.909 45.89£9.18 ns 21.07 £15.18**
Cas Il Ma 1.082 4455 + 14.46ns 27.32 £20.70*
Cas VIl gly 1.101 37.84 £ 7.25* 17.71 £ 12.17**
Cas Il Ha 0.909 36.70 £ 10.41* 22.40 £ 10.53*
Cas Il Ea 1.114 37.90 £ 4.63* 11.37 + 12.08***
Caslllia 1.171 34.98 + 8.80** -9.62 £ 19.31%**
Cas VI gly 1.174 21.46 + 6.08*** 11.15 £ 17.27***
Cas IV gly 1.191 19.20 + 5.73*** 7.16 £19.91***

Cada punto representa el promedio £ SEM de una n=8 animales. * P <0.05, ** P<0.01, *** P<0.001, ns: sin
diferencia estadisticas con respecto al control de acarbosa para cada tratamiento por ANOVA de una via,
seguido de una prueba de Dunnet. Para las Casiopeinas las dosis en pmol/kg corresponden a 0.5 mg/kg, para
acarbosa 0.5 mg/kg y empagliflozina 1.0 mg/kg.

En las Figuras 11A-F, se muestran los cursos temporales en porcentaje de cambio de la
concentracion de glucosa (Aglucosa mg/dL), de las tres Casiopeinas que presentaron mejor
actividad anti-hiperglucemiante. ElI compuesto Cas Il La (Figura 11A-B), mostré un
comportamiento similar al de acarbosa, lo que sugiere que Cas Il La podria inhibir las
enzimas a-glucosidasas para producir una inhibicion del 55.49 + 10.45 % al al minuto 30. La
inhibicion observada al minuto 15 se mantiene hasta el minuto 60. Al final del experimento,
los niveles de glucemia no regresan a su nivel basal comparado con el control negativo,

indicando una reduccion de la glucemia de 28.93 + 16.98 %.

En cambio, el compuesto Cas Il gly (Figura 11C-D) inicia la inhibicion de la hidrdlisis de los
carbohidratos a los 15 minutos después de la administracion, aunque a una velocidad menor

que los controles positivos y que la Cas Il ia, como lo muestra la pendiente de la curva que
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describe su comportamiento con respecto al tiempo (Figura 11C). Aunque la velocidad inicial
parece menor, la inhibicién al minuto 30 es de 49.56 + 8.92 %. Después de la absorcion se
inicia su utilizacion y finalmente se obtiene una disminucion del pico hiperglucémico de
40.55 + 15.37 %. En la Figura 11E-F, se observa el curso temporal del cambio de glucosa
inducido al administrar el compuesto Cas | gly, se observa una inhibicion en el pico maximo
de hiperglucemia de 55.49 + 10.45 %. Este efecto se mantiene desde minuto 15 hasta el
minuto 60, después de los 60 minutos los niveles de glucosa disminuyen, pero no regresan a
su nivel basal, e incluso se observa una absorcion mas rapida que la obtenida con almidon.

Finalmente se obtuvo una reduccion de la glucemia de 21.07 + 15.18 %.

Es importante sefialar que, aunque la comparacién de inhibicién de hiperglucemia se realiza
al tiempo en el que se presenta el mayor registro de glucosa circulante provocada por la
administracion de almidén de maiz via oral, todos los compuestos de coordinacion evaluados
comienzan a presentar el efecto anti- hiperglucémico a los 15 minutos, de la misma forma
que acarbosa y empagliflozina. Solo el compuesto Cas Il gly presenta una velocidad menor
para alcanzar su maximo efecto antihiperglucemiante (Figura 11 C). De manera general, l0s
efectos inhibitorios de los compuestos de coordinacion se encuentran por debajo del efecto
presentado por la acarbosa (0.774 pumol/kg) evaluado a los 30 minutos (pico méaximo
hiperglucémico por administracion de almidon), aunque estadisticamente no hay diferencias
significativas entre los efectos que producen estos compuestos. Por otra parte, las cinéticas
gue presentaron son comparables con las presentadas por la empagliflozina (0.5 mg/kg). Los
valores de inhibicién y dosis de compuestos administrado nos permiten establecer que los
compuestos de coordinacion (0.5 mg /kg) son hasta 7 veces mas potentes que la
empagliflozina (1 mg/kg) para producir la misma respuesta inhibitoria correspondiente al
ABC (Tabla 9).
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Figura 11. Evaluacion del efecto antihiperglucémico de las Casiopeinas Cas 11 La, Cas Il gly y Cas I gly.
En los paneles A, C, E, se muestran los curso temporales del efecto de las Casiopeinas en la hiperglucemia
inducida con almidén. A. Cas III La [1.069 umol/ kg], B. Cas Il gly [1.174 umol/ kg] y C. Cas I gly [0.909
umol/ kg]. B, D, F. Porcentaje de inhibicion del pico hiperglucémico maximo a los 30 minutos. Cada punto
representa el promedio + SEM de una n=6 animales. * P <0.05, ** P<0.01, *** P<0.001, ns: no significativo,
con respecto al control de acarbosa de cada tratamiento por ANOVA de una via, seguido de una prueba de
Dunnet. Las lineas de colores en la parte inferior de las gréficas indican la dosis en (mg/kg) al que corresponde
cada tratamiento.
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7.2 Evaluacion de la absorcion intestinal de glucosa in vitro de las Casiopeinas en el
modelo de saco intestinal invertido de rata

Para determinar si el mecanismo anti-hiperglucemiante de las Casiopeinas involucra la
inhibicion de la absorcion intestinal de glucosa, se utilizo el modelo de absorcion intestinal
in vitro en sacos intestinales invertidos de rata. Primero, se determing la cinética de absorcion
de glucosa a intervalos de 30 minutos durante tres horas y posteriormente se evalué el efecto
de empagliflozina, un inhibidor de SGLT2 en dicha cinética. La Figura 12A, muestra los
resultados expresados en deltas totales (Aglucosa mg/dL) del curso temporal de la evaluacion
de absorcion de dextrosa presente a una concentracion de 100 mg/dL (5550.7 uM) en

ausencia y en presencia de dosis crecientes de empagliflozina (control positivo).

La cinética muestra que la glucosa se absorbe gradualmente durante el tiempo de evaluacion
alcanzando una absorcion méxima de 180.5 + 2.7 mg/dL de glucosa, a las tres horas de
evaluacion. Por otro lado, se observo que empagliflozina inhibe la absorcion de glucosa, de
manera dependiente de la concentracién (Figura 12B), y que su eficacia maxima de

inhibicion de la absorcion se alcanza con la concentracién de 10.0 mg/dL (221.77 uM).
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Figura 12. Efecto de la empagliflozina, un inhibidor selectivo del Cotransportador de glucosa, en la
absorcion intestinal de glucosa in vitro. A. Curso temporal de la absorcion de (55.507 uM) y Dextrosa +
empagliflozina (0.554-2.218uM, control positivo). B. Porcentajes de inhibicion para empagliflozina. Cada
punto representa el promedio + SEM de una n=8 sacos. *** P<0.001 con respecto al vehiculo de cada
tratamiento por ANOVA de una via, seguido de una prueba de Dunnet. Las lineas de colores en la parte inferior
de las graficas indican la dosis en (mg/dL) al que corresponde cada tratamiento.




Después de estandarizar el modelo, se realizd un ensayo bajo las mismas condiciones, pero
ahora con las 10 Casiopeinas, para determinar si tienen efecto sobre la absorcion de glucosa
a nivel intestinal. En la Tabla 10, los resultados de inhibicién, de absorcién de glucosa,
muestran que no existen diferencias significativos entre el efecto que producido por los
compuestos y el que posee la empagliflozina (221.77 uM) utilizada como control positivo y

los compuestos.

Tabla 10. Porcentajes de inhibicion de la absorcion intestinal de las Casiopeinas

Tratamiento Concentracion % de inhibicién al pico % de inhibicion del

[uM] maximo ABC
Al min 180
Empagliflozina 221.77 66.52 + 1.30 87.30 £2.22
Cas Il Ha 9.089 64.17 £ 5.50™ 73.08 + 4.58™
Cas Il ia 11.712 72.02 £2.88™ 72.72 £2.38™
Cas VI gly 11.740 71.74 £0.92™ 72.70 £ 1.37™
Cas VIII gly 11.014 52.45 + 4.65™ 68.54 + 3.67™
Cas | gly 9.090 65.56 + 3.29* 67.05 + 1.69*
Cas Il Ma 10.823 4576+ 7.47*** 53.90 + 6.66***
Cas Il gly 11.740 49.94 + 0.57*** 48.71+ 1.05***
Cas Il Ea 11.138 46.60+ 16.35*** 44,76+ 11.25***
Cas IV gly 11.908 30.15 £ 5.38*** 29.37 £ 7.38***
Cas Il La 10.685 12.58+ 6.61*** 4.65 + 13.97***

Cada punto representa el promedio + SEM de una n=6 sacos. * P <0.05, ** P<0.01, *** P<0.001 ns: no
significativo con respecto al control de empagliflozina de cada tratamiento por ANOVA de una via, seguido de
una prueba de Dunnet. Paras las Casiopeinas las dosis en umol/dL corresponden a 0.5 mg/dL y para
empagliflozina 10.0 mg/dL.

Es importante sefialar que la concentracion con la que empagliflozina present6 su efecto
maximo, expresada en uM, es de 18.9 a 24.3 veces mayor que las utilizadas para que las
diferentes Casiopeinas presenten un efecto inhibitorio de absorcion de glucosa comparable

con empagliflozina. Para aquellos compuestos que presentaron el mismo efecto inhibitorio
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que empagliflozina, se evaluaron diferentes concentraciones para determinar si el efecto es

dependiente de la dosis y calcular la Dosis Efectiva media (DEsg) para cada compuesto.

Los resultados expresados como porcentaje de inhibicion del ABC (Figura 13A.), muestran
que Cas Ill Ha inhibe la absorcion de glucosa de forma dependiente de la concentracion. Su
efecto inhibidor es estadisticamente significativo a partir de 2.90 uM, alcanzando su eficacia
méaxima de inhibicion (73.03 + 4.58%) a la concentracion de 9.089 uM, concentracion a la
que no existe diferencia significativa (ns) con el efecto producido por emplagliflozina
(221.77 uM). El efecto de Cas Il Ha se alcanza con una concentracion casi 25 veces menor
que la empagliflozina, lo que nos permite establecer que los compuestos de coordinacion son
mas potentes para inhibir la absorcion de glucosa que emplagliflozina, sin embargo, se

comporta como un antagonista parcial (Figura 13B.)
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Figura 13. Inhibicion in vitro de la absorcidn de glucosa por efecto de Cas 111 Ha. En A se muestra el efecto
de Cas IlIl Ha expresado como porcentajes de inhibicién. B. Curvas dosis-respuesta de Cas Il Ha y
Empagliflozina. Cada punto representa el promedio + SEM de una n=6 sacos. * P <0.05, ** P<0.01, ***
P<0.001 ns: no significativo con respecto al control de empagliflozina de cada tratamiento por ANOVA de una
via, seguido de una prueba de Dunnet. Las lineas de colores en la parte inferior de las graficas indican la dosis
en (mg/dL) al que corresponde cada tratamiento.

Por otro lado, Cas I11 ia también inhibi6 la absorcion de glucosa en el rango de concentraciones

evaluadas, siendo estadisticamente significativo el efecto a partir de la concentracion 5.856 y

e
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hasta la concentracion de 58.86 uM. La eficacia méxima de inhibiciébn que presentd este
compuesto fue de 72.72 + 2.38 % a una concentracion de 11.712 puM. Sin embargo, a las
concentraciones de 37.5y 58.56 uM se observo una disminucion del efecto inhibitorio (Figura
14). Estos resultados, sugieren que Cas Il ia tiene un comportamiento tipo antagonista parcial,

aunque presenta una potencia de 18.8 veces mayor que empagliflozina.
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Figura 14. Inhibicidn in vitro de la absorcion de glucosa por efecto de Cas |11 ia. En A se muestra el efecto
de Cas Ill ia expresado como porcentajes de inhibicion. B. Curvas dosis-respuesta de Cas Il ia y
Empagliflozina. Cada punto representa el promedio £+ SEM de una n=6 sacos. * P <0.05, ** P<0.01, ***
P<0.001 con respecto al control de empagliflozina de cada tratamiento por ANOVA de una via, seguido de una
prueba de Dunnet. Las lineas de colores en la parte inferior de las gréficas indican la dosis en (mg/dL) al que
corresponde cada tratamiento.

La evaluaciéon de Cas VI gly mostrdé que también posee una actividad inhibitoria dosis-
dependiente (Figura 15A). Se observaron diferencias significativas en todas las
concentraciones evaluadas al ser comparadas con el vehiculo utilizado para el tratamiento.
La eficacia maxima de inhibicion para este compuesto fue de 72.70 + 1.37 % a una
concentracion de 11.740 uM, dejando en evidencia que su comportamiento es de tipo

antagonista parcial y posee casi 19 veces mayor potencia que empagliflozina.
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Figura 15. Inhibicién in vitro de la absorcién de glucosa por efecto de Cas VI gly. En A se muestra el efecto
de Cas VI gly expresado como porcentajes de inhibicion. B. Curvas dosis-respuesta de Cas VI gly y
Empagliflozina. Cada punto representa el promedio £ SEM de una n=6 sacos. ** P<0.01, *** P<0.001 con
respecto al control de empagliflozina de cada tratamiento por ANOVA de una via, seguido de una prueba de
Dunnet. Las lineas de colores en la parte inferior de las graficas indican la dosis en (mg/dL) al que corresponde
cada tratamiento.

En cuanto a Cas VIII gly, se observo que posee un efecto estadisticamente significativo en
todas las concentraciones evaluadas y la inhibicidn se presenta de forma dosis dependiente.
El efecto maximo de inhibicién alcanzado (68.54 + 3.67 %) se produjo a la concentracién de
11.014 uM, con un comportamiento de tipo antagonista parcial, pero con mayor potencia que

empagliflozina.
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Figura 16. Inhibicion in vitro de la absorcién de glucosa por efecto de Cas VIII gly. A. Efecto expresado
como porcentajes de inhibicidn. B. Curva dosis-respuesta. Cada punto representa el promedio + SEM de una
n=6 sacos. ** P<0.01, *** P<0.001 con respecto al control de empagliflozina de cada tratamiento por ANOVA
de una via, seguido de una prueba de Dunnet. Las lineas de colores en la parte inferior de las graficas indican
la dosis en (mg/dL) al que corresponde cada tratamiento.

En la Tabla 11, se resumen los resultados de eficacia maxima y potencia relativa obtenidos
de las CDR para cada compuesto. Los resultados muestran que las Casiopeinas presentan una
eficacia maxima aproximadamente del 70%, sugiriendo que estos compuestos se comportan
como antagonistas parciales en este modelo. Por otro lado, la empagliflozina mostro la mayor
eficacia (87.30 + 2.22) a la concentracion de 77.65 uM. Sin embargo, en el rango de

concentraciones evaluadas no se alcanz6 su eficacia maxima.

En cuanto a la potencia (CEso), se encontré que con respecto a empagliflozina las
Casiopeinas (en orden decreciente): Cas Il Ha, Cas Ill ia, Cas VI gly y Cas VIII gly, son
maés potentes inhibiendo la absorcion de glucosa. La potencia relativa nos muestra que las

Casiopeinas son hasta 49 veces mas potentes que empagliflozina.
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Tabla 11. Eficacia maxima (Emax) y potencia de las Casiopeinas evaluadas en el modelo

de absorcidn intestinal de glucosa in vitro.

_ Eficacia maxima CEso ] )
Tratamiento ) Potencia relativa
(Eméx) (M)
Empagliflozina 87.30 £ 2.22 77.65 1.0

Cas VI gly 72.70 £1.37™ 1.581 49.09

Cas Il ia 72.72 £2.38™ 2.523 30.76

Cas Ill Ha 73.08 + 4.58™ 3.206 24.21
Cas VIII gly 68.54 £ 3.67™ 4.335 17.91

Cada punto representa el promedio + SEM de una n=6 sacos. ns: no significativo con respecto al control de
empagliflozina de cada tratamiento por ANOVA de una via, seguido de una prueba de Dunnet.

7.3 Actividad hipoglucemiante en ratones CD1 normoglucémicos

Para determinar si las Casiopeinas poseen efecto sobre la utilizacion sistémica de la glucosa,
se valido el modelo hipoglucemiante en ratones CD1, utilizando como control positivo la
insulina y glibenclamida. En la Figura 17A se muestra el curso temporal de la evaluacion
hipoglucémica de insulina (0.0396 umol/kg), Glibenclamida (10.121 pmol/kg) y del
vehiculo. En tanto, la Figura 17B muestra los resultados en deltas totales (Aglucosa mg/dL).
La administracion de insulina disminuyd los niveles de glucosa en un 51.66 + 0.76% a los
60 min, regresando gradualmente a los niveles basales de glucosa a partir de la cuarta hora,
con una regulacion global de la glucemia del 21.20 + 1.24%. En contraste de la regulacion
rapida por parte de la insulina, el control de glibenclamida actué gradualmente reduciendo
los niveles de glucemia, sin un pico pronunciado de hipoglucemia a los 60 minutos (5.93 +
2.92%), reduciendo de forma global un 10.06 + 1.33% (Figura 17C). Estas diferencias entre
los porcentajes de disminucion de la glucemia de la insulina y glibenclamida se deben

principalmente a las caracteristicas propias del farmaco y a sus mecanismos de accion.
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Figura 17. Cinéticas del efecto hipoglucemiante de insulina, Glibenclamida y agua en ratones CD1 En A
y B se observan los cursos temporales. En C el efecto hipoglucemiante expresando en porcentaje del ABC.
Cada punto representa el promedio £ SEM de una n=6 animales. ** P<0.01, *** P<0.001 con respecto al
vehiculo de cada tratamiento por ANOVA de una via, seguido de una prueba de Dunnet. Las lineas de colores
en la parte inferior de las gréficas indican la dosis en mg/kg o Ul/kg al que corresponde cada tratamiento.

Una vez estandarizados los controles, se realizd un ensayo bajo las mismas condiciones
experimentales para determinar cual de las Casiopeinas presentaba mejor actividad
hipoglucemiante, evaludndolas a una dosis de 1.0 mg/kg. Con estos resultados se calcularon
los porcentajes de disminucion al pico maximo (1 hora) y la disminucion de ABC,
comparados con el vehiculo respectivamente. En la Tabla 12, se ordenan los compuestos de
mayor a menor actividad hipoglucemiante respecto al pico maximo de inhibicion alcanzando

por insulina.
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Tabla 12. Porcentaje de disminucion en la actividad hipoglucemiante calculados
respecto al pico maximo y al ABC para las Casiopeinas.

Controle con % ABC
[umol/kg]
Insulina 0.040 21.20+1.24
Glibenclamida 10.12 10.06 £ 1.33*
Vehiculo - 0.34 £ 2.76***
Con Conc Conc

tratamientos % ABC % ABC % ABC

[umol/kg] [umol/kg] [umol/kg]
Cas IV gly 2.38 17.12 £ 1.59ns 11.91 13.97 £ 2.25ns 23.82 9.32 £ 2.76**
Cas VIII gly 2.20 14.61 £ 1.26ns 11.02 3.91 + 2.39*** 22.03 25.35 + 3.85ns
Cas Il gly 2.35 13.02 £ 3.44ns 11.74 18.11 + 2.40ns 23.48 15.71 £ 1.51ns
Cas Il Ha 1.82 12.30 £ 2.98ns 9.09 15.33 £ 2.72ns 18.18 16.85 £ 2.39ns
Cas VI gly 2.35 11.24 £ 2.00* 11.74 16.73 £ 5.64ns 23.5 - 7.59 £ 5.86***
Cas Il ia 2.34 10.74 + 4.85* 11.71 10.21 + 3.31** 23.42 2.11 + 2.85**
Cas | gly 1.82 10.51 £ 2.57* 9.09 13.87 £ 2.01* 18.18 2.46 + 4.54**
Cas Il La 2.14 9.56 £ 3.64* 10.69 15.72 £5.27ns 21.65 11.32 + 2.63*
Cas Il Ea 2.23 9.06 £ 3.21* 11.14 7.94 £ 4.50** 22.28 14.25 + 0.57ns
Cas Il Ma 2.17 2.33 £ 3.95*** 10.82 4.19 + 0.98** 21.65 7.61 £ 2.29**

Cada punto representa el promedio = SEM de una n=6 animales * P <0.05, ** P<0.01, *** P<0.001 ns: no
significativo con respecto al control de insulina de cada tratamiento por ANOVA de una via, seguido de una
prueba de Dunnet. Para las Casiopeinas las dosis de 1.8 —2.3,9.0 -11.9 y de 18.0 -23.8 umol/kg, corresponden
a1.0,5.0y 10 mg/kg, respectivamente.

Se evaluaron tres concentraciones de los tres compuestos hipoglucemiantes mas activos
correspondientes al ABC; Cas VIII gly, Cas I1l Hay Cas IV gly, para determinar si su efecto
es dosis-dependiente. En la Figura 19, se observan las cinéticas en deltas totales de cada uno
de estos compuestos y los porcentajes de efecto hipoglucemiante de las concentraciones

evaluadas para cada compuesto.
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Figura 18. Evaluacién del efecto hipoglucémico de las Casiopeinas Cas IV gly, Cas VIII gly y Cas 1l La
en ratones CD1 normoglucémicos. A, C y E. Cursos temporales en deltas totales (Aglucosa mg/dL). B, D y
F. Porcentajes de efecto hipoglucémico para cada tratamiento, respectivamente. Cada punto representa el
promedio + SEM de una n=6 animales * P <0.05, ** P<0.01, *** P<0.001 ns: no significativo con respecto al
control de insulina de cada tratamiento por ANOVA de una via, seguido de una prueba de Dunnet. Las lineas

de colores en la parte inferior de las gréficas indican la dosis en mg/kg o Ul/kg al que corresponde cada
tratamiento.
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La evaluacién de Cas IV gly (Figura 18 A-B) exhibié que su efecto hipoglucemiante es dosis
dependiente inverso, el maximo efecto hipoglucémico calculado correspondiente al ABC fue
de (17.12 £ 1.59 %) y se alcanz6 con una dosis de 2.382 umol/kg. Al comparar el efecto
hipoglucémico de Cas IV gly, con el que posee la insulina (21.20 £ 1.24 %), no se observan
diferencias estadisticamente significativas con las dosis de 2.382 (17.12 + 1.59 %) y 11.908
(13.97 £ 2.25 %) umol/kg. Sin embargo, el efecto con estas dosis fue mayor al efecto
producido por glibenclamida (10.06 + 1.33 %) a dosis de 10.121 umol/kg.

Los resultados encontrados para Cas VIII gly, respecto al ABC (Figura 18 C-D), muestran
que su actividad hipoglucemiante es dependiente de la dosis, con excepcién de la dosis de
11.015 umol/kg, en donde este efecto se encontro sustancialmente disminuido. No obstante,
la dosis de 22.030 umol/kg, presentd un efecto hipoglucemiante de 25.38 + 3.85%, que se
encuentra por arriba del efecto que presenta la insulina. El analisis estadistico confirma que
no existen diferencias significativas entre los efectos mostrados con insulina 'y Cas VIII gly

a esta dosis.

En cuanto a los resultados obtenidos para el compuesto Cas 11 Ha (Figura 18 E-F), se observé
una actividad hipoglucémica dependiente de la dosis. El efecto presenta diferencias
estadisticamente significativas a todas las dosis evaluadas al ser comparados con el vehiculo
de los tratamientos. El efecto que presento este compuesto en las tres dosis evaluadas no tuvo
diferencias significativas con el efecto exhibido por la insulina correspondientes al ABC,
respectivamente. Alcanzando su efecto méximo (16.85 + 2.39 %) con una dosis de 18.180
umol/kg. Todas las dosis evaluadas de estos compuesto mostraron mayor actividad

hipoglucémica que la glibenclamida.

La evaluacién de las actividades: anti hiperglucémica, inhibicion de la absorcion intestinal
de glucosa y el efecto hipoglucemiante, permitio seleccionar a los compuestos mas
prometedores para evaluarlos en modelos diabéticos: Cas Il Ha, Cas Il La, Cas VI gly y
Cas VIII gly.
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7.4 Actividad hipoglucemiante de las Casiopeinas en ratones diabéticos CDL1.

Para este modelo se indujeron ratones CD1 machos, con aloxano (220 mg/kQ),
considerandolos diabéticos después de dos semanas con niveles de glucosa superiores a los
350 mg/dL. Se validé el modelo evaluando el curso temporal de la insulina utilizada como
control positivo a concentraciones de 0.0396 y 0.0792 umol/kg y el vehiculo utilizado para

cada tratamiento, midiendo los niveles de glucosa durante 6 horas con intervalos de 1 hora
(Figura 19).
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Figura 19. Cinéticas hipoglucemiantes del control de insulina (0.0396 y 0.0792 pmol/kg) y el vehiculo
utilizado en cada tratamiento. Cada punto representa el promedio £ SEM de una n=3 animales. *** P<0.001
con respecto al vehiculo de cada tratamiento por ANOVA de una via, seguido de una prueba de Dunnet. Las

lineas de colores en la parte inferior de las gréficas indican la dosis en Ul/kg al que corresponde cada
tratamiento.

Las cinéticas de esta evaluacion permiten observar que insulina a la concentracion de 0.0396
umol/kg no produce ningun pico hipoglucémico, contrario a lo observado en el modelo
normoglucémico a la misma concentracion, sin embargo, si logra descender los niveles de
glucosa de manera gradual. En tanto, a una concentracion de 0.0792 umol/kg, se observa
pico hipoglucémico (49.55 + 1.44 %) prominente a los 60 minutos después de la

administracion, no obstante, los niveles de glucosa empiezan a ascender a partir de la segunda
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hora (Figura 19A). A partir del ABC de las cinéticas, se calcularon los porcentajes de efecto
hipoglucémico para cada concentracion. Las dosis de insulina 0.0396 y 0.792 umol/kg,
poseen un efecto hipoglucemiante de 12.68 + 1.53 y 29.77 + 0.47 % respectivamente, con
diferencias estadisticamente significativas contra el vehiculo utilizado para cada tratamiento
(Figura 19). Para demostrar si las Casiopeinas también poseen un efecto hipoglucémico en
el modelo diabético, se evaluaron los compuestos mas prometedores anteriormente
seleccionados: Cas Ill Ha, Cas Ill La, Cas VI gly y Cas VIII gly. Con el ABC de los cursos
temporales se calcularon los porcentajes de efecto hipoglucémico para cada compuesto a las

concentraciones evaluadas (Tabla 13).

Tabla 13. Porcentaje de disminucién en la actividad hipoglucemiante en ratones
diabéticos CD1.

Dosis % Efecto Concentracion % Efecto
Tratamiento
[umol/Kg] ABC [umol/Kg] ABC

Vehiculo - 0.0+141 - 0.0+x141
Insulina 0.0396 12.68 + 1.53 0.0792 29.77 £0.47
Cas Il Ha 9.090 18.53 £ 5.77ns 18.180 7.88 £3.16**
Cas VI gly 11.740 11.95 + 4.26ns 23.481 17.44 + 2.05ns
Cas IV gly 11.908 8.91 + 3.10ns 23.481 12.90 £ 5.27ns
Cas VIl gly 11.015 9.05 + 3.73ns 22.030 3.64 + 2.52%**
Cas Il La 10.685 2.71 + 2.60*** -
Cas Il gly 11.740 1.66 £ 6.40*** -

Cada punto representa el promedio + SEM de una n= 3 animales. * P <0.05, ** P<0.01, *** P<0.001 ns: no
significativo con respecto al control de insulina de cada tratamiento por ANOVA de una via, seguido de una
prueba de Dunnet. Para las Casiopeinas las dosis de 9.0 -11.9 y de 18.0 -23.4 umol/kg, corresponden a 5.0 y
10 mg/kg, respectivamente.

En la Figura 20, se observan las cinéticas en deltas totales de cada uno de estos compuestos
y los porcentajes de efecto hipoglucemiante de las concentraciones evaluadas para cada
compuesto.
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Figura 20. Evaluacidon del efecto hipoglucémico de las Casiopeinas Cas VI gly, Cas IV gly y Cas 111 Ha
en ratones CD1 diabéticos. A, C y E. Cursos temporales en deltas totales (Aglucosa mg/dL). B, D y F.
Porcentaje de efecto hipoglucémico para cada tratamiento Cada punto representa el promedio + SEM de una
n=3 animales. * P <0.05, ** P<0.01, *** P<0.001 ns: no significativo con respecto al control de insulina (0.0396
ug/kg) de cada tratamiento por ANOVA de una via, seguido de una prueba de Dunnet. Las lineas de colores en
la parte inferior de las gréficas indican la dosis en mg/kg o Ul/kg al que corresponde cada tratamiento.
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Los resultados del ABC, para los cursos temporales de los compuesto Cas IV gly y VI gly
muestran que su efecto es dosis dependiente. En los dos compuestos ambas dosis evaluadas
no presentaron diferencias significativas, respecto al efecto alcanzado con el control de
insulina a dosis de 0.0396 umol/kg (12.68 + 1.53). El efecto maximo para Cas VI gly (23.481
umol/kg) y Cas IV gly (23.817 pmol/kg) fue de 17.44 + 2.05 y 12.90 = 5.27 %,

respectivamente.

De manera contraria, el compuesto Cas 111 Ha present6 un efecto dosis dependiente inverso,
aunque al ser comparadas con el efecto de insulina a dosis de 0.0396 umol/kg (12.68 + 1.53
%) ambas concentraciones no presentaron diferencias significativas. Particularmente este
compuesto a dosis de 9.090 umol/kg alcanz6 su efecto méximo (18.53 £ 5.77 %). El analisis
estadistico no muestra diferencias significativas entre el efecto producido por 9.090 umol/kg
de Cas Ill Ha y el efecto hipoglucemiante que presento la insulina (29.77 £ 0.47 %) a una
dosis de 0.0792 umol/kg.
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8.0 DISCUSION
8.1 Actividad anti-hiperglucemiante

8.1.1 Actividad anti-hiperglucemiante in vivo de las Casiopeinas en un modelo de
hiperglucemia inducida por almidon.

La diferencia entre el nivel de glucosa en sangre posprandial y prepandial en diferentes
puntos de tiempo (AGlucosa), juega un papel importante en la hiperglucemia total por lo que
se ha sugerido su control como un nuevo enfoque terapéutico para minimizar los efectos
adyacentes inducidos por la hiperglucemia y el control del desarrollo de complicaciones.
Nuestro modelo de hiperglucemia inducida con almiddn permite simular y seguir el proceso
de digestion, absorcion y utilizacidn de los carbohidratos. De esta manera es facil medir los
cambios en los niveles de glucosa tras la administracion de farmacos inhibidores de la
digestion o absorcion. En las cinéticas estudiadas en este trabajo, la digestion del almidon
inicia desde el momento de la administracion. En los primeros 15 minutos se observa una
digestion parcial efectuada por la amilasa pancredtica que hidroliza los enlaces a-1,4
glucosidicos de los polisacaridos. La digestion total de los polisacaridos en glucosa ocurre a
los 30 minutos (pico maximo: 37.27 + 3.18 mg/dL) por la hidrolisis de los enlaces a-1,6
glucosidicos bajo accion de las a-glucosidasas. Estos valores concuerdan con los reportados

en diferentes ensayos tras la administracion de almidon para induccion de hiperglucemia
95,32,96,97

Después de la digestion del almidén, la glucosa es absorbida a nivel apical en los enterocitos
por un mecanismo de transporte activo mediado por los SGLT1 y con ayuda de los GLUT2
entra a circulacion sistémica para su utilizacién y activa mecanismos en respuesta al
incremento de glucosa como la secrecién de insulina. Lo anterior permite regular los niveles
glucémicos (a partir del minuto 30) favoreciendo su captacion y almacenamiento, hasta
regresar a sus niveles basales (minuto 120). En lo que respecta a los compuestos de
coordinacion, los efectos anti-hiperglucémicos observados pueden explicarse al dividir los
compuestos en dos grupos; 1) los que en su esfera de coordinacion poseen un ligante glicinato
y 2) los que poseen un acetilacetonato. Agrupados de esta manera la capacidad anti

hiperglucémica determinada a los 30 minutos, que es donde se presenta el pico
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hiperglucémico inducido por la administracién de almidon de maiz, se presenta en el
siguiente orden por grupo: 1) glicinato: Cas II gly = Cas I gly > Cas VIII gly > Cas VI gly =
Cas IV gly; y 2) acetilacetonato; Cas III Ha > Cas III Ma > Cas III Ha > Cas III Ea = Cas III
ia. En ambos grupos, el compuesto que fue menos efectivo tiene en su esfera de coordinacién
el ligante 4,4’-dimetil-2,2’-bipiridina. En cuanto a su estructura, los compuestos que
resultaron mas activos en ambos grupos poseen una fenantrolina en la esfera de coordinacion
de metal. En el caso de los compuestos con fenantrolina en su esfera de coordinacion, la
actividad anti-hiperglucemiante se modifica en funcion de la naturaleza y posicién de los

sustituyentes de la diimina.

Se observa que la actividad de estos compuestos puede estar relacionada con su caracter
hidrofébico/hidrofilico (log P) (Tabla 6), responsable también de modular su distribucion.
La Figura 21 muestra que, de manera general, al aumentar el caracter hidrofobico aumenta
su actividad anti-hiperglucemiante. La excepcion a la tendencia general la presenta el
compuesto Cas Il gly, la diferencia podria deberse a una mejor distribucion aparente entre
las capas lipidicas de las membranas, reflejandose en la velocidad con la que llega a su sitio

de accidn en las enzimas a - glucosidasas.
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Figura 21. Distribucion de la relacion del Log p y el efecto antihiperglucemiante. Como tendencia general
las Casiopeinas exhiben que a medida que aumenta el Log P aumenta el efecto antihiperglucemiante. Los
circulos rojos hacen referencia a los compuestos con un ligante glicinato y los cuadros negros aquellos que
tienen en su estructura acetilacetonato.
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De lo anterior, es posible sugerir una relacion directa entre el efecto observado y velocidad
de biodistribucion obtenida en estudios farmacocinéticos previamente publicados para
algunos compuestos (Tabla 5). La velocidad con la que alcanzan estos compuestos su
biodistribucion lo podemos comprar con el tiempo de vida media. Para los compuestos Cas
Il La, Cas Il gly, Cas Il iay Cas Il Ea, el valor de t , K 10 (h}) = 1.56, 3.8, 12.46 y 27.49,
respectivamente. Este valor parece presentar la misma tendencia que el efecto
correspondiente al punto méximo de inhibicion de la digestion de glucosa a los 30 min, donde
Cas |1l La presenta un Cas Il La 55.49%, Cas Il gly 49.56%, Cas Il ia 34.98% y Cas Ill Ea
37.9%, en este sentido, entre mas rapido alcancen su biodistribucion el efecto

antihiperglucemiante que alcanza es mayor.
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Figura 22. Distribucion de la relacion del t+ K 10 (h™') y el efecto antihiperglucemiante. En la grafica se
observa un relacion directa entre la vida media de las Casiopeinas y su efecto, en donde, més rapido alcancen
su biodistribucion el efecto antihiperglucemiante que alcanza es mayor.

El segundo punto que se analizd fue el efecto de la inhibicion de la digestion, calculado a
partir del ABC de los cursos temporales, en donde, los compuestos con caracter mas
hidrofilico resultaron ser los que redujeron en mayor medida su efecto sobre la inhibicion de

la digestion entre un 55y 100 %, a diferencia de los mas hidrofébicos que solo redujeron
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entre un 20 y 50 % de su efecto. Esta diferencia en los porcentajes de pérdida de efecto
relacionadas con el caracter hidrofébico / hidrofilico puede deberse a que los compuestos
hidrofdbicos se difunden méas lentamente fuera de la bicapa, no asi para los compuestos méas
hidrofilicos que se difunden rapidamente, impidiendo que permanezcan el tiempo suficiente

para interactuar con el sitio de accion en las enzimas a-glucosidasas.

En cuanto a los controles utilizados, como era de esperarse, la administracion de acarbosa
tuvo el maximo efecto sobre esta actividad inhibiendo significativamente el pico
hiperglucémico inducido por la administracion de almidéon. La acarbosa bloquea la digestion
a nivel intestinal por medio de una inhibicién reversible y competitiva tanto de las enzimas
a-amilasa pancreatica y las a-glucosidasas en el borde de cepillo de los enterocitos. La gran
eficacia observada se debe a su alta selectividad y capacidad de formar un gran nimero de
interacciones intermoleculares, principalmente puentes de hidrégeno, con su diana
terapéutica. Los puentes de hidrogeno se forman con los residuos de aminoécidos que se

encuentran en la regidn catalitica de las a glucosidasas.

A saber, que, cada molécula de esta enzima estd formada por 1867 residuos de aminoécidos
y contiene dos subunidades cataliticas homologas. ElI dominio N-terminal (NtMGAM) vy el
dominio C-terminal (CtMGAM). Ambas subunidades llevan a cabo la reaccion catalitica:
hidrélisis de unidades de almiddn a unidades de glucosa (monémeros)®.. En tanto que, los
dos primeros anillos del extremo no reductor de acarbosa ocupan los subsitios de azucar -1y
+1 del sitio activo, con el enlace N- ocupando el centro catalitico de estas enzimas. La Gnica
diferencia entre la union de la acarbosa y un sustrato tetrasacarido unido a a-(1,4 0 6) con el
Unico sitio activo de la enzima es el atomo de nitrégeno de la acarbosa en lugar de un atomo
de oxigeno del carbohidrato. De esta manera la acarbosa evita la union de oligosacaridos,
produciendo un retraso del pico maximo de absorcion y mitigando las fluctuaciones de la

glucosa postprandial *°.

Existen antecedentes generados en otros estudios sobre la actividad anti hiperglucemiante de
diferentes compuestos, que han sugerido que la actividad biologica se encuentra relacionada
directamente con su estructura quimica del compuesto®. Es decir, que todos estructuralmente
tienen en comudn un glucido (generalmente un monosacérido) unido a un compuesto no

glucidico o un grupo fenil hidroxilo %1% que son fundamentales para la actividad anti

68




“EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIHIPERGLUCEMICA E HIPOGLUCEMIANTE DE COMPUESTOS COORDINADOS DE COBRE (CASIOPEINAS) EN MODELOS
EXPERIMENTALES”

hiperglucémica. Otra clase de analogos glucosidicos con potencial actividad inhibidora
enzimatica reportados son los disacaridos C. En estos compuestos, un enlace glucosidico C
se sustituye por el enlace O habitual, pero son similares a los disacaridos y asumen
conformaciones similares a estos sustratos naturales, capaces de imitar patrones estructurales
necesarios para favorecer el estado de transicion enzimatico de las a glucosidasas®t. Aunado
a esto, otros estudios consideran que los amino azucares, tienen un valor terapéutico
potencial, su especificidad estd relacionada con su capacidad para imitar unidades de
piranésidos o furanosidos en estado de transicion de sustratos de glucosidasa natural,
sugiriendo que las influencias conformaciones y electrostaticas pueden ser importantes en la

union del sitio activo.

Con todos los antecedentes estructurales generados en relacion con los inhibidores de estas
enzimas, se sugiere que la fenantrolina podria participar en la inhibicion de las enzimas a-
glucosidasas. Es posible sugerir que los atomos de nitrégeno y oxigeno que existen en las
Casiopeinas con los subsitios de azlcar -1y +1 activos de las a-glucosidasas o interactuar en
las cercanias de este a través del cobre, mediante enlaces de tipo puentes de hidrdgeno.
Teniendo en cuenta que la escision parcial del enlace glucosidico intensifica la carga positiva
generada en el oxigeno o el carbono anomérico de las unidades de glucosa, la sustitucion de
uno de los a&tomos por nitrégeno protonado imitara la carga en estos centros activos, actuando
entonces como un antagonistas competitivo e inhibiendo la hidrolisis de los enlaces a-(1,4 0

6) del polisacarido.

Aunque el efecto de las Casiopeinas méas activas como antihiperglucemiante no tuvo
diferencias significativas frente al efecto de la acarbosa, sus cinéticas de actividad durante
todo el curso temporal analizado son mas semejantes a las cinéticas que presentd la
empagliflozina, que, a diferencias de la acarbosa, inhibe la absorcion de glucosa mediante el
bloqueo de los cotransportadores sodio-glucosa (SGLT) situados tanto en el intestino como
en el rifion. Dando pie a la posibilidad de que estos compuestos también tengan efecto sobres
estos cotransportadores. Por ello, se analiza el efecto de las Casiopeinas en un modelo in

vitro de absorcion de glucosa en sacos intestinales invertidos.
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8.1.2 Evaluacion de la absorcidn intestinal de glucosa in vitro de las Casiopeinas en el
modelo de saco intestinal invertido de rata

Otro de los objetivos terapéuticos en la DM2, se basa en la inhibicién de la absorcion y
promocion de la excrecidn urinaria de glucosa como un enfoque prometedor para reducir la
hiperglucemia inducida despues de ingerir carbohidratos. De manera regular , la glucosa es
transportada por los cotransportadores de glucosa dependientes de sodio (SGLT) a través de
la membrana luminal, siendo SGLT:y SGLT, la via principal para la absorcion y
reabsorcion, en intestino y rifion, respectivamente’®. En este contexto, se buscan farmacos

capaces de bloquear estos cotransportadores.

El modelo de saco intestinal invertido permite evaluar la capacidad que tienen diferentes
compuestos para inhibir la absorcion intestinal de glucosa. Se validé empleando como control
positivo la empagliflozina, un inhibidor potente, competitivo y selectivo del transportador de
sodio glucosa, pertenece a la familia de los glucésidos C%%, Esta caracteristica estructural le
permite unirse a la region activa de los dominios transmembranales (2 a 4; 7 a 9, y 11)
contribuyendo a la interaccion con el ligando, e inhibiendo de manera irreversible la union
de glucosa a los SGLT!% Lo anterior da como resultado reducciones posteriores en las

concentraciones de glucosa en plasma y hemoglobina glucosilada®®.

La evaluacion de empagliflozina demostré que su efecto es dosis dependiente, bajo el
mecanismo de accién ya descrito. Por otro lado, todos los compuestos de coordinacion
evaluados exhibieron inhibicién de la absorcion de glucosa en el modelo de saco intestinal.
Los compuestos mas eficaces son; Cas Il Ha, Cas Il ia, Cas VI gly y Cas VIII gly. Al
calcular la DEso para cada compuesto, se encontraron potencias relativas de 18 a 49 veces
por arriba de empagliflozina en un rango de concentraciones de 1. 5 a 4.3 uM (Tabla 11).
AUn no se conoce el mecanismo de accion molecular por el cual ejercen su efecto. Sin
embargo, en relacion con la actividad anti hiperglucemiante que presentaron algunos de estos
compuestos, es posible asociar su efecto con la unioén al sitio de accion del SGLT o por un
efecto alostérico. De manera particular Cas Il Ha, Cas I gly y Cas VIII gly, exhibieron un
efecto anadlogo al de los controles positivos, en las dos actividades evaluadas hasta este punto,
por tanto, es posible inferir que las tres Casiopeinas pueden afectar la actividad tanto de las

enzimas o-glucosidasas como de los cotransportadores de glucosa dependientes de sodio.
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La pérdida de efecto inhibitorio de los compuestos de coordinacion podria ser explicada,
considerando la saturacion de los sitios de union, es decir, cuando la concentracion de
farmaco es elevada, la cantidad que se fija tiende a un limite superior que viene dado por el
numero de sitios de unién disponible o como se ha visto para algunas Casiopeinas, que a altas

concentraciones forman precipitados estructurales, lo que impide que se pueda absorber.

8.2 Actividad hipoglucemiante en ratones CD1 normoglucémicos

Hasta el momento se han propuestos los posibles mecanismos por los que las Casiopeinas
han expuesto un efecto sobre la regulacion de glucosa. Sin embargo, al mismo tiempo en el
que se llevan a cabo la digestion y absorcion, estan ocurriendo los procesos de metabolismo
y utilizacion sistémica de glucosa, por lo gue se trata de un proceso dindmico y complejo que
involucra diferentes mecanismos como la activacion de la via de sefializacion de insulina.
Para evaluar la utilizacion sistémica de glucosa, se usé el modelo hipoglucemiante en
animales sanos con actividad del pancreas intacto, para probar el potencial hipoglucemiante

de los compuestos.

Se evaluaron como control positivo a la insulina y glibenclamida (secretagogo de insulina)
para tener un punto de comparacion entre las cinéticas obtenidas de estos mecanismos y el
efecto en este sistema de las Casiopeinas. De acuerdo con lo esperado, la administracion i.v
de insulina de accion intermedia, mostrd su efecto méaximo (51.66 + 0.76%) con un pico
hipoglucémico muy marcado a los 60 min, con una regulacion global de la glucemia del
21.20 + 1.24%, por accion directa sobre el IR estimulando un aumento directo en la

utilizacion de glucosa y disminucién hepatica de la misma.

A diferencia de esta regulacion rapida, la glibenclamida actua intensificando la liberacion
de insulina por accion sobre los canales de potasio sensibles a ATP en la subunidad receptora
de sulfonilureas (SUR). Es posible inferir, por el tipo de cinética que presentd la
glibenclamida, que la liberacion de insulina es progresiva y proporcional a los niveles de
glucosa existentes en el modelo, reduciendo el ABC de glucemia en un 10.06 + 1.33%, sin

un pico pronunciado de hipoglucemia.
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En el primer ensayo con los compuestos de coordinacion (Tabla 12.), al comparar el efecto
de todos los compuestos en el punto maximo hipoglucemiante (60 min) que se observé con
insulina, ninguno de ellos presentd algun efecto significativo frente a la insulina. No obstante,
al comparar los efectos resultantes del ABC, todos los compuestos evaluados exhiben un
efecto similar a insulina, e incluso en la mayoria de los casos, mejor que el efecto mostrado
por glibenclamida. Para este sistema los compuestos con fenantrolina con glicinato
presentaron mejor efecto, y a medida que aumenta la hidrofobicidad disminuye el efecto, es
posible que este orden de efecto se deba a la mayor disposicion/biodisponibilidad que poseen
los compuestos con mayor caracter hidrofilico al encontrarse una disolucién acuosa como el

plasma y a la velocidad de distribucion que presentan en este estado.

20-
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Figura 23 Distribucion de la relacién entre el log p y el efecto hipoglucemiante. Como tendencia general
las Casiopeinas exhiben que a medida que aumenta el Log P disminuye el efecto hipoglucemiante. Los circulos
rojos hacen referencia a los compuestos con un ligante glicinato y los cuadros negros aquellos que tienen en su
estructura acetilacetonato.

De los compuestos mas activos; Cas IV gly, Cas VIII gly y Cas Il Ha (Figura 17.) se
evaluaron dos concentraciones mas para determinar que su efecto era dosis-dependiente. Las
cinéticas que presentaron los compuestos Cas IV gly y Cas Il Ha son similares a la de
glibenclamida. La glibenclamida posee sustituyentes NH o residuos nitrogenados de la

fraccion de urea que actdan como sitio de reconocimiento para el acoplamiento en la fraccion
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Kir.6.2 de SUR1, y se podria especular que los atomos de N de la fenantrolina, pero sobre
todo los grupos amino del glicinato, forman de alguna manera estos mismos enlaces. Por otro
lado, la cinética de Cas VIII gly muestran un efecto similar al de insulina, pero sin picos
hipoglucémicos, con un descenso gradual pero significativamente igual del ABC (umol/kg).
Existen antecedentes generados de otros estudios que permiten hacer inferencias con bases
mas solidas sobre el efecto y posible mecanismo de accidn para esta serie de compuestos,
pero es necesario evaluar el efecto de los compuestos, en sistemas bajo condiciones

fisiologicas similares en las que se encuentran los pacientes con diabetes tipo 2.

8.3 Actividad hipoglucemiante en ratones CD1 diabéticos por induccion con aloxano.

La evaluacion de las tres actividades; anti hiperglucémica, inhibicion de la absorcion e
hipoglucemiante, dieron pauta para seleccionar a los compuestos mas prometedores: Cas IlI
Ha, Cas Il La, Cas VI gly y Cas VIII gly (Tabla 13) y evaluarlos en un modelo donde la
integridad del pancreas se encuentre comprometida, para determinar y cuantificar su efecto
antidiabético. En este modelo, igual que en la diabetes tipo 2, la resistencia a la insulina es la
caracteristica clave y se manifiesta como la sefializacion atenuada del receptor de insulina
(IR) en respuesta a los mismos niveles de union a la insulina y/o a una disminucion en la
secrecion de insulina. Esto se hizo evidente en el modelo con ratones diabéticos, donde
presentaron mayor resistencia a la administracion i.v. de insulina que los ratones

normoglucémicos, por lo que fue necesario evaluar una dosis mayor de insulina.

La cinética de los compuestos de coordinacion y de la insulina (0.0396 umol/kg) muestran
respuestas similares en este modelo, en donde, el ABC de Cas Il Ha (9.090 umol/kg) y Cas
VI gly (23.481 umol/kg) presentan un efecto cercano al observado con insulina (0.0792
umol/kg). A diferencia de lo esperado por la evaluacion en los modelos pasados, para Cas
VIl gly, Cas Il Lay Cas Il gly se observé una disminucidn del efecto, posiblemente se deba
a la poca integridad de las células B pancreaticas 0 la baja disponibilidad de los IR para ejercer
accion intrinseca; es posible que los compuestos ejerzan su efecto estimulando la utilizacion
de glucosa, pero no la secrecion de insulina. Granchi (2014) menciona que existe inhibicion

de la HK promovida tanto por Cas Il gly y metformina, a saber que esta biguanida, estimula
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la activacion de la traslocacién de los GLUT en el musculo para mejorar la captacion de
glucosa, y en higado promueven la disminucién de la lipogénesis y gluconeogenesis como
resultado la de inhibicion de la cadena de transporte de electrones en la mitocondria®1%,
este Gltimo efecto sobre la actividad mitocondrial ha sido reportado para alguno de los

compuestos.

Se ha reportado que las mitocondrias aisladas de corazones tratados con Cas Ill Ea, Cas Il
gly y Cas lll ia (ICso= 1.3 £ 0.2; 5.5 £ 0.5; 10.0 £ 0.7 uM) mostraron pérdida significativa
del potencial de membrana (despolarizacion) y una reduccién de la capacidad de retencion
mitocondrial de Ca * por apertura del poro de transicion de permeabilidad mitocondrial
(mPTP), ademaés, con estimulo de calcio de entre 40 - 80 uM. En estos tratamientos no se
observaron produccion significativa de ROS 8107111 Estos resultados coinciden con los
reportado por Jauregui (2019), en donde el estudio de redes cruzadas (PXN) (Figura 9) en
células HeLa expuestas a Cas Il gly (40 uM), muestra activadas las vias de sefializacion de

calcio.

Partiendo de este hecho, se propone que la administracion de los compuestos in vivo induce
una acumulacién en cantidades de calcio necesarias para llevar a la despolarizacién de las
células B pancredticas, aumentando la [(Ca%"']; que provoca la activacion de la sinaptotagmina
de las vesiculas secretoras de insulina y activando la via de sefializacion de insulina. La
propuesta es consistente con los estudios realizados por Espinal (2016), en donde se encontro
sobre expresada la sefializacion del fosfoinositol-3-quinasa clase | y la transduccién de
sefiales del receptor de insulina®, sugiriendo que de alguna manera la regulacion sistémica
de glucosa por parte de las Casiopeinas puede deberse a la estimulacion o activacion de las
vias de sefializacion de la insulina. Especificamente el primero, es un componente importante
en la cascada de sefializacion de la insulina, interactuando como sustrato del IR con el fin de
regular la entrada de glucosa a la célula mediante una serie de eventos de fosforilacion de
este receptor. Ademas, de la activacion del Akt, cinasa que se encarga de coordinar la
traslocacion del transportador 4 de glucosa (GLUT4) a la membrana plasmatica a través de

la remodelacidn de la actina33%%,

Por otro lado, en un estudio publicado por Trejo (2005), en ratas Wistar, macho con tumor
inducido por células de glioma C6 y tratados con Cas Il gly a 0.4 y 0.8 mg/kg por 21 dias se
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encontrd una reduccién estadisticamente significativa de glucosa de un 57.11 y 56.64%,
respectivamente. Esta disminucion de glucosa en modelos tumorales coincide con lo
observado en nuestros sistemas normoglucemicos y en la disminucién de glucosa circulante
en los modelos diabéticos. Considerando que la administracion en células tumorales
sobreexpresa vias asociadas con los IR y que se observa una disminucion muy importante de
la glucosa tras la administracion de las Casiopeinas, es posible proponer que en los modelos
no tumorales las Casiopeinas también estén sobreexpresando vias asociadas con los
receptores de insulina que tienen como consecuencia la disminucion de los niveles de glucosa
circulante.
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9.0 CONCLUSIONES

Las Casiopeinas poseen efecto anti hiperglucémico, similar al que presenta la empagliflozina,
muy probablemente por inhibicion de las enzimas o glucosidasas y/o inhibiendo el transporte
intestinal de glucosa por bloqueo del SGLT. Asi mismo, presentaron efecto sobre la
regulacion sistémica de la glucosa, con un efecto hipoglucemiante en ratones
normoglucemicos semejante al presentado por insulina e inclusive mejor que glibenclamida.
Aunque el efecto es diferente entre el modelo normoglucémico y diabético, se cree que este
efecto se debe presuntamente por estimular un aumento en las concentraciones de calcio,

activando la via de sefializacion de la insulina.

No se conoce el mecanismo de accion a nivel molecular por el que estan ejerciendo su efecto,
sin embargo, existen antecedentes indirectos que respaldan la propuesta de estos compuestos
como futuros tratamientos en la diabetes. Una de las diferencias méas evidentes en la
evaluacion en modelos diabéticos es que ninguno de los compuestos mostré picos
hipoglucémicos en comparacién con la respuesta de insulina. Esto ofrece ventajas sobre los
tratamientos hipoglucemiantes, abriendo la posibilidad de usar los compuestos que han

resultado mas activos en tratamientos crénicos reduciendo la concentracion administrada.

En conjunto todos los datos demuestran que las Casiopeinas poseen efecto antidiabético en
las diferentes evaluaciones. Adicionalmente, se observo que su efecto sobre la regulacién de
la glucosa es en un rango de dosis bajas de 0.9 a18.0 umol /kg, respecto a las concentraciones
necesarias para generar toxicidad de 16.0 a 51. umol /kg, proporcionando una ventana de
seguridad amplia, por tanto, podrian ser candidatos ideales como nuevos tratamientos para la
diabetes mellitus.
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PERSPECTIVAS

e Evaluar el efecto de los compuestos de coordinacion como inhibidores de las a-

glucosidasas en modelos in vitro mediante espectrofotometria.

e Determinar el mecanismo de accion a través del cual las Casiopeinas ejercen sus efectos

hipoglucemiantes.

e Evaluar la toxicidad aguda y subaguda de las Casiopeinas mas activas para determinar si

pueden administrarse en tratamientos cronicos.

e Evaluar el efecto de las Casiopeinas in vitro en cultivos primarios de pancreas e higado
para determinar su efecto citotoxico, y cuantificar las concentraciones de Ca?* mediante
el marcador fluorescente Fura-2, para determinar si existe alguna relacion entre la

concentracion de calcio y su efecto hipoglucemiante.

e Evaluar el efecto de los compuestos sobre el metabolismo energético en cultivo primario
de higado y en co-cultivo primario de higado/pancreas bajo diferentes estimulos donde

no se encuentre comprometido la integridad celular.

e Cuantificar las concentraciones de insulina endégena presente en los cultivos primarios

de pancreas después del estimulo con las Casiopeinas.
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