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Resumen
En México existe una gran tradicion en el uso de plantas medicinales contra la diabetes;

las especies del género Ibervillea conocidas en la medicina popular mexicana como
“wereque” tienen una amplia historia etnobotdnica como agentes antidiabéticos.
Estudios previos realizados por nuestro grupo indicaron que el extracto de acetato de
etilo de raices de Iverbillea lindheimeri (Cucurbitaceae) contiene triterpenos
tetraciclicos conocidos como cucurbitacinas. Algunos cucurbitanos han sido
reconocidos por su actividad hipoglucemiante. En el presente trabajo evaluamos el
efecto sobre la glucemia del extracto de acetato de etilo de I lindheimeri y de sus
principales metabolitos secundarios: la 23, 24-dihidrocucurbitacina D (1) y la 2-0-8
glucopiranosil 23, 24-dihidrocucurbitacina D (2); adicionalmente se evaluaron los
derivados acetilados 2,16-diacetil 23, 24- dihidrocucurbitacina D (3) obtenida a partir
de 1, y 2-0-3- (2 ', 3, 4 ', 6" tetracetil) glucopiranosil, 16 acetil 23, 24-
dihidrocucurbitacina D (4) sintetizada a partir de 2. También se determinaron los
mecanismos de accion in vivo de las cucurbitacinas activas 1, 2 y 4. Nuestros resultados
mostraron que el extracto de acetato de etilo posee actividad antihiperglucemiante. Los
compuestos 1, 2 y 4 reducen la glucemia en ratones CD1 diabéticos en comparacion con
el grupo control diabético. Las cucurbitacinas promovieron la translocacion de Glut4 a
la membrana plasmatica tanto en el musculo séleo como en el tejido adiposo del
epididimo de manera independiente de la insulina. La translocacién de Glut4 es
inducida tanto por la activacién directa de AMPK en musculo séleo como por la
activacion de AMPK y AKT en tejido adiposo. Estos resultados indican que las
cucurbitacinas aisladas 1 y 2 son responsables de las propiedades antidiabéticas de L.
lindheimeri ejercidas principalmente sobre el tejido adiposo y llaman la atencién sobre
esta especie como una nueva planta antidiabética y fuente de compuestos
antidiabéticos.

Adicionalmente, se evalu6 la actividad citotoxica y antibacteriana de estos

compuestos, y se aislaron nuevos compuestos no reportados en esta especie.



Abstract
There is a great tradition in the use of medicinal plants against diabetes in Mexico; the

species of the genus Ibervillea known in Mexican folk medicine as "wereque" have a
long ethnobotanical history as antidiabetic agents. Previous studies of our group
indicated that the ethyl acetate extract from the roots of I lindheimeri contains
tetracyclic triterpenes known as cucurbitacins. Some Cucurbitane members have been
recognized for their hypoglycemic activity. In this work, we evaluate the effect on
glycemia of the ethyl acetate extract and its main secondary metabolites: 23, 24-
dihydrocucurbitacin D (1) and 2-0-f3 glucopyranosyl 23, 24-dihydrocucurbitacin D (2);
additionally, the acetylated derivatives 2,16-diacetyl 23, 24-dihydrocucurbitacin D (3)
obtained from 1, and 2-0-3- (2, 3", 4, 6' tetracetyl) glucopyranosyl, 16 Acetyl 23, 24-
dihydrocucurbitacin D (4) synthesized from 2 were also evaluated. The in vivo action
mechanisms of active cucurbitacins 1, 2 and 4 were also determined. Our results
showed that the ethyl acetate extract possesses antihiperglycemic activity. Compounds
1, 2, and 4 lower blood glucose in diabetic CD1 mice compared to diabetic control
group. Active cucurbitacins promoted the translocation of Glut4 to the plasma
membrane both in the soleus muscle and in the epididymal adipose tissue
independently of insulin. Glut4 translocation is induced by direct activation of AMPK in
soleus muscle and by activation of AMPK and AKT in adipose tissue. These results
indicate that the isolated cucurbitacins are responsible for the antidiabetic properties
of . lindheimeri exerted mainly on adipose tissue and call for attention to this species

as a new antidiabetic plant, source of antidiabetic compounds.

In addition to the main objective, the cytotoxic and antibacterial activities of these
compounds were evaluated. Also, new compounds not reported in this species were

isolated.



Introducciéon
La prevalencia de diabetes mellitus esta creciendo exponencialmente en todo el

mundo a una proporciéon epidémica; esta enfermedad se caracteriza por una
hiperglucemia crénica debido a un defecto en la produccion, secreciéon y/o uso de
insulinal. Los tratamientos actuales tienen efectos secundarios importantes haciendo
necesarias ciertas medidas de farmacovigilancia?; por lo tanto se requiere de una
busqueda continua de nuevos farmacos para el tratamiento de este padecimiento. En
este contexto, las plantas medicinales, particularmente en paises en vias de desarrollo,
juegan un rol importante en el manejo y tratamiento de esta enfermedad 34. En México,
el uso de remedios tradicionales juega un papel primordial como agentes terapéuticos
contra la diabetes. Esto debido, principalmente, a la falta de recursos y los altos costos
de los sistemas de salud.
Tradicionalmente se ha utilizado a las especies del género Ibervillea, coloquialmente
conocidos como “Wereque” por su actividad hipoglucemiante. Principalmente se ha
estudiado a la I. sonorae donde el efecto hipoglucemiante de los metabolitos aislados de
esta planta han confirmado su uso tradicional como remedio contra la diabetes 5-7.
Ademas de I. sonorae otras seis especies del género Ibervillea crecen en México8. Una de
esas especies es Ibervillea lindheimeri (A. Gray) Greene. Las raices secas y molidas de L
lindheimeri son similares tanto a la vista como al sabor a aquellas obtenidas de la planta
medicinal I sonorae. Un estudio fitoquimico previo realizado por nuestro grupo
demostré que I lindheimeri sintetiza metabolitos secundarios tipo cucurbitano entre
los que se encuentran la 23,24-dihidrocucurbitacina D, la 23,24-dihidrocucurbitacina F
y la 2-0-B-D-glucopiranosil-23,24-dihidrocucurbitacina D°.
En la literatura existen informes que sugieren que algunos curcubitanos activan la
proteina cinasa activada por AMP (AMPK) la cual a su vez promueve la translocacién de
los transportadores de glucosa 4 (Glut4) a la membrana plasmatical?. La AMPK es
considerada un detector de energia celular, el cual ayuda al balance energético de la
célula el cual se activa con el aumento de relacion AMP-ATP11.12,

Tomando en consideracion lo anterior se decidi6 establecer el efecto del extracto

de AcOEt de Ibervillea lindheimeri y sus compuestos mayoritarios sobre la glucemia, y



en los segundos mensajeros involucrados en la translocacién del Glut4 a la membrana
plasmatica.

Adicionalmente, se evaluaron la actividad antiproliferativa en lineas celulares de
cancer humano y de inhibicion de factores de virulencia en Pseudomonas aeruginosa de
estos compuestos. También se da a conocer el aislamiento de la 2,16-diacetil 23, 24-

dihidrocucurbitacina D y la cucurbitacina L; compuestos no reportados en esta especie.

Antecedentes

La diabetes mellitus es una de las enfermedades de mas rapido crecimiento en
todo el mundo y se prevé que para 2045 afectara a 693 millones de adultos. Este
padecimiento es un trastorno metabdlico de etiologia indeterminada, caracterizado por
hiperglucemia crénica debido a un defecto en la produccién, secreciéon y/o uso de
insulinal lo que provoca un desequilibrio en la homeostasis de la glucosa derivando en
alteraciones en el metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas!3-15,
Eventualmente da lugar a enfermedades como ceguera, falla renal, dafio a los nervios y
enfermedades cronicas degenerativas principalmente cardiovasculares como
arterosclerosis®15-17,

Hoy en dia se tiene un diverso grupo de medicamentos para el tratamiento de
esta enfermedad. Sin embargo, estos farmacos tienen importantes efectos secundarios
lo que los hace inconvenientes2. Por la cual se contintia con la busqueda de nuevos
compuestos para el tratamiento de esta enfermedad. Una aproximaciéon para obtener
nuevos farmacos la constituye el estudio de las plantas medicinales con antecedentes
etnobotadnicos para tratar la diabetes. Es conocido que las propiedades medicinales de
estas especies vegetales se deben a la presencia de ciertos metabolitos secundarios que
estas especies sintetizan. Por lo anterior, las plantas medicinales juegan un rol
importante en el manejo y tratamiento de diabetes mellitus, particularmente en paises

en vias de desarrollo3s8.



Ibervillea lindheimeri
En México, tradicionalmente se ha utilizado, por su actividad hipoglucemiante?,

a la Ibervillea sonorae (S. Watson) Greene, coloquialmente conocida como “wereque”.
Las propiedades antidiabéticas de I. sonorae, han sido confirmadas al evaluar las
propiedades hipoglucemiantes de los metabolitos secundarios obtenidos de esta
planta?.1920, Ademas de I sonorae otras seis especies del género Ibervillea crecen en
México8; una de estas especies es Ibervillea lindheimeri (A. Gray) Greene, la cual tiene
raices que al secarse y molerse tiene aspecto y sabor similar a I. sonorae.

I lindheimeri es una enredadera perenne delgada, rastrera o trepadora con
zarcillos; produce pequefias flores amarillas en verano y frutos color naranja a rojo
brillante de 2-3.5 cm de didmetro en otono, tiene hojas lobuladas de color verde oscuro
se encuentran dispersas a lo largo de los tallos ramificados. Crece a partir de un gran
caudice grueso, casi globoso o algo aplanado, en las plantas mas viejas miden hasta 35
cm de didmetro.?! El cdudice es utilizado en medicina tradicional para obtener tinturas,
te, o en forma de capsulas llenas con el cdudice pulverizado para tratar diabetes y
cancer entre otras enfermedades.

El estudio de los de los componentes quimicos de . lindheimeri realizado por
nuestro grupo mostro que el extracto de AcOEt de las raices posee metabolitos
secundarios del tipo cucurbitano entre los que se encuentran la 23,24-
dihidrocucurbitacina F (C30H4807=520.70 g/mol), la 23,24-dihidrocucurbitacina D (1)
(C30H4607=518.60 g/mol) (

Figura 1C), y la 2-0-f3-D-glucopiranosil-23,24-
dihidrocucurbitacina D (2) (C36Hs6012= 680.83 g/mol)°(



Figura 1D).

Cucurbitacinas
Las cucurbitacinas son un grupo de compuestos triterpenoides aislados originalmente

como los compuestos amargos de especies de la familia Cucurbitacea. Estos
triterpenoides estan extensamente distribuidos en el reino vegetal, donde actiian como
feromonas quimicas heterdlogas que protegen a las plantas de factores ambientales
como la depredacion, infeccionesy estrés hidrico 22. La concentracidn de cucurbitacinas
varia entre los tejidos. Pueden concentrarse en frutas y raices de plantas maduras. Por
ejemplo, en las frutas donde se producen cucurbitacinas, su mayor concentracion se
logra en la madurez. Las semillas generalmente contienen una concentracién muy baja
de estos triterpenos. La mayoria de las cucurbitacinas son solubles en éter de petrdleo,
cloroformo, benceno, acetato de etilo, metanol y etanol, pero son insolubles en éter.
Los cucurbitanos se caracterizan por un nucleo tetraciclico 19-(10->9b)-abeo-

10a-lanosto-5-eno (ntcleo de cucurbitano); una caracteristica comun entre las
cucurbitacinas es la presencia de un doble enlace entre C5 y Cé. Estos triterpenos se
diferencian del nucleo esteroideo en el hecho de que en el esqueleto cucurbitano un

grupo metilo se encuentra en C-9 en lugar de C-10 (



Figura 1A). La diversidad de las cucurbitacinas radica en la variedad de sus
derivados de cadena lateral; otras caracteristicas importantes que los difieren de la
mayoria de los otros triterpenos tetraciclicos es ser altamente insaturados y contener
numerosos grupos ceto-, hidroxil- y acetoxi- como sustituyentes en el ntcleo
curcubitano. Esta diversidad de sustituyentes oxigenados contribuye a sus diversas
acciones farmacoldgicas?3; en la actualidad se han documentado propiedades

antiinflamatorias, antitumorales e hipoglucemiante para estos compuestos?4.

'OH
C R=0OH
D R=b-glucopiranosil

Figura 1. Estructura quimica de las cucurbitacinas. A) Estructura general del esqueleto cucurbitano
(Tomado de Chen, et al, 2015). B) Estructura quimica de la 23, 24- dihidrocucurbitacina F. C) Estructura
quimica de la 23, 24- dihidrocucurbitacina D (1). D) Estructura quimica de la 2-0-f glucopiranosil 23, 24
dihidrocucurbitacina D (2).

Particularmente los compuestos cucurbitanos aislados de la fruta asiatica
Momordica charantia han mostrado poseer actividad hipoglucémica?4 Tan et al (2008)
determinaron que la activacidn de la proteina quinasa activada por AMP (AMPK) es el
mecanismo de accion in vitro de estos compuestos, favoreciendo entre otras cosas, el
incremento de la translocacion del Glut4 a la membrana plasmatical®. Este

descubrimiento es particularmente interesante en relaciéon con la diabetes y obesidad



porque la activacién de AMPK aumenta la oxidacién de acidos grasos, inhibe la sintesis
de lipidos y puede mejorar la accién de la insulina2>, adicionalmente las cucurbitacinas

han sido asociadas con la regulacién del metabolismo del glucdgeno hepatico26:27,

Captacion de glucosa post-prandial: Glut4
El principal mecanismo celular que disminuye la glucemia cuando se ingieren

carbohidratos es el transporte de glucosa al musculo esquelético y al tejido adiposo. El
Glut4 es un transportador transmembranal encargado de facilitar el paso de la glucosa
al interior de la célula (difusion facilitada) y es un regulador clave en la homeostasis de
glucosa en todo el cuerpo. La principal proteina transportadora que media la captacion
de glucosa post-prandial es el Glut4. En condiciones basales este transportador se
encuentra dentro de vesiculas en el citosol las cuales son translocadas a la membrana
plasmatica tras recibir un estimulo. La translocacién del Glut4 puede ser activada por
la insulina, la cual estimula la activacién de la proteina cinasa B (AKT[3) mediante dos
mediadores: la proteina cinasa dependiente de fosfoinositido (PI3K) y el complejo 2 del
blanco de rapamicina en mamiferos (mTORC2)28-30, La activacién de la AMPK también
regula positivamente la translocacion de Glut4; esta puede activarse mediante un
aumento de AMP en la proporcion AMP/ATP (baja de energia), porla via de la quinasa
hepatica B1 (LKB1 por sus siglas en inglés)31o un elevado nivel de calcio intracelular lo
cual lleva a la activacion de AMPK y la CAMKKYy (Proteina cinasa dependiente de Ca?*
cinasa)32. Las rutas de sefializacion de AKT y AMPK convergen en una ruta comun
ambas proteinas pueden fosforilar al sustrato de AKT de 160 kDa (AS160) en diversos
sitios promoviendo la unién de las proteinas 14-3-3 que inhabilita la actividad de AS160
de inhibir Rab-Gap. La inhibicién de GAP promueve el cambio de conformacion de Rab
menos activa a su forma mas activa la cual permite que las vesiculas de Glut4 se muevan
y difundan a la membrana plasmatica 3334 (Figura 2). La falla en la translocacién del
Glut4 a la membrana plasmatica es uno de los primeros pasos en el desarrollo de

resistencia a la insulina y Diabetes mellitus tipo 2.
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Figura 2. Ruta de sefializacion para la translocacién de Glut4 a la membrana plasmatica. Disefio
original creado con BioRender.com.

Tomando en cuenta los antecedentes anteriores, en este estudio se propone que el
extracto de acetato de etilo (AcOEt) de I lindheimeri y sus compuestos mayoritarios
podrian tener un efecto hipoglucemiante independiente de insulina en un modelo de
diabetes inducida. Para esto, se evaluaron el efecto del extracto de AcOEt de I
lindheimeri asi como sus compuestos mayoritarios sobre la glucemia y segundos

mensajeros involucrados en la translocacion de Glut4 a la membrana plasmatica.

Hipoatesis
Los cucurbitanos aislados del extracto de AcOEt de Ibervillea lindheimeri tendran un

efecto hipoglucemiante, independiente de insulina, en un modelo de diabetes inducida.



Objetivos

Objetivo general

Evaluar el efecto del extracto de AcOEt de Ibervillea lindheimeri y sus compuestos
mayoritarios sobre la glucemia y segundos mensajeros involucrados en la translocacion

del transportador de glucosa 4 a la membrana plasmatica.

Objetivos particulares

1. Obtener el extracto de AcOEt de la raiz de I. lindheimeri.
Establecer el efecto sobre la glucemia del AcOEt en un modelo de diabetes.
Aislar los compuestos mayoritarios de AcOEt.
Evaluar el efecto sobre la glucemia de los compuestos mayoritarios aislados.
Evaluar el efecto de los compuestos sobre la translocacién de Glut4.
Evaluar el efecto de las cucurbitacinas sobre los segundos mensajeros
involucrados en la translocacién de Glut4 a la membrana plasmatica.

o kW

Materiales y métodos

Material vegetal

Se colectaron especimenes de la planta completa de Ibervillea lindheimeri para su
identificacién cerca de la estacion Pefiablanca, municipio de Pefia de Miller, Querétaro,
México. La colecta se realizd en tres diferentes ocasiones comprendidas entre el
invierno del 2015 y el verano del 2016. Los especimenes de la planta fueron
identificados por el Dr. Rafael Lira del Instituto de Biologia, UNAM. El voucher de los
especimenes corresponde a MEXU, 111000 del herbario del Instituto de Biologia
UNAM.

Aislamiento y sintesis

Aislamiento de la 23, 24-dihidrocucurbitacina D (1) y de la 2-0-(-D-glucopiranosil)-
23,24-dihidrocucurbitacina D (2).
La raiz de I lindheimeri fue cortada en rebanadas pequefias, secada al sol y

molida. El material vegetal seco y molido fue sometido a maceracion sucesiva con
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hexano (Hx) anhidro, 95% Sigma-Aldrich; acetato de etilo (AcOEt) anhidro, 99.8%
Sigma-Aldrich 'y metanol (MeOH) anhidro, 99.8% Sigma-Aldrich. La
destilacién(evaporacién) de los disolventes a presién reducida y a temperatura de 60°C
en un rotavapor Buchi produjo los respectivos extractos. Los compuestos mayoritarios
del AcOEt fueron aislados utilizando el método de cromatografia por columna abierta
(CCA) utilizando silice-gel como soporte y eluida con mezclas de disolventes de
polaridad creciente. De las fracciones eluidas con Hx:AcOET (1:1) se aislé un sélido. La
purificacion de este s6lido mediante un proceso de recromatografia por CCA en las
mismas condiciones utilizadas previamente, permitié el aislamiento de la 23, 24-
dihidrocucurbitacina D (1). De las fracciones eluidas con una mezcla AcOEt:MeOH (9:1)
de la columna inicial se aislé un precipitado el cual se purific6 mediante una
recromatografia como se describi6 anteriormente, aisldndose la 2-0-(B-D-
glucopiranosil)-23,24-dihidrocucurbitacina D (2). La identificacién de 1y 2 se logré por
el andlisis y comparacién de sus datos espectroscépicos con los publicados

previamente®.

Sintesis de la 2,16-diacetil 23, 24-dihidrocucurbitacina D (3) y la 2-0-f (2’, 3’, 4,6’ tetra
acetil) glucopiranosil-16 acetil-23,24-dihidrocucurbitacina D (4)
Las cucurbitacinas 1y 2 se acetilaron en reacciones por separado en presencia

de piridina y anhidrido acético a 60° C por 6 horas. Después de ese tiempo se afiadio
aguay se extrajeron con AcOEt. La fase organica se lavo con una solucion de HCl al 10%
y después con agua, se secé con sulfato de sodio anhidro y se concentré a presion
reducida. Los productos de estas reacciones se purificaron por CCA. Obteniéndose la
2,16-diacetil 23, 24-dihidrocucurbitacina D (3) y la 2-0-B (2’, 3’, 4’,6’ tetra acetil)
glucopiranosil-16 acetil-23,24-dihidrocucurbitacina D (4) respectivamente. La
identificaciéon de los compuestos se logré6 mediante el andlisis y comparaciéon de sus

datos espectroscopicos con los datos publicados para estos compuestos (Ver Anexos).
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Animales experimentales
Inicialmente se utilizaron ratas Wistar macho de 200-210 g para la evaluacion

del efecto sobre la glicemia del AcOEt. Los animales fueron comprados en el bioterio del
Instituto de Fisiologia Celular, Universidad Nacional Autonoma de México.

Posteriormente, para la evaluacion de la actividad de las cucurbitacinas 1-4 se
utilizaron ratones CD1 macho de 20-25 g.; los ratones fueron comprados en el Instituto
de Ciencias de la Salud, Universidad Auténoma del estado de Hidalgo y del bioterio de
la Unidad de Biomedicina (UBIMED), FES Iztacala, Universidad Nacional Autobnoma de
México. Los ratones se mantuvieron en un ambiente libre de patégenos en el bioterio
de FES-Iztacala. Todos los procedimientos experimentales con animales fueron
disefiados para minimizar el sufrimiento y el nimero de sujetos utilizados. Estos
estudios se realizaron de acuerdo con los estandares éticos aprobados y realizados bajo
estricto apego a los lineamientos para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio
adoptados por los Institutos Nacionales de Salud de EE. UU., y el Reglamento Mexicano
de Cuidado y Mantenimiento Animal (NOM-062Z00 -1999, 2001). Este procedimiento
fue aprobado por el Comité de Etica de FES-Iztacala y el IFC, UNAM. Utilizamos dos
modelos diferentes para la evaluacién del efecto de AcOEt y de las cucurbitacinas 1-4

sobre la glucemia debido a la poca cantidad obtenida de compuestos aislados.

Induccién quimica de diabetes

Ratas Wistar
La diabetes se indujo en 20 ratas seleccionadas al azar de un total de 30

individuos y se formaron grupos de cinco especimenes. Se privé de alimento a los
animales por 12 horas previa a la administracién de una dosis unica de 40 mg/kg de
estreptozotocina (STZ) en la vena de la cola. La STZ fue preparada en amortiguador de
acetato (Cz2H3NaOz, 0.10 M C2H402, pH 4.5) 24 horas previa a su administracién. Se
monitoreo la glucemia cinco dias después de la administracion de STZ. Los individuos

con una glucemia 2200 mg/dL se consideran diabéticos.
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Ratones CD1
La diabetes se indujo en 18 ratones seleccionados al azar de un total de 32 individuos.

Se privd de alimento a los animales por 12 horas previa a la administracion de una dosis
unica de 125 mg/kg de STZ intraperitoneal (ip). La STZ se prepard al momento en
amortiguador de citrato (CcHsO7 0.10 M CeH9NasOo9, pH 4.5) fresco. Los ratones con una

glucemia de 2200 mg/dL se consideraron diabéticos.

Medicion de glucemia y curva de tolerancia a glucosa
El AcOEt se evalu6 de manera aguda para determinar su actividad sobre la

glucemia en ratas Wistar macho. Las ratas fueron divididas en grupos de cinco
individuos como se describe en la Tabla A. Las dosis fueron administradas via
intraperitoneal (ip) en solucién salina con 0.1% de tween 20 como vehiculo. Los niveles
de glucosa se tomaron a los tiempos 0 (previo a la administraciéon de tratamiento), 15
min, 30 min, 60 min y 120 min post administracion. La concentracidon de glucosa en
sangre se midi6 tomando muestras de sangre de la cola de la rata. Se utiliz6 un

glucometro Accutrend GC (Roche).

Tabla A. Tratamientos y grupos experimentales utilizados para evaluar la actividad sobre la
glucemia de AcOEt. RND=ratas no diabéticas. RD=ratas diabéticas.

Grupo Individuos y tratamiento n
1 RND + vehiculo

RND +AcOEt [500 mg/kg]

RD +vehiculo

RD + AcOEt [500 mg/kg]

RD + AcOEt [250 mg/kg]

RD +metformina [500 mg/kg]

Ul (W

Las cucurbitacinas 1-4 se evaluaron de manera aguda para determinar su efecto sobre
la glucemia en ratones CD1 con 10-12 horas de ayuno. Los ratones fueron divididos
en grupos de 3 individuos y tratados como se describe en la tabla B. Las dosis fueron
administradas oralmente utilizando solucion salina mas 0.1% de Tween 20 como
vehiculo. El nivel de glucosa se midi6 al tiempo 0 (previo a la administracion de
tratamientos); pasados 30 minutos (min) de la administracion del tratamiento se les
administro oralmente una solucion de glucosa [1.5 g/kg]. La glucemia se midi6 a los

tiempos 15 min, 30 min, 60 min y 120 min posteriores a la ingesta de glucosa. Para
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determinar la glucemia se tomaron muestras de sangre de la cola del ratdn.

Utilizamos un glucémetro Accutrend GC (Roche) para medir la glucosa sanguinea.

Tabla B. Tratamientos y grupos experimentales utilizados para evaluar la actividad de 1-4
sobre la glucemia. Ratones no diabéticos (MND), ratones diabéticos (MD), vehiculo=solucién salina
+0.1%tween 20, 23,24 dihidrocucurbitacina D (1), 2-0-glucopiranosil 23,24-dihidrocucurbitacina D
(2), 2, 1616 acetil, 23, 24 dihidrocucurbitacina D (3), 2-0-f (2',3’,4’,6’, tetracetil) glucopiranosil, 16
acetil, 23, 24 dihidrocucurbitacina D (4).

Individuos y tratamiento n Individuos y tratamiento
MND + vehiculo MD +vehiculo
MND + 1 [83 mg/kg] MD + 1 [83 mg/kg]
MND + 3 [500 mg/kg] 3 MD + 3 [500 mg/kg]
MND + 2 [500 mg/kg] MD + 2 [500 mg/kg]
MND + 4 [500 mg/kg] MD + 4 [500 mg/kg]
MND + metformina[500 mg/kg] MD + metformina [500 mg/kg]

Establecimiento del efecto de los compuestos sobre la translocacion de Glut4

Inmunohistoquimica
Se evaluo el efecto de los compuestos 1, 2 y 4 sobre la translocaciéon de Glut4 a

la membrana plasmatica (MP) en tejido muscular (musculo séleo) y tejido adiposo
(epididimal). Los compuestos evaluados fueron seleccionados tomando en cuenta los
resultados obtenidos en la prueba de tolerancia a glucosa. Nuevamente, se utilizaron
ratones CD1 macho de 20-25 g a los que se les indujo diabetes con 125 mg/kg de STZ.
Se monitored la glucosa por 2 semanas considerandose como diabéticos los individuos
que presentaron una glucosa superiora 200 mg/dl. Al igual que con la prueba
de tolerancia a glucosa anterior, se administraron los tratamientos (Tabla C) 30 min
antes de la administracién de 1.5 g/kg de glucosa oral.

Tabla C. Tratamientos y dosis utilizados en la evaluacién de la translocacion del Glut4 a la
membrana plasmatica. Ratones no diabéticos (MND), ratones diabéticos (MD), vehiculo=solucién

salina +0.1%tween 20, 23,24 dihidrocucurbitacina D (1), 2-0-glucopiranosil 23,24-dihidrocucurbitacina
D (2),2-0-3 (2’,3’,4’,6’, tetracetil) glucopiranosil, 16 acetil, 23, 24 dihidrocucurbitacina D (4).

Individuos y tratamiento n Individuos y tratamiento
MND + vehiculo MD +vehiculo
MND+ 1 [48 mg/kg] MD+ 1 [83 mg/kg]
MND+ 2 [500mg/kg] 3 MD+ 2 [500mg/kg]
MND+ 4 [500 mg/kg] MD+ 4 [500mg/kg]
MND + metformina [500mg/kg] MD + metformina [500mg/kg]
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Los ratones fueron sacrificados 30 min posterior a la administraciéon de glucosa, de
acuerdo con lo observado en la curva de tolerancia a la glucosa. Se extrajeron el
musculo séleo y el tejido adiposo epididimal los cuales fueron fijados con formalina
15% de 18-24 h y posteriormente incluidos en parafina. Se realizaron cortes de 5
micras de tejido en los que se determind la presencia de Glut4 utilizando un anticuerpo
para la fraccion extracelular de este transportador.

La cantidad de Glut4 [reaccion diaminobencidina-HRP (Horse Radish
Peroxidase)] se determin6 de manera semicuantitativa utilizando la version “FIJI” del
software Image ] con el método reportado por Fuhrich, 2013. En breve; la escala global
del analisis de imagen fue de 3.91 pixeles = 1 um con una proporciéon de pixeles de 1. Se
utiliz6 el macro de balance de blancos escrito por Vytas Bindokas; Oct 2006, Univ. de
Chicago, modificado por Patrice Mascalchi y se ajusto6 la imagen utilizando el comando
“substract background”. La seleccion de areas de interés (ROI) correspondientes a los
tejidos se realiz6 utilizando la herramienta “Brush”. El area digitalizada fue sometida al
plug-in “color deconvolution” utilizando el vector HDAB?3>. La intensidad final de DAB
se calculd con la formula f = 255 - i, donde f = intensidad final de DAB, i = intensidad

media de DAB obtenida del software.

Establecimiento del efecto de los compuestos en los segundos mensajeros involucrados
en la translocacién de Glut4 a membrana plasmatica

Extraccion de proteina
Los ratones CD1 fueron sacrificados 30 min después de la administracion de

glucosa, como se describid previamente. El musculo séleo y el tejido adiposo epididimal
fueron extraidos como se describi6 previamente. Ambos tejidos fueron
criopreservados en nitrégeno y almacenados a -70 °C hasta su uso. Para la extraccion
proteica se utiliz6 el protocolo descrito por Yamamoto (2016), el cual permite obtener
una fraccién con proteinas de membrana y la fracciéon de proteina total utilizando
gradientes de detergentes y lavados con microcentrifuga. En breve: 1)
Homogeneizacién del tejido con un amortiguador con baja concentracién de detergente
(50 mM Tris-HCI, pH 8.0, 0.00004% mercaptoetanol (BioRad), coctel inhibidor de

proteasa (cOmplete, Roche Diagnostics, Indianapolis, IN), coctel inhibidor de fosfatasas
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(PhosStop, Roche Diagnostics, Indianapolis, IN), 0.1% NP-40(IGEPAL*CA-630, Sigma-
Aldrich); 2) remocién de células no lisadas mediante una centrifugacién de baja
velocidad (200 g, 1 min); 3) aislamiento de particulas de membrana del sobrenadante
por centrifugaciéon (750 g, 10 min); 4)lavado de las particulas de membrana con un
amortiguador con alta concentraciéon de detergente (1.0% NP-40). La proteina total se
obtuvo con amortiguador RIPA (300 mM NacCl, 20 mM Tris-HCI, pH 8.0 2% (v/v) NP-40,
coctel inhibidor de proteasas, coctel inhibidor de fosfatasas, 0.2% (w/v) SDS (Wako
Pure Chemical, cat. no. 192-14042) y 0.00008% mercaptoetanol)3¢. La solucién de

proteina se us6 inmediatamente y/o se preservo a -70 °C hasta su uso.

Western Blot
La proteina (7.5 ug/ml) se resolvié en un gel de dodecil sulfato poliacrilamida

10% (SDS-page) y transferido a una membrana de nitrocelulosa. Se utilizaron
anticuerpos primarios: pAMPK, AMPK, pAKT, AKT y Glut4; se utiliz6 un anticuerpo
secundario contra conejo como anticuerpo secundario. Como control de carga se utiliz6

GAPDH?7,

Prueba de tolerancia a piruvato
Los compuestos 1, 2 y 4 se evaluaron de manera aguda para determinar su efecto

sobre la produccién de glucosa a partir de piruvato en ratones CD1 con 10-12 h de
ayuno. Los ratones fueron divididos en grupos y tratados como se describe en la Tabla
D. Los compuestos fueron administrados oralmente utilizando solucién salina mas
0.1% de tween 20 como vehiculo. La glucemia se midi6 al tiempo 0 (previo a la
administracién de tratamientos); pasados 30 min de la administracion del tratamiento
se les administré por via intraperitoneal (ip) una solucion de piruvato de sodio [2 g/kg]
(Sigma Aldrich). Adicionalmente, se midi6 glucosa a los tiempos 15 min, 30 min, 60 min,
90 min y 120 min posteriores a la administracién de piruvato. Para determinar la
glicemia se tomaron muestras de sangre de la cola del ratdn. Utilizamos un glucémetro

Accutrend GC (Roche) para medir la glucosa sanguinea.
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Tabla D. Tratamientos y grupos experimentales utilizados para evaluar la actividad de 1, 2 y 4
sobre gluconeogénesis (produccion de glucosa a partir de piruvato). Ratones no diabéticos (MND),
ratones diabéticos (MD), vehiculo=solucién salina +0.1%tween 20, 23,24 dihidrocucurbitacina D (1), 2-
O-glucopiranosil 23,24-dihidrocucurbitacina D (2), 2-0-f (2’,3’,4’,6’, tetracetil) glucopiranosil, 16 acetil,
23, 24 dihidrocucurbitacina D (4).

Individuos y tratamiento n Individuos y tratamiento
MND + vehiculo MD +vehiculo
MND+ 1 [83 mg/kg] MD+ 1 [83 mg/kg]
MND+ 2 [500 mg/kg] 3 MD+ 2 [500 mg/kg]
MND+ 4 [500 mg/kg] MD+ 4 [500 mg/kg]
MND + metformina[500 mg/kg] MD + metformina [500 mg/kg]

Analisis estadistico

Los calculos estadisticos se realizaron utilizando el software GraphPad Prism 7
para Windows. Los resultados se expresan como la media * el error estandar de la
media (EEM). Los datos se analizaron utilizando la prueba de ANOVA de una via; los

valores de P < 0.05 se consideraron como significativos.

Acoplamiento molecular
Los datos sobre la estructura de las proteinas AMPK de rata y AKT2 humanas se

obtuvieron del Protein Data Bank [niimeros de acceso AMPK (5UFU) y AKT2 (3E8D)].
El modelo tridimensional de 1 se obtuvo de PubChem
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/), mientras que los modelos
estructurales de los compuestos 2 y 4 se generaron con el software Maestro, Ver. 11.9
(Schrodinger, LLC, Nueva York, NY, EE. UU.). Para el analisis de acoplamiento, los
inhibidores N- [2- (5-metil-4H-1,2,4-triazol-3-il) fenil] -7H-pirrolo [2,3-d] pirimidin-4-
amina y 4 - [2- (4-amino-2,5-dihidro-1,2,5-oxadiazol-3-il) -6 - {[(1S) -3-amino-1-
fenilpropil] oxi} -1-etilo -1H-imidazo [4,5-c] piridin-4-il] -2-metilbut-3-in-2-ol de AKT2
y el agonista AMP de AMPK se eliminaron del sitio de unién usando el software UCFS
Chimera Ver. 1,13,1 (desarrollado por Resource for Biocomputing, Visualization, and
Informatics en la Universidad de California, San Francisco, con el apoyo de NIH P41-
GM103311)37. Las estructuras de proteina y ligando se prepararon para el
acoplamiento usando el software ADT 1.5.2.38. El andlisis de acoplamiento se realiz6
utilizando el software AutoDock 4.2.5.1 (disponible en
http://autodock.scripps.edu/)38. Después del acoplamiento, se obtuvieron cien

conformaciones de cada compuesto y luego se agruparon para su analisis usando el
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software ADT 1.5.2. Las conformaciones seleccionadas estaban dentro del grupo mas
representado y correspondian a las que mostraban los valores mas bajos de energia de
unidn y Ki. Los analisis de modelos y dibujos de figuras se llevaron a cabo con PYMOL
2.1.0 (The PyMOL Molecular Graphics System, Versién 2.1.0 Schrodinger, LLC;
https://sourceforge.net/p/pymol).

Resultados y Discusion

Extraccion, aislamiento y sintesis
Se colectaron tres muestras diferentes de raiz de I lindheimeri y procesadas

como se describi6é previamente para obtener un total de 84.37 g de extracto de AcOEt
correspondiente al 1.14 * 0.48% del peso seco de la raiz ().

Tabla E). Una proporcion similar a la reportada por Figueroa (2014).

Tabla E. Rendimientos de extractos a partir de las colectas de raiz de I lindheimeri. PH=peso
huimedo, PS= peso seco, Ext Hx= gramos de extracto de Hx obtenidos, Ext. MeOH=gramos de extracto de
MeOH obtenidos, Ext. AcOEt=gramos de extracto de AcOEt obtenidos, % de Ext AcOEt=porcentaje del
peso seco correspondiente al extracto de AcOEt (calculado como el promedio de la igualdad de razones

PS/Ext AcOEt=% PS/% de Ext AcOEt de las tres colectas + desviacion estandar de las tres colectas).

PH[g]  PS[g] Exlté]HX Ext. [“g"]eOH EXt'[‘Lg\;OEt % de Ext. AcOEt
49900 7890 80 64.0 12.9
143593 33600 264 184.0 22.5 1.14 £ 0.48
25680.0  4333.0 213 328.0 49.0
45,029.3 84820 557 576.0 84.37

Las cucurbitacinas 23, 24-dihidrocucurbitacina D (1) y de la 2-O-(B-D-
glucopiranosil)-23,24-dihidrocucurbitacina D (2) se aislaron del extracto de AcOEt
mediante cromatografia en columna abierta (CCA) como se describi6 en la secciéon de
meétodos. El rendimiento de la cucurbitacina 1 fue del 4.07 + 0.74% a partir de AcOEt,
mientras que la cucurbitacina 2 se aislé con un rendimiento del 18.32 + 6.94% a partir
de AcOEt (Tabla F).

Para facilitar el aislamiento de las cucurbitacinas y comenzar a estudiar la

relacion estructura/funcion se sintetizaron productos acetilados como se describio
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previamente. El producto de acetilacion de 1 se identificé como 2,16 di acetil 23, 24-
dihidrocucurbitacina D (3) y el producto de acetilacion de 2 se identificé como (2,3,4,6,
tetracetil)2-0O-B glucopiranosil, 16 acetil, 23, 24-dihidrocucurbitacina (4). Ambos
productos sufrieron acetilaciones en los sustituyentes de la posicién 2, la cual ha sido

reportada por su importancia en la funcién biolégica de las cucurbitacinas20.22.39,40,

Tabla F. Rendimiento de compuestos aislados a partir del extracto de AcOEt de la raiz de I
lindheimeri. Ext AcOEt= gramos de extracto de AcOEt obtenidos, % de Ext AcOEt= porcentaje del peso
seco correspondiente al extracto de AcOEt. 1 peso de la 23, 24-dihidrocucurbitacina D (1) del conjunto
de fracciones eluidas con 1:1 (Hx:AcOEt). 2 peso en gramos de la 2-O-(B-D-glucopiranosil)-23,24-
dihidrocucurbitacina D (2) del conjunto de fracciones eluidas con 9:1 (AcOEt:MeOH). 1%= % peso en
gramos de 1 a partir del extracto de AcOET. 2%= % peso en gramos de 2 a partir del extracto de AcOET.

Ext AcOEt % de Ext

(e] ACOEL 1[g] 2 [g] 1% 2%
12.87 0.47 2.35

22.50 1.14 £0.48 1.11 2.57 407+0.74  18.3246.94
49.00 1.78 12.40

84.37 3.36 17.32

La identificacion de 1-4 se realizO mediante el analisis de sus espectros
monodimensional y bidimensional de RMN 1H y 13C. Asi como mediante la comparacion

de sus datos fisicos y espectroscopicos con los datos previamente reportados (ver

Anexos) 4142,
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1 Ry=R,= OH

2 2 2 R,= (-D-glucosa R,= OH
3 R=Ry=AcO

4 R;= tetracetil- f-D-glucosa Ry=AcO

Figura 3. Estructura quimica de los triterpenos cucurbitanos aislados del extracto de AcOEt de L
lindheimeri. 1=23,24-dihidrocucurbitacina D, 3= 2,16-diacetil 23, 24-dihidrocucurbitacina D y;
derivados acetilados, 2=2-0-f glucopiranosil 23,24-dihidrocucurbitacin D y 4=2-0-8 (2’, 3’, 4,6’
tetra acetil) glucopiranosil-16 acetil-23,24-dihidrocucurbitacina D.

Un hecho interesante a resaltar es que a pesar de que la proporcién del extracto
de AcOEt respecto al peso seco no cambio durante las colectas, la cantidad de 2 si vario
entre los meses de colecta. Esto podria ser debido a las distintas condiciones de estrés
a lo largo de los meses de colecta, como fueron: sequias, ataque de depredadores y/o
parasitos, o a que en la segunda colecta el estado de desarrollo del individuo era mayor
que los colectados en fechas anteriores. Las diferencias en las temporadas de colecta
podrian también explicar por qué el aislamiento del tercer compuesto de I. lindheimeri
descrito, la 23, 24-dihidrocucurbitacina F, no se logrd, ya que los metabolitos
secundarios estan involucrados fuertemente en la manera en como las plantas
interactian con su ecosistema. Se han descrito como antibidticos y antifungicos ademas
de prevenir el dafio causado por la luz UV al follaje4; en particular, las cucurbitacinas
han sido descritas por su rol en la resistencia al ataque de plagas, donde se ha sugerido
una relacion cuantitativa entre la produccién de estos triterpenos y la resistencia a los
insectos*344 . Sin embargo, hasta el momento no existe un estudio de metabolémica o
de la produccién de metabolitos secundarios de esta especie que permitan contestar si
fueron factores de estrés ecoldgico los que ocasionan la diferencia en la sintesis de estos

metabolitos.
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Adicionalmente se aislaron dos nuevos compuestos no reportados en esta
especie a partir del extracto de AcOEt: el acetato natural de 1; 2,16-diacetil 23, 24-
dihidrocucurbitacina D (3) y la cucurbitacina L. El diacetato natural también se aislé del
extracto AcOEt de la raiz de I lindheimeri; al igual que su equivalente sintético este
compuesto eluye en una polaridad de 6:4 Hexano:AcOEt, representa el 0.03% del peso
seco total de la raiz y el 1.8% del extracto de AcOEt. Este fue identificado al analizar y
comparar sus datos espectroscépicos contra los reportados previamente. El compuesto
empleado en las evaluaciones fue el sintetizado a partir de 1 mediante una reaccion de
acetilacion descrita en la seccién de métodos.

La cucurbitacina L (CL), se diferencia de las cucurbitacinas previamente aisladas al
presentar un segundo doble enlace entre las posiciones C-1 y C-2 ademas de un grupo

hidroxilo en la posicién C-24 (

Figura 4). CL fue aislada de una placa preparativa donde también se aislé la
cucurbitacina 1. Esta placa fue eluida con 7:1 AcOEt:Hx presento 2 bandas, siendo la
banda minoritaria y de mayor polaridad la CL; fue identificada al analizar y comparar

sus datos espectroscopicos contra los reportados en la literatura.
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Figura 4. Estructura quimica de la cucurbitacina L aislada del extracto de AcOEt de I lindheimeri. (9R, 13R,
14S, 16R, 17R)-17-(2, 6-dihidroxi-5, 6-dimetil-3-oxoheptano-2-yl)-2,16-dihidroxi-4,4,9,13,14-pentametil-
7,8,9,10,12,13,14,15,16,17-decahidro-3H-ciclopentala] fenantreno-3,11 (4H)-diona. Formula quimica: C31H4607.
Peso molecular: 530.32

Establecimiento del efecto sobre la glucemia del extracto de AcOEt en un
modelo de diabetes

Para evaluar el efecto sobre la glucemia del extracto de AcOEt de I lindheimeri
se utilizaron ratas Wistar macho quimicamente diabetizadas y divididas en seis grupos.
Los resultados muestran que la dosis de 500 mg/kg, pero no la de 250 mg/kg disminuyé
la glucemia de manera estadisticamente significativa comparada con el control de ratas
diabéticas mas vehiculo (RD+V). Por otro lado, los animales de los grupos RD+V y de
ratas diabéticas mas 250mg/kg de AcOEt (RD+AcOEt. 250mg/kg) tuvieron valores de
glucemia estadisticamente diferentes del control de ratas no diabéticas mas vehiculo
(RND+V) (ANOVA, Bonferroni P<0.001 y P<0.0001).

De manera interesante, la dosis de 500mg/kg no disminuyd la glucemia en ratas
no diabéticas (RND) lo que sugiere una actividad anti-hiperglucemiante; siendo
necesaria esta dosis para observar este efecto en RD. Este efecto ha sido reportado para
metformina, cucurbitacinas y AICAR, un activador de la AMPK lo que indica un

mecanismo independiente de insulina 10.12:45-48,

300
—®- RND + Vehiculo
= RND + 500mg/kg de ext. AcOEt
©
© 200 A =+ RD + vehiculo
S
= =¥ RD + 250mg/kg ext. ACOEt
= *
OE) .—‘-‘\F¢. —— RD + 500mg/kg de ext. ACOEt
® 1004
= @ RD + 500mg/kg Metformina
O]
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Figura 5. Efecto sobre la glucemia del extracto de acetato de etilo de la raiz de I lindheimeri. A) Curva de
tolerancia a la glucosa de los grupos sometidos a tratamiento. RND= Ratas no diabéticas, RD= ratas diabéticas;
ext. AcOEt= extracto de AcOEt de I lindheimeri. * diferencia significativa P<0.05. Se muestra n=5 * EEM.
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Evaluacion del efecto sobre la glucemia de las cucurbitacinas 1-4
Para evaluar el efecto de las cucurbitacinas 1y 2 y sus derivados acetilados 3 y

4 sobre la glucemia se utilizaron ratones CD1 macho quimicamente diabetizados como
se describié previamente. Tomando en consideracién que las dosis de extracto
utilizadas en el estudio no provocaban hipoglucemias ni tenian ningtiin efecto toxico
aparente, se decidi6 utilizar la dosis de 500 mg/kg en las pruebas de actividad de los
compuestos. Sin embargo, el compuesto 1 demostré ser demasiado potente causando
hipoglucemias letales en los animales de estudio, por lo que se realizé una curva de
dosis respuesta para este compuesto en ratones CD1 no diabéticos (NDM) (Figura 6).
Con esta curva se calcul6 48mg/kg como la dosis efectiva 50 (DEso) la cual fue empleada
en las pruebas con los NDM. La dosis de 48mg/kg no disminuyd la glucemia en los
ratones diabéticos (DM) por lo que se decidié emplear la dosis de 83mg/kg que ya habia
sido evaluada en la curva dosis respuesta y que provocaba un efecto hipoglucemiante

no letal en los ratones.
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Figura 6. Curva dosis respuesta de 1 en el grupo NDM. ABC=Area bajo la curva de tolerancia a glucosa como
expresion integrada de la glucemia.
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Los resultados muestran que 1 disminuyd la concentracién de glucosa en sangre
en NDM y DM a las dosis 48 mg/kg y 83 mg/kg respectivamente. La glicemia fue
estadisticamente diferente de DM (P< 0.001) y similar a MND. Los otros 3 compuestos
no disminuyeron la glicemia en NDM (estadisticamente similar a NDM + Vehiculo). En
ratones diabéticos solo 2 [500 mg/kg] y 4 [500mg/kg] mostraron diferencias
significativas contra DM (P< 0.05, y 0.001 respectivamente) y no diferente a NDM. A
pesar de que 3 disminuy6 la glucemia no mostré diferencia significativa contra el
control DM + Vehiculo.

A 400 -
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DM+ 1 [83ma/kg]

DM + 3 [500 mg/kg)

DM + 2 [500mag/kg]

DM + 4 [500 mg/kg]
Di+Metformina [500mg/kg]

Glucemia [mgl/dL]

EEEERR

0 50 100 150 200
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DM + 2 [500ma/kg]

DM + 4 [500 mg/kg]
DM+Metformina [500mg/kg]
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EEEEEN
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Figura 7. Efecto sobre la glucemia de las cucurbitacinas 1-4. A) Curva de tolerancia a glucosa. B) Area bajo la
curva de tolerancia a glucosa como expresidn integrada de la concentracién de glucemia. NDM= ratones CD1 no
diabéticos, DM= ratones CD1 diabéticos; 1= 23,24 dihidrocucurbitacina; 3= 2,16 diacetil 23,24 dihidrocucurbitacina
D; 2= 2-O-glucopiranosil 23,24-dihidrocucurbitacina D; 4= 2,3,4,6, tetracetil la 2-0-f glucopiranosil, 16 acetil, 23,
24 dihidrocucurbitacina D. **, **** significativo a una P<0.01y 0.0001 respectivamente vs NDM+Vehiculo, ##, ####
significativo a una P<0.01 y 0.0001 respectivamente vs DM+Vehiculo. Se muestra n=8 + EEM.
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Las cucurbitacinas 1-4 tienen efectos muy diferentes sobre la glucemia. Los
resultados muestran que 1 es el compuesto mas efectivo al bajar la glucemia de manera
similar a la metformina a una dosis de 83 mg/kg. Desafortunadamente causa
hipoglucemias letales a dosis mas altas tanto en el grupo NDM como en el DM. Por otro
lado, a pesar de que el glucosido (2) y su derivado acetilado (4) tienen efecto a dosis
mayores (500mg/kg) no causaron hipoglucemia o baja de glucosa en ratones no
diabéticos, una caracteristica deseable para compuestos para tratar la diabetes. Aunque
el extracto de AcOEt contiene la aglicona 1 y el glucdsido de cucurbitacina D 2 el efecto
observado al tratar a los ratones con extracto fue antihiperglucemiante, no
hipoglucemiante. Los resultados observados pueden ser explicados debido a la
presencia mayoritaria de 2 en el extracto (6 veces mayor que 1).

La naturaleza de los sustituyentes en la posicién C-2 tiene una gran influencia en
el efecto observado sobre la glucemia ejercido por estas cucurbitacinas y por
consiguiente en su mecanismo de accidén en sus tejidos blanco. Comparando los efectos
sobre la glucemia de los compuestos 1y 3, observamos que 1 fue el mas activo, mientras
que el compuesto diacetilado 3 fue el menos activo, aunque ambas cucurbitacinas
presentaron una conformacion similar de menor energia. De manera interesante la
sustitucion en C2 por un residuo de glucosa (glucopiranosil) en 2 y la acetilacion de este
residuo y del hidroxilo en C16 en 4 tienen un efecto antihiperglucemiante. Estos
resultados indican que posiblemente los sustituyentes en C2 y C16 pueden ser

esenciales para la actividad bioldgica de estas cucurbitacinas.

Finalmente, ninguno de los grupos tratados tanto con el extracto, como con las
cucurbitacinas 1-4 mostr6 diarrea, vomito, sangrado gastrointestinal, hipotension o
irritacion de las mucosas, todos los sintomas descritos por envenenamiento de
cucurbitacinas#?. Mas atn los animales tratados con 2 o 4 no mostraron algin sintoma
de envenenamiento ni toxicidad aguda, aun cuando se usaron a dosis mucho mas altas

de las reportadas en ensayos previos20:49,50,
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Evaluacion del efecto de los compuestos 1, 2 y 4 en la translocacion de Glut4
a membrana plasmatica de musculo sdleo y tejido adiposo epididimal
Una vez que se determind el efecto de las cucurbitacinas sobre la glucemia en los

grupos NDM y DM (actividad hipoglucemiante para 1 y antihiperglucemiante para 2 y
4) se procedi6o a establecer el mecanismo de accién. La captacion de glucosa
postprandial es uno de los principales mecanismos para mantener la homeostasis de
glucosa en el organismo. La translocacién de vesiculas de Glut4 del citoplasma a
membrana plasmatica (MP) en tejidos blanco como el musculo esquelético y el tejido
adiposo juega un papel principal en este mecanismo. Tomando lo anterior en
consideracion se busco establecer el efecto de las cucurbitacinas de 1. lindheimeri sobre
la translocacién in vivo del Glut4 a la MP (objetivo 5) utilizando musculo séleo (MS) y

tejido adiposo epididimal (TAE) tanto de NDM como de DM.

Efecto de los compuestos en la translocacion de Glut4 a la membrana plasmatica
de miisculo séleo
Los resultados muestran que los compuestos 1, 2 y 4 aumentan la presencia de

Glut4 en la MP de MS al observarse una mayor intensidad de DAB comparado con el
control DM + Vehiculo. Sin embargo, solo la cucurbitacina 1 promovid la translocacion
de Glut4 de manera estadisticamente significativa, alcanzando una presencia de este
transportador en MP similar a la del control NDM (correspondiendo al 99.70 + 16.87%
del control NDM + Vehiculo) y estadisticamente diferente a DM + Vehiculo (p<0.001),
(Figura 8B). Aunque 2 y 4 aumentan mas de 100% la cantidad de Glut4 en la MP
comparado con DM+Vehiculo su cantidad es menor al observado en NDM+Vehiculo
(62.37x15.96% y 37.99+5.27% respectivamente). No obstante, estos compuestos
también reducen la glucemia en DM de manera significa lo que sugiere que estan
actuando en algin otro mecanismo o tejido blanco como el tejido adiposo.

Cabe resaltar el caso del glucdsido 2 el cual presenta una actividad sobre la
translocacion de GLUT4 (segundo lugar en actividad) significativamente similar tanto
al control NDM+Vehiculo como al DM+Vehiculo lo que pareciera indicar una activacion
parcial de la ruta de sefializacion involucrada en la translocacion de Glut4 (Figura 8B)

en este tejido. Dicho efecto parcial podria explicarse por una hidrélisis parcial del
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enlace glucosidico en C2 dando como producto la cucurbitacina 151, 0 a una interaccion
en distintos sitios de unioén de las proteinas blanco de este compuesto. Para tratar de
llegar a una conclusion es necesario realizar estudios sobre las transformaciones y

estabilidad de la 2 in vivo.

Efecto de los compuestos en la translocacion de Glut4 a la membrana
plasmatica de tejido adiposo epididimal
Se evalud el efecto de los compuestos en tejido TAE obtenido de los mismos

ratones donde se tomaron las muestras de MS. Los niveles detectados de Glut4 en MP
de TAE son menores comparados a los observados en MS en concordancia con lo
reportado en literaturaS2 (en nuestro experimento TAE NDM+vehiculo corresponde al
17% de la cantidad observada en MS NDM+vehiculo). En los individuos NDM tratados
con las cucurbitacinas y metformina la translocaciéon de Glut4 fue similar al observado
en el grupo NDM+Vehiculo (datos no mostrados). En cambio, en los grupos de DM
tratados con las cucurbitacinas 1, 2 y 4 incrementan la translocaciéon de Glut4 de
manera estadisticamente significativa comparadas con el control DM aumentando la
presencia de este transportador en MP en un 222.7%%9.84 comparado con

NDM+Vehiculo y 494.2%=+21.85 con DM+Vehiculo de manera similar a la metformina.
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Figura 8. Efecto sobre la translocacion del transportador de glucosa 4 (GLUT4) de las cucurbitacinas aisladas
del extracto de AcOEt de la raiz de L lindheimeri. A) Inmunohistoquimica (IHC) de GLUT4 translocado a
membrana plasmatica (MP) de musculo séleo y tejido adiposo en CD1 no diabéticos (NDM) y CD1 diabéticos (DM)
sometidos a tratamiento con las cucurbitacinas y metformina. B) Intensidad de diaminobencidina (DAB) como
expresion de la presencia de GLUT4 en la MP de células de musculo séleo. C) Intensidad de DAB como expresion de
la presencia de GLUT4 en la MP de células de tejido adiposo epididimal. Ambas intensidades fueron calculadas
utilizando el programa “Fiji “de Image]. NDM= ratones CD1 no diabéticos, DM= ratones CD1 diabéticos; 1= 23,24
dihidrocucurbitacina D (48mg/kg en ratones no diabéticos y 83mg/kg en ratones diabéticos),; 2= 2-0-glucopiranosil
23,24-dihidrocucurbitacina D; 4= 2,3,4,6, tetracetil la 2-0-3 glucopiranosil, 16 acetil, 23, 24 dihidrocucurbitacina D.
Cada barra denota la media * desviacion estandar. # significativo a una P<0.05 respectivamente vs DM + Vehiculo;
** *4* significativo a una p<0.01 y 0.001 respectivamente vs NDM + Vehiculo. Se muestra n=3 + EEM.
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Al comparar los datos obtenidos por inmunohistoquimica (Figura 8B y Figura
8C) contra la curva de tolerancia a la glucosa (Figura 4) indican que la cucurbitacina 1
ejerce su efecto hipoglucemiante al aumentar la captaciéon de glucosa tanto en el MS
como en el de TAE promoviendo la translocacién de Glut4 a la MP. De manera
interesante, los compuestos 2 y 4 disminuyen la glucemia de manera significativa al
compararlos con el grupo DM+Vehiculo(Figura 7B) mientras que la presencia de Glut4
en la MP no fue estadisticamente diferente a este control en el MS (Figura 8B). Sin
embargo, se observé un incremento significativo en TAE (Figura 8C) a la dosis
empleada. Estos resultados parecen indicar que el aumento en la translocacién de Glut4
a MP en tejido adiposo es suficiente para contender en gran medida con la
hiperglucemia en DM. Previamente se ha reportado que organismos knock-out (KO)
para Glut4 en musculo dan resistencia a insulina pero también lo hacen los que son solo
KO en tejido adiposo a un grado similar al KO de musculo, aun cuando el musculo capta
aproximadamente el 70% de la glucosa postprandial contra el 10% aproximado del
tejido adiposo®3. Estos resultados sugieren que el tejido TAE es muy importante para la
homeostasis de glucosa en un organismo. El compuesto 1 fue el Unico capaz de
promover la translocacion de Glut4 a MP tanto en TAE como en MS de manera
significativa y siendo este ultimo el principal aceptor de glucosa postprandial explicaria
el efecto hipoglucemiante presentado por esta cucurbitacina. Teniendo en cuenta el
comportamiento observado, los compuestos que promueven la eliminacién de glucosa
por el tejido adiposo, como las cucurbitacinas de I. lindheimeri, son ideales para el
tratamiento de la diabetes mellitus al reducir la glucosa en sangre en personas

diabéticas de forma seguray sin causar hipoglucemia.

Evaluar el efecto de 1, 2 y 4 en los segundos mensajeros involucrados en
la translocacion de Glut4 a MP en MSy TAE
Se ha determinado experimentalmente que las vias AMPK y AKT son los

principales controladores de la translocacidn de Glut4 en el tejido muscular y adiposo>+.
Para investigar el mecanismo de accion responsable de la estimulaciéon de la
translocacion de Glut4 por las cucurbitacinas, examinamos sus efectos sobre estas rutas

mediante la técnica de Western Blot como se describié previamente.
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Efecto de las cucurbitacinas en los segundos mensajeros involucrados en la
translocacion de Glut4 a membrana plasmadtica en tejido adiposo
Los resultados indican una mayor expresiéon de proteinas (segundos

mensajeros) en tejido adiposo comparado con MS (Figura 9F). Ademas se observa que
bajo las condiciones de este estudio tanto la AMPK como AKT se encuentran activas en
el control NDM; comportamiento descrito para tejido adiposo donde AMPK es capaz de
controlar la activacién de AKT por la via de mTORS5> (Figura 9G y Figura 91). En TAE, la
activacion de la enzima AKT se observé en los grupos tratados con 1, 2 y metformina,
similar al grupo NDM+vehiculo; sin embargo, la expresion total de esta enzima fue
diferente en cada grupo tratado.

Adicionalmente, se observo un aumento en pAMPK en los grupos tratados con 1,
4 y metformina en comparacién con DM + Vehiculo; la cantidad de pAMPK fue similar
ala observada en el control NDM (Figura 9G) pero la expresién total de esta enzima fue
diferente en cada grupo tratado (Figura 9H). La activacién de la via parece depender de
la cantidad de enzima activada independientemente de la proteina total expresada. Los
compuestos 1, 4 y metformina activan AMPK de manera similar, lo que sugiere que las
dosis utilizadas pueden inducir la activacion de una cierta cantidad de enzima
independientemente de la enzima total disponible. En nuestros experimentos
observamos variaciones entre la expresion de proteinas, las cucurbitacinas 1, 2 y 4
parecen ser capaces de modificar la expresion de AMPK y AKT en TAE. No obstante, se
desconoce como los compuestos influencian la expresion de estas enzimas.

Aunque el compuesto 4 no caus6 un aumento de la fosforilacion de AKT (Figura
61), si promovié la activacion de AMPK, la translocaciéon de la membrana Glut4 y la
reduccion de la hiperglucemia. Estos resultados, junto con la activacidn relativa de
AMPK (Figura 9G), junto con la inhibicién de la activacion de AKT (Figura 9I) en el grupo
DM, sugieren que en TAE, la via AMPK y no la via AKT es la principal responsable del
aumento en translocacion de Glut4 a MP en diabéticos tratados con cucurbitacinas 1, 2
y 4. Lano activacion de AKT por el compuesto 4 puede significar que las cucurbitacinas
de I lindheimeri estan activando AMPK y AKT de manera independiente en este tejido.
Esta propuesta se ve apoyada por el hecho de que 4 tiene una conformacidn diferente a

las cucurbitacinas 1-3. Sin embargo, el modelo de diabetes que utilizamos, interrumpe
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la via de sefializacion de la insulina®6,por lo que la falta de activaciéon podria estar mas
relacionada con 4 no regulando positivamente la via de sefalizacién de AKT, que
interactuar independientemente con ella. Por otro lado, la no activaciéon de AKT se
asemeja mas al comportamiento observado en SM que puede explicarse por la
estructura de la cucurbitacina y cémo interactiia y activa AMPK. Se requieren mas
estudios para corroborar estas hipotesis.

El tratamiento con cucurbitacina 2 tuvo la menor cantidad de pAMPK, aunque
aumenta el pAMPK en comparacion con DM + Vehiculo también tenia la expresion total
mas baja y AMPK. Sin embargo, el tratamiento con este compuesto es capaz de inducir
la translocacion de Glut4 al mismo nivel que las otras cucurbitacinas y metformina
(Figura 5C), esto podria indicar que los niveles de pAMPK alcanzados son suficientes
para promover la translocacién de Glut4 de manera significativa. Por otro lado, este
compuesto también aumenta el pAKT en forma similar al control del vehiculo NDM +
(Figura 61), por lo que la activaciéon dual de estas vias podria ser responsable de la

translocacion Glut4 observada.

Efecto de las cucurbitacinas en los sequndos mensajeros involucrados en la translocacién
de Glut4 a la membrana plasmadtica (MP) en miisculo sdéleo (MS)
Nuestros resultados demuestran que de las tres cucurbitacinas evaluadas solo

la 1 promueve la fosforilaciéon (activacion) de AMPK de manera similar al compuesto
control metformina de manera estadisticamente significativa en MS. Esta actividad
podria explicar la induccidon de la translocacién de Glut4 inducida por 1, es similar a la
del grupo NDM+vehiculo y mas alta que la del grupo DM con metformina (Figura 8B). La
cucurbitacina 2 indujo la presencia de pAMPK comparable a la del grupo de control
NDM, mientras que 4 mostré una mayor activaciéon. Sin embargo, ambos fueron menos
activos que la metformina (Figura 9B). Es posible que los incrementos de pAMPK
inducidos por 2 y 4 no fueran suficientes para promover la translocacién de Glut4 de
manera significativa (Figura 8B) en MS. La expresion total de AMPK disminuy6 en los
grupos de DM tratados con cucurbitacinas o metformina en comparacién con NDM
(Figura 9C). Por otro lado, ninguno de los tratamientos con cucurbitacinas tuvieron un

efecto positivo sobre la fosforilacion de AKT (pAKT)(Figura 9D) en MS. Todos los
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grupos mantuvieron niveles bajos similares al control DM. Si consideramos que se
utilizé un modelo de diabetes inducida que interrumpe la via de sefnalizacion de insulina
la cual media la translocacion de GLUT4 via la fosforilacion de AKT>, estos resultados
indican que las cucurbitacinas empleadas en este estudio no ejercen su efecto activando
a esta enzima, pero si activan AMPK en ausencia de insulina en el muisculo. Ademas, se
ha informado que la activacién de AMPK inhibe la activacién de AKT en este tejido57:8.

La administracion de 1 parece promover la expresion de AKT o acumulacién de
AKT (Figura 9D). Esto podria deberse a la activacion de AMPK la cual tiene un efecto
inhibitorio sobre el receptor alfa activado por proliferador de peroxisoma (PPAR«) el
cual a su vez regula la expresion de AKT5?. Sin embargo, este efecto no se observa con
metformina el cual es también un activador de AMPK lo que podria indicar que este
efecto se debe a un mecanismo distinto, o bien, a la activacion directa de la

transcripcion.
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Muisculo Séleo Tejido adiposo epididimal
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Figura 9. Determinacion del efecto de las cucurbitacinas sobre los segundos mensajeros
involucrados en la translocacion de Glut4. A) Analisis de densitometria de la relacién pAMPK/GAPDH
en musculo séleo (MS); B) Analisis de densitometria de las relaciones AMPK/GAPDH en MS; C) Analisis
de densitometria de las relaciones pAKT/GAPDH en MS; D) Anélisis de densitometria de las relaciones
pPAMPK / GAPDH en MS. E) Anadlisis de densitometria de la relacion pAMPK/GAPDH en tejido adiposo
epididimal (TAE); F) Analisis de densitometria de las relaciones AMPK/GAPDH en TAE; G) Analisis de
densitometria de las relaciones pAKT/GAPDH en TAE; H) Andlisis de densitometria de las relaciones
pAMPK/GAPDH en TAE. El contenido proteico de GAPDH se us6 como control de carga. Se muestran las
medias de n=3+E.E.M. *, ** significativo a una P<0.01 y 0.001 respectivamente vs NDM + Vehiculo.
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Estos resultados, junto con los observados en TAE y la translocacién de la
membrana Glut4 en ambos tejidos parecen indicar que las cucurbitacinas 1-4
disminuyen la glucemia al promover la translocacién de Glut4 a PM mediante la
activacion de AMPK en SM (cucurbitacina 1) y tejido TAE (cucurbitacina 1, 2 y 4).
Ejerciendo su efecto principalmente sobre el tejido adiposo ya que el aumento en el
transporte de glucosa en este tejido es suficiente para tratar la hipoglucemia
caracteristica del modelo de diabetes mellitus utilizado en este experimento.

Teniendo en cuenta nuestros resultados y la evidencia disponible sobre la
importancia del tejido adiposo en la homeostasis energética, proponemos que las
cucurbitacinas de I lindheimeri ayudan a lidiar con la hiperglucemia y mejoran el
aclaramiento de glucosa al estimular la absorcidn de este carbohidrato principalmente
en el tejido adiposo al promover la translocaciéon de Glut4 a PM de una manera

dependiente de AMPK.

Estudios previos han evaluado distintas cucurbitacinas en adipocitos y miocitos
que inducen la activacion de AMPK similar a la observada con AICAR en ambos tejidos
in vitro. Cuando esos triterpenos se evaluaron in vivo, observaron un aumento en el
consumo de oxigeno (VO2) y la relaciéon de intercambio respiratorio (RER), que se
relacionan con el gasto de energia y la oxidacion de acidos grasos, respectivamentel9;
dos procesos metabodlicos donde el tejido adiposo juega un papel importante. La
producciéon de lactato puede alterar el RER (el organismo intenta compensar el
aumento de lactato y reducir la acidificacion de la sangre al expulsar mas CO2 a través
del sistema respiratorio)®?. Ademas, aunque hay una reduccidn en el nivel reportado de
RER, es mas alto que 0.7, cayendo en el rango de 0.7-1.0 que indica una mezcla de acidos
grasos y carbohidratos como fuente de energia®l.

Se ha demostrado que un aumento de la absorcion de glucosa por el tejido
adiposo conduce a la produccién de aproximadamente el 70% de lactato. En este
estudio se sobre expresaron Glut4 y hexoquinasa II (HKII) para aumentar la absorcion
de glucosa®2. Del mismo modo, las cucurbitacinas 1-4 aumentan la captacion de glucosa
al aumentar la translocacion de Glut4 a PM en TAE a través de la activacion de AMPK;

ademas se ha reportado que la activacién de AMPK aumenta la expresién de HKII63.64,
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La glucosa es transportada por Glut4 y es fosforilada por HKII; esta cinasa esta regulada
por un mecanismo de inhibicién de retroalimentacién inhibido por la glucosa 6-
fosfato®s. La eliminacién de lactato requiere su oxidaciéon a piruvato por la lactato
deshidrogenasa, luego el piruvato se oxida a diéxido de carbono en el ciclo de Krebs
para posteriormente generar energia 6. Adicionalmente, se ha reportado que en
ratones con glucemia de 5 mmol / L = 90.08 mg / dL la tasa de conversion lactato-
piruvato es baja comparada con ratones con una concentracion de glucosa de 20 mmol
/ L =360.32 mg / dL donde, la tasa de conversion de lactato-piruvato aumenté. En
conjunto con el aumento en la tasa de conversidon se reportd una mejora en la
sensibilidad sistémica de insulina y tolerancia a glucosa®2. Este comportamiento es
consistente con el efecto inducido por las cucurbitacinas, en el qué individuos
diabetizados con una glucemia superior a 200 mg / dL se observé una disminucién de
la glucemia.

Teniendo en cuenta nuestros resultados y la evidencia disponible sobre la
importancia del tejido adiposo en la homeostasis energética, proponemos que las
cucurbitacinas disminuyen la hiperglucemia y mejoran el aclaramiento de glucosa al
estimular la absorcién de este carbohidrato, principalmente en el tejido adiposo y
promoviendo la translocacién de Glut4 a PM de manera dependiente de AMPK. Ademas
del aumento en la translocacién de Glut4, la activacion de AMPK también aumentaria la
captaciéon de glucosa al activar HKIL. El aumento de la entrada de glucosa se
metabolizaria en lactato y se convertiria en glucégeno o se metabolizaria en glicerol 3-
fosfato (clave para la deposicidn de grasa) en el tejido adiposo, o viajaria en el torrente
sanguineo al higado donde se convertiria en piruvato, ingresar a la cadena respiratoria,
sin afectar los niveles sistémicos de glucosa y triacilglicerol. Ademas, la eliminacion del
lactato explicaria la disminucién de glucemia; el aumento en el VO2 y la disminucién en
el RER reportado para las cucurbitacinas de Momordica charantial®. Por lo tanto,
proponemos que este pudiera ser el mecanismo de accion general para las
cucurbitacinas. Sin embargo, aun se necesitan mas estudios para corroborar esta

hipotesis.
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Acoplamiento molecular
De acuerdo con nuestros resultados 1, 2 y 4 aumentan la captacion de glucosa al

promover la translocaciéon de Glut4 a través de AMPK o ambas vias AMPK / AKT. Para
evaluar si los compuestos 1, 2 y 4 podrian unirse a las estructuras AKT y AMPK, se
realizé un analisis de acoplamiento como se describe en la secciéon 2.9. AMPK es una
proteina quinasa heteromérica compuesta por una subunidad catalitica (a) y dos
reguladoras (B y y) que detecta la proporcion de nucleétidos de adenina mediante la
union competitiva de AMP, ADP y ATP a cuatro motivos de cistationina (3-sintetasa
(CBS), que funcionan como sitios de unién de nucle6tidos de adenina®7.68,

Los resultados del acoplamiento indicaron que la cucurbitacina 1 puede unirse
a CBS1, CBS3 y CBS4 con alta afinidad. Curiosamente, el analisis indic6 que la afinidad
del compuesto 2 con los sitios CBS 1 y 3 era aproximadamente 80 y 6 veces mayor que
la del compuesto 1, pero la afinidad con CBS4 era baja (Tabla GB).

La cucurbitacina 1 se estabilizé en 4 A de los mismos aminoacidos que
interactian con los nucleétidos de adenina en los motivos CBS1, CBS3 y CBS4. Este
compuesto mostré posibles enlaces H entre R2-OH y el oxigeno en el enlace peptidico
de Arg152; el -OH de C20 también con el O en el enlace peptidico de Arg152; y el -OH
de C25 con el -0 en la cadena lateral Thr89 en CBS1. Se sabe que Thr89 forma un enlace
H con el fosfato de AMP en condiciones fisioldgicas. En CBS3 1 mostré posibles enlaces
H entre el oxigeno en C1 y el hidrégeno de N3 de la cadena lateral de His298; el -OH de
C20 con el -0 en el enlace peptidico de Gly275; y el —-OH de C25 con el -0 del enlace
peptidico de Arg299; tanto His298 como Arg299 forman enlaces H con AMP con el
fosfato y la adenina respectivamente. Ademas, aunque R10H no mostré interacciones
en este analisis, el hidrégeno del -OH esta justo en 2.6A del N3 de His298 y también
podria estar formando un enlace H con este &tomo. En el sitio CBS4, 1 mostré enlaces H
potenciales entre -0 de C1 y -H de N del enlace peptidico de Ala205; este aminoacido
forma un enlace H con la adenina de AMP; También hay un enlace H entre el -OH de R1
con el -0 del enlace peptidico de 112046970 (Figura 10B).

El compuesto 2 se localizé dentro de 4A de la mayoria de los aminoacidos que
interaccionan con los nucle6tidos de adenina en los motivos CBS1, CBS3 y CBS4. Sin

embargo, siendo esta cucurbitacina mas voluminosa que el compuesto 1, por
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impedimento estérico, no pudo interactuar con los mismos aminoacidos que su
aglicona. En el sitio CBS1 estaba mas alla de 44 de Arg152; en el sitio CBS3 de Gly275,
Asp245, Ser242 y Arg70; y en el sitio CBS4 de Ser316, Ser226, Ala227, lle312 (aunque
estaba cerca de Ile311) y Ser314. Esta cucurbitacina mostré posibles enlaces H entre
R1-GlucC2-OH y el oxigeno en el enlace peptidico de Val83 y R1GlucC6-OH con el
oxigeno del enlace peptidico de Met85 en el motivo CBS1; se sabe que Met85 forma un
enlace H con la ribosa de AMP en condiciones fisiologicas. En el motivo CBS3 mostré
enlaces H potenciales entre el -OH de R1GlucC4 y el -0 del enlace peptidico de Glu296;
la-0de R2C16 conla -H de N en el enlace peptidico de Leu277; este aminoacido forma
un enlace H con la adenina de AMP®?; y el -OH de C20 con el -0 del enlace peptidico de
Arg299. Finalmente, en el sitio CBS4, la cucurbitacina 2 tenia enlaces H potenciales
entre el -0 en R1GlucC2 y el -H del N del enlace peptidico de Ala205 (Figura 10B).

De los aminoacidos ubicados dentro de 44, Val276 y Leu277 en el motivo CBS3
e Ile312 en CBS4, se ha demostrado que son esenciales para el correcto funcionamiento
y activacion de AMPK®?. His151 se une a los grupos fosfato y His298 forma enlaces de
hidrégeno con los fosfatos de los nucleétidos de adenina tanto en CBS3 como en CBS479.
Estos resultados de acoplamiento sugieren que las cucurbitacinas 1y 2 pueden no solo
estar en la proximidad de aminodacidos importantes para la activacién de AMPK, sino
que también pueden interactuar en los motivos CBS de forma similar a como AMP activa
esta quinasa. El andlisis de acoplamiento también indic6é que C1, C2 y sus sustituyentes
probablemente interactien con CBS3 y CBS4, los mas importantes para la deteccion de
nucleétidos de adenina y la activacién de AMPK, que es congruente con lo que se
inform¢ anteriormente para este dominio, siendo el mas importante para otros efectos

bioldgicos de las cucurbitacinas’1.72,

Sorprendentemente, al comparar los resultados de afinidad con los resultados
de activacion de AMPK (Figura 9) para el compuesto 2, observamos que incluso cuando
tiene una alta afinidad por estos dos sitios, particularmente con CBS3, que se considera
el sitio sensor de nucleétidos de adenina, la activacion de esta quinasa es casi la mitad
de la observada en DM tratada con 1 en EAT y mucho menor en SM. Algunos estudios

han demostrado que es precisamente esta uniéon de AMP al sitio CBS4 la que estabiliza
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la molécula en una conformacién que permite la preferencia de uniéon de AMP al sitio
CBS3 manteniendo la relacién de alta afinidad por AMP / baja afinidad por ATP; cuando
CBS4 no se une al AMP, esta relacion de afinidad se invierte aumentando la afinidad por
el ATP, lo que impide la deteccion de nucleétidos de adenina y, por tanto, la activacion
de AMPK®9. Nuestros resultados de acoplamiento indican que es probable que estos
compuestos interactiuen con AMPK de manera similar a AMP y ADP en los motivos
CBS1, CBS3 y CBS4, por lo que parece logico que, al no tener una alta afinidad por el
sitio CBS4, la cucurbitacina 2 tenga menos efecto sobre la activacion de esta enzima.

Se observéd que el compuesto 4 estaba unido a un sitio diferente de la estructura
cerca de los otros compuestos, pero con una afinidad muy baja. Aunque el analisis de
acoplamiento indicé que el compuesto 4 (un compuesto mas voluminoso) no se une
adecuadamente a ninguna de las estructuras, estos resultados no descartan la
interaccion de este compuesto con las quinasas. Dado que las estructuras de las
proteinas son bastante dinamicas, es posible que en otra conformacién esta proteina
pueda unirse al compuesto 4 con mayor afinidad.

AKT es una proteina quinasa de serina-treonina activada por la fosforilaciéon de
los dos residuos criticos: Thr308 y Ser473, que induce un cambio conformacional
sustancial aumentando su actividad quinasa?’3. El analisis de acoplamiento de nuestros
compuestos contra esta quinasa indic6 que los compuestos 1y 2 pueden unirse con alta
afinidad a un sitio cercano al sitio de unién del inhibidor competitivo de AKT G98, con
valores tedricos de Kd de 1.43 y 37.05 uM, respectivamente (Figura 104, Tabla G).
También se observo que, a diferencia del inhibidor de G68, los compuestos 1y 2 no
bloquean el acceso de ATP al sitio de unién. Con respecto al compuesto 4, los resultados
indicaron que puede unirse, pero con baja afinidad, a un sitio diferente cerca de la
entrada al sitio de union de ATP. Al relacionar este resultado con los de la Figura 9],
donde se observa que las cucurbitacinas 1 y 2 promueven la activacion de AKT en EAT,
parece contradictorio que las interacciones de estos compuestos sean cerca de un sitio
de inhibicion de AKT. Sin embargo, se ha informado de que los inhibidores competitivos
con ATP causan una hiperfosforilacion de AKT al estabilizar una conformacion en la que
ambos sitios fosforilados eran inaccesibles para las fosfatasas’374, Como nuestros

compuestos muestran una alta afinidad por el sitio de unién del inhibidor competitivo,
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pero no bloquean el acceso de ATP, es posible que ayuden a estabilizar la conformacion
de AKT para mantener la fosforilacién por AMPK, permitiendo asi la unién de ATP
creando un bucle de retroalimentacién positiva para la activaciéon de la via AKT. En la
misma linea de pensamiento, siendo 4 el compuesto mas voluminoso, su impedimento
estérico impediria la formacién de la conformacion estable de AKT, lo que explicaria
por qué no observamos un aumento de pAKT en los grupos tratados con este
compuesto. Sin embargo, se necesitan mas estudios para corroborar esta hipdtesis.
Probablemente la actividad de 4 se deba a su cambio de conformacién en comparacion
con las cucurbitacinas 1, 2y 3. Este resultado sugiere que posiblemente 4 se une a AMPK

y AKT en sitios distintos de los sitios de unién de 1y 2 (Figura 10).

Tabla G. Resultados del analisis de acoplamiento de los compuestos 1, 2 y 3. A) con el sitio activo de AKT y B)
con sitios de cistationina 3-sintetasa (CBS) de AMPK. B.E. = energia de enlace, Kd = constante de disociacion estimada.
Noétese que no se encontrd ningun enlace.

A) AKT
Compuesto 1 Compuesto 2 Compuesto 4
Sitio de B.E. Ka (uM) B.E. Ky B.E. K
interaccion kCal/mol kCal/mol (uM) kCal/mol (mM)
Sitio de unién a -7.97 1.43 -6.05 37.05 -3.05 5.83
ATP
B) AMPK
Cbs1 -6.46 18.4 -9.08 0.22 -3.23 4.26
Cbs3 -6.31 23.57 -7.32 411 -3.3 N.B.
Cbs4 -6.36 21.83 -3.46 2890 -1.73 54.39
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Figura 10. Union de los compuestos 1y 2 a AKT y AMPK. A) Unién de los compuestos 1y 2 al sitio de unién de
ATP de AKT que muestra el inhibidor G98, compuestos 1 y 2 unidos. B) Unién de los compuestos 1 y 2 a los sitios de
cistationina 3-sintetasa (CBS) CBS1, CBS3 y CBS4 de AMPK. Los paneles muestran los residuos del sitio activo de las
enzimas ubicadas dentro de 44 de los compuestos 1y 2. Los aminoacidos (coloreados en verde) y los compuestos 1
(coloreados en rosa) y 2 (coloreados en magenta) se muestran como barras. Para AKT, el inhibidor G98 se muestra
en cian, mientras que para AMPK, ADP unido a CBS1 y AMP unido a CBS3 y CBS4 se muestran en amarillo. Los enlaces
H de los compuestos con residuos del sitio de unién de las enzimas se indican con una linea discontinua naranja. La

figura se dibujé con pymol Version 2.1.0 (Schrédinger, LLC; https://sourceforge.net/p/pymol).

Estos resultados indican que las cucurbitacinas pueden, de hecho, unirse y modular la

actividad de las quinasas AKT y AMPK, promoviendo la translocacién de Glut4 a la

membrana de una manera dependiente del tejido.
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Figura 11. Mecanismo de acciéon tejido dependiente propuesto para las cucurbitacinas aisladas de L
lindheimeri. Las cucurbitacinas disminuyen la hiperglucemia y mejoran el aclaramiento de glucosa al estimular la
absorcién de este carbohidrato principalmente en el tejido adiposo. 1, 2 y 4 promueven la translocacién de Glut4 a
MP activando directamente a AMPK en los sitios CBS3 y CBS4 y en tejido adiposo indirectamente a AKT (AMPK
regularia positivamente a AKT). Ademads del aumento en la translocacién de Glut4, el aumento de la entrada de
glucosa se metabolizaria en lactato y se convertirfa en glucégeno o se metabolizaria en glicerol 3-fosfato (clave para
la deposicién de grasa) en el tejido adiposo o viajaria en el torrente sanguineo al higado donde se convertiria en
piruvato, ingresar a la cadena respiratoria, sin afectar los niveles sistémicos de glucosa y triacilglicerol.

Evaluacion del efecto sobre la produccion de glucosa a partir de piruvato de las
cucurbitacinas 1,2y 4

No obstante, la relativamente baja translocacién de Glut4 a PM, la no activacion de
AMPK en MS y el efecto antihiperglucémico presentado por los compuestos 2 y 4
también sugiere un mecanismo de accion independiente de la via de sefalizacion de
Glut4. La actividad antihiperglucémica se ha asociado con la inhibicién de la liberacion

de glucosa hepatica; otro mecanismo de accidon independiente de la insulina que se ha
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descrito para la cucurbitacina D27, raz6n por la cual se decidié llevar a cabo una curva
de tolerancia al piruvato.

Se realiz6 una prueba de tolerancia a piruvato con el fin de determinar si la
cucurbitacinas aisladas de I lindheimeri tienen algun efecto sobre la gluconeogénesis
hepatica como se describié previamente. Los resultados indican que ninguna de las
cucurbitacinas evaluadas fue capaz de inhibir el aumento en la glucemia observado tras
la administracion de piruvato, mas aun los tratamientos aumentan la produccion de
glucosa a partir de este precursor. Tanto 1 como 4 aumentan la glucemia a mas del
doble a partir de los 15 minutos, no obstante, en el grupo tratado con el compuesto 1 se
observa una pronunciada disminucién de glucemia a partir de este intervalo de tiempo
regresando a valores basales. En cambio, el compuesto 4 provoca un aumento de
concentracion en la glucosa en sangre el cual se mantiene hasta el minuto 60 a partir
del cual la glucemia comienza a disminuir. Finalmente, el compuesto 2 si bien aumenta
la glucemia, lo hace de una manera gradual y en menor medida que las otras dos
cucurbitacinas alcanzandose el maximo al minuto 60 a partir del cual comienza a
disminuir la concentracién de glucosa en sangre. Nuevamente, se observan tres
comportamientos muy diferentes entre las moléculas los cuales pueden ser explicados
por la diferencia entre sus estructuras, en conjunto todas las cucurbitacinas parecen

aumentar la produccion de glucosa a partir de piruvato.
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Figura 12. Efecto sobre la produccién de glucosa a partir de piruvato de las cucurbitacinas 1, 2 y 4. Curva de
tolerancia a piruvato. NDM=ratones CD1 no diabéticos, DM=ratones CD1 diabéticos; 1= 23,24 dihidrocucurbitacina;
3= 2,16 diacetil 23,24 dihidrocucurbitacina D; 2=  2-0-glucopiranosil 23,24-dihidrocucurbitacina D; 4= 2,3,4,6,
tetracetil la 2-0-f3 glucopiranosil, 16 acetil, 23, 24 dihidrocucurbitacina D. Se muestra n=3 + EEM.
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Considerando el mecanismo de accidn de las cucurbitacinas de aumentar la absorcién
de glucosa, y la propuesta de que este incremento promueve la produccion de lactato y,
por lo tanto, la produccién de piruvato, el aumento de la gluconeogénesis podria
deberse a que los otros mecanismos para procesar el piruvato (glucogenogénesis,
metabolizado a glicerol 3-fosfato o ingresar a la cadena respiratoria) ya estan saturados
entonces, cuando se administra piruvato de sodio, la mayor parte se anabdliza a
glucosa. Sin embargo, se necesitan mas pruebas para saber a qué nivel las

cucurbitacinas realizan su efecto potenciador de gluconeogénesis.

Otros resultados
La creciente evidencia de que los compuestos farmacolégicos llevan a cabo sus

efectos mediante diferentes blancos ha llevado a proponer el concepto de compuestos
con blancos terapéuticos multiples. Los productos naturales son una buena fuente de
nuevos compuestos debido a su diversidad y estructura compleja y la mayoria tienen
blancos multiples. Existen estudios que hablan de la actividad antiinflamatoria de
AMPK al inhibir la liberacién de citosinas pro inflamatorias, caracteristicas de la
inflamacion de grado bajo, relacionadas con desordenes metabdlicos y desarrollo de
cancerl248,

Tomando esto en cuenta se decidi6 probar la actividad el efecto de las cucurbitacinas
sobre otras actividades reportadas para el “Wereque”. Se evaluaron de manera
preliminar las actividades antiinflamatoria y antiproliferativa de las cucurbitacinas

aisladas de la raiz de I. lindheimeri y sus derivados acetilados.

Actividad antiinflamatoria
Se evalué la actividad antiinflamatoria de las cucurbitacinas 1, 2, 3 y 4 mediante

la prueba de 13-acetato de 12-tetradecanoilforbol (TPA) en funcion de la inhibicién de
edema provocado por la administracion de este compuesto (Figura 13). Los resultados
de esta prueba mostraron que los compuestos 1, 3 y 4 inhibieron el edema del 67.73+
10.28%, 87.27t6.56% y 71.14+12.65%, respectivamente, generado por TPA. Es
importante resaltar que la acetilaciéon en la posicibn C2 aumenta la actividad

antiinflamatoria de ambas cucurbitacinas nativas; el caso mas notable el de los
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compuestos 2 y su derivado acetilado 4 donde la actividad aumenta 96.80% (de
2.2745.63 a 71.14+ 12.65%) de inhibicion. Este efecto también se observa, aunque en
menor medida en los compuestos 1 y su derivado acetilado 3 donde el aumento de
actividad fue de un 22.39% siendo este ultimo el compuesto de mayor actividad

antiinflamatoria.
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Figura 13. Evaluacion de la actividad antiinflamatoria de los compuestos 23,24-dihidrocucurbitacina D(1),
Acetato de 23,24-dihidrocucurbitacina D (3), 2-0-glucopiranosil 23,24-dihidrocucurbitacina D(2), acetato de 2-0-
glucopiranosil 23,24-dihidrocucurbitacina D(4). ** p<0.01 vs TPA. Se muestra n=3 + EEM.

Actividad citotéxica
La inflamacion predispone al desarrollo de cancer y promueve todas las etapas

de la tumorigénesis’>; teniendo en cuenta los resultados positivos de la prueba de

actividad antiinflamatoria se decidié evaluar la actividad antiproliferativa de los
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compuestos 1-4 en las lineas celulares cancerosas: U251= glia de sistema nervioso
central, PC-3= prostata, K562= leucemia, HCT-15= colon, MCF-7= mama y SKLU=
pulmon a una concentracion de 50pg/mL (Figura 14A). De los compuestos evaluados
1, 3 y 4 mostraron un porcentaje de inhibicién superior al 60% en todas las lineas
celulares empleadas en este experimento; nuevamente el compuesto 2 mostré poca
actividad biologica.

Tras comprobarse la actividad citotéxica se evalu6 la concentracién inhibidora
maxima media (ICso) de los compuestos 1, 3y 4 en U251, PC-3 y SKLU-1 (Figura 14B)
donde el compuesto mas efectivo fue el 1 seguido del 4 y finalmente el 3. Nuevamente,
se resalta la importancia de la posicion C2 para la actividad biolégica de estos
compuestos, ya que en el caso de 2 y 4 la acetilacién de este compuesto le confiere una
actividad citotdxica alta y de gran efectividad, mientras que, si bien los compuestos 1y
3 presentan actividad citotoxica, el compuesto 1 pierde cierto grado de efectividad al

encontrarse acetilado en C2 y C16(cucurbitacina 3).
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Figura 14. Actividad antiproliferativa de las cucurbitacinas aisladas de I. lindheimeri y sus derivados
acetilados. A) Prueba de citotoxicidad a una concentracién de 50pg/mL B) Concentracién inhibidora maxima media
en tres lineas celulares. 23,24-dihidrocucurbitacina D (1), Acetato de 23,24-dihidrocucurbitacina D (3), 2-0-
glucopiranosil 23,24-dihidrocucurbitacina D (2), acetato de 2-0-glucopiranosil 23,24-dihidrocucurbitacina D (4) en
funcién de la inhibicién de crecimiento en las lineas celulares (U251= glia de sistema nervioso central, PC-3=
proéstata, K562= leucemia, HCT-15= colon, MCF-7= mama y SKLU= pulmén) y etoposido como control positivo. n=3
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Conclusiones

Los resultados obtenidos muestran que el extracto de AcOEt de la raiz de L
lindheimeri y las cucurbitacinas 1 y 2 asi como el derivado acetilado 4 reducen la
glucemia in vivo en un modelo de diabetes inducida. Los tres compuestos estimulan la
absorcion de glucosa al promover la translocacién de Glut4 a PM a través de la via AMPK
de manera independiente de la insulina tejido especifica, teniendo su efecto principal
en el tejido adiposo. Estos resultados indican que a pesar de que I. lindheimeri no es la
especie tradicionalmente usada para el tratamiento de diabetes, esta especie posee
propiedades antidiabéticas, constituyéndose como una nueva fuente potencial para la
obtencion de nuevos compuestos para el tratamiento de diabetes. Nuestros resultados
se unen a las evidencias que sugieren que el tejido adiposo juega un papel primordial
en el desarrollo de diabetes y sus sintomas destacandolo como un blanco terapéutico y
compuestos capaces de aumentar la absorciéon de glucosa en este tejido, como las
cucurbitacinas 1, 2 y 4, farmacos potenciales para el tratamiento de la diabetes.
Mostramos ademas la importancia del sustituyente de la posicion C-2 de estos
compuestos para ejercer un efecto sobre la glucemia y los mecanismos de accién de los
efectos observados. C-2 es importante también en las actividades antiinflamatoria y

anti proliferativa de estos triterpenos.
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