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RESUMEN

Tagetes lucida es una planta medicinal utilizada para tratar sintomas de diversos trastornos
gastrointestinales, afectaciones cutaneas y problemas respiratorios, entre otros. Estudios
previos han demostrado que los extractos, etandlico e hidroalcohdlico, de las partes aéreas
de esta planta tienen efecto antihiperglucémico en ratones normoglucémicos y actividad

hipoglucémica en ratas diabetizadas.

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto antihiperglucémico y antidiabético de las
cumarinas metoxiladas obtenidas del extracto diclorometanico de 7. [ucida, asi como la
actividad de los extractos hexanico (EHTI), diclorometanico (EDTI) y metanodlico (EMTI) de

las partes aéreas.

A partir del EDTI se aislaron tres cumarinas, identificadas como 7-metoxicumarina (p.f.
110.5-117.5 °C), 6,7,8-trimetoxicumarina (p.f. 102.6-104.6°C) y 6,7-dimetoxicumarina (p.f.
140.4-143.4°C), mediante resonancia magnética nuclear de protén (RMN 'H) y carbono trece
(RMN 3C). Todos los compuestos mostraron oposicion al pico hiperglucémico en la prueba
de tolerancia a la glucosa, sin tener actividad hipoglucémica; sin embargo, solo la 7-
metoxicumarina y la 6,7-dimetoxicumarina tuvieron efecto antihiperglucémico en la prueba

de tolerancia a sacarosa.

Las dos cumarinas con actividad antihiperglucémica en ambas curvas de tolerancia oral,
fueron evaluadas en un ensayo antidiabético agudo utilizando un modelo de diabetes

experimental no insulinodependiente, sin embargo, no mostraron efecto significativo.

En el caso de los extractos, EDT] y EMTI presentaron efecto significativo en la prueba de
tolerancia a la glucosa, sin embargo, ninguno tuvo actividad antihiperglucémica en la prueba
de sacarosa, ni actividad antidiabética en el ensayo antidiabético agudo. Ademas, el EDT] no

produjo toxicidad aparente en la prueba toxicoldgica aguda a las dosis evaluadas.

Finalmente, los resultados del modelado in silico mostraron afinidad por las enzimas o-
glucosidasas, ademas de otros objetivos implicados en la diabetes. Sin embargo, los ensayos
in vitro evidenciaron un porcentaje de inhibicion no significativo frente a las a-glucosidasas
producido por las cumarinas, lo que podria estar relacionado con su baja solubilidad en los

vehiculos utilizados, por lo que es necesario seguir explorando el efecto de estas con otros
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vehiculos para establecer si la actividad de estos compuestos estd o no relacionada con el

control de la glucemia postprandial observado.
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ABSTRACT

Tagetes lucida is a medicinal plant used to treat symptoms of gastrointestinal disorders, skin
affections, respiratory issues, among others. Previous studies have demonstrated that the
ethanolic and hydroalcoholic extracts of the aerial parts of this plant possess an

antihyperglycemic effect on normoglycemic mice, and hypoglycemic activity in diabetic rats.

This study aimed to evaluate the antihyperglycemic and antidiabetic effect of the
methoxylated coumarins, obtained from the dichloromethanic extract of 7. lucida, as well as
the activity of the hexane (EHTI), dichloromethane (EDTI), and methanol (EMT]I) extracts

of the aerial parts.

Three coumarins were isolated from the EDTI, samples were sent to H" and *C Nuclear
Magnetic Resonance, identifying these compounds as 7-methoxycoumarin (m.p. 110.5-
117.5°C), 6,7,8-trimethoxycoumarin (m.p. 102.6-104.6°C), and 6,7-dimethoxycoumarin
(m.p. 140.4-143.4°C). All of them showed opposition to the hyperglycemic peak in the
glucose tolerance test without having hypoglycemic activity; however, only 7-
methoxycoumarin and 6,7-dimethoxycoumarin had antihyperglycemic effect on the sucrose

test.

The two coumarins that showed antihyperglycemic activity, in the oral tolerance curves, were
evaluated in an acute antidiabetic assay using a model of non-insulin-dependent experimental

diabetes, the results revealed a non-significant effect.

In the case of the extracts, only the EDTI] and EMTI showed effect in the glucose tolerance
test, neither of them had antihyperglycemic activity in the sucrose test or antidiabetic action
in the acute antidiabetic assay. In addition, the EDTI did not produce apparent toxicity in the

acute toxicological test at the doses evaluated.

Finally, the in-silico approach demonstrated some affinity for the a-glucosidase enzymes, as
well as for other targets involved in diabetes. Nevertheless, in vitro assays evidenced a non-
significant percentage of inhibition against a-glucosidases by coumarins, which could be
related to the lower solubility of them in the vehicle used, therefore, it is necessary to test the
solubility in other vehicles to establish if the antihyperglycemic activity of these compounds

is related or not to the postprandial glycemia control.
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INTRODUCCION

1.1. Metabolismo y homeostasis de la glucosa

La fuente principal de energia de casi todos los tejidos del cuerpo humano es la glucosa, este
carbohidrato proviene principalmente de la dieta, encontrdndose en forma de disacéridos,
oligosacaridos o polisacaridos que, para poder ser absorbidos y posteriormente
metabolizados, deben hidrolizarse a sus unidades monoméricas. En los mamiferos esta
accion es catalizada por las a-glucosidasas, enzimas localizadas en el borde del cepillo de la

mucosa intestinal (Murray y Harper, 2013).

Una vez que ocurre esta hidrolisis, la absorcion de glucosa, a nivel intestinal, es llevada a
cabo por los transportadores de sodio-glucosa tipo 1 (SGLT1) y los transportadores de
glucosa GLUT-5, que permiten su paso a través de los enterocitos para alcanzar la circulacion
sist¢émica. Una vez ocurre este proceso aumenta su concentracion en sangre, ante este
estimulo, la insulina es secretada de las células B pancreaticas, para permitir el paso de
glucosa al interior de diversas células, dentro de las que destacan las del higado,

musculoesqueléticas y adiposas, para ser metabolizada o almacenada (Gutiérrez, 2012).

En los hepatocitos la glucosa es fosforilada por accion de la hexoquinasa, siendo un paso
limitante para su metabolismo, ya que una vez fosforilada, la glucosa es incapaz de atravesar
la membrana celular para regresar al espacio extracelular. Es asi como la glucosa 6-fosfato,
producto de esta reaccion enzimatica, sigue varias rutas metabolicas de acuerdo con las
necesidades del organismo (Adeva et al., 2016; Gonzélez et al., 2014), dentro de las que se

incluyen:

o Su metabolismo mediante glucolisis, el ciclo de Krebs y la fosforilacion oxidativa
para producir piruvato, NADH y ATP.

o Entrar en la via de las pentosas-fosfato y formar ribosa para la sintesis de acidos
nucleicos y NADPH.

o Almacenarse en forma de glucogeno (glucogénesis) en el higado y en el musculo.

o Sintetizar 4cidos grasos a partir de Acetil-CoA.
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1.2. Insulina; biosintesis y secrecion

Es una hormona polipeptidica secretada por las células B pancredticas en los islotes de
Langerhans. Estd compuesta por 51 aminoacidos distribuidos en dos cadenas, A y B, unidas
entre si por puentes disulfuro. Su funciéon principal, en conjunto con la hormona
contrarreguladora (glucagon), reside en mantener los niveles de glucosa en ayuno entre 80 -
110 mg/dL y evitar que esta se eleve por arriba de 140 mg/dL después del consumo de
alimentos; ademas, favorece el almacenamiento de la glucosa en el higado y estimula la
captacion de glucosa en las células del musculo estriado y los adipocitos, entre otras

funciones (Gonzalez, 2017).

El metabolismo de la glucosa es el principal estimulo para iniciar la transcripcion del gen de
insulina, el ARNm transcrito es traducido en el reticulo endoplasmatico rugoso (RER) de las
células B pancredticas, generando preproinsulina como precursor, un polipéptido de 110
aminoacidos que casi inmediatamente es trasladado al lumen del RER donde es cortado por

accion de una peptidasa dando origen a la proinsulina (Gardner y Shoback, 2018).

Una vez plegada, la proinsulina se transporta al aparato de Golgi, donde es hidrolizada en
insulina y péptido C por accidn de la exopeptidasa EC y las endopeptidasas PC2 y PC1/3 (Fu
et al., 2013; Gonzalez, 2017). Ambos productos son almacenados en granulos dentro de las

células B para su posterior secrecion (Figura 1).

{_ Pre proinsulina D;

(1 )Peptidasa )

Secuencia sefial Cadena B
S S
_ I
N-ter 5‘3 é

Cadena A C-ter

Peptido C

Figura 1. Biosintesis de la insulina, modificado de Gonzalez (2017).
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El pancreas humano normal secreta ~30 unidades de insulina a la circulacion portal a lo largo
del dia. La distribucion de los islotes de Langerhans y la microvasculatura en este tejido
favorecen la rapida difusion de insulina hacia el torrente sanguineo, y permite que las células
B censen los cambios en la glucemia, siendo asi el metabolismo de la glucosa la principal

sefial para su secrecion (Gardner y Shoback, 2018).

Glucosa Incretinas (GLP-1)

GLUT4U D @Recepmr GLP-1

Glucosa ¢ /’_\

GKl AMPc —» Sintesis __,, Secrecién ————»
insulina

Glucosa 6
fosfato

l Caz' 4——— Ca*

Diacil gllcerldo Canal de calcio

Glucolisis dependiente de voltaje

! ATP/ADP 1

Acetil CoA \
—b K*
Canal de potasio
sensible a ATP

Figura 2. Algunos mecanismos de secrecion de insulina, adaptado de Gardner y
Shoback (2018). Las flechas azules indican estimulacion mientras que las rojas hacen
referencia a la inhibicion.

Cuando la glucosa ingresa a las células B3, a través de los transportadores de glucosa GLUT
2, se fosforila por accion de la glucocinasa (GCK), a partir de este momento inicia su
metabolismo, siendo algunos intermediarios y productos mediadores para la sefalizacion

tanto de la sintesis como de la secrecion de insulina (Figura 2).

De esta manera, la oxidacion del piruvato, producto de la glucolisis, por la via del ciclo del
acido tricarboxilico (TCA), es el principal mecanismo para la liberacion de insulina, ya que
se incrementa la relacion ATP/ADP intracelular, produciendo el cierre de los canales de K*
dependientes de ATP (K" atp), se despolariza la membrana plasmatica y se abren los canales
de Ca®" dependientes de voltaje, el flujo de Ca*" al interior de la célula y su acumulacion
estimula la fusion de los granulos secretores y la exocitosis de insulina. Otros productos

derivados en este ciclo, como el NADPH, la malonil coenzima A y el glutamato, pueden
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actuar como mensajeros para la liberacion de insulina (Fu et al., 2013). Adicionalmente,
existen hormonas gastrointestinales, denominadas incretinas, cuya unidén a receptores
acoplados a proteina G en la membrana de las células B, aumentan el monofosfato de
adenosina ciclico (AMPc) y que, en presencia de niveles con altos de glucosa, estimulan la

secrecion de insulina (Rahman et al., 2021).

1.2.1. Mecanismo de accion y vias de sefializacion

Una vez que la insulina es secretada a la circulacidon sanguinea, se une a su receptor, una
glicoproteina transmembranal con actividad tirosina-cinasa, compuesto por dos subunidades

a extracelulares y dos subunidades 3 orientadas hacia el citoplasma, para ejercer su accion.

Este receptor es expresado en diferentes tejidos del cuerpo, entre ellos el hepatico, muscular
y adiposo; la union de dos insulinas a las subunidades a produce un cambio conformacional,
seguido de la autofosforilacion de las subunidades B, causando la activacion de la tirosina
cinasa local que fosforila a otras proteinas, entre ellas el grupo: sustratos del receptor de

insulina (Hall y Hall, 2021).

Estos sustratos activados reclutan y activan diversas cinasas, fosfatasas y otras moléculas de
sefalizacion, de esta manera existen dos vias a través de las cuales se produce el efecto
biolégico de la insulina: la via mitogénica que estimula el crecimiento y proliferacion celular,
y la via metabolica encargada del metabolismo de los nutrientes (Gardner y Shoback, 2018).
Esta ultima genera la traslocacién de los transportadores de glucosa, GLUT-4, desde el
interior celular a la membrana plasmatica, transportando glucosa a la célula en el tejido

muscular y adiposo (Olivares y Arellano, 2008).

Las vias de sefializacion de la insulina regulan, ademas, la actividad de numerosos factores
de transcripcion nuclear, que controlan la expresion de genes involucrados en el crecimiento
y metabolismo celular (Gardner y Shoback, 2018); alteraciones en estas vias, asi como
defectos en la estructura de los receptores, entre otros factores, pueden producir una respuesta
inusual a los efectos de esta hormona, desencadenando resistencia a la insulina en los tejidos

periféricos.
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1.2.2. Resistencia a insulina (RI)

Es definida clasicamente como un estado de descenso en la respuesta de tejidos blanco hacia

la concentracion normal de insulina en el torrente sanguineo, esta condicidon se presenta

principalmente en el tejido hepatico, adiposo y muscular (Freeman y Pennings, 2022;

Kummar et al., 2018; Sesti, 2006) y se manifiesta como:

<+

<+

Incapacidad de inhibir la produccion endégena de glucosa en el higado.

Falla para suprimir la lip6lisis en el tejido adiposo con el consiguiente aumento de la
concentracion de acidos grasos libres (AGL) circulantes, contribuyendo al depdsito
de grasa en el musculo esquelético e higado y alterando su metabolismo.

Captacion anormalmente baja de glucosa y poca sintesis de glucogeno en el musculo
esquelético tras la ingesta de alimentos.

La concentracion de glucosa excede la capacidad del musculo para almacenarla, de
manera que esta es captada por el higado y estimula la lipogénesis de novo

aumentando los AGL vy triglicéridos.

Asi mismo, la acumulacion de AGL puede interferir con las vias de sefializacion de insulina,

provocando RI.

Tabla 1. Manifestaciones clinicas de la resistencia a insulina, adaptado de Pollak C., 2016 y Cruz, C. 2019.

Criterio de diagndstico Valores
) ) Circunferencia abdominal >90 cm para hombres y >80
Obesidad abdominal .
cm para mujeres
Colesterol HDL bajo <40 mg/dl en hombres y < 50 mg/dl en mujeres
(o en tratamiento).
‘ o Triglicéridos plasmaticos > 150 mg/dl (o en
Hipertrigliceridemia _
tratamiento).
Hiperglicemia Glucosa plasmatica en ayuno > 100 mg/dL.

Hiperinsulinemia

Acantosis nigricans

Desde el punto de vista clinico, la RI se puede evaluar directamente midiendo la capacidad

de una dosis fija de esta hormona para promover la captacion de glucosa sanguinea total o
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indirectamente, puede verificarse midiendo la insulina en ayunas, un aumento de su
concentracion con glucosa plasmatica normal indica RI (Gardner y Shoback, 2018). El

diagnostico se establece a través de manifestaciones clinicas y de laboratorio (Tabla 1).

1.3. Diabetes

La diabetes es una enfermedad cronica caracterizada por la presencia de hiperglucemia, este
estado puede ser ocasionado por la deficiencia funcional de la insulina, la incapacidad de los
tejidos de responder a la accion de esta hormona o a su baja produccidon por parte de las
células B pancreaticas. El incremento de las hormonas contrarreguladoras, que se oponen a
los efectos de la insulina, también puede jugar un papel importante en esta patologia (Funk,

2015).

Debido a que la diabetes es un trastorno metabolico heterogéneo (Kummar et al., 2018), esta

puede clasificarse de diferentes maneras, segtin su etiologia, siendo las formas mas comunes:

+ Diabetes tipo 1 (DT1); en doénde existe una respuesta autoinmune que provoca la
destruccion de las células B generando una deficiencia absoluta de insulina y
produciendo hiperglucemia.

+ Diabetes tipo 2 (DT2); ocasionada, principalmente, por la combinacion de resistencia
periférica a la accion de la insulina y una respuesta secretora inadecuada de las células
B pancreaticas.

+ Diabetes gestacional que, por lo general, se genera durante la segunda mitad de la
gestacion, cuando el cuerpo no puede contrarrestar los efectos de hormonas con
actividades antiinsulina contrarreguladoras, secretadas para mantener la
normoglucemia. Después del parto, la situacion puede normalizarse o continuar con

hiperglucemia, y llegar a desarrollar DT2 (Funk, 2015; Gonzalez et al., 2014).

1.3.1. Epidemiologia

En los ultimos afios las estadisticas han mostrado un incremento notorio en la prevalencia de
diabetes (Figura 3), a nivel mundial en 1990 existian 200 millones de personas diagnosticadas
con esta enfermedad, cifra que aumento6 a 589 millones para el 2024 (IDF, 2025; OMS, 2024).

Este incremento se observo con mayor proporcion en paises de ingresos bajos y medianos,
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ademas, se estima que en el mismo afio existieron 251.7 millones de adultos que padecian

esta enfermedad, pero no habian sido diagnosticados.

PREVALENCIA MUNDIAL DE DIABETES

589

537

194
246
285
366
382
415
425
463

151

2000 2003 2007 2009 2011 2013 2015 2017 2019 2021 2024

Figura 3. Casos de diabetes reportados en el mundo (en millones) a través de los arios. Adaptado de IDF, 2025.

De todos los casos reportados, el 90% corresponde a DT2, siendo el grupo de 20 a 79 afos
el mas afectado (Figura 4); sin embargo, en los ultimos afios la frecuencia de este
padecimiento en menores de 18 afios ha ido en aumento, siendo Brasil y México, asi como
ciertos sectores de Estados Unidos y Canada, aquellos paises con mayor prevalencia de DT2

juvenil (IDF, 2025).

De acuerdo con la Federacion Internacional de Diabetes, en 2024 México registro 14
millones de casos de este padecimiento, con una prevalencia del 16%. Ademas, en 2021 la
diabetes fue la tercera causa de muerte en el pais mientras que en 2022 y hasta el 2024 ocupd
el segundo sitio. Del total de defunciones por diabetes, el 75.9% correspondi6 a casos no

insulinodependientes (DT2) y 2.8% a DT1 (INEGI, 2021-2025).
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Figura 4. IDF, 2025, prevalencia de diabetes en adultos de 20 a 79 aiios en el 2024.

1.3.2. Fisiopatologia de la diabetes tipo 2: no insulinodependiente

Este tipo de diabetes se caracteriza principalmente por la resistencia a la insulina en los
tejidos periféricos, sumada a una disfuncion de las células  pancreaticas y la inadecuada
respuesta compensatoria para la secrecion de insulina. Se presenta en dos etapas; un periodo
de normoglucemia donde la concentracion de glucosa esta dentro de los valores normales,
pero los procesos fisiopatologicos que conducen a diabetes ya han comenzado vy,
posteriormente, se desarrolla la fase de hiperglucemia debida a la regulacion alterada de la

glucosa (ALAD, 2019).

La lesioén primaria que conlleva al desarrollo de esta enfermedad no ha sido totalmente
identificada; sin embargo, diversos autores refieren que la RI puede ser la primera alteracion
en aparecer. De esta manera, se plantea que las células B compensan esta condicion
aumentando la secrecion de insulina para mantener la homeostasis de la glucosa, sin
embargo, en un momento determinado este estado compensatorio causa agotamiento celular
con una consecuente insuficiencia de las células B, llevando al desarrollo de la DT2 (Kummar

etal., 2018).

El estado compensatorio presente a inicios de esta patologia genera una secrecion residual
variable de insulina, que evita la hiperglucemia o cetoacidosis grave, adicionalmente, es usual
que no se presenten sintomas; sin embargo, cuando estos aparecen suelen ser moderados y

pueden incluir polidipsia, poliuria, polifagia, fatiga y vision borrosa. Debido a lo anterior,
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algunos pacientes pueden permanecer asintomaticos y ser diagnosticados 5 a 7 afios

posteriores al inicio real de la enfermedad (Funk, 2015; IDF, 2025).
1.3.2.1.Criterios de diagnoéstico

El diagnéstico se efectlia mediante pruebas de laboratorio que miden la concentracion de
glucosa en sangre o plasma, glucemia, como lo son la glucosa en ayuno, la prueba de

tolerancia a glucosa y la hemoglobina glicosilada (HbAlc) (ADA, 2025).

En la ausencia de sintomas el diagndstico puede hacerse cuando la glucemia en ayuno es
igual o mayor a 126 mg/dL (HbAlc > 6.5%), en estos casos es esencial tener al menos un
resultado adicional igual o mayor a las cifras obtenidas en estas pruebas (Tabla 2) (ALAD,

2019; IDF, 2025).

Tabla 2. Valores de referencia y criterios de diagnostico de prediabetes y diabetes tipo 2.

Normal Prediabetes Diabetes tipo 2*
Glucosa en ayuno <100 mg/dL 100 - 125 mg/dL > 126 mg/dL
Glucosa 2h después
<140 mg/dL 140 -199 mg/dL > 200 mg/dL
de una sobrecarga
HbAlc <5.7% 5.7-6.4% >6.5%

*El diagnostico de la diabetes tipo dos se confirma cuando se cumple uno o mas de los criterios.

Ademas de estas pruebas, la Federacion Internacional de Diabetes considera la presencia de
concentraciones de glucosa aleatoria mayores a 200mg/dL, cuando existen sintomas

caracteristicos de diabetes, como criterio de diagnostico.
1.3.2.2. Tratamiento farmacologico

El tratamiento farmacologico esta orientado a disminuir los niveles de glucosa en sangre, asi
como la sintomatologia propia de la enfermedad. El Instituto Mexicano del Seguro Social
refiere valores de HbA1C menores al 7 %, glucosa capilar preprandial entre 80-130 mg/dl y

glucosa capilar postprandial menor a 180 mg/dl como metas terapéuticas (IMSS, 2014).
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El tratamiento de primera linea depende de las comorbilidades y de las necesidades del
paciente, generalmente el medicamento por eleccion es la metformina (ADA, 2025), otros

medicamentos utilizados en el tratamiento de la diabetes se muestran en la tabla 3.

Tabla 3. Tratamiento farmacologico de la diabetes tipo dos, adaptado del IMSS, 2018 y Brunton, 2019.
(Brunton, 2019)

Dosis
Grupo
Mecanismo de accion Fdarmacos diaria
Jfarmacologico
(mg)
Activan la cinasa de proteina (AMPK)
dependiente de AMP, estimulando la
_ _ oxidacion de los acidos grasos hepéticos, la ' 500-
Biguanidas _ Metformina
captura de glucosa, el metabolismo no 2550
oxidativo de glucosa y la reduccion de la
gluconeogénesis.
Inhiben las a-glucosidasas intestinales,
Inhibidores de las disminuyendo la absorcion intestinal de 50-
. ' . . Acarbosa
a-glucosidasas glucosa a partir de almidon, dextrina y 300

disacaridos.

Inhiben la DPP-4 y evitan la hidrolisis de las
incretinas enddgenas, aumentando su tip, la  Sitagliptina 100

Inhibidores de la ‘ ‘ ‘ .
alta concentracion de incretinas se asocia al

DPP-4 . N
aumento de la secrecion de insulina y Vildagliptina ~ 50-100

disminucion de glucagon.

250-
500

Su union al receptor de sulfonilureas en las Clorpropamida

células B pancreaticas, bloquea los canales

de Katp, causando despolarizacion de la

Sulfonilureas . .
membrana y la entrada de calcio Glibenclamida  5-20

extracelular, lo que favorece la exocitosis de

insulina. Glipizida 5-20
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Dosis

Grupo
Mecanismo de accion Farmacos diaria
farmacologico
(mg)
Activan los receptores PPARY, que se L
Pioglitazona 45
expresan en el tejido adiposo, lo
Tiazolidinedionas
) sensibilizan, sensibilizando este tejido,
(glitazonas) _
ademas del tejido muscular y hepatico, alos  Rosiglitazona 8

efectos de la insulina.

El tratamiento inicial puede ser no farmacologico, incluyendo cambios en el estilo de vida
del paciente, o farmacologico iniciando con monoterapia; sin embargo, cuando no se cumple

con la meta terapéutica, se emplea la politerapia con 2 o mas farmacos.

2. ANTECEDENTES

2.1.Medicina tradicional: plantas medicinales

La medicina tradicional y complementaria se define como el conjunto de conocimientos,
capacidades y practicas, basadas en experiencias, teorias o creencias propias de una cultura,
que son utilizadas para mantener la salud y prevenir, diagnosticar, mejorar o tratar

enfermedades fisicas y mentales (OMS, 2013).

Dada la gran diversidad de plantas y su facil acceso, estas representan la principal materia
prima para la practica de la medicina tradicional. En México, existen alrededor de 4500
plantas medicinales y se ha reportado que aproximadamente el 90% de la poblacion ha optado
por el uso de alguna de ellas, para el alivio de enfermedades o los sintomas de condiciones

crénicas, como es el caso de la diabetes (SEMARNAT, 2021).

2.2. Generalidades de Tagetes
El género Tagetes es endémico del continente americano, pero ha sido naturalizado en
regiones como Asia, Africa y Europa (Salehi et al., 2018). Comprende alrededor de 58
especies y se estima que 35 de ellas estan presentes en México. Dentro del territorio nacional

se distribuyen en diversos climas y suelos, principalmente en regiones montafiosas calido-
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templadas, como la Sierra de la Laguna en Baja California Sur, la Sierra Madre del Sur, la
Sierra Madre de Chiapas, la Sierra Madre Occidental, la Sierra Madre Oriental y el Sistema

Volcanico Transversal (Serrato, 2014).

El 10% de las especies de Tagefes se usan en la medicina tradicional, dentro de las
propiedades que se les atribuyen estan: su capacidad antioxidante, antibacteriana, antifingica
y citotoxica. Del mismo modo, se reporta su uso para el alivio de problemas gastrointestinales

y respiratorios, asi como el uso de 7. erecta para tratar la diabetes.

Investigaciones previas han demostrado que varias especies de este género, entre ellas 7.
patula 'y T. erecta, tienen efectos hipoglucemiantes. El estudio de los extractos etanolicos de
semillas, tallos y hojas de 7. lucida demostrd la capacidad de estos para disminuir las
concentraciones de glucosa plasmatica, asi como incrementar significativamente la

concentracion de insulina en un modelo animal (Abdel-Haleem et al., 2017).

2.2.1. Tagetes lucida

Es una planta perenne nativa de México (Figura 5) y Centroamérica, pertenece a la familia
Asteraceae. Es conocida cominmente como pericon, periquillo, hierba santa, cedron,
anisillo y hierba anis, entre otros nombres (CONABIO, 2024; UNAM, 2009). Crece en
poblaciones naturales que invaden terrenos de cultivo, no obstante, existen plantaciones de
regeneracion natural en la region de Ocuituco en Morelos y Teposcolula, Oaxaca (Serrato,

2014).

vosaira

Figura 5. Serrato, 2014, distribucion de Tagetes lucida en México.
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Florece en los meses de septiembre a noviembre, las flores, de color amarillo a naranja, tienen
de 3 a 4 pétalos de forma ligulada y de 5 a 8 corolas de 4 - 6 mm de largo en el disco. Cuando
estas flores son sometidas a friccion, se percibe un olor similar al anis (CONABIO, 2024).
Generalmente tiene varios tallos, partiendo de la base, ligeramente ramificados y pueden
llegar a medir hasta 80 cm de altura, tiene hojas verdes de forma linear a oblonga, con margen

aserrado que despiden un olor agradable (Imagen 1) (Garcia-Sanchez, 2012).

Imagen 1. CONABIO; Tagetes lucida silvestre, forma caracteristica de las hojas
y flores.

2.2.2. Antecedentes etnomédicos

En la época prehispanica el pericon fue considerado sagrado dentro de las culturas nahuatl y
maya, se le atribuyeron gran cantidad de propiedades mitico-religiosas, asi como dentro de
la medicina tradicional; de estas destaca el uso de preparados hidroalcohdlicos e infusiones
para tratar enfermedades gastrointestinales, fiebre, relajante, para curar la tristeza y también
para afecciones de la piel como las picaduras de insectos (Chavez-Mejia et al., 2018; Salehi

et al., 2018), existen registros de su uso desde el siglo XVI.

En la actualidad, su uso en la medicina tradicional se distribuye en varios estados de la
Republica Mexicana (Figura 6). La administracion oral de infusiones o decocciones de las
flores frescas o de las partes aéreas, es utilizada para tratar trastornos digestivos, como
dolores de estomago y colicos, asi como para la diarrea, disenteria, empacho, tifoidea,
vOomito, asma, agitacion mental, e infecciones causadas por parasitos (UNAM, 2009;

Ventura-Martinez et al., 2020).
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Figura 6. UNAM, 2009, dreas de uso de T. lucida en México

2.2.3. Composicion fitoquimica

Se conoce que los extractos de esta planta contienen una amplia gama de metabolitos
secundarios, que le brindan sus actividades bioldgicas. Entre estos destacan compuestos
fenolicos como taninos, leucoantocianinas, acidos fendlicos y flavonoides como quercetina,

quercetanegina y patuletina (Gutiérrez-Gaitén et al., 2018).

Dentro del género Tagetes las cumarinas se encuentran ampliamente distribuidas, en esta
especie se ha reportado: dimetilalil éter de 7-hidroxicumarina, 6,7,8- trimetoxicumarina, 7,8-
dihidroxicumarina, 7-hidroxicumarina (umbeliferona), 6,7-dimetoxicumarina (escoparona),
6,7-dihidroxicumarina  (esculetina),  6-hidroxi-7-metoxicumarina, 7-metoxicumarina
(herniarina) y 6-metoxi-7-hidroxicumarina (escopoletina). Investigaciones han descrito que
estos compuestos, asi como los flavonoides, tienen actividad antiinflamatoria, antioxidante,

antiviral y antiagregante plaquetaria (Céspedes et al., 2006).

2.3. Cumarinas

Se trata de metabolitos secundarios derivados lactonicos del acido cindmico, ampliamente
distribuidos dentro del reino vegetal, principalmente en familias como las Rutéceas,

Fabaceas, Rubiaceas, Asteraceas, Umbeliferas, Apocindceas y Compuestas (Dewick, 2009).
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El nucleo base consiste en un benceno fusionado a un anillo de a-pirona, de acuerdo con su
estructura se clasifican en seis grupos (Figura 7), se caracterizan por poseer una variedad de
patrones de oxigenacidn sobre el nucleo, siendo la posicion C-7 la mas sustituida entre las

cumarinas naturales (Figueroa, 2018; Venugopala et al., 2013).

Furanocumarina

~
-— >
o ) o)

o

Nicleo base Dihidrofuranocumarina
Fenilcumarina

Bicumarina Piranocumarina

Figura 7. Tipos de cumarinas naturales.

2.3.1. Actividad biologica

Algunas cumarinas, como la warfarina, se usan en la terapia de enfermedades
cardiovasculares por su accidn anticoagulante y antitrombdtica. Ademas de estos efectos se
ha observado que este tipo de compuestos pueden presentar propiedades antimicrobianas,
antioxidantes, antivirales, antiinflamatorias y anticancerigenas (Li et al., 2017; Pan et al.,

2022; Venugopala et al., 2013).

Diversos estudios han evaluado sus efectos sobre el control glicémico (Tabla 4), observando
que cumarinas simples como la escopoletina, esculina, umbeliferona, el ntcleo base, asi
como sus derivados, son capaces de reducir los niveles de glucosa plasmatica y la
concentracion de hemoglobina glicosilada, revirtiendo el dafio causado a las células

pancreaticas y mejorando las vias de sefalizacion de la insulina (Li etal., 2017). Se ha
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descrito que la escopoletina y cumarinas 3,4 y 3,6 disustituidas, poseen accion inhibitoria

sobre las a-glucosidasas, teniendo asi un efecto sobre el control glucémico postprandial

(Figueroa, 2018).

Tabla 4. Actividad sobre el control glucémico, asi como otros efectos de algunas cumarinas simples.

Compuesto Antecedentes Referencia
Disminucion de la glucosa plasmatica y hemoglobina (Pariy
Cumarina glucosilada con aumento de insulina, mecanismo Rajarajeswari,
secretagogo. 2009)
Actividad antioxidante y antitumoral (Ramesh y
Umbeliferona Reduccion de HbAlc y glucosa plasmatica con Pugalendi,
aumento de insulina en ratas diabetizadas. 2006)

(Kang et al.,

Aumenta la expresion de enzimas antioxidantes y 2014; Nurul-
reduce marcadores de estrés oxidativo. Islam et al.,
Esculetina Reduce la glucemia y aumenta la concentracion de 2013;
insulina en diversos modelos diabéticos. Prabakaran y
Inhibe las a-glucosidasas de levadura. Ashokkumar,
2013)
Actividad antiinflamatoria y hepatoprotectora. (Gao et al.,
Escopoletina Reduce la glucemia postprandial 2024; Jang
Inhibe a-glucosidasas etal., 2018)
Antihipertensivo, incrementa la concentracion de NO.
Agonista de PPAR-q, reduce la acumulacion de (Razavi et al.,
Aurapteno triglicéridos y mejora el perfil lipidico. 2014,
Mejora la tolerancia a glucosa y el metabolismo Takahashi
alterado de esta en un modelo murino de obesidad y etal., 2011)
diabetes.
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3. JUSTIFICACION

La diabetes es un problema de salud publica a nivel mundial, con una tasa de mortalidad
elevada; siendo de las principales causas de muerte en México. De todos los casos
registrados, el 90% corresponde a DT2 que, a pesar de afectar principalmente a adultos, ha
tenido una incidencia creciente en la poblacion infantil y juvenil.

Dado que es una condicion cronica, el tratamiento farmacolédgico prolongado puede generar
tolerancia a los medicamentos utilizados para tratar sus sintomas, aunado a esto, los efectos
adversos que se presentan por los farmacos, asi como la baja adherencia al tratamiento por el
paciente, pueden impedir alcanzar la meta terapéutica. Ademas del reto que representa dentro
del sistema de salud, también existe uno en el sector econdémico, ya que, en 2022, gener6 un
impacto de $50,619 millones de pesos solo para el Instituto Mexicano del Seguro Social.
Debido a esto, la bisqueda de moléculas con potencial antidiabético sigue siendo una
necesidad.

Las plantas medicinales son una fuente para obtener compuestos con diferentes efectos
biologicos, sin embargo, a pesar de su amplio uso aun se requieren investigaciones que
sustenten los efectos atribuidos. Dentro del género Tagetes las cumarinas estan ampliamente
distribuidas, estudios previos han demostrado que algunos de estos compuestos presentan

actividad antihiperglucémica e inhibitoria sobre a-glucosidasas.

En este contexto, se pretende evaluar y determinar el efecto antidiabético de cumarinas
presentes en Tagetes lucida, para generar informaciéon que permita establecerla como

potencial fuente de compuestos con actividad antidiabética.
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4. HIPOTESIS

Las cumarinas aisladas a partir de Tagetes lucida presentaran efectos antihiperglucémicos

postprandiales y antidiabéticos.

5. OBJETIVO GENERAL

Determinar los efectos antidiabéticos y antihiperglucémicos de cumarinas aisladas de
Tagetes lucida y establecer sus posibles mecanismos de accion a través de modelos in vivo,
in silico y/o in vitro.

6. OBJETIVOS PARTICULARES

+ Evaluar el efecto antihiperglucémico de los extractos hexanico, diclorometanico y
metanolico de Tagetes lucida.

+ Obtener y caracterizar las cumarinas presentes en el extracto mas activo con
diferentes técnicas cromatograficas.

+ Determinar el efecto antihiperglucémico de las cumarinas mediante pruebas de
tolerancia a la glucosa y sacarosa.

+ Verificar el efecto inhibitorio de las cumarinas sobre las a-glucosidasas.

+ Determinar el efecto antidiabético a través de ensayos agudos en un modelo

experimental de diabetes no insulino dependiente.
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7. METODOLOGIA

7.1. Obtencion de los extractos

La especie vegetal de Tagetes lucida fue recolectada por el equipo del Dr. Samuel Estrada,
del laboratorio 10 de la Facultad de Farmacia, en Cuernavaca, Morelos, en la colonia Santa

Maria Ahuacatitlan, a finales de octubre de 2020.

El material vegetal integro y seco fue sometido a molienda para disminuir su tamafio de
particula, posteriormente, se pesaron 596 g que se maceraron de manera exhaustiva en
periodos de 72 h por triplicado, con disolventes en orden creciente de polaridad: hexano,

diclorometano y metanol.

Al término de cada periodo se filtrd y elimino el disolvente a presion reducida utilizando un
en rotavapor, obteniendo asi los extractos hexanico (EHTI), diclorometanico (EDTI) y

metanolico (EMTI).

7.2. Comparacion fitoquimica

Para comparar la composicion fitoquimica se realizo cromatografia en capa fina (CCF), la
elucion se llevo a cabo con un sistema 65:35 hexano:acetato de etilo. Las placas se revelaron

a longitudes de onda corta y larga con una lampara UV.

Ademas, se realiz6 CCF utilizando como control la 6,7,8-trimetoxicumarina (JM1), 7-
metoxicumarina (AH-5), 7-preniloxicumarina (AH-4) y 6,7-dimetoxicumarina (JM-2),
compuestos aislados y purificados a partir de Tagetes lucida en investigaciones previas €

identificados mediante RMN y/o difracciéon de rayos X.

7.3. Cromatografia en columna

Para aislar las cumarinas presentes en 7. /ucida 19.5 g del extracto diclorometanico se
someti6 a un fraccionamiento primario utilizando cromatografia en columna abierta,

utilizando silica gel como fase estacionaria y como fase mévil una mezcla de disolventes en
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gradiente de polaridad (Hexano, Hexano:Diclorometano, Diclorometano:Metanol vy

metanol).

Se realizé un monitoreo mediante CCF, utilizando reveladores quimicos (vainillina, sulfato
céricoy H2SOg4 al 10%) y reveladores fisicos (luz UV), para agrupar las fracciones de acuerdo

con su similitud cromatografica.

A partir de la fraccion 157 y hasta la 222 se obtuvo un precipitado color blanco (LD1, LD2)
que fue lavado con hexano y posteriormente disuelto en diclorometano, obteniendo asi
cristales (LD3) con los cuales se realizd cromatografia en capa fina utilizando como

referencia la 6,7-dimetoxicumarina, 7-metoxicumarina y 7-preniloxicumarina.

Tras agrupar las fracciones 275-302 se obtuvo un precipitado (LD-4) al agregar hexano a la
solucion de diclorometano, a partir de la fraccion 303 y hasta la fraccion 638 se precipito otro
compuesto (LD5) utilizando el mismo método, tras varios lavados se utilizé CCF para

comparar todos los compuestos aislados con las cumarinas de referencia.

7.4. Elucidacion estructural

La elucidacién estructural de los compuestos se realiz6 mediante RMN-'"H y *C, con la

ayuda del Dr. Jaime Escalante Garcia, del Centro de Investigaciones Quimicas, de la UAEM.

El analisis de los espectros confirmé que los compuestos aislados correspondian a 7-

metoxicumarina (LD3), 6,7,8-trimetoxicumarina (LD4) y 6,7-dimetoxicumarina (LD5).

7.5. Evaluacion farmacologica

7.5.1. Animales

Para las curvas de tolerancia a glucosa y a sacarosa, asi como los ensayos antidiabéticos, se
usaron ratones macho de la cepa CDI1, para el caso de la extraccion de las enzimas a-

glucosidasas se ocuparon ratas macho de la cepa Wistar. El manejo de los animales se realizé
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bajo las especificaciones de la Norma Oficial Mexicana NOM-066-Z00-1999-

Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio.

7.5.2. Curva de tolerancia oral a glucosa y a sacarosa: extractos

Las curvas de tolerancia a glucosa (CTG) y a sacarosa (CTS) se utilizaron ratones
normoglucémicos, previo al estudio los modelos fueron sometidos a un ayuno de 16 h, con
libre acceso a agua, se consideraron los grupos de estudio (n = 7): 1) vehiculo, 2) control

positivo; glibenclamida para CTG y acarbosa para CTS, 3) extracto a evaluar de 7. lucida.

Los ratones se pesaron para determinar la cantidad de vehiculo, glibenclamida (5 mg/kg),
acarbosa (5 mg/kg) o extractos (100 mg/kg) a administrar, posteriormente, se midio la
glucemia al tiempo cero (Go) mediante puncion capilar, utilizando tiras reactivas y un

glucometro Accu-Check®, modelo Performa (Roche).

Tras la toma de la glucosa en ayuno, se administr6 la muestra de prueba a cada grupo por via
intragdstrica (i.g.), 30 minutos después se administrd una carga de glucosa o sacarosa (2g/kg),

segun el ensayo, por via i.g., midiendo la glucemia a los 30, 60, 120 y 180 minutos.

El porcentaje de variacion de glucosa se calculd de acuerdo con la siguiente formula:

(Gx - GO)
%
0

% Variacion de glucosa = 100

Con base en los graficos obtenidos se seleccionaron los extractos a evaluar en el ensayo
antidiabético agudo.

7.5.3. Modelo de diabetes no insulinodependiente

Para generar el modelo de diabetes experimental no insulino dependiente y determinar el
efecto antidiabético de los extractos, se administrd a ratones macho de la cepa CD1, previo
ayuno de 16h, 20 mg/kg de nicotinamida disuelta en agua destilada por via intraperitoneal
(i.p.), seguida de 100 mg/kg de estreptozotocina (i.p.) disuelta en buffer de citratos pH 4.5,

transcurridos 15 minutos de la primera administracion. La glucemia se midié dos semanas
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después por punciéon capilar, los ratones con glucemia superior a 140 mg/dL fueron

considerados para la siguiente fase del estudio.

7.5.3.1. Ensayo antidiabético agudo: extractos

Los ratones diabetizados, con glucosas superiores a 140 mg/dl tras 4 horas de ayuno, se
pesaron para determinar la cantidad de muestra a administrar (via i.g.) del extracto mas activo
(100 mg/kg), glibenclamida (5 mg/kg) y vehiculo (tween 80 al 10%), segtn el grupo al que
pertenecian (n=7). La glucemia fue monitoreada a las 1, 3, 5 y 7 horas posteriores a la

administracion.

Los datos obtenidos se analizaron de la misma manera que en las CTG y CTS.

7.5.4. Ensayo toxicologico agudo del extracto diclorometanico (EDTI)

Para determinar la toxicidad aguda del EDTI se realizé el ensayo de acuerdo con la guia 423
de la OECD, con dosis de prueba de 300 mg/kg y 700 mg/kg. El monitoreo de los animales
se realizd durante 14 dias, poniendo especial atencién en las primeras 4 h tras la

administracion. Se monitored también el peso de los animales utilizados en el ensayo.

7.5.5. Curva de tolerancia a glucosa y a sacarosa: cumarinas

Una vez identificadas y purificadas las cumarinas aisladas a partir del EDTI, se evaluo su
potencial efecto antihiperglucémico utilizando ratones macho normoglucémicos de la cepa
CD1 y siguiendo con la metodologia antes descrita para evaluar los extractos. En este caso,

la dosis de compuesto administrado fue de 50 mg/kg.

Los datos se procesaron de la misma manera, una vez disponibles los resultados, se

seleccionaron las cumarinas mas activas para la siguiente fase del estudio.
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7.5.6. Evaluacion del efecto antidiabético: cumarinas

La 7-metoxicumarina y la 6,7-dimetoxicumarina se evaluaron en un ensayo antidiabético
agudo, a una dosis de 50 mg/kg, en un modelo DENID de acuerdo con la metodologia antes
descrita. Los datos se analizaron de igual manera y la construccion de las graficas se hizo con

el programa GraphPad Prism version 8.

7.5.7. Inhibicion de las a-glucosidasas

7.5.7.1. Reactivos y equipo
Los reactivos para la preparacion de la solucion amortiguadora fueron obtenidos de
Productos Quimicos Monterrey S.A. (NaH2PO4) y de CTR Scientific (Na,HPO4), mientras
que la 6,7-dihidroxicumarina utilizada como control fue obtenida de Sigma Aldrich, para la

acarbosa se emplearon tabletas comercializadas por laboratorios Alpharma S.A. de C.V.

Para los lavados intestinales se emplearon solucion salina y ampicilina comerciales,
distribuidos por PISA laboratorios S.A. de C.V., el almidon se consiguioé con proveedores

locales.

Finalmente, la cuantificacion de glucosa se realizo con el uso de un kit de Glucosa oxidasa
GOD-POD SpinReact, para la lectura de la absorbancia se utilizé un lector de microplacas

Epoch BioTek.

7.5.7.2. Extraccion de las enzimas

Para obtener las enzimas se emplearon ratas de la cepa Wistar que fueron eutanizadas para
posteriormente diseccionar el intestino delgado por incision abdominal, se retir6 el tejido
adiposo del intestino y se fragmento6 en segmentos de 10 cm, aproximadamente, para facilitar

los lavados.

Cada segmento se lavo con una solucion salina al 0.9%, buftfer de fosfato de sodio 0.1 M pH

7 y ampicilina 5 mg/mL. Una vez realizado este procedimiento, los segmentos se cortaron
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longitudinalmente para exponer la parte interna del intestino. Sobre un vidrio en bafio de
hielo se realiz6 el raspado de la mucosa, se colocé en crioviales y se homogeneizo6 con ayuda

de un vortex, finalmente, se almaceno a -20°C hasta su uso.

7.5.7.3. Reaccion enzimatica y cuantificacion de la glucosa liberada

Se prepararon stocks de las cumarinas a evaluar a una concentracion de 1 mg/mL y 5 mg/mL
en DMSO al 10% como disolvente. El ensayo de inhibicion de los compuestos se evalud
utilizando almidon de maiz (12.5 mg/mL) como sustrato, solucion buffer de fosfato de sodio
0.1 M pH 7 y las cumarinas a evaluar (0.1 mg/mL y 0.5 mg/mL), en un volumen final de 235
uL. La reaccion se inici6 al agregar 50 pl de enzima, manteniendo en incubacion (37°C) por
10 minutos y se detuvo tras adicionar 5 pl de acarbosa (5 ug/mL) y colocar los tubos de

reaccion en un bafio de hielo.

Se incluyeron como controles positivos: acarbosa a una concentracion de 5 mg/mL en el tubo
de reaccion, asi como también esculetina a la misma concentracion que las cumarinas

metoxiladas. En todos los casos la reaccion se ejecutd por cuatriplicado.

Para cuantificar la glucosa liberada se utilizo el kit comercial de glucosa oxidasa (GOD-
POD), de acuerdo con las especificaciones del fabricante en una microplaca de 96 pocillos,

leyendo en un espectrofotometro para microplacas a 505 y 680nm.

Adicionalmente, el ensayo se replicé con sacarosa (12.25 mg/mL) como sustrato y las

cumarinas a una concentracion de 0.1 mg/mL.

7.6. Evaluaciones in silico

7.6.1. Prediccion de la toxicidad

Con el codigo SMILES se realiz6 la prediccion de toxicidad de las cumarinas metoxiladas y

la 6,7-dihidroxicumarina, en ProTox 3.0, un servidor que por similitud estructural ofrece
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informacion sobre la toxicidad oral en roedores, asi como también sobre diferentes 6rganos
y sistemas. Se considerd, ademas, la probabilidad de los compuestos para inhibir al citocromo
P450, usando el servidor antes mencionado, asi como ADMET]Iab 3.0 que, a partir de una

base de datos, realiza las predicciones.

7.6.2. Acoplamiento molecular

Con el servidor DIA-DB, que recopila diferentes estructuras proteicas del Protein Data Bank
(PDB) involucradas en la diabetes (Pérez-Sanchez, et al., 2020), se determinaron algunos
blancos sobre los que las cumarinas aisladas pudiesen tener afinidad, para posteriormente

ejecutar el acoplamiento molecular dirigido.

Las estructuras cristalograficas (Tabla 5) se obtuvieron del PDB y las estructuras de las
cumarinas de PubChem, posteriormente se realizo la preparacion de las proteinas y ligandos
con el programa AutoDock Tools 1.5.7 y se determinaron las condiciones del acoplamiento

para cada blanco.

Tabla 5. Estructuras cristalogrdficas utilizadas en el acoplamiento molecular

Proteina Codigo PDB
Receptor activado por proliferadores peroxisomales (PPARy) IRPG
Dieptidil peptidasa IV 6B1E
Amilasa pancreética IXCW
Maltasa-Glucoamilasa region N-terminal 2QMJ
Maltasa-Glucoamilasa region C-terminal 3TOP

Se ejecutaron 100 acoplamientos dirigidos de manera individual, para cada ligando, con
AutoDock Vina, los resultados se visualizaron en Discovery Studio y se determinaron las

interacciones ligando-proteina.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1. Rendimiento de los extractos y comparacion fitoquimica

A partir de 596 g del material vegetal y por maceracidon exhaustiva en orden de polaridad, se

obtuvieron los rendimientos mostrados en la tabla 6.

Se han identificado diferentes compuestos en 7. /ucida, existiendo variacion en el contenido
de los extractos o aceites esenciales dependiendo del método de extraccion utilizado. Dentro
de los componentes lipofilicos se encuentran fenilpropenos y terpenos, siendo el estragol el
mas abundante (97.3%), ademas de B-cariofileno, limoneno, B-ocimeno y mirceno, entre
otros (Salehi, et a., 2018; Dominguez-Garcia, et al., 2023), debido al uso de maceracion con
hexano, la extraccion de compuestos de este tipo pudo verse comprometida, ya que estos han
sido identificados en los aceites esenciales de 7. /ucida obtenidos mediante destilacion por

arrastre de vapor.

Tabla 6. Rendimiento de los extractos obtenidos de T. lucida

Extracto Peso (g) Rendimiento (%)
Hexanico (EHTI) 0.918 0.179
Diclorometanico (EDTI) 21.326 4.167
Metandlico (EMTI) 40.8178 7.827

Otros compuestos identificados en los extractos etanodlicos y hexanicos de partes aereas
pertenecen a alcaloides cuaternarios, saponinas, taninos, leuco-antocianinas, cumarinas (7-
preniloxicumarina, 7-metoxicumarina, 6,7-dimetoxicumarina, 6,7,8-trimetoxicumarina y 6-
metoxi-7-preniloxicumarina) (Dominguez-Garcia et al., 2022; Mundo-Campuzano, 2023;
Monterrosas-Brisson et al., 2019), ademés de fenoles y flavonoides llegando a tener un
contenido total de 188.86 + 15.73 mg EAG/gy 157.99 + 8.61 mg EQ/g, respectivamente, en
extractos etanolicos (Gamero-Enriquez, 2025), este contenido de compuestos de caracter
polar puede influir en el alto rendimiento de los extractos macerados con solventes de

mediana y alta polaridad (diclorometano y metanol).

Para conocer la composicion fitoquimica de los extractos de manera cualitativa, se realizé
cromatografia en capa fina utilizando una fase mévil de 65:35 hexano:acetato de etilo. En las

tres extracciones se aprecian las cumarinas (Imagen 2), compuestos con fluorescencia
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caracteristica azul al exponerse a la luz UV (Frias-Zepeda y Rosales-Castro, 2023). De esta
manera, se compararon los extractos con compuestos de este tipo que fueron aislados e

identificados en un proyecto previo del laboratorio 10 (Imagen 3).

EHTI EDT1 EMI1 | EHTI EDTl EMTL

Imagen 2. Extracto hexdanico, diclorometanico y metandlico, longitud de onda corta (izq.) y larga
(der.).

A) B) &)

g Extracto diclomome tinico xtr: clororaetinico Extracto metandlico Extracto metardlica

Imagen 3. Extractos: A) hexdnico (EHTI), B) diclorometanico (EDTI) y C) Metandlico (M), comparados con 6,7,8-trimetoxicumarina (1), 6,7-
dimetoxicumarina (2), 7-preniloxicumarina (3), 7-metoxicumarina (4) y 6,7-dihidroxicumarina (5). Longitud de onda corta (izq.) y larga (der.).
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8.2.Evaluaciones in vivo: extractos

8.2.1. Curva de tolerancia oral a glucosa

Como parte del ensayo, los extractos se evaluaron en ratones normoglucémicos; esta prueba
permitid observar el patron de variacion de la concentracion de glucosa, tras la

administracion del extracto y una sobrecarga de esta.
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-+ Glibenclamida (5mg/kg) -+ EMTI (100mg/kg) + EDTI (100mg/kg) =3 EHTI(100mg/kg) == Glibenclamida (Smg/kg)
-+ EHTI (100mg/kg) —+— Vehiculo &= EDTI (100mg/kg)

Grdfica 1. a) Comparacion del efecto antihiperglucémico en ratones normo glucémicos de los extractos de T. lucida.
ANOVA de dos vias, prueba post hoc de Tuckey *** p < 0.001, **p < 0.0021 vs. vehiculo. b) Area bajo la curva del efecto
generado por los extractos, ANOVA de una via, prueba post hoc de Dunnet **** p <0.0001 y ***p < 0.001.

La grafica 1 muestra que los extractos diclorometanico (EDTI) y metandlico (EMTI)
presentan diferencia significativa (p < 0.001) frente al vehiculo en la primera media hora,
disminuyendo el pico hiperglucémico, asi, podrian actuar impidiendo la absorcion de glucosa
a través del bloqueo de los cotransportadores de sodio-glucosa 1 (SGLT1), presentes en la
membrana apical de los enterocitos, y/o de los transportadores de glucosa GLUT2 de la
membrana basolateral (Chen et al., 2015). A su vez, el efecto puede estar relacionado con el
aumento en la sensibilidad a la insulina debido a que la administracion de los extractos

ocurri6 media hora antes de la sobrecarga de glucosa (Chéavez-Silva, 2019).
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8.2.2. Curva de tolerancia oral a sacarosa

Ensayos previos describen que el extracto etandlico de esta planta presenta un efecto
antihiperglucémico después de la administracion de una sobrecarga de sacarosa a ratas
normoglucémicas, mismo que podria relacionarse con la inhibicion de o-glucosidasas
(Mundo-Campuzano, 2023), enzimas que hidrolizan el enlace glucosidico en este disacarido

para liberar y permitir la absorcion de glucosa.

b
150 )
400
100 300
4 o
= 200
<
50
100
0 0=
Tratamientos
Tiempo (h) 33 Vehiculo — LDH (100 mg/kg)
3 Acarbosa (5 mg/kg) &= EMTI (100 mg/kg)
—&— Acarbosa (Smg/kg) +— EDTI (100mg/kg) —a— EHTI (100mg/kg) == EHTI (100 mg/kg)
—+— Tween 80 (10%) —+— EMTI (100 mg/kg)

Grdfica 1. Curva de tolerancia sacarosa, comparacion del efecto antihiperglucémico de los extractos de T. lucida. En
ratones normo glucémicos (n=7). ANOVA de dos vias, prueba post hoc de Tuckey **p < 0.0021 vs. vehiculo (tween 80 al
10%). b) Area bajo la curva del efecto generado por los extractos, ANOVA de una via prueba post hoc de Dunnet (p >
0.05).

Por lo que, para determinar si los extractos organicos ejercen este mecanismo
extrapancreatico, se realizo la CTS (Grafica 2). A pesar de que se observa una ligera
oposicion al pico hiperglucémico (0.5 h) por EHT] y EDTI, esta no fue estadisticamente

significativa, por lo que en ningtn caso hubo actividad en este ensayo.
8.2.3. Ensayo antidiabético agudo de EDTl y EMTI

Dado que los extractos diclorometanico y metandlico tuvieron efecto antihiperglucémico en
la curva de tolerancia a glucosa, se decidio evaluar su posible efecto agudo en un modelo de

diabetes experimental no insulino dependiente (Grafica 3).
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No se observo actividad hipoglucémica con los extractos evaluados, a pesar de existir una
ligera disminucion en la variacion de glucosa, este comportamiento fue igual al del grupo
administrado con el vehiculo (p > 0.05). Si bien Abdel-Haleem y colaboradores (2017)
refieren esta actividad en el extracto etandlico de 7. lucida este grupo de trabajo realizo la
extraccion a partir de planta cultivada en una zona con condiciones climaticas diferentes,
factores que influyen en el contenido metabolico de la especie vegetal, sumado a esto, la
administracion del extracto se realizé durante cinco semanas, mientras que, en este caso, la

administracion fue aguda, estas diferencias pudieron repercutir en el efecto observado.

Considerando que existio un efecto en la CTG, la actividad de estos extractos puede
relacionarse con el control de la glucosa postprandial y/o la sensibilizacion a insulina, ya que

se redujo considerablemente la absorcion de glucosa.
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Grdfica 2. Ensayo antidiabético agudo en un modelo DENID, comparacion del extracto diclorometanico (EDTI) y
metandlico (EMTI) de T. lucida, ANOVA de dos vias, prueba post hoc de Tuckey ****p < 0.0001, **p < 0.0021 vs.
vehiculo (Tween 80 al 10%,).

8.2.4. Ensayo toxicologico agudo del extracto diclorometanico (EDTI)

Debido a que el extracto EDTI fue activo en la CTG y seleccionado para fraccionarlo, se
realizé el ensayo toxicoldgico agudo de este. De acuerdo con la Organizacion para la

Cooperacion y Desarrollo Economico (OCDE), la toxicidad aguda se define como: los
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efectos adversos que se producen tras la administracion oral de una sustancia en una dosis

unica o multiple en un intervalo no mayor a 24 horas.

Tabla 7. Ensayo toxicologico agudo en ratones macho de la cepa CD1 (grupos con n=3)

Dosis . Inicio de los Fin de los
Observaciones

(mg/kg) efectos efectos

Disminucion en la actividad y
somnolencia. Hubo respiracion agitada en

s Antes de los 5
la primera hora.

1h después de la

300 min tras la . .
De manera gradual se desplazaron con . ., administracion
.. administracion
movimientos lentos, hasta recuperar su
comportamiento normal.
Disminucion del movimiento hasta llegar a Desde el
700 estado hipnotico. La respiracion se volvié | primer minuto | 3h después de la
lenta y pausada, con algunos espasmos. tras la administracion
administracion

Debido a la solubilidad del extracto se evaluaron unicamente las dosis de la tabla 7, en
ninguno de los casos se presentaron decesos en los grupos de estudio, a su vez, no existio
diferencia en los pesos, y tampoco se observd un cambio en el comportamiento en los dias

posteriores a la administraciéon del extracto.

De esta manera se sugiere que la dosis toxica es mayor a 700 mg/kg, considerando los
antecedentes de los extractos etanolico y acuoso de T. lucida, que los catalogan dentro de la
categoria 4 de SGA (DLso = 500 mg/kg, i.g.) o con una DLso: 2,000 mg/kg (i.p),
respectivamente, (Mundo-Campuzano, 2023; Pérez-Ortega et al., 2016) el EDTI podria

clasificarse dentro de la categoria 4 del Sistema Globalmente Armonizado.
8.3. Cromatografia en columna

A partir de la columna se obtuvieron un total de 898 fracciones (Tabla 8) que fueron
agrupadas por similitud cromatografica realizando CCF con sistemas 9:1 CH>Cly:AcEt y

7:2:1 CH>Clx:Hex:AcEt, finalizando asi con 9 fracciones primarias (Figura 8).
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Tabla 8. Fracciones finales obtenidas por cromatografia en columna

(I-Il)zyl:-lggli((ljl(: ?hlf?ef?)s;I) Fracciones agrupadas Cadigo de la fraccion final
o :
28f;8f8 80-156 2
70:30:0 157-222 F3
ngggfg 223-250 F4
65:35:0 251-274 F5
65:35:0 275-302 F6
gfigfg 303-638 F7
(5)§ég§2;8 639-862 F8
8ff)9£8 863-898 F9

Extracto diclorometanico de Tagetes lucida EDTI

|
I R R |

El F2 F3 F4 ES Fé6 F7 F8 F9

,—I CH;, ,—J
X
o o
A

o

\ -
HC o
= (2 (o] (o]
1

[

L1 D2 LD3 LD4

o
H3C/

Figura 8. Fracciones primarias y compuestos aislados a partir del fraccionamiento del EDTI.

A partir de este fraccionamiento fue posible aislar 5 compuestos, LD1 a LD5 (Tabla 9), a
pesar de mostrar diferentes formas, se identific6 mediante cromatografia en capa fina que

LD1 a LD3 correspondian al mismo compuesto.
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Tabla 9. Punto de fusion de los compuestos y rendimiento respecto al peso del EDTI sometido a fraccionamiento.

Peso  Rendimiento Punto de fusion
Codigo Compuesto

(2 (%) Experimental  Teorico
LD1 111-116.3
LD2 7-metoxicumarina 3.00 15.38 110.5-117.5 117-118
LD3 112.5-115.4
LD4  6,7,8-trimetoxicumarina  0.39 1.99 102.6-104.6 104-105
LD5 6,7-dimetoxicumarina 7.35 37.69 140.4-143 .4 144

Del mismo modo, se realizo CCF de los compuestos comparandolos con las cumarinas
aisladas previamente por el M.F. Martin Mundo, utilizando una fase modvil 90:10

diclorometano:acetato de etilo (Imagenes 4-6)

Imagen 6. Comparacion de 7-metoxicumarina con LDI, Imagen 5. Comparacion de 6,7-dimetoxicumarina con el
LD2y LD3, asi como pp de otras fracciones. Revelacion pp LD5r antes y después realizar lavados con hexano
en UV de onda corta, larga y con sulfato sérico. (LDS5), pp de fracciones posteriores. Revelacion en UV de

onda corta, larga y con sulfato sérico.

Imagen 4. 6,7,8-trimetoxicumarina (678TMC), pp LD4
antes y después de realizar lavados con hexano (LD4.1)
y agua madre (LD4.2). Revelacion en UV de onda corta,
larga y con sulfato sérico.
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8.3.1. Elucidacion estructural

Para identificar los compuestos derivados de la columna, se realizd resonancia magnética

nuclear de H" y 13C; los espectros obtenidos se analizaron con el programa MestReNova.

8.3.1.1. Resonancia magnética de H' y *C: LD3

El espectro de '"H-RMN de LD3 mostr6 las sefiales caracteristicas del carbono 3 (6.69ppm)

y 4 (8.1ppm), del ciclo de a-pirona; asimismo, se identificod la sefial correspondiente a los

hidrégenos del metoxilo en la posicion 7 (4.3 ppm). Los desplazamientos se compararon con

los reportados por Sanchez-Recillas y colaboradores (2014) y Mundo-Campuzano (2023)

(Tabla 10), logrando asi definir que se trataba de la 7-metoxicumarina.

Tabla 10. Seiiales 'H-RMN del compuesto LD3

Sdanchez-Recillas et al.,  Mundo-Campuzano,

- Experimental 2014 2023
Posicion 5 . j J 5 . J 5 m J
(ppm) HD  ppm) HD)  ppm) (Hy)
3 6.64 d 1 964 625 d 1 9.6 626 d 1 954
4 8.10 d 1 9.60 * * * * 765 d 1 948
5 7.77 d 1 943 7.63 d 2 9.6 739 d 1 948
6 7.25 dd 1 943 737 dd 1 9.6, 684 dd 1 9.22,
2.53 1.2 2.44
8 * * % * 6.86 d 1 1.6 687 d 1 244
1’ 4.30 s 3 - 3.88 S 3 - 3.89 S - -

Sefiales no apreciables en el espectro

Debido a la cantidad de muestra (10 mg) no se observaron los carbonos cuaternarios en el

espectro de 1°C, sin embargo, los demds desplazamientos quimicos coincidieron con aquellos

reportados por los autores antes mencionados para este compuesto (Tabla 11).

Imagen 7. Estructura quimica de la 7-metoxicumarina (herniarina).
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Tabla 11. Seiiales 3C-RMN del compuesto LD3

Sdnchez et al,

en?fci ‘ifm # J experimental 2014 Mugdo, AL

carbono Carbono (ppm) 5(1,1,,” ) (ppm)
C=0 2 161.2 161.2 161.2
CH 3 112.7 112.7 112.5
CH 4 143.5 143.5 143.4

C 4a * 113.2 112.6
CH 5 128.9 128.9 128.9

C 6 113.2 113.2 113.1

C 7 162.9 163.0 162.8
CH 8 101.0 101.0 100.8

C 8a * 160.0 155.9
CH3 1’ 55.9 55.9 55.8

* Sefales no apreciables en el espectro

8.3.1.2. Resonancia magnética de H* y 1*C: LD4

El compuesto LD4 fue identificado como 6,7,8-
trimetoxicumarina, los desplazamientos quimicos de H' y
BC corresponden a los de Amaral y colaboradores (2001)

(Tabla 12 - 13). Al igual que en LD3, se observan los

desplazamientos caracteristicos de los hidrogenos del

-
H3C/ carbono 3, 4 y los correspondientes a los tres metoxilos

Imagen 8. Estructura quimica de la 6,7,8-
trimetoxicumarina (dimetilfraxetina).

(4.04 ppm, 3.99 ppm y 3.90 ppm).

Tabla 12. Sefiales "H-RMN del compuesto LDA4.

Experimental Amaral et al., 2001
Posicion 5 P S
L m ] J (Hz)
(ppm) HI)  (ppm)
3 6.35 d 1 10.3  6.33 d 1 9.5
4 7.62 d 1 9.5 7.61 d 1 9.5
5 6.67 S 1 - 6.67 S 1 -
1’ 4.04 s 3 - 4.04 S 3 -
2’ 3.99 s 3 - 3.99 S 3 -
3’ 3.90 s 3 - 3.90 S 3 -
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Tabla 13. Desplazamientos quimicos de '3C-RMN del compuesto LDA4.

T i i 9 Amaral et al, 2001
# Carbono .
con carbono experimental 0 (opm)
(ppm)

C=0 2 160.5 160.5

CH 3 114.3 114.3

CH 4 143.5 143.4
C 4a 115.2 115.2

CH 5 103.7 103.6
C 6 150.1 150.0
C 7 145.9 145.9
C 8 141.2 143.0
C 8a 143.0 143.4

CH; I’ 61.8 61.8

CH; 2’ 61.5 61.5

CH3; 3’ 56.3 56.3

8.3.1.3.Resonancia magnética de H* y '*C: LD5

Con base en los espectros de LDS5, se pudo identificar que el compuesto correspondia a la
6,7-dimetoxicumarina. Al igual que en los casos anteriores se conservan los desplazamientos
de protones vinilicos 3 y 4 con constantes de acoplamiento en posicion cis (J=9.11Hz y

J=9.25Hz), asi como los metoxilos (3.95ppm, s, 3H y 3.92ppm, s, 3H).

Imagen 9. Estructura quimica de la 6,7-dimetoxicumarina (escopoletina).

Los desplazamientos coinciden con los observados por Sanchez-Recillas y colaboradores
(2014) y con las reportadas en la base de datos de espectros de compuestos organicos (SDBS)

para esta cumarina (Tabla 14).
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Tabla 14. Sefiales 'H-RMN de LD?5.

Experimental SDBS, 1999 Sdanchez et al, 2014

Posicion s P S P s 7
oo " ) gy " 0 gy "

3 6.28 d 1 91 6.30 ND ND 6.28 9.6
4 7.63 d 1 92 762 d ND ND 764 d 9.6

5 6.86 s 1 - 6.86 s - - 6.87 s -

8 6.83 s 1 - 6.83 S - - 6.83 s -
1’ 3.95 s 3 - 396 s - - 395 s -
2 3.92 s 3 - 394 s - - 393 s -

ND: no disponible

De igual manera, los desplazamientos de *C coincidieron con los reportados (Tabla 15).

Tabla 15. Seiiales 3C-RMN del compuesto LD35.

Tipo de 7
elflace # E 5 ; SD 5BS’ ED Szzc;l;;4et
con Carbono LXperimenta
carbono (rpm) (pm) 6(1’1”")
C=0 2 161.4 161.2 161.4
CH 3 113.5 113.5 113.5
CH 4 143.3 143.3 143.4
C 4a 111.1 111.5 111.5
CH 5 108.0 108.1 108.1
C 6 146.3 146.4 146.4
C 7 152.8 152.9 152.9
CH 8 100.0 100.3 100.1
C 8a 150.0 150.1 150.1
CH; 1"y 2’ 56.4 56.4 56.2

49 |



% Variacion de glucosa
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8.4.Evaluaciones in vivo: cumarinas

8.4.1. Curva de tolerancia oral a glucosa

Las cumarinas purificadas se evaluaron para observar su potencial efecto antihiperglucémico.
como puede observarse en la Gréfica 4, todas muestran diferencia significativa respecto al

vehiculo en la primera media hora, oponiéndose al pico hiperglucémico.

Al igual que en los extractos, estos compuestos podrian estar produciendo el efecto por
bloqueo de los cotransportadores SGLT-1 o GLUT-2, en las células intestinales,
disminuyendo la absorcion de glucosa, o por sensibilizacion a insulina en los tejidos, ya que

se administraron 30 min antes de la carga de glucosa.

a) b)
300+
250+ 600
2004 —-I__
= 400
1 S
5 <
504
200
0
-504
0 05 1 N 3 0
B Tiempo (h) Tratamientos
Vehiculo 6,7-dimetoxicumarina (50mg/kg) — thiculo ) B 6,7.8-trimetoxicumarina (50mg/kg)
Glibenclamida (Smg/kg) —— 6,7.8-trimetoxicumarina (50mg/kg) 3 Glibenclamida Smg/kg E= 6.7-dimetoxicumarina (50mg/kg)

7-metoxicumarina (50mg/kg) -+ 6, 7-dihidroxicumarina (50mg/kg) &8 7-metoxicumarina (50mg/kg) 1 6,7-dihidroxicumarina (50mg/kg)

Grdfica 3. a) Comparacion del efecto antihiperglucémico de las cumarinas aisladas del EDTI, en ratones normo-
glucémicos. ANOVA de dos vias, prueba post hoc de Tuckey **p < 0.0021, *p<0.00332 vs. vehiculo. b) Area bajo la curva
del efecto generado por las cumarinas, ANOVA de una viaprueba post hoc de Dunnet **** p <0.0001, ***p < 0.0002 y
*

p<0.00332.

Aunque hubo un descenso discreto en la variacion de glucosa debajo de los niveles basales
por la 7-metoxicumarina, no existi6 accion hipoglucemiante significativa (p>0.05), es asi

como en ninguna de las evaluaciones se observo este efecto.
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8.4.2. Curva de tolerancia oral a sacarosa

Como se observa en la Grafica 5, la 7-metoxicumarina y 6,7-dimetoxicumarina tuvieron
accion antihiperglucémica en la primera media hora, por lo que podrian estar disminuyendo
la absorcidn de glucosa intestinal por la inhibicion de las enzimas a-glucosidasas o mediante

el bloqueo de los cotransportadores SGLT1 o GLUTS.

En ningtn grupo tratado con las cumarinas se observo un descenso de glucemia por debajo

de los niveles basales, por lo que no hubo efecto hipoglucémico.

a) b)
1501
= 300
§ 1004
% b
2
= 200
2 S
2 M =
5 =
100
B3
0_
T T T T T 0
0 05 1 2 3 Tratamientos
Tiempo (h)
Vehicul 3 Vehiculo Bl 6,7-dimetoxicumarina (S0mg/kg)
—+ Vehiculo 6,7-dimetoxicumarina (50mg/kg) . . ;
-+ Acarbosa (5 mg/kg) -+ 6,7,8-trimetoxicumarina (50 mg/kg) 3 Acarbosa (5 mg/kg) B 6,7,8-Trimetoxicumarina (50 mg/kg)

-+ 7-metoxicumarina (50mg/kg) -+ 6,7-dihidroxicumarina (50 mg/ml) Bl 7-Metoxicumarina (50 mg’kg) 3 6,7-dihidroxicumarina (50 mg/ml)

Grafica 4. a) Curva de tolerancia sacarosa en ratones normo glucémicos (n=7), comparacion del efecto antihiperglucémico
de las cumarinas obtenidas de T. lucida. ANOVA de dos vias, prueba post hoc de Tuckey **p < 0.0021, *p<0.00332 vs.
vehiculo (Tween 80 al 10%). b) Area bajo la curva del efecto generado por las cumarinas, ANOVA de una via, prueba post
hoc de Dunnet **** p <0.0001, ** p < 0.00021 y *p<0.00332.

8.4.3. Antidiabético agudo

Debido a que la 7-metoxicumarina y la 6,7-dimetoxicumarina tuvieron actividad
antihiperglucémica, en las curvas de tolerancia a glucosa y a sacarosa, ademas de tener un
efecto global significativo, se evaluaron en un modelo DENID; si bien se presentd un
descenso en la glucemia, este no fue significativo (p > 0.05) respecto al grupo administrado

con el vehiculo, por lo que no hubo efecto en este ensayo (Grafica 6).
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Antidiabético agudo

Vehiculo
604 Glibenclamida (5 mg/kg)

-+ 7-metoxicumarina (50 mg/kg)
-4 6,7-dimetoxicumarina (50 mg/kg)

0 1 3 5 7
Tiempo (h)

% Variacion de glucosa

Grdfica 5. Efecto antidiabético de dos cumarinas aisladas del EDTI. ANOVA de dos vias, prueba post hoc de Tuckey
*EEE < 0.0001, **p< 0.0021, *p < 0.0332, vs. vehiculo (Tween 80 al 10%,).

8.5. Pruebas in silico

8.5.1. Prediccion de la toxicidad

Con servidores de libre acceso (ProTox 3.0 y ADMETlIab 3.0), se predijo la toxicidad de las
cumarinas aisladas. Los resultados se muestran en la tabla 16, a pesar de que pueden generar
toxicidad en algunos organos, la probabilidad de que esto ocurra es menor al 70% en todos

los casos.

Por otro lado, aunque pueden inhibir el citocromo P450, las isoformas en las que este efecto
podria presentarse no son las principales para el metabolismo de xenobioticos, ya que
contribuyen con aproximadamente el 12% (CYP2C19) y el 3% (CYP1A2) del metabolismo
de los mismos (Di & Kerns, 2016).
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Tabla 16. Prediccion de la toxicidad de las cumarinas

6,7- 6,7,8-
7-metoxicumarina
dimetoxicumarina trimetoxicumarina

Toxicidad DLso(mg/kg) 4,300 280 3,800
oral Clase \% 111 \%
Higado Inactivo Inactivo
Toxicidad
sobre Rifiones
organos
Corazon Inactivo Inactivo Inactivo

Toxicidad respiratoria

Carcinogenicidad

Inactivo

Mutagenicidad

Inactivo Inactivo

Citotoxicidad

Inactivo Inactivo

Permeabilidad BHE

Neurotoxicidad

Inactivo

3A4

2D6
Inhibicion

CYP

209

1A2

2C19

Los colores claros representan p > 0.7, mientras que los oscuros aluden a p < 0.7. Por otro lado, en la inhibicién del CYP los signos
representan una probabilidad igual a: 0.0-0.1 (---), 0.1-0.3 (--), 0.3-0.7 (-), 0.5-0.7 (+), 0.7-0.9 (++) y 0.9-1.0 (+++).



8.5.2. Acoplamiento molecular

La seleccion de los blancos se realizo con el uso del servidor DIA-DB, utilizando aquellos

en los que las cumarinas presentaron afinidad.
8.5.2.1. Receptor activado por proliferadores peroxisomales (PPAR)

Existen tres isoformas de este receptor nuclear: PPARa, PPARP/6, PPARy; todos
desempefian un papel importante en el metabolismo de lipidos y dcidos grasos; sin embargo,
PPARYy también participa en el metabolismo de la glucosa (Wang, 2014). Considerando esto,
se realizd acoplamiento sobre esta isoforma (Tabla 17), en los tres casos la energia de
afinidad por este receptor es similar a la de la rosiglitazona, farmaco utilizado en la
terapéutica para el tratamiento de la DT2, cuyo mecanismo de accion es la union y activacion

de esta proteina.

Tabla 17. Acoplamiento dirigido sobre el sitio de union en PPAR?)

Coédigo PDB 1RPG
Proteina L 115
Energiade Interacciones
Ligandos afinidad kcal/mol
Rosiglitazona 5146 £0.293 Tyr 473, His 444, His 449, Lys 367, Phe 282,

Cys 285, Met 364, Leu 453, Leu 464

Lys 367, Tyr 473, His 323, Ser 289, Met 364,

7-metoxicumarina -5.979 £0.011 Tyr 327, Lys 285, Leu 330, Met 364, Lys
367, His 449
6,7,8- .5.03440.077 Arg 288, His 323, Met 364, Phe 282, Phe 363,
trimetoxicumarina ' ) Leu 453, Leu 469, Cys 285, His 449
Lys 367, Tyr 473, His 323, Ser 289, His 449,
6,7-dimetoxicumarina -6.220 +0.026 Met 364, Phe 282, Tyr 327, Cys 285, Leu
330, Lys 367

La activacion de PPARy regula positivamente la secrecion de adipocinas, como la
adiponectina, por lo que la su union por parte de las cumarinas podria favorecer la
sensibilidad de los tejidos periféricos a la insulina. A su vez, el agonismo sobre este factor
estimula la expresion del transportador GLUT4, facilitando la captacion celular de glucosa

(Janani y Ranjitha-Kumari, 2015; Wang, 2014).
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Imagen 10. Interacciones de a) rosiglitazona, b) 7-metoxicumarina, c) 6,7,8-trimetoxicumarina y d)
6,7-dimetoxicumarina, con el sitio de union a ligando en PPARY.

8.5.2.2. Dipeptidil peptidasa IV

La dipeptidil peptidasa IV es una enzima con actividad exopeptidasa encargada de degradar
el polipéptido insulinotrépico dependiente de glucosa (GIP) y el péptido parecido al glucagon
(GLP-1), secretados por las células endocrinas del epitelio intestinal en respuesta a la ingesta
de alimentos (Mathur et al., 2023). Estas moléculas, conocidas como incretinas, desempefian
un papel importante en la homeostasis de la glucosa, ya que favorecen la secrecion de insulina
al interactuar con su receptor, ademas inhiben la liberacion de glucagén, favoreciendo asi la

disminucion de la glucosa plasmatica (Holst, 2019).

La inhibicion de la DPP-4 aumenta el tiempo de vida media de estas hormonas y mantiene
su accion secretagoga de manera mas prolongada, algunas de las interacciones importantes
para que una molécula pueda tener este efecto involucran a los aminoacidos Tyr 662, Tyr
547, Glu 205, Glu 206, Phe 357, Arg 358, Ser 630, Asn 710 y Val 207 (Mathur et al., 2023).
Como puede apreciarse en la tabla 18, la vildagliptina, firmaco que posee este mecanismo

de accion, asi como las cumarinas metoxiladas interaccionan con algunos de estos
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aminoacidos. Ademas, la 6,7-metoxicumarina y la 6,7,8-trimetoxicumarina interactiian con

dos a.a. considerados como la triada catalitica del sitio activo: Ser 630, His 740 y Asp 708
(Nistala y Savin, 2017).

Tabla 18. Acoplamiento molecular dirigido sobre el sitio de union de vildagliptina a la DPP4.

Codigo PDB 6B1E
Proteina . DFP4
Energia de Interacciones
Ligandos afinidad kcal/mol
Vildagliptina -5.589 £ 0.275 Tyr 666, Tyr 662, Phe 357, Asn 710, TYR631
7-metoxicumarina 54154 0.014 Arg 125, Ser 630, Tyr 662, Asn 710, Glu 206,

Tyr 666, Arg 669, Tyr 256, Ala 259, Asp 663
6,7,8-trimetoxicumarina -5.592 +£0.337 Arg 125, Ser 630, IIL)ILSJ;SO; Glu 206, Glu 205,
Arg 125, Ser 630, His 740, Glu 206, Glu 205,

6,7-dimetoxicumarina -5.444 £ 0.010

De esta manera, podria existir un potencial efecto inhibitorio por las tres cumarinas sobre

esta enzima, relaciondndose con el efecto antihiperglucémico observado en los ensayos in
VIVo.

b)
E357
" %TYR()M) _—-fm
RG3 1

d)

<, 30 }&
I -
In ¢

SERG30 \
115740

GLU205

GLU206
ARG125

Imagen 11. Interacciones con los aminodcidos presentes en el pocket de la DPP4 (PDB: 6BIE). a)
vidagliptina, b) 7-metoxicumarina, c) 6,7,8-trimetoxicumarina y d) 6,7-dimetoxicumarina.
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8.5.2.3. Enzimas participes en la digestion de carbohidratos

La digestion de carbohidratos en la dieta inicia con la hidrolisis del almidon, mediada por la
amilasa salival, localizada en la cavidad oral, y por la amilasa pancreatica, secretada por los

acinos del pancreas hacia la luz intestinal.

La participacion de la amilasa pancreatica es crucial para hidrolizar los enlaces internos o-1-
4 del almidon, generando cadenas mas sencillas que, posteriormente, son hidrolizadas por las
enzimas del borde del cepillo intestinal, entre ellas la maltasa glucoamilasa (MGAM) y la

sacarasa-isomaltasa, de modo que la glucosa producida pueda ser absorbida (Date et al.,

2015).

Tabla 19. Acoplamiento dirigido sobre el sitio hidrolitico de la amilasa pancredtica.

Cédigo PDB 1XCW
Proteina : Amilasa pancreatica
2 St Interacciones
Ligandos afinidad kcal/mol
Acarbosa -7.007 = 0.077 Asp 197, Ala 198, His 201, Asp 300
7-metoxicumarina -6.324 £ 0.017 Leu 165
6,7-dimetoxicumarina -6.442 £ 0.015 Asp 197, His 305, Tyr 62, Leu 165

6,7,8-trimetoxicumarina -6.315+£0.011 His 305, Thr 163, Tyr 62, His 299, Leu 165

b)

LEU165

d)

Imagen 12. Interacciones de: a) acarbosa, un ihibidor de alfas glucosidasas, b) 7-metoxicumarina, c) 6,7,8-
trimetoxicumarina y d) 6,7-dimetoxicumarina con el sitio hidrolitico de la amilasa pancredtica (PDB: 1XCW).
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Los inhibidores de estas enzimas, como la acarbosa, disminuyen la liberacion y absorcion de

glucosa postprandial. El acoplamiento de las cumarinas mostré mayor afinidad por la amilasa

pancreatica (Tabla 19) y la region C-terminal en comparacion con la region N-terminal de la

MGAM (Tabla 20).

Tabla 20. Acoplamiento dirigido sobre los sitios de union en los dos dominios de la maltasa-glucoamilasa.

Codigo PDB 2Q0MJ 3TOP
, MGAM N-terminal MGAM C-terminal
Proteina . Z
Energia de Energia de
Tigandos afinidad Interacciones afinidad Interacciones
kcal/mol kcal/mol
fEi
Acarbosa -7.53 542, Asp 203, His -8.954 Asp’1279 Tyr,
+0.025 600, Met 444, +0.133 ’
Asp 443, Asp 327 1251, Phe 1559,
’ Phe 1560, Pro 1159
Asp 203, Tyr 299, 6.965 Asp 1157, Tyr
7-metoxicumarina -5.93171 Trp 406, Met 444, n 0 010 1251, Phe 1559,
+0.010 Trp 406, Asp 542 ' Trp 1355
Arg 1510, Asp
6,7.8- 5,170 20?%352’4‘351%1? .6.967 1526, Tyr 1251,
trimetoxicumarina + (0.006 4’0 6, Tyr 2§9 + 0.006 Phe 1559, Phe
’ 1560, Trp 1355
Asp 1157, Tyr
6,7- 5896 AEMOAP o7 1251, Phe 1559,
dimetoxicumarina +0.018 - P ’ +0.009 Asp 1526, Trp
444, Asp 542 1355

Si bien las interacciones entre la acarbosa y el sitio hidrolitico de estas enzimas fueron

puentes de hidrégeno, en las cumarinas predominaron los contactos de tipo m- 7 stacking,

-alquilo y de caracter hidrofobico, con solo algunos puentes de hidrogeno (Imagen 13-14).

No obstante, la energia de afinidad para estos compuestos fue similar a la de la acarbosa, por

lo que podrian tener cierto efecto inhibitorio sobre estos blancos terapéuticos.
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Imagen 14. Interacciones de: a) acarbosa, b) 7-metoxicumarina, c) 6,7,8-trimetoxicumarina y d) 6,7-dimetoxicumarina
con el sitio hidrolitico de la subunidad N-terminal de la maltasa-glucoamilasa (PDB: 2qmyj).

60

P HE 1559

Imagen 13. Interacciones de: a) acarbosa, b) 7-metoxicumarina, c) 6,7,8-trimetoxicumarina y d) 6,7-dimetoxicumarina
con el sitio hidrolitico de la subunidad C-terminal de la maltasa-glucoamilasa (PDB: 3top).
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8.6. Ensayo in vitro

8.6.1. Inhibicion de a-glucosidasas

Como se ha mencionado anteriormente, las alfas glucosidasas son las encargadas de
hidrolizar los enlaces presentes en los carbohidratos complejos para generar monosacaridos.
Dentro de los inhibidores de estas enzimas se encuentran compuestos ciclicos altamente
hidroxilados enlazados a unidades de glucosa, como es el caso de la acarbosa, lo que permite
su uniodn al sitio activo, por el contrario, en compuestos que carecen de este patron estructural,
la presencia de residuos aromaticos es clave para la inhibicion de a-glucosidasas (Park, et al.

2011).

En un andlisis de estructura-actividad realizado por Moorthy y colaboradores (2011) se
predijo la ICso de una biblioteca de compuestos con diferentes estructuras, y se logrd
determinar que en aquellos sustituidos con grupos carbonilo, atomos electronegativos y/o
anillos aromaticos se favorecia la inhibicion de estas enzimas. Debido a que las cumarinas
aisladas cumplen con estas caracteristicas estructurales, se realizé el ensayo de inhibicion de

alfas glucosidasas.
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0.005 mg/ml 0.1 mg/ml 0.005 mg/ml 0.5 mg/ml

[ Acarbosa [ 6,7-dihidroxicumarina BB 7-metoxicumarina Bl 6,7,8-trimetoxicumarina
[ 6,7-dimetoxicumarina [J Vehiculo [ Agua

Grdfica 6. Ensayo de inhibicion de alfas glucosidasas; a) concentracion muestras 0.1 mg/mL. b) concentracion muestras
0.5 mg/mL. ANOVA de una via, prueba post hoc de Tuckey **** p < 0.0001.

A pesar de que en los ensayos in silico se obtuvieron energias de afinidad prometedoras, la

evaluacion a una concentracion de 0.1 mg/mL arrojé porcentajes de inhibicion menores al
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30% en todos los casos, al incrementar la concentracion a 0.5 mg/mL la inhibicion fue mayor,

sin embargo, en ningin grupo hubo significancia respecto al vehiculo (Grafica 7.a-b).

Sahin (2023) observo que la presencia de glicosilaciones y/o metoxilaciones en diferentes
cumarinas y dihidroisocumarinas disminuia significativamente su actividad inhibitoria sobre
estas enzimas. En este estudio se reportdé una ICso= 374 = 0.7 uM (equivalente a 0.066
mg/ml) para la 6,7-dihidroxicumarina y una ICso> 800 uM (equivalente a > 0.164 mg/ml)
en el caso de la 6,7-dimetoxicumarina, esto coincide con el efecto observado en la evaluacion,
ya que en el primer caso existid un porcentaje de inhibicion > 80 % al utilizar concentraciones
superiores a la ICso reportada, mientras que para la 6,7-dimetoxicumarina este porcentaje no

super?6 el 30% de inhibicion bajo las mismas condiciones.

Si bien Oku y colaboradores (2011) reportaron una actividad hidrolitica similar en a-
glucosidasas de rata y humano, existe solo una similitud de 74% en la secuencia entre estas
especies (Madeira, et al., 2024). Ademads, investigaciones previas han reportado que los
mismos inhibidores presentan ICso distintas al evaluarse frente a a-glucosidasas de origen
humano y de rata (Pyner, et al., 2017; Kan, et al., 2021; Orita, et al., 2023), por lo que este
factor pudo influir en que la prediccion in silico no se observara de manera significativa en

el ensayo in vivo.

100=

80
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404

20+
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0.005 mg/ml 0.1 mg/ml

[1 Acarbosa [ 6,7-dihidroxicumarina EE 7-metoxicumarina B 6,7,8-trimetoxicumarina
B 6,7-dimetoxicumarina I Vehiculo 1 Agua

Grdfica 7. Ensayo de inhibicion de alfas a-glucosidasas, se realizo usando como sustrato sacarosa. ANOVA de una via,
prueba post hoc de Tuckey. **** p< 0.001 vs vehiculo.
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Por otro lado, el uso de diferentes sustratos permite observar la actividad de las isoformas de
a-glucosidasas, ya que no todas presentan la misma afinidad por estos (Oku, et al., 2011;
Kan, et al., 2021). Considerando que la subunidad C de la sacarasa-isomaltasa tiene alta
afinidad por el enlace a 1-2 de la sacarosa y es la responsable de hidrolisis de este
carbohidrato dentro del organismo (Sim et al., 2008), se realiz6 el ensayo utilizando como
sustrato este disacarido, sin embargo, no existio diferencia respecto al vehiculo (Grafica 8),

por lo que la inhibicion de esta isoforma no es significativa a la concentracion evaluada.
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9. CONCLUSIONES

Los extractos EDT] y EMTI mostraron actividad antihiperglucémica en la CTG, sin tener
efecto en la curva de tolerancia a sacarosa y en el ensayo antidiabético agudo, por lo que su

efecto puede relacionarse con el control de la glucosa postprandial.

El fraccionamiento del EDTI permitié aislar y purificar tres cumarinas metoxiladas: 7-
metoxicumarina (LD3), 6,7,8-trimetoxicumarina (LD4) y 6,7-dimetoxicumarina (LD5), con

mayor rendimiento para LDS5.

Todas las cumarinas tuvieron actividad antihiperglucémica en las curvas de tolerancia a
glucosa, sin embargo, solo las cumarinas mono y di sustituidas tuvieron este efecto en la
curva de sacarosa, este patron podria relacionarse con el nimero de sustituyentes en el nicleo

de cumarina.

Si bien la inhibicion de a-glucosidasas puede estar implicado en menor medida en el efecto
antihiperglucémico observado en la CTS, otros mecanismos como el bloqueo de los
transportadores SGLT1 o GLUTS5 deben estar presentes para observar esta actividad, ya que,
a pesar de presentar afinidad por las a-glucosidasas en los ensayos in silico, el ensayo in vitro

mostro inhibicidn no significativa a las concentraciones evaluadas.

La actividad de estos compuestos podria relacionarse con el control de la glucosa
postprandial debido a que no tuvieron efecto hipoglucémico en el ensayo antidiabético agudo.
El mecanismo de accion del efecto antihiperglucémico podria involucrar otros blancos
terapéuticos, como los cotransportadores SGLT1, GLUT-5 o la DPP-4, enzima en la que
todas las cumarinas mostraron energia de afinidad similar a la vildagliptina en los ensayos in

silico.

63 |



10. PERSPECTIVAS

+ Evaluar el efecto antidiabético subagudo de la 6,7-dimetoxicumarina en un modelo
de diabetes experimental no insulinodependiente.

+ Explorar el efecto de las cumarinas en el ensayo de inhibicién de a-glucosidasas
utilizando otros vehiculos que permitan tener una mejor solubilidad.

+ Establecer el efecto de la 7-metoxicumarina y 6,7-dimetoxicumarina sobre la
absorcion de glucosa a nivel intestinal en un ensayo de intestino invertido.

+ Realizar los ensayos toxicologicos agudos de las cumarinas metoxiladas.

+ Llevar a cabo ensayos in vitro para evaluar el potencial efecto de las cumarinas sobre

otros blancos terapéuticos en el tratamiento de la diabetes (PPAR,y PTP1-B).
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Espectro 1. Resonancia magnética de proton de compuesto LD3: identificado como 7-metoxicumarina.
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Espectro 2. Resonancia magnética de carbono 13 del compuesto LD3: identificado como 7-metoxicumarina.
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Espectro 4. Resonancia magnética de carbono 13 del compuesto LD4: identificado como 6,7,8-trimetoxicumarina.
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Espectro 5. Resonancia magnética de proton de compuesto LD5 previo al proceso de purificacion.
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Espectro 6. Resonancia magnética de carbono 13 del compuesto LDS5 previo al proceso de purificacion.

78 |



LD5-720.1.fid

—3.93
—3.91

7.61
—6.84
—~ 6.82

6.27

(] ‘ JJMUJ -

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T v A T T T T T T T T T

T T
78 77 76 75 74 73 72 71 70 69 68 67 66 65 64 63 62 6.1 60 59 41 40 39 3.8
f1 (ppm)

Espectro 7. Resonancia magnética de proton de compuesto LDS5, después de s purificacion, identificado como 6,7-dimetoxicumarina.

120000

110000

100000

90000

80000

70000

60000

50000

40000

30000

20000

79 |



LD5-¥20.5.fid

~
@«
ol
n
—

—149.96
—146.41
—143.26
~-115.16
~113.59
11136
—107.96
—103.80
—100.06
77.06
56.32
T
e}
9]
o
o

— 16

MU .ll,“ L ¥ Uy Pﬂ Mk NN A - . ey L ULl bl i ol sl |

T T T T T T T T T T T T
160 155 150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55
f1 (ppm)

Espectro 8. Resonancia magnética de carbono 13 del compuesto LD5 después de su purificacion: identificado como 6,7-dimetoxicumarina.
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