UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE QUIMICA

Investigacion fitofarmacologica preliminar del huazontle (Chenopodium
berlandieri subsp. nuttalliae)

TESIS

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE
QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO

PRESENTA
EFRAIN ALEJANDRO PEREZ MORENO

CIUDAD UNIVERSITARIA, CD.MX. NOVIEMBRE DE 2022




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



JURADO ASIGNADO:

PRESIDENTE: Dra. Rachel Mata Essayag
VOCAL: Dr. José Pedraza Chaverri
SECRETARIO: Dra. Berenice Ovalle Magallanes
ler SUPLENTE: Dr. Mario Alberto Figueroa Saldivar

2D0 SUPLENTE: Dra. Ruth lvonne Téllez Ballesteros

SITIO DONDE SE DESARROLLO EL TEMA:
Laboratorio 111, Edificio E, Departamento de Farmacia

Facultad de Quimica, Universidad Nacional Autonoma de México

TUTORA

Dra. Berenice Ovalle Magallanes

SUSTENTANTE

Efrain Alejandro Pérez Moreno



AGRADECIMIENTOS

A la Universidad Nacional Autonoma de México por darme las facilidades para llevar a cabo

mis estudios de licenciatura.

A las instancias de la UNAM que financiaron estas investigaciones: Direccion General de
Asuntos Académicos (DGAPA) con el proyecto PAPIIT-IA205621 y a la Facultad de
Quimica con el proyecto PAIP 5000-9184.

A mi tutora, la Dra. Berenice Ovalle Magallanes por su asesoria en este trabajo.

A la Dra. Rachel Mata Essayag y al Dr. José Pedraza Chaverri por sus correcciones y

comentarios al documento de tesis.

Al Dr. Jose Pedraza Chaverri y al M. en C. Omar Noel Medina Campos del departamento de
Biologia de la Facultad de Quimica de la UNAM por todas facilidades brindadas para la

realizacion de los ensayos basados en células hepaticas y musculares.

Al Dr. Manuel Rangel Grimaldo por su colaboracion en los ensayos de inhibicion de enzimas

a-glucosidasas y PTP1B.

A las M. en C. Rosa Isela del Villar Morales y Nayeli Lopez Balbiaux, a la Q. Marisela
Gutiérrez Franco, y a la M. en C. Jessica Amacosta Castillo, Técnicos Académicos de la
Unidad de Servicios de Apoyo a la Investigacion y a la Industria (USAII) de la Facultad de
Quimica de la UNAM, por el registro de los espectros de resonancia magnética nuclear,

infrarrojo, y cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas, respectivamente.



A la M.V.Z. Lucia Macias Rosales, Técnico Académico de la Unidad de Experimentacion
Animal (UNEXA) de la Facultad de Quimica de la UNAM por el apoyo brindado en la

realizacion de los experimentos con animales.



AGRADECIMIENTOS PERSONALES

A Berenice Ovalle, por hacer todo en sus manos para hacer mis suefios realidad y su
profesionalismo. Por su mentoria, su ejemplo y su conocimiento que guardaré para siempre.

A la Dra. Rachel Mata y el Dr. José Pedraza, por brindar su apoyo y espacios para mi
crecimiento profesional. Al Dr. Ruy Pérez M. por darme la confianza y la oportunidad de
aprender en su laboratorio, a Nalleli Cabrera y nuevamente a Bere por ser mis maestras.

A mis comparieras del laboratorio 124 que me ayudaron cuando fue necesario y a Alberto
por su apoyo personal y ayuda en el desarrollo de este trabajo.

A mis profesores en la Facultad de Quimica porque dan mucho por su trabajo, agradezco su
conocimiento, sus consejos y su amistad. A mis profesores de toda la vida, de la iglesia y al
personal de la Secundaria Técnica 29, porque todos ellos me brindaron todas mis buenas
aptitudes.

A Arturo, Edwin, Alvaro y Getsemani, por su techo, por su apoyo cuando lo necesitaba. A
Aranza por los pescaditos. A David por las tortas. A Carla por el apoyo. A sus familias por
ser una peticién cumplida. A Regina, Rosario, Karla y mis colegas QFB que me facilitaron
mi paso por la facultad. A todos mis amigos que me dejaron buenos recuerdos y experiencias
que duraran para siempre. Es un privilegio conocer gente exitosa alrededor del mundo.

Al Pbro. Salomon Garcia y a Verdnica Montoya, a toda mi familia del Monte de los olivos,
a Mario, Jazmin y Raquel, a la ICB de Barcelona, a todos los que me permiten hallar casa en
todo el mundo.

A mi abuela Victoria por su apoyo, y a mis familiares. A las vecinas de mi calle, a Itzel y
toda la gente que en Chihuahua siempre pregunta por mi y me saluda con gusto. A Flor que
siempre esta para mi y recordarme lo que quiero ser, a Christian y Abigail que siempre me
escuchan, a todos mis hermanos, a Blanca, Patty y Christian por acompafiarme a crecer, a
todos los que en la distancia estdn conmigo. A mi tio Ever y a mi tia Rosy, porque me alegra
haber sido su sobrino.

A mis padres Leo y Efrain, porque es un privilegio ser su hijo, por acompafiarme a hacer
nuestros suefios realidad.



Antes de perderme ya me habias encontrado,

Antes de existir yo ya era tuyo.



Indice

RESUMEN

1.

ANTECEDENTES

1.1. LOS QUELITES: PLANTAS SUBVALORADAS Y SUBUTILIZADAS
1.2. EL HUAZONTLE
1.2.1. Generalidades botanicas

1.2.2. Fitoquimica del huazontle

1.3. LAS ALTERACIONES METABOLICAS COMO AMENAZA PARA LA SALUD
1.3.1. Homeostasis de la glucosa

1.3.2. Secrecién y efectos sistémicos de la insulina
1.3.3. Resistencia a la insulina y patologias asociadas

1.4. TRATAMIENTO ANTIDIABETICO
1.5. INVESTIGACION FITOFARMACOLOGICA DE ETSS

. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
.HIPOTESIS
. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GENERAL
4.2. OBJETIVOS PARTICULARES

. DESARROLLO EXPERIMENTAL

5.1. MATERIAL VEGETAL Y PREPARACION DE EXTRACTOS
5.2. ANALISIS CROMATOGRAFICO
5.3. METODOS ESPECTROSCOPICOS Y ESPECTROMETRICOS

5.4. FRACCIONAMIENTO Y CARACTERIZACION PRELIMINAR DEL EXTRACTO ORGANICO

TOTAL (CH3)
5.5. EVALUACION FARMACOLOGICA
5.5.1. Ensayos in vivo

5.5.1.1. Pruebas de tolerancia a carbohidratos orales
5.5.2. Ensayos in vitro en enzimas aisladas

5.5.2.1. Ensayos de inhibicion de la enzima a-glucosidasa
5.5.2.2. Ensayos de inhibicién de la PTP1B
5.5.3. Ensayos in vitro basados en células

5.5.3.1. Determinacion del potencial citotoxico

5.5.3.2. Ensayo de captacion de glucosa en hepatocitos HepG2 y en miocitos

C2C12

Vi

X1

~Noo A MNP B

11
14

15
18

20
21
21

21
21

23

23
24
24

25
26
26

26
27

27
28
28

29

29



5.6. ANALISIS ESTADISTICO 30

. RESULTADOS Y DISCUSION 32
6.1. INOCUIDAD 32
6.2. EVALUACION DE MECANISMOS DE REGULACION DE LA GLUCEMIA 34

6.2.1. Eficacia antihiperglucémica: mecanismos de inhibicion de enzimas a-

glucosidasas 34
6.2.2. Eficacia antihiperglucémica: mecanismos insulinotropicos 37
6.2.2.1. Prueba de tolerancia a la glucosa 37
6.2.2.2. Ensayos de captacion de glucosa en modelos basados en células 39

6.3. ESTUDIO QUIMICO 44

. CONCLUSIONES 60
. PERSPECTIVAS 61
. REFERENCIAS. 62

Vil



Lista de abreviaturas

Abreviatura
ABC

ABTS

ACA
AcOEt
AKT/PKB
AMPK
ANADEVA
ATP

CCA

CCF

CG

CH

CH1

CH2

CH3

CLAR

DCB

DHA

DM

DMT1/DMT?2

DPP-4

Significado

Area bajo la curva

Sal de amonio 2,2’-azino-bis(acido 3-etilbenzotiazolina 6-sulfénico)
Acarbosa

Acetato de etilo

Proteina cinasa B

Proteina cinasa activada por adenosin monofosfato
Analisis de varianza

Adenosin trifosfato

Cromatografia en columna abierta

Cromatografia en capa fina

Cromatografia de gases

Extracto acuoso por decoccién de huazontle

Fraccion de diclorometano de la decoccién de huazontle
Fraccion de acetato de etilo de la decoccion de huazontle
Extracto de diclorometano-metanol 1:1 de huzontle
Cromatografia de liquidos de alta resolucion

Extracto acuoso de las inflorescencias del huazontle
Acido dehidroascorbico

Diabetes mellitus

Diabetes mellitus tipo 1/tipo 2

Dipeptidilpeptidasa 4

Vil



DPPH 2,2-difenil-1-picrilhidracil

DMEM Medio Eagle modificado de Dulbecco
DMSO Dimetilsulfoxido

EAG Equivalentes de acido galico

EEM Error estandar de la media

EM o MS Espectrometria de masas

ETSS Especies tradicionales subvaloradas y subutilizadas
FBS Suero fetal bovino

GLP-1 Péptido similar al glucagén 1

GLUT Transportador de glucosa

GYS Enzima glucogeno sintasa

HS Suero de caballo

INS Insulina

IR Receptor de insulina

IR Espectroscopia de Infrarrojo

IRS Sustratos del receptor de insulina
Katp Canales de potasio sensibles a ATP
LDH Enzima lactato deshidrogenasa
MeOH Metanol

MTF Metformina

OGTT Prueba de tolerancia a la glucosa oral
OMS Organizacion Mundial de la Salud
OSTT Prueba de tolerancia a la sacarosa oral
PBS Disolucion amortiguadora de fosfatos



PI3K Fosfatidilinositol-3-cinasa

p-NPG p-nitrofenol-p-D-glucopiranosido

PPAR Receptor activado por proliferdores de peroxisomas
PTK Proteinas Tirosina cinasa

PTP1B Proteina tirosina fosfatasa 1B

RMN Resonancia Magnética Nuclear

SGLT Cotransportador de sodio y glucosa

Shc Proteinas con dominios homologos de Src

STZ Estreptozotocina

VEH Vehiculo

Indice de Tablas y Esquemas

Tabla 1. Saponinas identificadas en las semillas de Chenopodium berlandieri spp
Tabla 2. Farmacos usados en la terapia antidiabética
Tabla 3. Ensayos de inhibicién sobre enzimas a-glucosidasas

Tabla 4. Inhibicion in vitro de la enzima PTP1B

Esquema 1. Separacion de los componentes de CH3

17

36

38

25



Indice de Figuras

Figura 1. El huazontle.

3

Figura 2. Metabolitos secundarios identificados en inflorescencias de C. berlandieri subsp.

nutalliae

Figura 3. Regulacion de la glucemia por el glucagén y la insulina

Figura 4. Enzimas que participan en la digestion y absorcion de los carbohidratos.

Figura 5. Movilizacion de la glucosa segun el estado fisiol6gico

Figura 6. Transporte de glucosa por los transportadores SGLT

Figura 7. Secrecion de insulina por efecto de la estimulacion por glucosa

Figura 8. Efectos post-receptor de la insulina

Figura 9. Determinacion del potencial citotoxico mediante la liberacion de LDH.

4
8
9

10

11

12

13

33

Figura 10. Tolerancia a la sacarosa oral de la decoccidn de las inflorescencias de huazontle
(DCB) en ratones normoglucémicos.

35

Figura 11. Tolerancia a la glucosa oral de la decoccion de las inflorescencias de huazontle
(DCB) en ratones normoglucémicos.

37

Figura 12. Tolerancia a la glucosa oral de la decoccion de las inflorescencias de huazontle
(DCB) en ratones hiperglucémicos.

Figura 13.
Figura 14.
Figura 15.
Figura 16.
Figura 17.
Figura 18.
Figura 19.
Figura 20.
Figura 21.
Figura 22,
Figura 23.
Figura 24,
Figura 25.
Figura 26.
Figura 27,

Porcentaje de captura de 2-NBDG en hepatocitos HepG2.
Porcentaje de captura de 2-NBDG en miocitos C2C12.
Espectro IR del sélido obtenido de la fraccion XI.
Cromatograma ionico total de la fraccién XI.

Espectro de masas del 1-heptacosanol (16)

Espectro *H-RMN de fraccion X1 en CH3CI-d (400 MHz).
Espectro **C-RMN de fraccion XI en CHsCl-d (400 MHz).
Espectro IR del s6lido obtenido de la fraccion Xll12p.
Cromatograma ionico total de la fraccion Xlli2p.

Espectros de masas de los componentes de la fraccion XI11-12D.
Espectro tH-RMN de fraccion X1li2o en CHsCl-d (400 MHz).
Espectro 13C-RMN de fraccion Xlli2p en CH3Cl-d (400 MHz).
Cromatograma ionico total de la fraccion Xlliza.

Espectros de masas de los componentes de la fraccion Xlliza.

Espectro 'H-RMN de la fraccion Xllisa en CHsCI-d (400 MHz).

Xl

38
41
43
44
45
46
47
48
49
50
51
53
54
55
55
57



Figura 28. Espectro *C-RMN de fraccion Xllisa en CHsCI-d (400 MHz). 58

Wl



Resumen

El huazontle, Chenopodium berlandieri ssp. nutalliae (Saff) H. D. Wilson & Heiser, es un
quelite ampliamente consumido como alimento en el centro y sur de México. A pesar de ser
un alimento muy popular, hay muy pocos estudios que describan su contenido quimico y su
valor medicinal, por eso se considera como una especie de uso tradicional subvalorada y
subutilizada. Este trabajo de investigacion consistio en el establecimiento de la eficacia
hipoglucemiante y de la inocuidad de las inflorescencias del huazontle en modelos in vivo e
in vitro. De forma paralela se realizé el estudio de la composicion quimica de la planta
mediante analisis cromatogréaficos, espectrométricos y espectroscépicos, con la finalidad de
explicar su efecto farmacoldgico y contribuir al conocimiento fitoquimico de la especie.

La administracion aguda de la decoccion de las inflorescencias a ratones en dosis
entre 31.6 y 316 mg/kg no produjo efectos tdxicos perceptibles ni provoco la muerte, de
modo que se considerd inocua en ratones. Por otra parte, las fracciones derivadas de la
decoccion de diclorometano (CH1) y de acetato de etilo (CH2) mostraron indicios de
citotoxicidad en células hepaticas humanas y musculares de ratdn a concentraciones variadas
(superiores a 56.2 pug/mL), la cual se asoci6 a dafio membranal usando un ensayo de
liberacion de la enzima lactato deshidrogenasa. Un extracto organico total de diclorometano-
metanol 1:1 (CH3) resultd ser menos toxico para las células (concentraciones superiores a
316 pg/mL). La eficacia antihiperglucémica de la decoccion se evalué en varios
experimentos in vitro e in vivo. Los resultados de una prueba de tolerancia a la sacarosa oral
en ratones normoglucémicos y los de ensayos de inhibicion de enzimas a-glucosidasas de
levadura y de raspado intestinal de rata, indicaron que la decoccion del huazontle contiene
principios activos que previenen la hidrdlisis de carbohidratos complejos a nivel intestinal,
pero que dicha actividad es moderada. La decoccion resulté ser antihiperglucémica en ratones
normoglucémicos e hiperglucémicos en una prueba de tolerancia a la glucosa, lo cual dio
permitié sugerir que el huazontle poseia mecanismos sensibilizantes a la insulina. Esta
propuesta se reforzd porque distintos preparados de la especie inhibieron a la proteina tirosina
fosfatasa 1B, e incrementaron la captacion de glucosa en células hepaticas HepG2 y
musculares C2C12 con y sin insulinorresistencia. Las acciones farmacol6gicas observadas
para la especie dieron pauta al estudio quimico del extracto organico total, cuyos efectos se
atribuyeron a la identificacion de heptacosanol (16) y los esteroles bioactivos estigmaterol
(17), B-sitosterol (18), (3B, Sav)-estigmast-7-en-3-ol (20), y condrilasterol (21) cuyos efectos
en modelos similares han sido descritos en la literatura y son de amplio interés comercial y
en investigacion.

Finalmente, la polivalencia farmacoldgica del huazontle demostrada en esta
investigacion permite asignarle valor agregado a esta especie vegetal, pues tiene potencial
para modular los mecanismos homeostaticos de la glucosa durante los estados previos y de
progresion de la prediabetes y el cuadro clinico que acompafa a la obesidad y la diabetes.

Xl



1. Antecedentes

1.1. Los quelites: plantas subvaloradas y subutilizadas

La Organizacién Mundial de la Salud, a través del documento “Estrategia de la OMS sobre
medicina tradicional 2014-2023”, propone el estudio cientifico de las plantas medicinales de
uso tradicional, ya que reconoce la relevancia historica, cultural, y econémica que tiene su
consumo. Este documento pretende fortalecer la seguridad, calidad y eficacia de productos
herbolarios e integrar la medicina tradicional a los sistemas de salud, aplicando para ello
metodologias cientificas de las areas quimico bioldgicas y analiticas (OMS, 2013).

Sin embargo, en la flora mundial también existen otras especies vegetales con
potencial terapéutico que no son plantas medicinales, sino alimentos, y dentro de éstos, no
son de los mas populares. Se trata de las denominadas “especies de uso tradicional
subvaloradas y subutilizadas (ETSS)”, plantas que en su conjunto comparten caracteristicas
de cultivo, uso tradicional y alto valor nutrimental, que no son apreciadas por productores o
consumidores (Géalvez & Pefia, 2015). En México existen mas de un centenar de estas ETSS,
Yy que, aunque estan descritos sus aportes a nivel nutricional, carecen de estudios encaminados
a establecer su composicién e identidad quimicas, o su potencial aplicacidn para prevenir,
retrasar o tratar patologias. Esta falta de informacion se debe a que la mayoria de las ETSS
son ignoradas por quienes elaboran politicas publicas en materia de salud, y son excluidas de
las agendas de investigacion y desarrollo por considerarlas como recursos irrelevantes en
términos medicinales. Los quelites cumplen con los criterios para ser clasificados como
ETSS, dado que en ciertas etapas de la historia de México fungieron como alimentos
principales y actualmente su consumo y sistema de produccion esté relegado a comunidades
rurales y marginadas (Linares Mazari & Bye, 2015).

Los quelites son definidos como plantas cuyas hojas, tallos e inflorescencias
inmaduras son consumidos como verdura. En nahuatl, quilitl es el término que designa a las
hierbas comestibles y tiene equivalentes en otras lenguas indigenas, como guiliba en
raramuri, kaka en totonaco, yube en mixteco, o boh itah en tzeltal. La diversidad de quelites
comercializados es muy amplia, y aunque tienen un valor cultural muy importante, pocos

tienen valor econdmico y agricola, ya que el cultivo de la mayoria de los quelites se



circunscribe a comunidades donde la agricultura es familiar y de subsistencia, o0 como
producto secundario del cultivo en la milpa. Sin embargo, otros quelites son faciles de
encontrar en los mercados y restaurantes de ciertas regiones, los cuales se consumen crudos,
hervidos, fritos, al vapor o asados; inclusive, pueden ser empleados como condimentos.
Algunos de los quelites mas conocidos son el papaloquelite (Porophyllum ruderale ssp.
macrocephalum), el romerito (Suaeda nigra), el quelite cenizo (Chenopodium berlandieri
subsp. berlandieri), el epazote (Dysphania ambrosioides), la chaya (Cnidoscolus
aconitifolius), los chepiles (Crotalaria spp.), las verdolagas (Portulaca oleracea), los
quintoniles (Amaranthus spp.), el cilantro (Coriandrum sativum), el alache (Anoda cristata)
y el huazontle (Chenopodium berlandieri ssp. nutalliae) (Castro et al., 2011; Linares Mazari
& Bye, 2015).

1.2. El huazontle

1.2.1. Generalidades botanicas

Chenopodium berlandieri ssp. nutalliae (Saff). H. D. Wilson & Heiser, conocida cominmente
como huauzontle o huazontle (Figura 1A), es una especie nativa de México, del género
Chenopodium, gue incluye mas de 200 especies, distribuidas en Europa, Asiay América, y al
cual pertenece la quinoa Chenopodium quinoa (Nedialkov, Kokanova- Nedialkova,
Nedialkov, & Nikolov, 2009). Se trata de una planta herbacea anual de 30 cm a 2 m de alto;
con un peciolo de hasta de 13.5 cm de largo, con laminas foliares de hasta de 15 cm de largo
y 8.5 cm de ancho, y con las semillas de color anaranjado a rojo (Rzedowski, 2001), que se
distribuye ampliamente desde Canada hasta Guatemala (Figura 1B). En el pais se encuentra
en los estados de Baja California, Campeche, Chihuahua, Ciudad de México, Durango, Nuevo
Leon, Oaxaca, Sonora y Veracruz. Este huazontle es un cultigeno, junto con el quelite cenizo,

domesticados a partir de C. berlandieri (Palomino, Hernandez, & De La CruzTorres, 2008).



Figura 1. El huazontle

Panel A. Ejemplar de herbario de C. berlandieri subsp. nuttalliae (tomado de Tropicos ©).
Panel B. Distribucion geografica de C. berlandieri subsp. nuttalliae (tomado de Global
Biodiversity Information Facility).

Esta especie tuvo un importante rol como cultivo alimenticio durante el periodo prehispanico.
Existen registros sobre el pago de impuestos al gobierno central azteca de un pseudocereal
conocido como huauthli, el huauzontle, el cual, ademas de poseer un gran valor nutricional,
también desempefié un importante papel en la actividad religiosa, incluyendo los sacrificios
humanos ceremoniales. El uso de este cultivo fue suprimido por los espafioles durante la
colonia y su empleo fue remplazado en medida por pastos domesticados (Wilson, Heiser, &
Heiser, 2012). Hoy en dia se cultiva en el VValle de México y en otras regiones del pais, siendo
apreciada por sus inflorescencias comestibles, las cuales se consumen generalmente fritas

después de hervirlas en agua (Rzedowski, 2001).



1.2.2. Fitoquimica del huazontle

Las investigaciones fitoquimicas del género Chenopodium han permitido el aislamiento de
distintos tipos de metabolitos secundarios, destacandose los compuestos fendlicos,
terpenoides, esteroles y saponinas (Nedialkov et al., 2009). En un estudio previo, a partir de
un extracto cloroférmico de las inflorescencias del C. berlandieri subsp. nutalliae, Gutiérrez-
Martinez (1992) aisld ésteres de sitosterol (1, 2), glucosido de sitosterol (3), y mezclas de

acidos grasos y alcoholes lineales saturados (Figura 2).

PN S

(1) Ester de sitosterol presente en mezcla

(3) Glucésido de B-sitosterol

Figura 2. Metabolitos secundarios identificados en inflorescencias de C. berlandieri
subsp. nutalliae

Hay otros informes de la composicion quimica de las semillas de una especie de nombre
comun huazontle, aunque no se especifica si se trata de C. berlandieri subsp. nuttalliae.

Barrén-Yariez y colaboradores (2009), describieron el contenido total de sapogeninas (no



identificadas) en C. nuttalliae después de una hidrolisis acida, encontrando un valor de
5280.57 y 2873.23 mg/100 g de materia seca para las semillas y el germinado (Barrén-Yanez,
Villanueva-Verduzco, Garcia-Mateos, & Colinas-Ledn, 2009). Posteriormente, Lazo-Vélez
y colaboradores (2016), identificaron las saponinas presentes en las semillas crudas y
germinadas de C. berlandieri spp. mediante cromatografia de liquidos de alta resolucion
acoplada a espectrometria de masas (CLAR-EM). La Tabla 1 presenta los compuestos
identificados en las semillas (Lazo-Vélez et al., 2016).

Tabla 1. Saponinas identificadas en las semillas de Chenopodium berlandieri spp

Acido oleandlico (R1= R2= CHa)

3B-O-[a-L-arabinopiranosil-(1—3)-B-D-glucopiranosil], 28-0O-p-D-glucopiranosil éster
3B-O-[B-D-hexosa-(1—3)-B-D-hexosa], 28-O-B-D-glucopiranosil éster

3B-O-[B-D-xilopiranosil], 28-O-B-D-glucopiranosil éster

Hederagenina (R1= CH,OH, R, = CHs)

4
5
6 3B-O-[B-D-glucopiranosil], 28-O-p-D-glucopiranosil éster
7
d
8

3B-O-[B-D-glucopiranosil-(1—3)-a-L-galactopiranosil], 28-O-p-D-glucopiranosil éster
9 3B-O-[B-D-xilopiranosil-(1—3)-p-D-galactopiranosil], 28-O-B-D-glucopiranosil éster
10 3B-O-[B-D-hexosa], 28-0O-B-D-glucopiranosil éster

Acido fitolaccagénico (R; = CH,OH, R; = COOCH5)

11 28,30-acido dicarboxilico, 30-metil éster, 3B-O-[B-D-glucopiranosil-(1—3)-p-D-
galactopiranosil], 28-O-B-D-glucopiranosil éster

12 28,30-acido dicarboxilico, 30-metil éster, 3B-O-[B-D-glucopiranosil-(1—3)-p-D-
arabinopiranosil], 28-O-B-D-glucopiranosil éster

Acido serjanico (R1= CHs, R,= COOCHy)

13 28,30-acido dicarboxilico, 30-metil éster, 3B-O-[B-D-glucopiranosil-(1—2)-p-D-
glucopiranosil-(1—3)-a-L-arabinopiranosil], 28-O-p-D-glucopiranosil éster

14 28,30-acido dicarboxilico, 30-metil éster, 3B-O-[a-L-arabinopiranosil-(1—3)- B-D-
glucopiranosil], 28-0O-p-D-glucopiranosil éster

15 28,30-acido dicarboxilico, 30-metil éster, 3B-O-[B-D-glucopiranosil-(1—3)-a-L-
arabinopiranosil], 28-O-B-D-glucopiranosil éster




De forma adicional a estos estudios fitoquimicos, Chaires-Martinez y colaboradores (2013),
determinaron el contenido total de fenoles y flavonoides, y la capacidad antioxidante de las
semillas de huazontle (Chenopodium berlandieri spp. nuttalliae) crudas, germinadas,
reventadas y cocinadas, empleando diferentes disolventes para la extraccion. Los resultados
indican que el contenido de fenoles variaba en las muestras entre 3010 y 710 pg de
equivalentes de acido galico (EAG)/g de muestra seca, mientras que el contenido de
flavonoides fue desde 10 a 620 pg eq. de quercetina/g de peso seco. La actividad antioxidante
fue evaluada mediante los métodos con 2,2-difenil-1-picrilhidracil (DPPH) y sal de amonio
2,2’-azino-bis(acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS). Con el método DPPH se
alcanzaron valores mayores al 95.41%, mientras que con el método ABTS, los valores mas
altos registrados fueron de 2640 mM eq. Trolox/kg de muestra (Martinez, Vargas, Del Angel,
Bermudez, & Avalos, 2013). Por otra parte, Santiago-Saenz y colaboradores (2018)
caracterizaron a C. berlandieri en términos fisicoquimicos y nutrimentales. A partir de esta
investigacién encontraron un valor para el contenido total de fenoles de 10.24 mg EAG/g de
peso seco, para el contenido total de flavonoides un valor de 17.57 mg eq. de quercetina/g de
peso seco y para los carotenoides 1.34 mg/g de peso seco (Santiago-Saenz, Hernandez-
Fuentes, Monroy-Torres, Carifio-Cortés, & Jiménez-Alvarado, 2018). En sintesis, las
semillas y germinados del huazontle representan una buena fuente de fenoles con actividad
antioxidante, la cual es de utilidad para retrasar el envejecimiento y el avance de

enfermedades con una gran carga oxidante, como lo es la diabetes mellitus.

1.3. Las alteraciones metabodlicas como amenaza para la salud

La diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) es una condicion crdnica que se caracteriza resistencia a
la insulina e hiperglucemia. La insulina es una hormona esencial con efectos directos en el
metabolismo energético y del de proteinas y lipidos; el déficit en la funcion de la insulina
esta relacionado con muchas causas de dafio en el organismo que comprometen la
supervivencia, llevando a varias complicaciones sistémicas y a la discapacidad (Cho, Kirigia,
Ogurstova, & Reja, 2021). La gravedad de las complicaciones de la diabetes es tal que en

México representd la tercera causa de muerte durante el afio 2020, aldn en el marco de la



pandemia de COVID-19 (primera causa de muerte), y sélo por debajo de las enfermedades
cardiovasculares (INEGI, 2021).

Desde finales del siglo XX y a principios del siglo XXI, las sociedades del mundo
experimentaron cambios tecnoldgicos y econdmicos que impactaron la formay la calidad de
vida. Las mejoras en la medicina y las condiciones laborales de los paises en desarrollo, como
México, permitieron el aumento en la esperanza de vida, lo que a su vez se tradujo en el
envejecimiento de las sociedades. Por su parte, la industrializacion contribuyé a la
sobreoferta de productos alimenticios de facil acceso que poseen altas cantidades de sal,
grasas y azUcares. La urbanizacion generd centros poblacionales con alta incidencia de
enfermedades metabdlicas relacionadas con el sedentarismo y la dieta hipercalérica, como
son la obesidad, las dislipidemias, el higado graso no alcohdlico, y la DMT2 (Deng, Wang,
& Yuan, 2020). Para analizar los factores que contribuyen al desarrollo de DMT2 asociados
a la dieta se revisaran brevemente los aspectos mas importantes de la homeostasis de la

glucosa.

1.3.1. Homeostasis de la glucosa

La glucosa es el compuesto central del metabolismo energético. Los carbohidratos
complejos, proteinas y lipidos pueden descomponerse formando como productos finales
sustratos que alimentan las vias del metabolismo de la glucosa. Ademas de su funcién
energética, la glucosa y otros azUcares tienen roles en la sefializacion celular, la regulacion
génica y como precursores estructurales del glucogeno, los acidos nucleicos, glicolipidos y
glicoproteinas. La oxidacion celular de la glucosa tiene como producto final la sintesis de
ATP que es el intermediario energético de mayor importancia para el crecimiento y la
proliferacion celular, la comunicacion nerviosa, el transporte membranal de nutrientes y
desechos (Nakrani MN, Wineland RH, 2022).

El nivel de la glucosa en la sangre esta regulado en un intervalo estrecho de
concentracion entre 4 y 6 mM (72 y 108 mg/dL) que depende del balance entre la absorcion
y generacion de glucosa por parte del organismo, y aquellos mecanismos existentes para

movilizarla de la sangre hacia los tejidos periféricos, en particular la secrecion de insulina



por las células B pancreaticas. La glucosa de la sangre proviene principalmente de la dieta,
ademas de la liberacion de glucosa a partir de la glucogenolisis en el higado y la sintesis de
glucosa por la gluconeogénesis (Roder, Wu, Liu, & Han, 2016). La Figura 3 muestra como
las hormonas pancreaticas glucagon e insulina regulan la glucemia. La primera, es una
hormona secretada por las células a pancreaticas con funciones hiperglucémicas; la segunda,

es una hormona hipoglucemiante secretada por las células § pancreéticas.
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Figura 3. Regulacién de la glucemia por el glucagén y la insulina
(Modificado de Roder et al., 2016).

,,_.

La principal fuente de carbohidratos en la dieta humana son los polisacaridos complejos
como el almidon, y disacaridos como la sacarosa, la lactosa y la maltosa. La digestion de los
polisacaridos depende de su estructura quimica, ya que solo los monémeros componentes de
los polisacaridos y disacaridos pueden ser transportados hacia la sangre y ser utilizados como
fuente de energia (Figura 4). Por ello, en los bordes de cepillo de los enterocitos se localizan
enzimas cuya funcién consiste en hidrolizar los enlaces glicosidicos entre los mondémeros de
los carbohidratos como la sacarasa, maltasa, lactasa, glucoamilasa e isomaltasa, que actuan

sobre enlaces o (1—4) 0 o (1—6) presentes en carbohidratos de la dieta. Dada la importancia



de los enlaces a (1—4) glucosidicos en la dieta humana, su hidrdlisis consiste en un paso
limitante para la absorcion de los carbohidratos, de forma que la inhibicion de las enzimas
que hidrolizan dichos enlaces es un mecanismo clave para el efecto antidiabético de farmacos
y productos naturales bioactivos (Habtemariam, 2019).

Oligosacarido Lumen del

-Amilasa intestino
pancréatica delgado

Na*

Na* =
Na* N’
Glucosa Maltosa

Isomaltasa/Sacarasa Trealasa

s sett J%
cmu:“m‘ M, O
0. |D 0 “0

bioguimicadental.wordpress.com

Figura 4. Enzimas que participan en la digestion y absorcion de los carbohidratos.

GLUT-2: transportador de glucosa 2, SGLT: contransportador de sodio y glucosa
(modificada de https://bioguimicadental.wordpress.com/2015/10/22/digestion-y-absorcion-
de-carbohidratos/).

Los carbohidratos hidrolizados a nivel intestinal son absorbidos por los enterocitos
empleando principalmente dos clases de transportadores: los GLUT (glucose transporters,
transportadores de glucosa) y los SGLT (sodium-glucose symporters, cotransportadores de
sodio y glucosa) que facilitan la difusién de los monosacéridos y son necesarios debido a la
naturaleza de tamafio y cargas de estos que no favorecen cinéticamente su difusion simple.

La familia GLUT participa en la difusion facilitada de la glucosa en forma tejido-especifica
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y su disfuncion esta relacionada con el desarrollo de DMT2. La afinidad y cinética de
transporte de glucosa depende del ambiente fisiolégico y la concentracion de este
monosacarido, tal como sefiala la Figura 5. En el control de la glucemia y transporte en
grandes cantidades son esenciales GLUT2 (especifico del higado) y GLUT4 que es el
principal efector de la insulina en el mdsculo esquelético. GLUTL participa en el transporte
basal de glucosa en musculo y tejido adiposo, pero aumenta su actividad en estrés metabolico.
GLUTS es caracteristico de la sintesis de lipidos, en tanto que GLUT10 tiene actividad a
nivel mitocondrial para el transporte de DHA y en el estrés oxidante. GLUT5 es muy
importante por su alta afinidad para la absorcion de fructosa y los efectos nocivos para la

salud de dietas con alto contenido de este azlcar (Chadt & Al-Hasani, 2020).
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Figura 5. Movilizacion de la glucosa segun el estado fisiolégico

(Modificado de Chadt & Al-Hasani, 2020).
A diferencia de la familia GLUT, los transportadores SGLT movilizan glucosa sin importar
el gradiente de concentracion presente gracias al cotransporte de sodio (Figura 6). Se han
reportado 6 isoformas diferentes con mayor presencia en tabulos renales y membrana del
intestino delgado en humanos. SGLT1 es responsable de la absorcion de glucosa en el
intestino y SGLT2 de la reabsorcion tubular y son blancos terapéuticos en diabetes y



deshidratacion. La isoforma SGLT3 esta ampliamente distribuida y parece actuar como
sensor neuronal de glucosa, no obstante su funcion junto con los otros SGLT no esta bien
esclarecida (Sano, Shinozaki, & Ohta, 2020).

. Intestino
Célon vy K —_ i delgado

Absorcién de glucosa reabsorcién de glucosa

SGLT1 i SGLT2 y SGLT1

Rifidn .,

Membrana 2Na+ glucosa glucosa 2Na* glucosa
apical E Membrana
apical
glucosa glucosa glucosa
Membrana GLUT2 Membrana * GLUT2 GLUT1
vasolateral g glucosa vasolateral & glucosa « ny  Blucosa

Figura 6. Transporte de glucosa por los transportadores SGLT
GLUT: transportador de glucosa, SGLT: contransportador de sodio y glucosa (modificado
de Sano et al., 2020).

1.3.2. Secrecion y efectos sistémicos de la insulina

El ingreso de la glucosa a las células beta pancreaticas es favorecido por la cinética de los
transportadores GLUT2, cuya baja afinidad por la glucosa implica que su actividad sea
consecuencia del incremento postprandial de la glucosa. Después de la entrada de glucosa a

las células beta, la glucdlisis y el ciclo de Krebs en la mitocondria permiten la generacion de
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ATP. El incremento en la concentracion intracelular de ATP provoca el cierre de canales de
potasio sensibles a ATP (Kate). En la ausencia de un eflujo de iones K*, la membrana de las
células se despolariza y como consecuencia, conduce a la apertura de canales de calcio
dependientes de voltaje. El flujo hacia el interior de Ca?* involucra el aumento intracelular
de este ion, que ademas lleva a la liberacion de mas Ca®* de los almacenamientos
intracelulares. Es esa concentracion tan alta de Ca?* en el citoplasma la que guia la
movilizacidn y exocitosis de los granulos secretorios, que al fusionarse a la membrana celular

liberan a la insulina contenida en ellos (Roder et al., 2016) (Figura 7).
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Figura 7. Secrecidn de insulina por efecto de la estimulacion por glucosa
(Modificado de Rdder et al., 2016).

En su caracter hormonal, la insulina secretada al torrente sanguineo ejerce sus efectos sobre
tres tejidos clave: el hepatico, el musculo esquelético y el adiposo, otorgando a estos tejidos
el papel central en la movilizacion y almacenamiento de la glucosa. La Figura 8 resume los
efectos intracelulares de la insulina. EI primer evento en la accién de la insulina involucra la
unién de la insulina a su receptor (IR), compuesto por dos subunidades extracelulares o y
dos subunidades transmembranales 3 unidas entre si por enlaces disulfuro. La subunidad
B cuenta con un dominio intracelular que posee actividad intrinseca de tirosina cinasa
regulada por la insulina. ElI cambio conformacional causado por el reconocimiento de la

insulina aumenta la actividad tirosina cinasa (PTK) en las subunidades  en forma de
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transfosforilacion en varios residuos de tirosina. El receptor activado (IR-PTK) también
fosforila sus sustratos rio abajo en residuos de tirosina, los cuales incluyen los sustratos del
receptor de insulina (IRS), proteinas con Shc (dominios homologos de Src y colageno) y
Gabl. La fosforilacion de los IRS ofrece sitios de acoplamiento para Shc, y de esta forma
continuar la sefializacion de la insulina. Adicionalmente, los IRS poseen multiples residuos
de serina y treonina que al fosforilarse evitan este acoplamiento; también en la cara
citoplasmica de la membrana celular se pueden encontrar las enzimas PTP1B (proteina
tirosina fosfatasa 1B), cuya actividad fosfatasa frena la sefializacion del IR-PTK, en este
sentido finalizando los efectos intracelulares de la insulina (Srivastava, Bajpai, & Jain, 2018).
La activacion de AKT/PKB es la responsable de los efectos anabdlicos de la insulina, como
lo son la transcripcion geénica, la gluconeogénesis, la sintesis de lipidos, la sintesis de
glucdgeno, sintesis de proteinas, la supervivencia celular y la expresion membranal de

GLUT4 (Srivastava et al., 2018).
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Figura 8. Efectos post-receptor de la insulina
(Modificado de Srivastava et al., 2018).
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A nivel hepatico, la insulina incrementa la tasa de la glucdlisis al aumentar el transporte de
glucosa y la actividad de las enzimas hexocinasa y 6-fosfofructocinasa; activa ademas a la
enzima glucogeno sintasa 2 (GYS-2) e inhibe a la enzima glucosa-6-fosfatasa, disminuyendo
asi la gluconeogénesis y glucogendlisis. En tejido muscular, promueve el ingreso de la
glucosa, su almacenamiento como glucdgeno por acciones de la GYS-1, y en tejido adiposo,
captacion similar a la muscular y el cese de la degradacion de lipidos. Todas estas acciones
tienen como consecuencia inmediata la disminucion de la concentracion de la glucosa en la
sangre. Con el aumento de la glucemia, la insulina promueve la glucolisis hepatica y el
almacenamiento de glucosa en las reservas de glucdgeno, que en ayuno entre comidas es la
fuente de energia del SNC. La insulina posee efecto lipogénico en el higado, incluso mayor
que en los adipocitos, en los cuales inhibe la lip6lisis y estimula la re-esterificacion de acidos
grasos libres en sangre. Finalmente, la insulina también participa en la expresion de proteinas
estructurales por su efecto sobre mTOR y Ras promoviendo el crecimiento y la proliferacion
de tejidos (Petersen & Shulman, 2018).

1.3.3. Resistencia a la insulina y patologias asociadas

La resistencia a la insulina es el rasgo patolégico mas importante relacionado con la
progresion de la DMT2 y corresponde a la disminucion de la respuesta de los tejidos a la
sefializacion de la insulina. Las personas prediabéticas suelen manifestar niveles mas altos
de insulina circulante, aunque sin signos iniciales de la resistencia a la insulina. Se ha
demostrado que la hiperinsulinemia y la consecuente resistencia a la insulina deriva en la
interrupcion de multiples vias metabdlicas que son controladas por dicha hormona, por lo
que se observan hiperglucemia, dislipidemias, oxidacion y glucosilacion de proteinas y
valores elevados de citocinas inflamatorias, ademas de aumentar la incidencia de ovario
poliquistico e infertilidad femenina (Entezari et al., 2022).

Los cambios en el estilo de vida que los paises en desarrollo experimentaron hace
medio siglo permitieron el acceso popular y masivo a alimentos ultra procesados que
priorizan el sabor y el precio antes que la nutricién. Las dietas disponibles tienen altos
contenidos de sal, grasas saturadas y carbohidratos, pero que son de acceso rapido y de coste

bajo. Quienes las consumen tienen acceso limitado o nulo a comodidades deportivas y de
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esparcimiento, por lo que la ingesta cronica de estas dietas contribuye a la resistencia a la
insulina, la cual implica menos captura de glucosa y sintesis de glucégeno en el muasculo
esquelético, y la reduccion del metabolismo hepético de glucosa. La necesidad de mantener
la generacion de energia implica que se utilicen lipidos y aminoacidos como fuente de
energia, lo que aumenta la circulacion de acidos grados y la formacion de especies quimicas
que favorecen el estrés oxidante y el estado de inflamacion. Los efectos de estos procesos
bioguimicos se manifiestan en hipertension sistémica y dislipidemias aterogénicas, que junto
con la obesidad abdominal, representan la definicién del sindrome metabolico que suele
preceder a la DMT2, cuando ya no hay produccién suficiente de insulina que compense la

resistencia sistémica a su funcion (McCracken, Monaghan, & Sreenivasan, 2018).

1.4. Tratamiento antidiabético

El cuidado de los pacientes con diabetes requiere de la evaluacion inicial de los factores de
riesgo individuales, de la determinacién de la presencia o ausencia de complicaciones micro
y macrovasculares, y de la revision de prescripciones previas. Idealmente, el tratamiento
deberia personalizarse, considerando aspectos genéticos y de estilo de vida, incluidos la dieta
y la actividad fisica realizada. Por ello, el tratamiento antidiabético comienza con ejercicio y
de modo concomitante, con farmacoterapia y monitoreo constante de la glucosa sanguinea
(Chaudhury et al., 2017; Israili, 2011)

Esta demostrado que el ejercicio fisico mejora los indicadores de sensibilidad a la
insulina. La activacion fisica reduce la liberacion de glucosa hepatica por la inhibicién de la
actividad de la enzima glucosa-6-fosfatasa e incrementa la expresion membranal de GLUT4
mediada por AMPK y PI3K (Kirwan, Solomon, Wojta, Staten, & Holloszy, 2009). Por su
parte, la terapia farmacologica disponible para disminuir los niveles sanguineos de glucosa
modifica alguno de los ocho procesos fisioldgicos afectados en la DMT2: 1) la secrecion
reducida de insulina por las células 3 del pancreas, 2) el aumento en la secrecion de glucagon
por las células B pancreédticas, 3) el aumento de la produccion de glucosa hepética, 4)
resistencia a la insulina en el cerebro y disfuncién de neurotransmisores, 5) lipdlisis
aumentada, 6) incremento en la reabsorcion renal de glucosa, 7) disminucion de los efectos de

las incretinasen el intestino delgado y 8) disrupciones en la captacion de glucosa por los tejidos
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periféricoscomo el higado, el musculo esquelético y el tejido adiposo. Por tanto, los
tratamientos antidiabéticos consisten en la administracion exdgena de insulina de origen
recombinante, o bien, fa&rmaco Gnico o una combinacién de dos o més farmacos formada por
biguanidas, sulfonilureas, meglitinidas, tiazolidinedionas, inhibidores de Ia
dipeptidilpeptidasa 4 (DPP-4), inhibidores del contransportador de sodio y glucosa 2
(SGLT2) y los inhibidores de a- glucosidasas (Chaudhury et al., 2017; Israili, 2011).

La eficacia de los regimenes farmacoldgicos antidiabéticos puede ser limitada por
varios problemas relacionados con el tratamiento, que incluyen efectos secundarios de
moderados a graves, interacciones, contraindicaciones y dificultades en la adherencia al
tratamiento. Dado que los pacientes de DMT2 generalmente usan multiples medicamentos,
tales problemas suelen ser comunes y pueden complicar el control de la enfermedad,
especialmente la ganancia de peso (Van Roozendaal & Krass, 2009). Con excepcion de la
insulina, todos los tratamientos para la diabetes tienen capacidad limitada para controlar la
glucemia, lo cual se explica por su mecanismo de accién que ataja un Unico aspecto
fisiopatoldgico de los ocho mencionados anteriormente. La Tabla 2 contiene informacion
comparativa de dichas estrategias farmacoldgicas.

Como consecuencia de la adherencia deficiente al tratamiento, la progresion de la
DMT2 suele acompafiarse de otras enfermedades, en particular cardiovasculares como la
hipertensiéon, que también requieren tratamiento especifico. Los pacientes diabéticos
enfrentan el reto de adaptarse a vivir con las enfermedades créonicas, y son méas proclives a
desarrollar depresién (Badescu etal., 2016). Estas enfermedades concomitantes son
incapacitantes, por lo que representan un reto a las economias y a la fuerza laboral
(McClellan, Haque, & Garcia-Pefia, 2021). En México la adherencia al tratamiento se
complica porque el acceso al sistema de salud es inequitativo, al igual que tener educacion y
fuentes de informacién confiables. La desigualdad social explica que acorde con el ambiente
social de desarrollo, exista una predileccion en la poblacion a sustituir el tratamiento
farmacoldgico prescrito con otras terapias, en particular con las derivadas de plantas, en el
afan de disminuir el temor y los efectos secundarios provocados por el tratamiento
polifarmacologico (Argaez-Lopez et al., 2003), lo cual supone una problematica y un reto de
investigacion para los sistemas de salud. También es cierto que hay una tendencia creciente

en incluir en la dieta alimentos de origen vegetal que posean propiedades nutritivas y también
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que mejoren la salud, pero cuya investigacion quimica y farmacologica no ha sido conducida

bajo los criterios que se aplican para las especies vegetales medicinales, tal como es el caso

de los alimentos funcionales, en donde se ubican las ETSS.

Tabla 2. Farmacos usados en la terapia antidiabética (elaborada con informacién de
Chaudhury et al., 2017; Israili, 2011).

Proceso fisiologico
afectado

Farmaco

Mecanismo de accién
principal

Efectos secundarios

Secrecion de

Insulina recombinante

Agonista del RI

Ganancia de peso

(liraglutida)

insulina Hipoglucemia
Sulfonilureas (glicazida y Blogueo de Katp Ganancia de peso
glibenclamida) Hipoglucemia
Meglitinidas (meglitinida) Hiperinsulinemia
Isquemia y arritmia
Disfuncion de las células
pancredticas
Efectos Miméticos de GLP-1 Activacion del receptor Nausea
insulinotrépicos de (exenatida) GLP-1 en pancreas Vomito
incretinas Anélogos de GLP-1 Diarrea

Inhibidores de DPP-4
(sitagliptina)

Aumento del tiempo de vida
media de péptidos
insulinotrépicos

Intolerancia gastrointestinal
Nasofaringitis
Infecciones de las vias
respiratorias altas y del
tracto urinario

Produccion de
glucosa hepatica
Captacion de
glucosa

Metformina (biguanida)

Activacion de AMPK

Intolerancia gastrointestinal
Acidosis lactica
Disminucion de niveles de

vitamina B12
Tiazolinedionas Agonistas PPAR Ganancia de peso
(pioglitazona) Edema

Osteoporosis
Céncer hepatico

Absorcion intestinal
de glucosa

Inhibidores de o-

glucosidasas (acarbosa)

Inhibicién competitiva de
las enzimas a-glucosidasas

Intolerancia gastrointestinal
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Reabsorcion renal Inhibidores SGLT2 Inhibicidn del cotransporte (Intolerancia gastrointestinal
de glucosa (dapagliflozina) de sodio y glucosa Infecciones del tracto
urinario

RI: receptor de insulina, Karp: canales de potasio sensibles a ATP, GLP-1: péptido similar al glucagén 1,
DPP-4: dipeptidil peptidasa 4, AMPK: proteina cinasa activada por adenosin monofosfato,
PPAR: receptor activado por proliferadores de peroxisomas, SGLT2: cotransportador de sodio y glucosa
2.

1.5. Investigacion fitofarmacoldgica de ETSS

Los alimentos funcionales son aquéllos que ademas de proporcionar nutrientes, tienen alguna
funcion benéfica para el organismo, por lo que pueden retrasar o prevenir la aparicion de
enfermedades (Donato-Capel et al., 2014). Bajo esta definicién, las ETSS son consideradas
alimentos funcionales, pues contienen metabolitos secundarios con actividades
farmacoldgicas demostradas, en particular las que son de interés para prevenir, retrasar e
incluso tratar enfermedades cronicas como la obesidad y la diabetes mellitus. Los
pseudocereales del género Chenopodium tienen un alto valor nutricional debido a su
composicion de lipidos, proteinas y carbohidratos, ademas de poseer un indice glucémico
bajo. Adicionalmente se ha descrito la presencia de compuestos biactivos de interés
terapéutico en sus inflorescencias y semillas, en particular flavonoides (que son conocidos
antioxidantes), y compuestos de naturaleza terpénica, que parecen estar relacionados con la
mejora en la funcién arterial y 6sea, asi como en procesos de modulacion de hormonas y
factores de crecimiento (Vega-Galvez et al., 2010). El contenido metabolico de estas especies
les confiere un interés de investigacion particular para su inclusion en las dietas de pacientes
con riesgo y con presencia de diabetes, o incluso, para la generacion de un preparado a base
de plantas que complemente la terapia antidiabética. Sin embargo, los productos derivados
de alimentos funcionales, como extractos secos, tisanas, infusiones, jugos, o inclusive,
formas farmaceéuticas que contienen fitoextractos 0 compuestos bioactivos aislados, son
considerados suplementos alimenticios en la mayoria de los paises, ya que la legislacion

existente no considera estandares de investigacion que garanticen su seguridad y eficacia,
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para asegurar asi las propiedades terapéuticas de los productos promocionados (Arihara,
2014; Dudeja & Gupta, 2017; Télessy, 2018).

En este contexto, se pueden aplicar las guias de aseguramiento de la calidad sugeridas
por la OMS para plantas medicinales, de modo que se desarrollen protocolos de investigacion
que permitan fundamentar el uso de ETSS como recursos medicinales y como fuente de
obtencion de compuestos de interés farmaceutico. La inclusion de las ETSS en estudios
guiados por la estrategia de la OMS obedece a la importancia de mantener y valorar el
conocimiento ancestral de los pueblos que los consumen, para establecer su potencial
farmacologico y agregar un valor econdémico al cultivo y aprovechamiento de estos recursos.
Si se genera informacion cientifica sobre dichos recursos, se puede hacer la promocion del
uso basado en evidencia e incluir la produccién y consumo de estas especies en las politicas
nacionales de acceso a la salud (OMS, 2013).

Por otra parte, el tratamiento antidiabético actual refleja la naturaleza multifactorial
del origen y progresion de la DMT2. Los signos clinicos de la DMT2 dan cuenta de las
perturbaciones en procesos metabdlicos interrelacionados, por lo que el control glucémico y
la mejora en la resistencia a la insulina no se logra con el uso de un Unico farmaco; los
pacientes con DMT?2 suelen ser ejemplos claros de regimenes polifarmacoldgicos, lo cual
supone riesgos en cuanto a interacciones no deseadas y de abandono de la terapia. Por tanto,
las nuevas alterativas farmacoldgicas deben estar orientadas a la generacion de preparados
gue contengan uno 0 mas compuestos bioactivos que ejerzan sus efectos interactuando con
los blancos macromoleculares relacionados con la diabetes, esto es, que actien de forma
simultanea en blancos multiples (la denominada polivalencia farmacolégica), de manera tal
que los efectos globales reduzcan las manifestaciones de la DMT2 (Wang, Hu, Feng, Wang,
& Zhang, 2020).
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2. Planteamiento del problema

La poblacion mexicana se puede dividir en dos grandes grupos de acuerdo con su consumo
de alimentos: aquélla en pobreza alimentaria que no puede costearse la canasta basica, y la
que ingiere comida en exceso, en particular de tipo procesado. Ambos grupos coinciden en
gue no consumen vegetales frescos y en que se posicionan en polos opuestos del estatus
metabolico, ya sea en la desnutricion o en la obesidad. En este contexto se plantea la
investigacion de las “especies de uso tradicional subvaloradas y subutilizadas (ETSS)”, a las
cuales pertenecen los quelites. Tales especies tienen reportes sobre sus propiedades
nutricionales, pero en su mayoria carecen de estudios gue sustenten su eficacia terapéutica.
Por lo tanto, no son consideradas como alternativas para remediar el desbalance nutricional
de la poblacion. Este es el caso del huazontle (Chenopodium berlandieri subsp. nuttalliae,
Chenopodiaceae), un quelite de amplio consumo en el centro de México, cuyo potencial para
tratar desordenes metabdlicos no ha sido determinado. Por lo tanto, este trabajo de
investigacion fue desarrollado para establecer la eficacia de las inflorescencias del huazontle
en modelos farmacoldgicos selectos que dieran cuenta de su capacidad para modular la
homeostasis de la glucosa a nivel hepatico y muscular, de tal manera que se pueda otorgar
un valor agregado a la especie para prevenir, retrasar o tratar desérdenes metabolicos como

la obesidad y la diabetes.
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3. Hipotesis

Los antecedentes fitoquimicos del huazontle, Chenopodium berlandieri ssp. nutalliae (Saff).
H. D. Wilson & Heiser y de especies relacionadas del género, permiten proponer que los
preparados del huazontle tienen actividad antihiperglucémica e insulinotrépica en modelos

experimentales in vivo e in vitro.

4. Objetivos

4.1. Objetivo General

Establecer la eficacia del huazontle en modelos in vivo e in vitro relacionados con la
homeostasis de la glucosa, con la finalidad de asignar un valor medicinal agregado a la
especie para el tratamiento de prediabetes, la resistencia a la insulina y la diabetes mellitus

tipo 2.

4.2. Objetivos particulares

e Establecer la eficacia antidiabética de la decoccion de las inflorescencias del huazontle
en ratones normoglucémicos e hiperglucémicos mediante pruebas de tolerancia a

carbohidratos orales.

e Determinar el efecto inhibitorio in vitro de fracciones organicas derivadas de la decoccion
(AcOEt y CH2Cl,) y de un extracto organico total de las inflorescencias (CH2Cl:CH3OH)
del huazontle sobre la actividad de las enzimas a-glucosidasa y proteina tirosina-fosfatasa
1B (PTP1B).

e Establecer la citotoxicidad de fracciones organicas derivadas de la decoccién (AcOEt y
CH2Cl,) y de un extracto organico total de las inflorescencias (CH2Cl2:CH30H) en

células hepaticas (HepG2, hepatocitos humanos) y C2C12 (miocitos de raton).
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Establecer la capacidad de captacion de glucosa de fracciones organicas derivadas de la
decoccion (AcOEt y CH2Cl) y de un extracto organico total de las inflorescencias
(CH2Cl,:CH30H) en celulas hepéticas (HepG2, hepatocitos humanos) y C2C12 (miocitos
de ratdn) con y sin resistencia a la insulina.

Establecer la composicion quimica preliminar del extracto organico total empleando

técnicas fitoquimicas convencionales.
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5. Desarrollo experimental

5.1. Material vegetal y preparacién de extractos

El huazontle (partes aéreas) fue adquirido comercialmente en el Mercado de La Merced,
ubicado en la Avenida Eje 1 Oriente, Anillo de Circunvalacion, Zona Centro, Alcaldia
Venustiano Carranza en la Ciudad de México en los meses de agosto y noviembre de 2019.
El material vegetal se sec6 a temperatura ambiente durante 12 dias y posteriormente se
separaron hojas, tallos e inflorescencias para su posterior fragmentacion usando un molino
de cuchillas Thomas Wiley Model 4 con malla de 2 mm. Soélo las inflorescencias molidas

fueron usadas para la generacién de extractos.

El extracto acuoso (DCB) se prepar0 por el método de decoccion, calentando a
ebullicién y durante media hora, 25 g de inflorescencias en 1 L de agua destilada. El extracto
se filtré a gravedad para descartar el material vegetal y se concentr6 a sequedad usando un
rotaevaporador acoplado a una bomba de vacio. Este proceso se repitio tres veces hasta
obtener 2 g de un extracto seco de color café amarillento que se usé en los ensayos en ratones.
Por otra parte, se generaron las fracciones organicas de la decoccién mediante un proceso de
reparto, para lo cual se realizaron extracciones triples y sucesivas con CH.Cl, (CH1) y AcOEt
(CH2), empleando 300 mL de decoccion y 300 mL de cada disolvente. Las fracciones
organicas se secaron sobre Na>SOs anhidro y finalmente se concentraron al vacio. Este
proceso se repitid las veces que fueron necesarias hasta obtener 0.2 g de la fraccion CH1 y
0.5 g de la fraccién CH2. Finalmente, se obtuvo un extracto organico total (CH3) usando
maceracion exhaustiva a temperatura ambiente. Para ello, 750 g de inflorescencias fueron
maceradas con 9 L de una mezcla de CH2Cl2:CH3sOH en proporcion 1:1 durante 21 dias con
tres cambios de disolvente cada 7 dias. Al cabo de cada periodo, el extracto organico
resultante se filtr6 por gravedad y se concentro al vacio. Se obtuvieron 135 g de un sélido
verde oscuro. Los extractos CH1, CH2 y CH3 se evaluaron en ensayos in vitro en enzimas

aisladas y en células.
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5.2. Analisis cromatografico

El andlisis cromatografico de extractos y fracciones del huazontle mediante cromatografia en
capa fina (CCF) se realiz6 en placas de aluminio de 0.25 mm de grosor recubiertas de gel de
silice 60 Fzs4 de Merck (malla de 3.5 — 7.0 ASTM) de diferentes dimensiones, utilizando
diversos sistemas de elucion. Como agente cromogeno se empled solucién de sulfato cérico
amoniacal en &cido sulfurico. Para el fraccionamiento se emple6 cromatografia en columna
abierta (CCA) sobre gel de silice 60 Merck® (70 — 230 mesh) con sistemas de elucion de

polaridad creciente; se usaron mezclas de n-hexano, AcOEt, CH>Cl, y CH3OH.

5.3. Métodos espectroscdpicos y espectrométricos

Los espectros de infrarrojo (IR), de resonancia magnética nuclear (RMN) y de masas (EM)
fueron adquiridos por personal técnico de la Unidad de Servicios de Apoyo a la Investigacion
y la Industria (USAII) de la Facultad de Quimica de la UNAM. Los espectros de IR se
obtuvieron en un equipo Perkin-Elmer 1605 (4000 a 400 cm™). Los espectros de RMN de
proton *H (400 MHz) y 3C (100 MHz) se registraron en cloroformo deuterado (CDCls) en
un espectrometro Varian Unity Plus 400, usando tetrametilsilano (TMS) como estandar
interno. Los cromatogramas idnicos totales y los espectros de masa se obtuvieron mediante
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas usando un cromatégrafo Agilent
6890N, un espectrometro de masas con un detector de tiempo de vuelo LECO y una energia
de ionizacion de 70 eV. Se utiliz6 una columna capilar DB-5 de 10 m de longitud y 0.18 mm
de didmetro. La temperatura de la columna se establecié en rampa de 40 a 260 °C con una
rapidez de calentamiento de 4 °C/min. Se utiliz6 helio como gas acarreador a una velocidad
de 1 mL/min. Se compararon los espectros de masas obtenidos con los reportados en la

literatura y en la biblioteca del National Institute of Standards and Technology (NIST).
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5.4. Fraccionamiento y caracterizacion preliminar del extracto organico total (CH3)

El extracto orgénico total CH3 (135 g) fue fraccionado mediante CCA sobre 2 kg de gel silice
desactivado con agua desionizada al 10 % p/v, usando para su elucion mezclas de polaridad
creciente de hexano y CH2Cl> (100:0—20:80). Se obtuvieron 18 fracciones primarias (I —
XVIII). El Esquema 1 muestra el proceso de fraccionamiento seguido para el extracto CH3.
Se estudio la fraccion primaria X1 (2.61 g de un sélido blanco amorfo de p.f. 64-66 °C) usando
CCA sobre 100 g de silice desactivado al 10 %, usando mezclas de hexano y AcOEt
(100:0—0:100). De este proceso se obtuvieron 16 fracciones secundarias (Xl1 — Xlg). A
partir de la fraccion secundaria 6 (Xle) se aisl6 e identifico al compuesto 16. Por otra parte,
la fraccion primaria XII se separ6 usando CCA (5.29 g de un sélido amarillo sobre 540 g de
gel de silice) empleando mezclas de CH»Cl>:MeOH (90:10— 60:40); del proceso se
generaron 15 fracciones secundarias (X1l — Xllzs). La fraccion secundaria 12 (Xll12, 76.7
mg) se someti6 a un fraccionamiento terciario en CCA (75 g de gel de silice) mediante una
elucion isocratica con hexano y AcOEt (7:3). De este proceso se generd una fraccion que
contenia la mezcla de 4 compuestos identificados como 17-20. La fraccion secundaria 13
(Xll13, 72.2 mg) se someti6 a un fraccionamiento terciario en CCA (55 g de gel de silice)
mediante una elucion isocratica con hexano y AcOEt (1:1). De este proceso se generé una

fraccion que contenia la mezcla de 2 compuestos identificados como 20-21.

CH3135 ¢

CCA Hex:CH,Cl,
100:0 a 20:80

1 I i v \' VI VI VIII IX X XI XII XIIT X1V XV XVI || XVII | | XVIII
0.13g) 115g) (0.75g) |0.05g) (0.19g]) (0.07g) |0.03g] (0.54g) 0.31g) |052¢g) (2.65g) (5.29g]) (2128 (1.77g) |2.06g](6.10g])(4.22¢) (4.52¢
CCA Hex:AcOEt
100:0 a 0:100
16 fracciones secundarias
CCA CH,Cl,: MeOH
Ao 90:10 a 60:40
428 15 fracciones secundarias
XII12 XII13
76.7 mg 72.2 mg
CCA Hex-AcOEt CCA Hex-AcOEt

7:3 isocratico 1:1 isocrético

Mezcla de
esteroles
(17-20)

Mezcla de
esteroles
(20 -21)

Esquema 1. Separacién de los componentes de CH3.
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5.5. Evaluacion farmacolégica

5.5.1. Ensayos in vivo

Todos los experimentos se realizaron en ratones macho de la cepa CD1 (25-35 g de peso)
adquiridos comercialmente a Circulo ADN S.A. de C.V. Los roedores se albergaron en un
ambiente con temperatura controlada (22+1°C), ciclo de luz/oscuridad 12 h/12 h, con acceso
libre a agua simple y alimento estandar (Rodent LabDiet 5001, LabDiet, EE. UU.) antes de
todos los experimentos, conforme a los lineamientos establecidos en la NOM-062- ZOO-
1999 (Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de
laboratorio). Las evaluaciones se desarrollaron siguiendo criterios de reduccion y
refinamiento en el manejo, considerando 6 ratones por cada grupo experimental, con ayunos
maximos de 4 h previo al inicio de los experimentos y restriccion de consumo de agua en el
transcurso de estos (Franco & Olsson, 2014). Los experimentos fueron aprobados porel
Comité Institucional para el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio (CICUAL) de la
Facultad de Quimica, UNAM (FQ/CICUAL/403/20). Al concluir las evaluaciones se aplico
eutanasia a todos los ratones mediante hipoxia en una camara de CO. Por otra parte, los
farmacos controles positivos y la decoccién de las inflorescencias del huazontle (DCB) se
suspendieron en un vehiculo (VEH-solucion salina isotonica, NaCl 0.9% — Tween 80 al
0.05%) y se administraron por via intragastrica (p.o.) usando canulas de acero inoxidable (3.0
x 0.3") acopladas a jeringas de insulina usando un volumen de administracion de 0.2 mL del
tratamiento por cada 10 g de peso de los ratones.

5.5.1.1. Pruebas de tolerancia a carbohidratos orales

Para determinar la capacidad antihiperglucémica del preparado DCB, se evalud su efecto en
pruebas de tolerancia a carbohidratos (glucosa y sacarosa), en ratones normoglucémicos e
hiperglucémicos inducidos con estreptozotocina i.p., (Rebollar-Ramos et al., 2021; Ventura-
Sobrevilla et al., 2011). En ambas pruebas, y luego de 4 h de ayuno, se midi6 la glucemia
basal de una muestra obtenida de la vena caudal usando un glucometro comercial (Gmate ®

WHeeL, Philosys Co., Ltd., Republica de Corea). Los animales se distribuyeron en cinco
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grupos que recibieron p.o. o el vehiculo (VEH), o el control positivo (metformina MTF, 200
mg/kg en la tolerancia a glucosa, o acarbosa ACA, 5 mg/kg en la tolerancia a sacarosa), o
una de tres dosis logaritmicas de DCB: 31.6, 100 o 316 mg/kg. Media hora después de la
administracion de los tratamientos, a todos los ratones recibieron por via intragastrica 0.2
mL/10 g de peso una solucién de carbohidrato de prueba (glucosa 1 g/kg o sacarosa 2 g/kg).
La glucemia se midi6 a los 15, 30, 60, 90 y 120 minutos después de la administracion del
carbohidrato. Se calcul6 la variacion de glucemia (A glucemia, mg/dL) en cada tiempo de
medicién restando a la glucemia de cada tiempo de medicién la glucosa basal. Con la

variacion de glucemia se construyeron los cursos temporales respectivos a cada prueba.

5.5.2. Ensayos in vitro en enzimas aisladas

5.5.2.1. Ensayos de inhibicion de la enzima a-glucosidasa

En la evaluacion de la actividad inhibitoria de las fracciones CH1, CH2 y del extracto total
CH3 se utilizaron la enzima a-glucosidasa de Saccharomyces cerevisiae y un crudo
enzimatico obtenido a partir de intestino de rata, siguiendo una técnica descrita previamente
en la literatura (Rangel-Grimaldo et al., 2020). Todas las muestras se disolvieron en MeOH
a dos concentraciones: 200 ppm y 1000 ppm. Se empled acarbosa 30 mM como control
positivo. Se usaron placas de 96 pozos para los ensayos, en las cuales se colocaron 10 pL de
las soluciones de prueba por triplicado y se incubaron por 10 min a 37 °C con 20 pL de una
solucién de la enzima (0.4 U/mL en amortiguador de fosfatos) o del crudo enzimatico (40
mg/mL en amortiguador de fosfatos). Transcurrido ese tiempo, se agregaron 10 pL de una
solucidn del sustrato p-nitrofenol-a-D-glucopiranosido (5 mM para levadura 'y 10 mM para
crudo enzimatico) y se incubo a 37 °C. Al paso de este tiempo, se midio la absorbancia a una
longitud de onda de 415 nm usando un espectrofotometro BioRad® modelo iMark (Hercules,
CA, EE. UU.). El manejo de los datos se hizo con el software Microplate Manager® 6
(version 6.3, BioRad®, Hercules, CA, EE. UU.). El porcentaje de inhibicion enzimética se
calculd de acuerdo con lo reportado previamente por Rangel-Grimaldo y colaboradores
(2020).
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5.5.2.2. Ensayos de inhibicion de la PTP1B

En la determinacion de la actividad inhibitoria de las fracciones CH1, CH2 y del extracto
total CH3 sobre la proteina tirosina fosfatasa 1B (PTP1B) se usd la una metodologia
previamente reportada (Rangel-Grimaldo et al., 2020). las muestras se disolvieron en una
mezcla de DMSO y una solucién amortiguadora de Tris (20 mM, pH 6.7), y se evaluaron a
200 ppm y 1000 ppm. Como control positivo se utiliz6 acido ursélico 1mM. Se colocaron 10
ML de las soluciones por triplicado en placas de 96 pozos y se incubaron por 5 min a 37 °C
con 20 pL de una solucion la enzima (22 nM en Tris). Después de ese tiempo se agregaron
10 pL de una solucion del sustrato p-nitrofenilfosfato (5 mM) y se incubé nuevamente a 25
°C durante 15 min. Al término de ese tiempo se determiné la absorbancia a 415 nm usando
el lector de placas y software descritos en el apartado anterior. El porcentaje de inhibicion

enzimatica se calculé de acuerdo con lo reportado previamente.

5.5.3. Ensayos in vitro basados en células

Se emplearon hepatocitos humanos (HepG2, ATCC® HB-8065™) y mioblastos de raton
(C2C12, CRL-1772™) adquiridos a The American Type Culture Collection (ATCC, EE.
UU.), los cuales se proliferaron en condiciones de cultivo estandar (37 °C en una atmdsfera
95%-5% aire humidificado-CO>), usando medio de cultivo Eagle modificado de Dulbecco
(DMEM) alto en glucosa, con antibioticos (1.0 %; penicilina 100 U/mL, estreptomicina 100
ug/mL) y suplementado con suero fetal bovino al 10% para los hepatocitos, o bien, con suero
fetal bovino al 10% y suero de caballo al 10% para los mioblastos. Para las evaluaciones se
usaron placas de 24 o 48 pozos. Cuando los hepatocitos alcanzaron entre 90 y 95% de
confluencia se trataron con las muestras a evaluar disueltas en DMEM libre de suero fetal
bovino. Por su parte, los mioblastos fueron cultivados hasta que alcanzaron un 60% de
confluencia, y luego fueron diferenciados a miotubos durante 6 dias con medio de
diferenciacion (DMEM con suero de caballo al 2% y antibidticos). Al sexto dia de
diferenciacion, los miotubos fueron tratados con las muestras a evaluar disueltas en medio

de diferenciacién (Ovalle-Magallanes etal., 2019). Las muestras se prepararon
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disolviéndolas en DMSO a una concentracion stock de 50 mg/mL, para posteriormente
esterilizarlas usando una membrana Argos FE12S (0.22 pm; Argos Technologies, Inc. IL,

EE. UU.). Las muestras disueltas se almacenaron a -20 °C hasta su uso.

5.5.3.1. Determinacion del potencial citotoxico

Se establecieron las concentraciones maximas no toxicas de las fracciones CH1, CH2 y del
extracto total CH3 aplicando una prueba de citotoxicidad basada en la liberacion de la enzima
lactato deshidrogenasa (LDH) (Ovalle-Magallanes et al., 2019). Se construyeron curvas
concentracion-respuesta logaritmicas de las tres muestras usando cinco niveles de
concentracion final en pozo, desde 10 y hasta 562 pug/mL. El control de disolvente fue DMSO
al 0.1%. Los tratamientos y el control se disolvieron en DMEM libre de suero y se aplicaron
a células cultivadas en placas de 48 pozos, ya sea a 90% de confluencia para los hepatocitos
HepG2, o en el sexto dia de diferenciacion para los miocitos C2C12. Transcurrido el tiempo
de incubado, se recolectd el medio de cultivo de cada muestra que contenia la LDH liberada
por efecto citotoxico (referido como “sobrenadante, SN™) y se procedio6 a lisar las células con
DMEM adicionado con Triton X-100 al 1% por 10 min, para obtener la LDH contenida al
interior de las células. Luego de este tiempo, se obtuvo el contenido de cada pozo (referido
como “lisado, LIS™). Todas las muestras se centrifugaron a 1200 rpm por 10 min a 4 °C.
Finalmente se realizé una reaccién con colorimétrica en una placa de 96 pozos con un kit
comercial (LDH colorimetric kit, Roche, Alemania) y se midid la absorbancia a 492 nm. Los
resultados de este ensayo estan expresados como el promedio + EEM del porcentaje de
muerte calculado como la proporcion entre la LDH liberada respecto a la total (LDH liberada

+ LDH celular) de tres experimentos realizados en pases celulares distintos por triplicado.

5.5.3.2. Ensayo de captacion de glucosa en hepatocitos HepG2 y en miocitos C2C12

Luego del andlisis de los resultados obtenidos en el ensayo de LDH se establecieron los

intervalos de concentracion para la construccion de las curvas concentracion-respuesta en un
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ensayo fluorimétrico de captacion de glucosa (Yousof Ali, Jannat, & Mizanur Rahman,

2021). De esta manera se evaluaron las siguientes concentraciones:

Muestra Intervalo en HepG2 Intervalo en C2C12
CH1 10-100 pg/mL 10-56.2 pg/mL
CH2 10-56.2 pg/mL 10-56.2 pg/mL
CH3 10-562 pg/mL 10-316 pg/mL

Para el ensayo con hepatocitos HepG2 se usaron células sembradas en placas de 96 pozos
con una confluencia entre 90-95%; para el experimento con miocitos C2C12, se usaron
células en su sexto dia de diferenciacion sembradas en placas de 24 pozos y confluencia 95%.
En ambos casos, las muestras se incubaron durante 18 h en medios de cultivo apropiados,
empleando los intervalos de concentracion indicados. Como control de disolvente su uso
DMSO (entre 0.1 y 0.5 %) y se usaron insulina (100 nM) y metformina (50 uM) como
controles positivos. Después del tiempo de incubacidn se retird el medio de cultivo y se lavo
con PBS 1X frio. Se agregd a todos los pozos una solucion 10 uM del analogo de glucosa
fluorescente 2-NBDG [(2-(N-(7-nitrobenzo-2-oxa-1,3-diazol-4-il)amino)-2-deoxiglucosa)]
disuelto en PBS 1X frio a todos los pozos y se incubd por 1 h a 37 °C en una atmésfera 95%-
5% aire-CO, humidificado. Transcurrido el tiempo de incubacion se lavo tres veces con PBS
1X frio, para finalmente agregar PBS 1X frio a los pozos y medir la intensidad de la
fluorescencia de la 2-NBDG en un lector de microplacas Synergy HT (PerkinElmer), usando
las longitudes de 485 nm (excitacion) y 528 nm (emision). Este ensayo se repitié co-
incubando las células durante 18 h con los tratamientos y con insulina 100 nM en medio libre

de suero, para inducir en las células un estado de resistencia a la insulina.

5.6. Analisis estadistico

Se realizaron analisis estadisticos de tipo paramétrico para todos los datos obtenidos,
calculado las diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05) respecto a un grupo
considerado como control, usando el programa GraphPad Prism 8 (GraphPad Inc., EE. UU.).

Para los experimentos in vivo se realizaron analisis de varianza (ANOVA) de dos vias con
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una prueba post hoc Bonferroni; para los ensayos con células se aplicaron ANOVA de una

via seguidos de una prueba post hoc Dunnett o de una post hoc Tukey.
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6. Resultados y discusion

El huazontle es un quelite que se consume en el Valle de México y que no posee estudios
cientificos que le confieran un valor agregado como especie medicinal Util para el tratamiento
de desdrdenes metabolicos. Por esta razon, se realizaron distintas pruebas a nivel preclinico
de preparados de las inflorescencias de la especie y un estudio quimico preliminar de un
extracto orgénico, considerando como guia los lineamientos establecidos por la OMS para el
estudio de especies vegetales que se usan en la Medicina Tradicional. Los resultados y
discusion de esta investigacion se presentan de forma integrativa, relacionando la evidencia
farmacoldgica in vivo e in vitro, para posteriormente complementar con los resultados del

estudio quimico.

6.1. Inocuidad

El huazontle es un quelite cuyo consumo tradicional se remonta a la época prehispanica, pues
se ha documentado que los aztecas comian la planta hervida y que ademas tenia un uso
ceremonial ligado a sacrificios humanos (SIAP, 2017). Los platillos preparados con
huazontle son muy populares en el Valle de México, en particular en la época de cuaresma y
entre agosto y noviembre, cuando su produccion aumenta (Linares Mazari & Bye, 2015).
Este uso centenario y la falta de reportes toxicol6gicos dan cuenta de su seguridad; existe el
antecedente del contenido de saponinas semillas y germinados del huazontle (5280.57 y
2873.23 mg/100-g, respectivamente), sin que este contenido represente un riesgo
significativo para la salud de los consumidores (Barrdn-Yénez etal., 2009). En las
evaluaciones que se realizaron en ratones, la administracion aguda de la decoccion de las
inflorescencias (31.6 a 316 mg/kg) no indujo cambios conductuales perceptibles, signos de
toxicidad en sistema nervioso central (convulsiones) ni autbnomo (piloereccién, midriasis o
diarrea), asi como tampoco provocé la muerte de ninguno de los animales. Por lo tanto, en
esas dosis, la decoccion del huazontle resulto ser inocua en ratones.

Por otra parte, las evaluaciones de citotoxicidad que se realizaron con el objetivo de
establecer concentraciones maximas no toxicas (porcentaje de muerte menor o igual a 20%)

en lineas celulares presentaron que algunas de las concentraciones de las fracciones organicas
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derivadas de la decoccién CH1 (diclorometano) y CH2 (acetato de etilo) eran citotdxicas en
hepatocitos HepG2 y miocitos C2C12 (Figura 9). Las concentraciones maximas no toxicas
fueron para CH1: 100 pg/mL (HepG2) y 56.2 pg/mL (C2C12); CH2: 100 pg/mL (HepG2) y
56.2 pg/mL (C2C12); CH3: 562 pg/mL (HepG2) y 316 pg/mL (C2C12). Por tanto, la
fraccion CH2 (AcOEt) presentd6 mayor actividad citotoxica respecto a la fraccion CH1
(CH2Cl,) y al extracto orgéanico total (CH3, CH2Cl2:CH3sOH). Los resultados indican que las
fracciones pueden dafiar la integridad de las membranas celulares de modo concentracion-

dependiente y es por ello que se puede cuantificar la enzima citosolica LDH (Aslantirk,

2018).
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Figura 9. Determinacion del potencial citotoxico mediante la liberacion de LDH.

Panel A: Linea celular HepG2. Panel B: linea celular C2C12. CH1.: fraccion de CH2CI2;
CH2: fraccion de AcOEt; CH3: extracto organico total CH>Cl2:CH30H 1:1. Cada punto es

el promedio = EEM de tres pases independientes con triplicados.
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6.2. Evaluacién de mecanismos de regulacion de la glucemia

6.2.1. Eficacia antihiperglucémica: mecanismos de inhibicion de enzimas a-glucosidasas

Los carbohidratos complejos de la dieta son hidrolizados a nivel intestinal por las enzimas
a-glucosidasas presentes en las microvellosidades de los enterocitos, lo cual eleva la
glucemia postprandial. En el modelo de tolerancia a la sacarosa oral se imitan las condiciones
hiperglucémicas en ratones al suministrar una carga de sacarosa, un sustrato de las enzimas
a-glucosidasas. Por tanto, si los preparados de prueba son capaces de reducir la magnitud del
pico postprandial generado por el disacarido, dicho efecto se correlaciona con la inhibicion
de estas enzimas, tal como lo hace la acarbosa, el control positivo del experimento. Como se
observa en el curso temporal de la Figura 10, sélo la dosis mas baja de la decoccién de las
inflorescencias del huazontle (DCB, 31.6 mg/kg) redujo de forma significativa (p < 0.05) el
incremento de glucosa asociado con la hidrdlisis del disacarido sacarosa en el pico
postprandial (15 min). Después de ese tiempo, la glucemia de los animales tratados con las
dosis de 31.6 y 100 mg/kg se reduce respecto al control, pero sin una diferencia estadistica

significativa.
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Figura 10. Tolerancia a la sacarosa oral de la decoccion de las inflorescencias de
huazontle (DCB) en ratones normoglucémicos.

VEH, vehiculo (NaCl 0.9 %), ACA, acarbosa 5 mg/kg. Cada punto representa el promedio +
EEM den=6.*p <0.05y **p < 0.01, ANOVA de dos vias, post hoc Bonferroni.

La accién antihiperglucémica frente a sacarosa in vivo se corroboré con dos ensayos de
inhibicion de enzimas a-glucosidasas: uno con enzima de levadura y otro, con un crudo
enzimatico de mamifero. Se evaluaron las fracciones organicas de diclorometano (CH1) y
acetato de etilo (CH2) derivadas de la decoccion. Los resultados que se presentan en la Tabla
3 indican que las fracciones inhiben entre 27 y 65% a la enzima a-glucosidasa aislada de
levadura, y que poseen menor actividad inhibitoria en el crudo enzimético del raspado
intestinal de rata (entre 10.5 y 16%), lo cual sustenta las acciones observadas en los ratones:
la decoccidn del huazontle posee una actividad inhibitoria de baja a moderada sobre las
enzimas a-glucosidasas intestinales, lo cual constituye un efecto farmacoldgico inédito para

esta especie.
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Tabla 3. Ensayos de inhibicion sobre enzimas a-glucosidasas

a-glucosidasa de levadura Crudo enzimatico de rata
Muestra Concentracion | % Inhibicion | Concentracion | % Inhibicion *
Acarbosa** 10 mM 86.97 £ 1.79 30 mM 80.35+3.81
CH1 200 ppm 27.77+6.21 200 ppm 105+25
1000 ppm 65.35+ 12.5 1000 ppm 16.1 +2.3
CH2 200 ppm 66.82 + 3.03 200 ppm 13.89+5.5
1000 ppm 62.14 + 0.81 1000 ppm 12.7+2.8

* Los valores estan expresados como el promedio * desviacion estandar. **Control positivo.

Se ha reportado que otras especies del género Chenopodium poseen capacidad inhibitoria

moderada de las enzimas a-glucosidasas in vitro. Por ejemplo, las saponinas acido 2-

hidroxioleanoico y 2f3-hidroxigipsogenina aisladas de C. bonus-henricus L. , inhibieron entre

30y 44% a la enzima a-glucosidasa a una concentracion de 625 uM (Kokanova-Nedialkova,

Kondeva-Burdina, & Nedialkov, 2021). Por otra parte, algunos extractos ricos en polifenoles

de la especie C. quinoa Willd fueron activos a concentraciones altas (concentraciones

inhibitorias medias entre 69 y 850 pg/mL); dichos extractos contenian &cido galico, &cido

ferdlico, rutina y quercetina, los cuales son inhibidores conocidos de la enzima a-glucosidasa
(Dong, Hu, Yue, Wang, & Ku, 2021; Han et al., 2019). También se ha descrito que el péptido
IQAEGGLT (787.40 Da) identificado en la harina de C. quinoa inhibio entre 28 y 55% a la

enzima a-glucosidasa (Vilcacundo, Martinez-Villaluenga, & Hernandez-Ledesma, 2017).
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6.2.2. Eficacia antihiperglucémica: mecanismos insulinotropicos

6.2.2.1. Prueba de tolerancia a la glucosa oral

Se evaluo el efecto antihiperglucémico in vivo de la decoccion del huazontle (DCB) en una
prueba de tolerancia a la glucosa oral en ratones normoglucémicos e hiperglucémicos
inducidos con estreptozotocina. Esta prueba permite analizar dos tipos de mecanismos de
homeostasis de la glucosa: aquéllos relacionados con la secrecion de insulina y los que se
deban a la captacion de glucosa en tejidos periféricos. Los resultados de la prueba se muestran
en las Figuras 11 y 12. Las tres dosis evaluadas de la decoccion (DCB, 31.6-316 mg/kg)
redujeron significativamente la magnitud del pico postprandial debido a la carga de glucosa
administrada a los animales de prueba. El efecto antihiperglucémico fue mas notorio en los
ratones hiperglucémicos (Figura 12) que en aquéllos normoglucémicos (Figura 11), lo cual
dio pauta a proponer que la eficacia de la especie puede estar relacionada con mecanismos
insulinotropicos, es decir, que los metabolitos presentes en la especie promueven la secrecion
de insulina y/o las acciones metabdlicas de la hormona, favoreciendo asi la captura de glucosa
en tejidos periféricos y, en consecuencia, reduciendo la hiperglucemia.

140 -
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Figura 11. Tolerancia a la glucosa oral de la decoccion de las inflorescencias de
huazontle (DCB) en ratones normoglucémicos.

VEH, vehiculo (NaCl 0.9 %), MTF, metformina 200 mg/kg. Cada punto representa el
promedio £ EEM de n = 6. **p < 0.01, *** p < 0.001 y **** p < 0.0001. ANOVA de dos
vias, post hoc Bonferroni.
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Figura 12. Tolerancia a la glucosa oral de la decoccion de las inflorescencias de

huazontle (DCB) en ratones hiperglucémicos.

VEH, vehiculo (NaCl 0.9 %), MTF, metformina 200 mg/kg. Cada punto representa el
promedio £ EEM den=6.*p <0.05, ** p<0.01, ***p <0.001 y ****p <0.0001. ANOVA
de dos vias, post hoc Bonferroni.

Para comprobar la capacidad sensibilizadora a la insulina del huazontle, se determiné la
actividad inhibitoria de las fracciones organicas derivadas de la decoccion (diclorometano,
CH1, y acetato de etilo, CH2) y del extracto organico total (CH3) sobre la PTP1B, usando

acido ursdlico 1 mM como control positivo (Clso 0.038 mM). Los resultados de este

experimento se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4. Inhibicién in vitro de la enzima PTP1B

Muestra Concentracion (ppm) % lnhibicion*
200 96.5+0.5
CH1 1000 102.7+1.6
200 98.15+0.3
CH2 1000 99.7+£0.7
200 97.0%+1.2
CH3 1000 100.2+1.5

* Los valores estan expresados como el promedio + desviacion estandar.
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Se pudo determinar que todas las muestras evaluadas inhibian la actividad de la PTP1B casi
en su totalidad. Esta accion explica en parte los efectos observados in vivo durante la prueba
de tolerancia a la glucosa, ya que la inhibicion de la PTP1B promueve y da continuidad a los
efectos de la insulina y disminuye la resistencia a la hormona. La inhibicion de PTP1B
contribuye a la reduccién de la magnitud del pico postprandial y a la manutencion de los
niveles de glucemia bajos luego de la desaparicion de dicho pico, tal como se observo para
los animales hiperglucémicos. Cabe destacar que del huazontle se ha aislado y caracterizado
al &cido oleandlico, un inhibidor de la PTP1B (Lazo-Vélez, Guajardo-Flores, Mata-Ramirez,
Gutiérrez-Uribe, & Serna-Saldivar, 2016b), por lo que es muy probable que en esta especie

existan otros compuestos de tipo triterpénico que sean de inhibidores de la PTP1B.

6.2.2.2. Ensayos de captacion de glucosa en modelos basados en células

La insulina secretada durante la fase postprandial regula la captacion de glucosa en musculos
e higado, pues éstos son tejidos especializados en su almacenamiento en forma de glucégeno.
El musculo esquelético es uno de los tejidos con mayores requerimientos de glucosa por su
rol principal en la actividad fisica, en tanto que el higado es un centro de control sistémico
de la glucemia y del anabolismo de multiples moléculas a partir de la glucosa (Chadt & Al-
Hasani, 2020). El equilibrio en la liberacion de insulina se ve perturbado en los estados de
ingreso muy rapido de glucosa a la sangre, como en comidas altas en carbohidratos, los cuales
exigen una produccidn elevada de insulina para mantener la homeostasis. Cuando persisten,
la hiperglucemia y la hiperinsulinemia se retroalimentan de forma positiva. La exposicion a
concentraciones altas de insulina induce un estado de resistencia a la insulina
(insulinorresistencia), que se caracteriza porque los efectos de la insulina no se llevan a cabo
correctamente en los tejidos hepatico, muscular y adiposo, y es tipica de padecimientos como
la prediabetes, el sindrome metabdlico, la diabetes mellitus tipo 2, la ateroesclerosis y
enfermedad del higado graso. La evidencia mas reciente sefiala que dependiendo del tejido
afectado, la insulinorresistencia altera distintos mediadores de la cascada de sefializacion de
la insulina, como los IRS o AKT/PKB (Petersen & Shulman, 2018). Existen diversas
estrategias farmacoldgicas y no farmacolégicas para revertir la resistencia a la insulina. Por

ejemplo, la reduccion de carbohidratos en la dieta y el ejercicio promueven los efectos de la
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insulina mediante la movilizacion de la glucosa. Por otra parte, la terapia farmacologica es
util porque incrementa la sensibilidad a la insulina mediante la correccién del funcionamiento
de los intermediarios de la sefializacion de la insulina (como la metformina), mejora los
procesos en el metabolismo de la insulina (como las sulfonilureas) o bien, mimetiza los
efectos de la insulina (como las insulinas exdgenas) sin promover el estado de hiperglucemia
y la retroalimentacion positiva entre la hiperinsulinemia y la insulinorresistencia (Leclercq,
Da Silva Morais, Schroyen, Van Hul, & Geerts, 2007).

En ese sentido, y para complementar los resultados de los ensayos
antihiperglucémicos en ratones, se evalué la capacidad de las fracciones organicas derivadas
de la decoccion (diclorometano, CH1, y acetato de etilo, CH2) y del extracto orgéanico total
(CH3) para inducir la captacion de glucosa en dos lineas celulares: hepatocitos humanos
HepG2 (Figura 13) y miocitos de raton C2C12 (Figura 14), con o sin resistencia a la
insulina.

Los resultados obtenidos en las células hepaticas se muestran en la Figura 13. Cuando
se evaluaron en células sin resistencia a la insulina, ninguna de las concentraciones de CH1
fue activa (10-100 ug/mL; panel A), CH2 s6lo incrementd la captacion de glucosa de manera
significativa (p < 0.01) a la concentracion de 13.3 ug/mL (panel C), y la concentracion de
316 pg/mL de CH3 present6 una tendencia al aumento en la captacion de glucosa (panel E).
Por otra parte, al repetir el ensayo en células hepaticas insulinorresistentes, solo la
concentracion de 100 pg/mL de CH1 aumentd significativamente la captura de glucosa (p <
0.05, panel B), y las concentraciones de 31.6 ug/mL de CH2 (panel D), y 100 ug/mL de CH3
(panel F) mostraron una tendencia al aumento en la captacion de glucosa en este tipo de
celulas. Adicionalmente, la respuesta de la insulina disminuyd en las celulas
insulinorresistentes respecto a las no insulinorresistentes, mientras que la respuesta de la

metformina se mantuvo sin cambio en ambos tipos de células.
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Células no insulinorresistentes Células insulinorresistentes
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Figura 13. Porcentaje de captura de 2-NBDG en hepatocitos HepG2.
Paneles A y B: CH1, fraccion organica de CH2CI2; panales C y D: CH2, fraccion
organica de AcOEt; panales E y F: CH3, extracto organico total. Cada barra representa

el promedio tEEM de n = 3-5 experimentos con triplicados. *p< 0.05, **p< 0.01.
ANOVA de una via, post hoc Dunnett.
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Adicionalmente, fue evaluada la captura de glucosa inducida por las fracciones organicas
derivadas de la decoccion (diclorometano, CH1, y acetato de etilo, CH2) y el extracto
orgénico total (CH3) en miocitos de raton. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura
14. Como puede observarse, a diferencia de la insulina (INS), que si fue activa, ni la
metformina (MTF) ni ninguno de los tratamientos fue activo en células sin resistencia a la
insulina, (paneles A, C, y E), pero CH1 (17-56 ug/mL, panel B), CH2 (10-56 pg/mL, panel
D) y CH3 (31 y 56 ug/mL) incrementaron de modo significativo la captacion de glucosa en
las células insulinorresistentes respecto a la condicién sin insulinorresistencia. Este mismo
efecto se observo para la metformina, cuyo mecanismo de incremento en la captura de
glucosa es independiente de la insulina e implica la movilizacion de glucosa por traslocacion
de GLUT4 como consecuencia de la activacion de AMPK (Ke, Xu, Li, Luo, & Huang, 2018).
Por otra parte, la insulina perdi6 su efecto en las células insulinorresistentes. En conjunto, los
resultados sugieren que los metabolitos secundarios presentes en la decoccién y en general,
en la especie, pudieran aumentar la captura de glucosa en el higado y musculo esquelético en
estadios previos a la insulinorresistencia, y después de que ésta se presenta, contribuyendo
asi a la reduccion de la glucemia observada in vivo.

Hay evidencia quimiotaxonémica que apoya esta propuesta, pues otras especies del
género Chenopodium modifican la resistencia a la insulina. Por ejemplo, el extracto acuoso
de las céascaras de C. formosanum Koidz incrementd la captacion de glucosa en adipocitos
3T3-L1(Hsu, Pan, Wu, Ho, & Hwang, 2018). Por su parte, Chenopodium guinoa (quinoa) ha
sido estudiada en ratones diabéticos y en humanos prediabéticos. En una investigacion con
ratones diabéticos alimentados con dieta alta en grasa, la harina de quinoa redujo la
hiperglucemia y la hiperinsulinemia, sugiriendo un efecto sensibilizante a la hormona
(Selma-Gracia, Haros, & Laparra, 2020). En ratas con resistencia a la insulina (inducida con
dexametasona), la suplementacion con semillas de quinoa redujo la resistencia la insulina y
mejord parametros de funcionamiento hepatico (transaminasas) y renal (creatinina) alterados
por la resistencia a la insulina (Erfidan, Dede, Usta, Yuksek, & Cetin, 2022). Finalmente, en
humanos prediabéticos, un preparado de quinoa redujo de manera significativa el indice de
masa corporal y la hemoglobina glicosilada, manteniendo los niveles de glucemia estables
(Abellan Ruiz et al., 2017).
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Figura 14. Porcentaje de captura de 2-NBDG en miocitos C2C12.

Paneles A'y B: CH1, fraccion organica de CH2Cl; panales C y D: CH2, fraccion organica
de AcOEt; panales E y F: CH3, extracto organico total. Cada barra representa el promedio
+ EEM de n =5-8 experimentos. **p < 0.01 respecto al control de DMSO, # p< 0.05 respecto
a la condicion no insulinorresistente. ANOVA de una via, post hoc Dunnett o post hoc Tukey.
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6.3. Estudio quimico

Los estudios farmacoldgicos in vivo e in vitro demostraron que las inflorescencias del
huazontle contienen principios bioactivos que participan en la homeostasis de la glucosa.
Debido al bajo rendimiento (menor a 0.1 g/100 g de material vegetal) de extraccion de las
fracciones orgénicas de CH.Cl, (CH1) y de AcOEt (CH2) de la decoccion, se decidio
explorar la composicién quimica del extracto orgéanico total de CH2Cl:CH30OH 1:1 (CH3),
que también fue activo en los ensayos de inhibicion de la PTP1B y que manifest6 actividad

promisoria en los ensayos de captacion de glucosa en hepatocitos y miocitos.

A partir la fraccion primaria XI se obtuvieron 420 mg de un sélido blanco amorfo de
p.f. 64-66 °C. El espectro de IR evidencio la presencia de bandas intensas en 3273, 2955,
2916, 2848, 1472 y 1462 cm™* consistentes con la presencia de grupos hidroxilos y alifaticos
(Figura 15).
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Figura 15. Espectro IR del sélido obtenido de la fraccion XI.
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El cromatograma idénico total de la muestra, obtenido por cromatografia de gases (Figura
16), permiti6 visualizar la presencia de tres componentes (a-c) en los tiempos de retencion
(tr) 32.5, 33.76 y 35.48 min, respectivamente, siendo el pico en tr 33.76 min (b) el méas

abundante.
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Figura 16. Cromatograma idnico total de la fraccién XI.

El espectro de masas (Figura 17) obtenido para el compuesto mayoritario mostré el patron
de fragmentacion tipico de un n-alcano, con un pico base en m/z 57, caracteristico del
fragmento [CH3CH2CH2CH:]*. La comparacion de este espectro con la base de datos del
equipo y con los depositados en la biblioteca del National Institute of Standards and
Technology (NIST), indicaron que el compuesto mayoritario de la fraccion Xl era el alcohol

primario 1-heptacosanol (C27Hs60) (16).

8

" 5 1 OH
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22 26
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1-heptacosanol (16)
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Figura 17. Espectro de masas del 1-heptacosanol (16)

Adicionalmente, el andlisis de los espectros de RMN H y *C (CHCIs-d) de la fraccion X1y
su comparacion con lo reportado previamente (Gutiérrez-Martinez, 1992; Makhafola et al.,
2017) permitié corroborar que efectivamente ésta consistia en una mezcla de alcoholes
lineales saturados, y que el 1-heptacosanol (16) era el compuesto mayoritario. El espectro de
RMN *H (Figura 18) revel6 una sefial en 5n 3.64 (t, J = 6.6 Hz) atribuible a los hidrogenos
del hidroximetileno (H-1), una sefial multiple en 6n 1.57 indicativo de un metileno (H-2),
una sefial en oy 1.25 (singulete ancho) debida a los hidrégenos de los metilenos de una cadena
alifatica (H-3 a H-26), y una sefial multiple centrada en 6+ 0.57 generada por el metilo del
alcohol (H-27). La integracion de estas sefiales dio cuenta de la presencia de mas de un

compuesto, pero de la misma naturaleza.
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Figura 18. Espectro *H-RMN de fraccion X1 en CHsClI-d (400 MHz).

Por otra parte, el espectro de RMN 3C (Figura 19) present6 caracteristicas de un derivado
de &cido graso, con sefiales en &¢c 63.3 (carbono base de oxigeno, C-1), &c 32.9 (metileno alfa
al carbono base de oxigeno, C-2), 8¢ 32.1, 29.5, 29.6 y 26 atribuibles a metilenos, 8¢ 29.9
asignable a los metilenos de la cadena alifatica (C-4 a C-24), d¢c 22.8 correspondiente a un

metileno en posicion C-26, y ¢ 14.2 asignada al metilo en C-27.

47



~ WOONOVDPON O v N~
~N DO VOMNI~NOL O @ N
3 SERARRRI D A ¥
| 8 g | | |
" 5 1 _OH
3
22 26
15 19 25 27
C-4aC-24
C-2 C-2§ C-3

C-1 C-26

‘ c-27

Neodod )

Mgl Y gt L i My Yl N s gty o Sl

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
64 62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14 12 10 8 6 4 2 0
1 (ppm)

Figura 19. Espectro *C-RMN de fraccion X1 en CHsClI-d (400 MHz).

De la fraccion XIl se analizaron dos fracciones secundarias, Xlli2 y Xlliz, cuyos
fraccionamientos posteriores resultaron en polvos blancos con p.f. superiores a 150 °C. El
espectro de IR de uno de los polvos derivados de la fraccion Xlli2 (Xlli2p) evidencié la
presencia de bandas intensas en 3418, 2933, 2863, 1463 y 1376 cm™ relacionados con grupos
hidroxilos, alquenos y aliféticos (Figura 20).

48



1000

|11 [ [V
159985 | I\ #8279 |

164126 fl . \ 'rmm
[an d

1730.32 [ 1Y ] ’ Ny
| {1 | | [ MY 43532
75 | [ lnmay) | 938.50 1|1 499.03
|
125303 | | | 926.09 73791 60893 42386
119248 || 98759  838.62 627.60
4/ 1241.08 590.77
6 [ 1156.85 800.44 569.44
1 341878 | 113359 |

| 137619 |

| ‘ 1463.39
|

v 1051.63
|1

BO21217

Dra. Berenice Ovalle Magallanes

FTIR por reflectancia ATR

Solicitud no. 4189693673

24-agosto-2021

Realiz6: Q. MGF

’
154 2§63.60
5 2933.09

4000.0 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400.0

Figura 20. Espectro IR del s6lido obtenido de la fraccién Xll12p.

El cromatograma idénico total de la muestra, obtenido por cromatografia de gases, (Figura
21), sefiala la presencia de cuatro picos (a-d) en los tiempos de retencién 13.84, 14.11, 14.45
y 14.57 min, respectivamente. El pico en tr 14.11 min (b) resulté ser el mas abundante,

seguido del pico d (tr 14.57 min), el a (tr 13-84 min), y finalmente, el ¢ (tr 14.45 min).
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Figura 21. Cromatograma ionico total de la fraccion Xll12p.

Los espectros de masas obtenidos para los picos de esta fraccion y su posterior comparacion
con la literatura, permitieron identificarlos como esteroles de 29 carbonos (C29) con distintos
grados de instauracion: estigmasterol (pico a, 17), B-sitosterol (pico b, 18), estigmastanol

(pico ¢, 19) y (3B, 5a)-estigmast-7-en-3-ol (pico d, 20) (Figura 22).
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El analisis de los espectros de RMN H y BC (CHCls-d) de la fraccion Xllizp y su
comparacion con lo reportado previamente en la literatura (Delseth, Kashman, & Djerassi,
1979; Garg & Nes, 1984; Giner et al., 2002; Kojima, Sato, Hatano, & Ogura, 1990) dio pauta
a la identificacion de las sefiales caracteristicas del nucleo esterol (como el proton base de
oxigeno o las multiples sefiales de metilos entre 1.01 y 0.68) y de otras que sirvieron para
corroborar la presencia de los componentes a-c en la mezcla. En primer lugar, las sefiales
diagndsticas en el espectro *H para el compuesto mayoritario B-sitosterol (18) se encontraron
en x4 5.35 (m) asignable al H-6 vinilico, y en 61 3.51 (m) aquella atribuible a H-3. Por su
parte, dos sefiales en este espectro permitieron identificar al (3P, 5o)-estigmast-7-en-3-ol
(20): 8H 3.59 (m, H-3) y 81 5.15 (m) debida al H-7 vinilico. Finalmente, el estigmasterol (17)
fue identificado con las sefiales en 6n 5.35 (m, H-6), 5.15 (m, H-23), y 5.01 (dd, H-22). La

Figura 23 muestra las asignaciones de estas sefiales en distintos colores (negro para 18, azul

para 20, y rosa para 17).
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de fraccion Xlliz2o en CH3Cl-d (400 MHz).

Se muestran las ampliaciones de las sefiales diagndsticas. En negro para el para el esterol
18, en azul para el esterol 20, y en rosa para el esterol 17.

De la misma manera, se identificaron sefiales diagnosticas en el espectro 3C para los

esteroles 18, 20 y 17. Para el esterol mayoritario, B-sitosterol (18), se asignaron sefiales en
dc 140.9 (C-5 cuaternario vinilico), 121.9 (C-6 vinilico), 71.9 (C-3, base de oxigeno), 56 (C-

17) y 38 (C-1). Luego, las sefales det

erminadas para el (3B, 5a)-estigmast-7-en-3-ol (20)

fueron dc 139.8 (C-8 cuaternario vinilico), 117.6 (C-7 vinilico), 71.2 (C-3, base de oxigeno),

56.2 (C-17), 49.6 (C-9) y 37.3 (C-1). P

or ultimo, las sefiales asignadas al estigmasterol (17)

fueron ¢ 140.9 (C-5 cuaternario vinilico), 138.5 (C-22 vinilico), 129.4 (C-23 vinilico), 71.9
(C-3, base de oxigeno), 51.4 (C-24), y 37.4 (C-1). La Figura 24 muestra las asignaciones de

estas sefiales en distintos colores (negro para 18, azul para 20, y rosa para 17).
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Figura 24. Espectro **C-RMN de fraccion Xll12p en CHsCl-d (400 MHz).
En negro se indican las sefiales para el para el esterol 18, en azul para el esterol 20, y en
rosa para el esterol 17.
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Por otra parte, el cromatograma ionico total obtenido por la técnica de cromatografia de gases
de un polvo blanco derivado de la fraccion Xllis (Xll13a), presenta tres picos (a-c) en los
tiempos de retencién 13.82, 14.43 y 15.09 min, respectivamente. La abundancia relativa del
pico a fue la menor de todas, mientras que la del pico b fue ligeramente superior a la del pico
¢ (Figura 25).
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Figura 25. Cromatograma ionico total de la fraccion Xlliza.

Los espectros de masas obtenidos para los picos de esta fraccion se muestran en la Figura
26. La comparacion de estos espectros con la biblioteca del equipo y con la base de datos de

NIST dio pauta a identificarlos como esteroles de 29 carbonos (C29) con distintos grados de
instauracion: estigmasterol (pico a, 17), condrilasterol (pico b, 21) y (3B, 5a)-estigmast-7-

en-3-ol (pico c, 20).

Figura 26. Espectros de masas de los componentes de la fraccion Xllisa.
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Estigmasterol (17) Condrilasterol (21) (3B,50)-estigmast-7-en-3-ol (20)
CaoH4s0 CyoH4s0 CaHs00

En los espectros de RMN *H y 13C (CHCls-d) de la fraccion Xll13a se identificaron las sefiales
caracteristicas del ndcleo esterol y las diagnosticas de los esteroles 17 y 20 previamente
identificados en la fraccion Xlli2p (Delseth et al., 1979; Garg & Nes, 1984; Giner et al., 2002;
Kojima et al., 1990), por lo que a continuacion se indican aquéllas que sirvieron para
corroborar la presencia del condrilasterol (21) como componente mayoritario de esta fraccion
(lida, Ishikawa, Tamura, & Matsumoto, 1980; Matsumoto, Hasegawa, Shimizu, & Akihisa,
1985). En el espectro 'H, en 54 5.16 (m) se encontraban traslapadas las sefiales para H-7 y
H-23 vinilicos; en 61 5.02 (dd) se ubico la sefial para el proton vinilico de H-22 y en 64 3.59

(m) se identificé al proton H-3 (Figura 27).

21
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Figura 27. Espectro *H-RMN de la fraccion Xll13a en CHsCl-d (400 MHz).
Se muestran las ampliaciones de las sefiales diagnosticas.

También se identificaron sefiales diagndsticas para el esterol 21 en el espectro **C. Se
asignaron sefiales en 8¢ 139.8 (C-8 cuaternario vinilico), 138.3 (C-22 vinilico), 129.6 (C-23
vinilico), 117.6 (C-7 vinilico), 71.2 (C-3, base de oxigeno), 56 (C-17), 55.3 (C-14), 51.4 (C-
24), 49.6 (C-9), 40.4 (C-5), 38.2 (C-4) y 37.3 (C-1). La Figura 28 presenta las asignaciones

de estas sefales en color verde.
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Figura 28. Espectro **C-RMN de fraccion Xll13a en CHsCl-d (400 MHz).

Con la informacién adquirida a traves de las técnicas espectroscopicas y espectrométricas
aplicadas se pudo determinar que el huazontle contiene como metabolitos bioactivos al
heptacosanol (16) y a esteroles del tipo estigmastano (17-21), los cuales poseen multiples
reportes de actividad bioldgica. El heptacosanol (16) fue identificado como un metabolito
mayoritario de Turbinaria ornata, un alga marina con propiedades hipoglucemiantes, ya que
manifesto eficacia en ensayos de inhibicion enzimatica in vitro de en enzimas involucradas
en el metabolismo de la glucosa y en la progresion de la diabetes: a-glucosidasa, a-amilasa

y DPP-1V (Unnikrishnan, Suthindhiran, & Jayasri, 2014).

Por su parte, el estigmasterol (17) y pB-sitosterol (18) son dos de los esteroles con mas
reportes en la literatura, ya que por son moduladores de procesos como el ciclo celular, el
crecimiento y la proliferacion celular, el metabolismo energético, la inflamacion y la
angiogeénesis. En un estudio en ratones sobre enfermedad del higado graso no alcohdlico, se
determind que el consumo de 17 y 18 en conjunto con dieta alta en grasa, mejoro
metabolismo lipidico y redujo el nivel de colesterol (Feng etal., 2018). También se ha
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descrito que in vitro, el estigmasterol (17) redujo los niveles de colesterol libre al modificar
la expresion de los genes que controlan la homeostasis del colesterol, y mejoro la viabilidad
celular y disminuyo la apoptosis de células B pancreaticas (Ward, Li, Barbosa-Lorenzi, &
Hao, 2017). Este esterol también inhibié a la enzima a-amilasa in vitro, y mejord los
indicadores séricos de glucosa, urea y creatinina en ratas diabetizadas con estreptozotocina
(Jessica et al., 2017). Se ha reportado que el B-sitosterol (18) ejerce sus efectos antidiabéticos
mediante la activacion de los IRS y GLUT 4 en el tejido adiposo de ratas con diabetes
inducida por dieta alta en grasa y sacarosa (Khan et al., 2022; Saidi, 2015). Estos hallazgos
bioquimicos han sido explicados con estudios de acoplamiento molecular (Ponnulakshmi,
Shyamaladevi, Vijayalakshmi, & Selvaraj, 2019). Adicionalmente se ha descrito que este
esterol activa a AMPK en ratas con diabetes inducida mediante una dieta hipercal6rica, pero
que la co-administracién con metformina abole los efectos de activacion de esta cinasa por
18 y por la metformina, lo cual puede provocar altibajos en la terapia metabolica (Reynés,
Palou, Palou, & Serra, 2022). La actividad del esterol 20, (3, 5a)-estigmast-7-en-3-ol es
muy similar a la de los esteroles 17 y 18. Cuando un extracto acuoso de Cucurbita ficifolia
Bouche que contenia al esterol 20 fue administrado durante 30 dias a ratones diabetizados
con aloxan, se determind que 20 inducia la captacién de glucosa hepética, pues se incremento
la acumulacion de glucdgeno hepatico debido al incremento de la actividad de la enzima
glucdgeno sintasa, ademas de mejorar la arquitectura histoldgica hepatica (Jessica et al.,
2017). En la revision bibliogréfica realizada no se identificaron reportes de actividad en el
metabolismo de carbohidratos para el condrilasterol (21), pero si un reporte que indicaba su
efecto antibacterial contra S. aureus, K. pneumoniae y P. aeruginosa (Mozirandi, Tagwireyi,
& Mukanganyama, 2019). Sin embargo, por su similitud estructural con los esteroles 17, 18

y 20, es muy probable que tenga acciones parecidas a las descritas para otros esteroles.

En la actualidad y de forma adicional a los preparados farmacéuticos, hay marcas de
margarinas, aceites y semillas que se ofrecen enriquecidas en fitosteroles, en particular con
B-sitosterol (18) (Srividya, Heidorn, & Lange, 2014), lo cual da cuenta del interés del publico
y de la industria de los alimentos por comercializar productos que contengan estos esteroles.
No obstante, y como se ha evidenciado para el esterol 18, el uso conjunto de esteroles y
medicamentos para tratar desordenes metabdlicos es un reto de investigacion pendiente para

garantizar el uso racional de especies vegetales que contengan esteroles.
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7. Conclusiones

La informacién farmacoldgica y quimica generada en este trabajo de tesis indica que el

huazontle es un recurso vegetal comestible que tiene propiedades quimicas y bioldgicas que

lo hacen un candidato idoneo para su inclusion en la prevencion y el tratamiento de

desordenes metabdlicos. Los diferentes ensayos in vivo e in vitro permitieron establecer que:

La decoccion de los frutos del huazontle reduce la glucemia postprandial en ratones
normoglucémicos e hiperglucémicos en pruebas de tolerancia oral a carbohidratos.
En el caso de la prueba con sacarosa, el efecto puede explicarse con la inhibicion de
enzimas a-glucosidasas; para el caso de la prueba con glucosa, el efecto se racionaliza

con la capacidad de inhibicién de la proteina tirosina fosfatasa 1B.

Las fracciones organicas derivadas de la decoccion y el extracto organico total del
huazontle indujeron la captacion de glucosa en modelos basados en células hepaticas
y musculares. En el caso del extracto organico total, estos efectos se explicaron por
la presencia de una mezcla de heptacosanol (16) y esteroles bioactivos: estigmasterol
(17), B-sitosterol (18), (3B, 5av)-estigmast-7-en-3-o0l (20) y condrilasterol (21).

La polivalencia farmacolégica demostrada para el huazontle permite asignar un valor
agregado a esta especie de quelite, la cual tiene potencial para modificar los
mecanismos homeostaticos de la glucosa en estados de progresion de enfermedades

metabdlicas como la prediabetes, o bien, en la obesidad y la diabetes.
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8. Perspectivas

Realizar cursos temporales en los ensayos de captacion de glucosa con la finalidad de
establecer a nivel molecular los mecanismos de accion de las fracciones y extractos
del huazontle (incremento de captacion de glucosa debido a la activacion de AMPK,

de la expresion de GLUT4 o a la activacion de glucdgeno sintasa).

Estudiar el efecto de la administracion subcrénica del extracto acuoso del huazontle

sobre la glucemia y el perfil de lipidos en modelos animales adecuados.

Realizar el estudio quimico de las fracciones organicas derivadas de la decoccién y
del resto de fracciones organicas del extracto organico total, con la finalidad de

contribuir al conocimiento quimico de la especie.
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