0L TERAL MTORDRE gy
X
Sy T
N |

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE QUIMICA

Re-investigacion fitofarmacologica de la especie Anoda
cristata (L) Schltdl. (Malvaceae)

TESIS

QUE PARA OBTENER EL TiTULO DE

QUIMICA FARMACEUTICA BIOLOGA

PRESENTA

NANCY GALICIA MONTIJO

W CIUDAD UNIVERSITARIA, CD. MX., 2022
e @Ps—



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: Dra. Elia Brosla Naranjo Rodriguez
SECRETARIO: Dra. Berenice Ovalle Magallanes
1er. SUPLENTE: Dra. Isabel Del Carmen Rivero Cruz

2° SUPLENTE: Dra. Elena Guadalupe Ramirez Lépez

SITIO DONDE SE DESARROLLO EL TEMA:

Laboratorio 111, Edificio E, Departamento de Farmacia

Facultad de Quimica, Universidad Nacional Autébnoma de México

TUTORA

Dra. Berenice Ovalle Magallanes

SUSTENTANTE

Nancy Galicia Montijo



AGRADECIMIENTOS

A la Universidad Nacional Autbnoma 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 las doctoras Rachel Mata Essayag y Elia Brosla Naranjo Rodriguez por sus
correcciones y comentarios al documento de tesis.

Al M. en C. Rafael Torres Colin, del Instituto de Biologia de la UNAM por la identificacion
botanica del material vegetal empleado en esta investigacion.

Al Dr. José 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
realizacién de los ensayos basados en células hepaticas.

Al Dr. Mario A. Figueroa Saldivar del departamento de Farmacia de la Facultad de Quimica
de la UNAM por su apoyo en la adquisicion de los cromatogramas de las muestras
analizadas.

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, y a la Q. Marisela
Gutiérrez Franco de la Unidad de Servicios de Apoyo a la Investigacion y a la Industria
(USAII) de la Facultad de Quimica, por el registro de los espectros de resonancia magnética
nuclear e infrarrojo, respectivamente.



DEDICATORIAS



iNDICE

RESUMEN ...ttt ettt e e e st bt e e e e bt e e e e mb et e e e ennb e e e e anneeeeeannnes 1
1. ANTECEDENTES ...ttt et e e e e e e e 2
1.1 Generalidades botanicas y etnomédicas de Anoda cristata..............ccccceeuieeeeencnnen.. 2

1.2 Estudio de la polivalencia farmacologica de las plantas medicinales antidiabéticas..7

1.3 Problematica actual de la Diabetes Mellitus ...............ooooeiiiiiiiiiiieeeeee e 8
1.4 Enzimas de interés para el tratamiento de la diabetes ..., 14
1.4.1 Inhibidores de a-glucosidasas (AGIS) ........couiiiieiiiiiie e 14
1.4.2 Inhibidores de proteina tirosina fosfatasa 1B (PTP1B) ......cccoocoiiiiiiiiiiiiiieen, 16
1.4.3 Inhibidores de glucosa-6-fosfatasa (G6Pasa)...........ccccovueeeeiiiiiiiiiiiiececiieeens 18
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA ... .o 20
HIPOTESIS ...ttt et e et een s enn s eaeae e ananas 20
OBUETIVOS ..ttt ettt e e e et e e e e nbe e e e e e neeeeeeannes 20
METODOLOGIA ...t en e ean e e e, 22
5.1 Material VEGELaL.........cooiiiiiiie e 22
5.2 Preparacion de los extractos vegetales ...........ccuuvviiiiiiiiiiiii 22
TR I =] (1o [ o o [ WY 0 1o o RS SRR R 23
5.3.1 Cromatografia en capa fina...........ccooiiiiiiiii e 23
5.3.2 Cromatografia de HQUIAOS .........c.ueiiiiiiiiiiii e 24
5.3.3 Métod0S SPECLIOSCOPICOS ... .uuuuuuuuriuuiiuiiiiiiieeeiteeteeeeeeeeeeeeeeeeeesseeeeeeeeeeeeeeeeeeeneeeees 24

5.3.4 Separacion de los componentes de la fraccion A3 (residuo soluble en MeOH) 24

5.4 Evaluacion farmacolOgiCa .........oouuiiiiiiiiiee e 25
5.4.1 Ensayo de inhibicién de la enzima a-glucosidasa (aGHY) in vitro..................... 25
5.4.2 Ensayo de inhibicién de proteina tirosina fosfatasa (PTP1B) in vitro................. 25
5.4.3 Cultivo celular y preparacion de fracciones organicas..........cccceeeeeecviveeeeeeeeens 26
5.4.4 Determinacion del potencial citotdxico de las fracciones organicas de la
decoccion €N hepPatoCItOS ... ..coi et 26
5.4.5 Ensayo de inhibicion de la enzima glucosa-6-fosfatasa (G6Pasa) en hepatocitos

.................................................................................................................................... 27
5.4.6 Analisis €StadiStiCO ... . .uuuuiiiiiii e 28
RESULTADOS Y DISCUSION. ..ot 29

G =] (8 o [ o T o [U Y10 o o SRR 29

6.2 Evaluacion farmacolOgiCa ..........cuuiiiiiiiiiee e 41

6.2.1 Ensayo de inhibicion de la enzima a-glucosidasa (aGHY) in vitro..................... 41



6.2.2 Ensayo de inhibicion de la enzima proteina tirosina fosfatasa 1B (PTP1B) in

171 TSR 42
6.2.3 Ensayos basados en CEIUIAS...........ccuuiiiiiiii i 44
6.2.3.1 Determinacion del potencial citotdxico de las fracciones organicas de la
decoccion €N hepPatoCItOS ... ..ot eeee 44
6.2.3.2 Ensayo de inhibicion de la enzima glucosa 6-fosfatasa (G6Pasa) en
NEPATOCITOS ... 46
CONGCLUSIONES. ...ttt e e e e e e e e e e e e st eeaeeeeeesnssreneeeaeeaans 51
PERSPECTIVAS ...ttt e e e e ettt e e e e e e e e raeeeaaeeeeennnnees 52

REFERENCIAS ...ttt 53



Lista de Figuras

Figura 1 Distribucion geogréfica de la especie A. cristata en México y areas de uso......... 3
Figura 2. Ejemplar de herbario de Anoda cristata. ...............cccccoouiiiiiiiieiiii s 4
Figura 3. Actividades farmacoldgicas de la metoxiflavona diosmetina.............cccccevieene 5
Figura 4. Actividades farmacolégicas de la metoxiflavona acacetina..............cccccceeviienens 6
Figura 5. Metoxiflavonas aisladas de la infusion de A. cristata ..............ccccoociiiciiicennnnnn. 7
Figura 6. Polivalencia farmacoldgica de los metabolitos secundarios.............ccccceeviieeeene 8
Figura 7. Blancos farmacolégicos de los agentes antidiabéticos mas comunes............... 13
Figura 8. Ubicacion y funcion de las enzimas a-glucosidasas. .........ccccoccueeeeiiiiieeeniineenne 15
Figura 9. Papel de la PTP1B en la sefializacion de la insulina.............ccccccooviiiiiiieeecnnnns 17
Figura 10. Localizacion y funcién de la enzima glucosa-6-fosfatasa (G6Pasa). ............... 19

Figura 11. Espectro IR de la fraccion de CH2Cl2 (A1) de la decoccion de A. cristata ....... 30
Figura 12. Espectro IR de la fraccion de AcOEt (A2) de la decoccién de A. cristata ........ 31
Figura 13. Espectro IR de la fraccion de MeOH (A3) de la decoccién de A. cristata ........ 31
Figura 14.Cromatogramas de las fracciones organicas de A. cristata a 254 nm. ............. 32
Figura 15. Espectros UV (panel superior) y de masas (ionizacion en modo negativo, panel
medio; ionizaciéon en modo positivo, panel inferior) de la acacetina (1). .........cccceeeiiiieenn. 33
Figura 16. Espectros UV (panel superior) y de masas (ionizacion en modo negativo, panel
medio; ionizacién en modo positivo, panel inferior) de la diosmetina (2). .........cccccoeeueeeen. 33
Figura 17. Espectros UV (panel superior) y de masas (ionizacion en modo negativo, panel
medio; ionizacion en modo positivo, panel inferior) del compuesto mayoritario de la

fraccion solubilizada en MEOH (A3) ......coi e 34
Figura 18. Estructura de la 5,7,4'-trihidroxi-3'-metoxiflavona. R=residuo glicosidico ........ 35
Figura 19. Espectro 'H-RMN de la fraccién A3 en CH;OH-d (400 MHZ) ..........cc.cocueueee. 36
Figura 20. Espectro *C-RMN de la fraccion A3 en CHzOH-d (100 MHZ) ............cocueuee.. 37
Figura 21. Espectro 'H-RMN de la muestra MF6 en CHzOH-d (400 MHz). ...................... 39
Figura 22. Espectro '*C-RMN de la muestra MF6 en CH3;OH-d (100 MHz). ..................... 39
Figura 23. Espectro 'H-RMN de la muestra MF36 en CHzOH-d (400 MHz). .................... 40
Figura 24. Espectro *C-RMN de la muestra MF36 en CH3;OH-d (100 MHz). ................... 40
Figura 25. Espectro UV (panel superior) y de masas (ionizacion en modo negativo, panel
inferior) del compuesto en tiempo de retencion 6.28 miNutos. ...........cccooecveiiiie e, 44
Figura 26. Determinacion del potencial citotéxico en hepatocitos H4IIE. .......................... 45
Figura 27. Determinacion del potencial citotéxico de la acacetina (1) y de la diosmetina (2)
en hepatoCitos HAIIE. ... ..., 46
Figura 28. Determinacion de la actividad G6Pasa en hepatocitos H4IIE. ......................... 47
Figura 29. Determinacion de la actividad G6Pasa de la acacetina (1) y de la diosmetina
(2) en hepatoCitos HAIIE. .........coo e 48
Figura 30. Determinacion de la actividad G6Pasa de la acacetina (1) y de la diosmetina
(2) en hepatoCitos HAIIE. .........ooo e 49

Figura 31. Propuesta de inactivacion metabdlica de la diosmetina (2) a luteolina (4) en
hepatoCitos HAIIE. ... 50



Lista de diagramas

Diagrama 1.Proceso de reparto de la decoccion libre de mucilago de A. cristata. ........... 23
Diagrama 2. Determinacion de la citotoxicidad en hepatocitos H41IE usando el ensayo de
lactato deshidrogENASA. .........ooii i e 27
Diagrama 3. Determinacion de la inhibicion de la enzima glucosa-6-fosfatasa (G6Pasa)
en hepatoCitos HAIIE. ... ... 28
Diagrama 4. Separacion de los componentes bioactivos de A3. ........cccccoeeiveiiiiiiieeeeeens 38



Lista de abreviaturas

Abreviatura
AcOEt

AGls

aGHY

CCF

CLUE-EM

DM
DM2
DMEM
DMSO
DPP-4
EEM
G6P
G6Pasa
GLP-1
GLUT4
HbA1c
LDH
MeOH
NPH

Pi
PPARy
PTP1B
PTPs
RE

RI
SGLT2
TMS

tr

Significado

Acetato de etilo

Inhibidores de a-glucosidasas
Enzima a-glucosidasa de levadura
Cromatografia en capa fina
Cromatografia de liquidos de ultraeficiencia acoplada a
espectrometria de masas

Diabetes Mellitus

Diabetes Mellitus 2

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
Dimetilsulféxido

Dipeptidil peptidasa-4

Error estandar de la media
Glucosa-6-fosfato
Glucosa-6-fosfatasa

Péptido-1 parecido al glucagén
Transportador de glucosa 4
Hemoglobina glicosilada

Lactato deshidrogenasa

Metanol

Insulina Neutral Protamine Hagedorn
Fosfato inorganico

Receptor activado por proliferadores de peroxisomas gamma
Proteina tirosina fosfatasa 1B
Proteinas fosfatasas de tirosinas
Reticulo endoplasmico

Resistencia a la insulina
Cotransportador sodio-glucosa 2
Tetrametilsilano

Tiempo de retencion



RESUMEN

El presente trabajo describe la re-investigacion quimica y farmacologica de la especie
Anoda cristata (L) Schitdl. (Malvaceae) conocida coloquialmente como alache o violeta, un
tipo de quelite medicinal que se consume en el Valle de México por sus propiedades
antidiabéticas. Como producto de este trabajo se establecidé en ensayos in vitro el posible
mecanismo de accion de la especie sobre tres enzimas claves en el metabolismo de la
glucosa.

En primera instancia, las fracciones derivadas de la decoccion (AcOEt, CHxCl; y una
fraccion solubilizada en MeOH) inhibieron a la enzima a-glucosidasa de la levadura
Saccharomyces cerevisiae; la fraccion de AcOEt tuvo el mejor perfil de actividad respecto
a las otras fracciones. Por su parte, la fraccion de CH.Cl, inhibié de manera muy eficaz (mas
del 98%) a la proteina tirosina fosfatasa 1B (PTP1B). En las evaluaciones que se realizaron
en hepatocitos H4IIE, se observd que las fracciones de AcOEt y CH,CI, eran citotoxicas.
La fraccion solubilizada en MeOH no fue citotéxica y si fue muy activa en un ensayo de
inhibicion de la enzima glucosa-6-fosfatasa (G6Pasa) en hepatocitos H4IIE. Un analisis por
cromatografia de liquidos de ultraeficiencia acoplada a espectrometria de masas permitid
identificar a las metoxiflavonas acacetina y diosmetina como parte de las fracciones de
AcOEt y CH2Clz, no asi en la fraccién solubilizada en MeOH. El compuesto mayoritario de
dicha fraccién es un derivado glicosilado de la 5,7,4'-trihidroxi-3'-metoxiflavona.

Por otra parte, se determind que las metoxiflavonas acacetina y diosmetina no eran
citotoxicas en hepatocitos a las concentraciones evaluadas. Adicionalmente se establecio
que la acacetina no inhibe a la enzima G6Pasa hepatica, pero la diosmetina si es inhibidora
de dicha enzima.

En suma, los resultados obtenidos en esta re-investigacion racionalizan la eficacia
antidiabética demostrada previamente para el alache. Los compuestos bioactivos presentes
en A. cristata son polivalentes, pues son inhibidores de la enzima a-glucosidasa, de la
PTP1B y de la glucosa-6-fosfatasa, tres blancos de interés para el tratamiento de la
diabetes. Estos hallazgos le confieren a esta especie de quelite medicinal un valor agregado
para su inclusién en las dietas de pacientes prediabéticos y diabéticos, y la posicionan como
una alternativa viable en la terapia antidiabética.



1. ANTECEDENTES

1.1 Generalidades botanicas y etnomédicas de Anoda cristata

Los paises multidiversos como México, poseen una flora privilegiada cuyos usos estan
registrados desde las civilizaciones precolombinas. Muchos de los recursos vegetales
forman parte de la dieta nacional (el maiz, el frijol, el chile, los nopales y los quelites) y
muchos otros se emplean con fines medicinales. Se estima que hay 3350 especies de
plantas medicinales cuyos usos se han mantenido y/o evolucionado en el tiempo (Mata et
al., 2019). Existen varios textos contemporaneos que recopilan la informacion etnobotanica
y etnofarmacolégica de muchas de las especies de mayor uso por la poblacion mexicana.
Uno de los mas importantes es el recurso electronico Biblioteca Digital de la Medicina
Tradicional Mexicana (INPI, 2009), creado por el Instituto Nacional Indigenista y editado por
la Universidad Nacional Auténoma de México, que contiene informacion de interés
distribuida en varios apartados: 1) Diccionario Enciclopédico (que define formalmente las
denominaciones coloquiales para padecimientos y/o enfermedades, asi como las formas
de tratamiento de los mismos), 2) La Medicina Tradicional de los Pueblos indigenas de
México (un recurso geografico que indica qué plantas medicinales usan los pueblos
indigenas), 3) Flora Medicinal indigena de México (un listado del uso que dan los pueblos
indigenas a la flora medicinal), y 4) Atlas de las Plantas de la Medicina Tradicional
Mexicana, el cual agrupa monografias de las especies medicinales empleadas en todo el
pais, y que incluye: nombre comun y sinonimia popular, nombre cientifico y sinonimia
botanica, descripcion botanica y ecoldgica, etnobotanica y antropologia, historia, fuentes de
consulta y areas de uso. Por la gran cantidad de informaciéon que agrupa, este recurso
digital es uno de los referentes para investigar acerca del potencial farmacolégico de la flora
medicinal mexicana, e incluye una monografia de la especie objeto de estudio de esta
investigacion: Anoda cristata, cuya informacion relevante se resume a continuacion.

El género Anoda pertenece a la familia Malvaceae y se le puede encontrar desde el
sur de Estados Unidos de América hasta Bolivia, por lo que crece a distintas altitudes (de 0
a 2600 ms.n.m.) y climas (calido, semicalido, semiseco y templado). A este género
pertenece la especie Anoda cristata L. Schitdl., que tiene varios nombres comunes como
alache, amapola del campo, malva, malva cimarrona, panelita, quesitos, amapolita azul,
amapola silvestre, malva abrisca, malvavisco, violeta de monte, malvilla, y boton
(Mondragon & Vibrans, 2009). Es considerada una maleza que puede ser hallada en
terrenos de cultivo de cereales (maiz, arroz, avena, trigo), leguminosas (frijol, lenteja,
garbanzo), frutas o verduras (mango, manzana, melon, jitomate, chile, alfalfa, ajo, sandia)
o en terrenos abandonados o a orillas de caminos y de arroyos. La Figura 1 muestra la
distribucion de la especie en México y las zonas donde se usa con algun fin medicinal o de
alimento (INPI, 2009).
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Areas de uso de A. cristata
(Imagen tomada de Biblioteca Digital de la
Medicina Tradicional Mexicana)

Areas de uso

Distribucion geografica de A. cristata
(Imagen tomada de Tropicos®©)

Figura 1 Distribucion geografica de la especie A. cristata en México y areas de uso.

El alache es una planta anual que comienza a crecer a mediados de la primavera;
florece y fructifica desde el verano hasta fines de otofio. Se caracteriza por ser una hierba
rastrera hasta de 1 m de alto y su tallo esta rodeado de vellosidades mas o menos largas,
sus hojas son verdes (a veces con una mancha morada irregular a lo largo del nervio
central) y de forma variable: ovadas, lanceoladas o hastadas de 2 a 9 mm de longitud. Las
flores tienen un caliz de 5 a 10 mm de longitud y pétalos color lila 0 morados de 8 a 26 mm
de longitud, con espinas radiales de 1.5 a 4 mm de largo. Sus semillas son reniformes
irregulares de 2.5 a 3.5 mm de largo y 2.5 a 3 mm de ancho (Figura 2)(Mondragén &
Vibrans, 2009).

El alache se utiliza como forraje y también se consume como alimento en forma
de quelite. En algunos estados del centro y sur de México se emplea en padecimientos
relacionados con el aparato digestivo, ya sea sola o en combinacion con otras plantas,
como el sauco (Sambucus mexicana), la hierba mora (Solanum americanum), o el
estafiate (Artemisia Iludoviciana). En 2009 se reporté que extractos acuosos y
metandlicos provenientes de las hojas y tallos de A. cristata tenian actividad anti-
Helicobacter pylori (Castillo-Juarez et al., 2009). También se ha descrito el consumo del
cocimiento de las flores secas para tratar la tos y que el uso de la savia de la planta y
los cocimientos de la corteza tienen actividad sobre el cuero cabelludo y la regeneracion
de heridas de la piel. Por ultimo, se ha reportado que el alache tiene actividad
antiinflamatoria y antipirética (INPI, 2009).



Figura 2. Ejemplar de herbario de Anoda cristata.

Depositada en el Herbario Nacional (MEXU 1502276)

En la ultima década, Brindis (2011) y Juarez-Reyes et al. (2015) demostraron
que un extracto organico de CH2Cl>:CH3OH 1:1 y uno acuoso (infusion) de las partes
aéreas del alache provocaban una disminucion en los niveles de glucemia en ratones
normoglucémicos e hiperglucémicos (nicotinamida-estreptozotocina) en ensayos
hipoglucemiantes agudos y de tolerancia a carbohidratos. La infusién modificé una serie
de parametros bioquimicos alterados en ratas con sindrome metabdlico (SM) inducido
por fructosa: redujo la grasa abdominal, el indice de Lee, los niveles de glucosa, de
triglicéridos y de acido urico en suero. También, causé un aumento en los niveles de
insulina. Se ha sugerido que los efectos antihiperglucémicos de la infusién en una prueba
de tolerancia a la sacarosa se deben a un mecanismo de tipo mecanico de atrapamiento
por parte del mucilago presente en la especie, el cual impide la hidrdlisis enzimatica del
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disacarido por las enzimas a-glucosidasas intestinales, retrasando asi la absorcion
intestinal de glucosa. Dos de los compuestos aislados de esta infusion, las
metoxiflavonas acacetina (1) y diosmetina (2) fueron hipoglucemiantes in vivo (3-31.6
mg/kg), y su mecanismo de accion posiblemente sea el bloqueo de los canales
K*atr/SUR1/Kir6.2 y la apertura de canales de Ca?* en las células B-pancreaticas, lo cual
provocaria la secrecion de insulina y el efecto hipoglucemiante observado (Juarez-
Reyes, 2016). Ademas de estas acciones, dichas metoxiflavonas tienen multiples
actividades farmacolégicas, las cuales se resumen en las Figuras 3 y 4 (Garg et al.,
2022; Semwal et al., 2019). La metoxiflavona 5,3’5’-trihidroxi-7,4’-dimetoxiflavona (3)
también fue aislada de la infusion de A. cristata (Figura 5). Otros metabolitos
identificados en la especie fueron el terpinen-4-ilo, timol, el (E, Z)-2,4-decadienal, 1-
metoxi-4-metil-[2.2.2]biciclooctano y la metil n-hexadecenil cetona.

I Antidiabético .
Analgésicoy . -
l Antinociceptivo [Antlcancengeno

[ Antigota /

antihiperuricémico

N\
Enfermedades
cardiovasculares

DIOSMETINA

e ACTIVIDADES -
Antilipémico | FARMACOLOGICAS Antioxidante
[Gastroprotector ‘
|Antiinﬂamatorio |

y antiulceroso
Figura 3. Actividades farmacoldgicas de la metoxiflavona diosmetina.

[ Antimicrobiano

Construida con la informacioén de Garg et al.,2022.
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[AntirreuméticoJ ACACETINA [ t?:;:‘artod;r%rtgggr
ACTIVIDADES
FARMACOLOGICAS

Antigota / Antinociceptivo |
antihiperuricémico /Antipirético |

Figura 4. Actividades farmacoldgicas de la metoxiflavona acacetina.

Construida con informaciéon de Semwal et al., 2019.

Como puede observarse en las Figuras 3 y 4, las metoxiflavonas son moléculas
polivalentes, es decir, que tienen mas de una accion farmacoldgica, lo cual explicaria su
eficacia en diferentes ensayos biologicos. Esta propiedad permite sugerir que estos
metabolitos, contenidos en los extractos de A. cristata pudieran presentar algun otro
mecanismo relacionado con la eficacia antidiabética, como la inhibicion enzimatica (a-
glucosidasas, proteina tirosina fosfatasa 1B, dipeptidilpeptidasa-4, o glucosa-6-fosfatasa),
el bloqueo del co-transporte de sodio-glucosa a nivel renal, como agonistas del receptor de
incretinas, o activadores de AMPK, que son algunos de los blancos moleculares sobre los
cuales actuan los farmacos antidiabéticos disponibles o bien, que son dianas de interés
farmacoldgico.



5,3’5-trihidroxi-7,4’-

Acacetina (1) Diosmetina (2) dimetoxiflavona (3)

Figura 5. Metoxiflavonas aisladas de la infusion de A. cristata
(Juarez-Reyes 2016)

1.2 Estudio de la polivalencia farmacolégica de las plantas medicinales antidiabéticas

Las plantas medicinales se usan con fines curativos desde los origenes de la humanidad;
derivado de su estudio cientifico se ha determinado que sintetizan cientos de compuestos
quimicos en respuesta a su entorno que les permiten adaptarse y sobrevivir. Muchos de
estos compuestos, denominados metabolitos secundarios, generan actividades bioldgicas
en otros organismos, por lo que se les denomina con frecuencia compuestos bioactivos. La
respuesta biolégica generada se explica por su interaccion con distintos receptores
celulares, lo cual da pauta a su estudio farmacoldgico. Por esta razén es que a partir de las
plantas medicinales y otros organismos se han obtenido muchas de las moléculas de
relevancia terapéutica, como la morfina, la artemisinina o el paclitaxel (Newman & Cragg,
2020). Existen dos vertientes principales en el estudio de las plantas medicinales y sus
metabolitos secundarios. La primera, de caracter extractivo, considera que las plantas
contienen principios activos con acciones farmacoldgicas selectivas, los cuales pueden
aislarse y evaluarse en modelos adecuados, de manera que se les atribuya el efecto
farmacoldgico observado. La segunda vertiente es de caracter polivalente, la cual indica
que el extracto de la planta es en si la entidad bioactiva, y que las acciones farmacolégicas
observadas son el resultado de dos caracteristicas de interés farmacoldgico de los
metabolitos secundarios: la polivalencia y la sinergia (Efferth & Koch, 2010; Wagner &
Ulrich-Merzenich, 2009). Este enfoque explica que los metabolitos secundarios poseen mas
de un mecanismo de accion, ya que interactuan con mas de un blanco molecular con
selectividad y afinidad moderadas (polivalencia) y que las acciones conjuntas originan el
efecto farmacologico (interaccion aditiva o sinérgica) (Figura 6). De esta manera, los
metabolitos secundarios aislados de plantas antidiabéticas podrian interactuar al mismo
tiempo con distintos blancos moleculares afectados en la diabetes mellitus, como los
canales Kare, los co-transportadores de sodio-glucosa, o las enzimas a-glucosidasas, lo
cual resulta una ventaja para el desarrollo de medicamentos a base de plantas que puedan
reducir la hiperglucemia y complicaciones de la progresién de la enfermedad, sin necesidad
de usar mas de un farmaco.
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Figura 6. Polivalencia farmacolégica de los metabolitos secundarios.

Adaptado de Wagner y, Ulrich-Merzenich, 2009.

1.3 Problematica actual de la Diabetes Mellitus

La diabetes mellitus (DM) se ha convertido en un trastorno del estilo de vida comun
asociado con la obesidad y las enfermedades cardiovasculares. Los factores
ambientales como la inactividad fisica, los entornos contaminados y las dietas poco
saludables también juegan un papel fundamental en la patogénesis de esta enfermedad
caracterizada por resistencia a la insulina e hiperglucemia crénica(Venkateswaran et al.,
2021).

La diabetes mellitus (DM) ha captado una gran atencion de los investigadores
debido a las complicaciones micro y macrovasculares que producen una elevada tasa
de mortalidad. Segun el Atlas de la Diabetes de la Federacion Internacional de Diabetes
de 2021, a nivel mundial, 537 millones de adultos son diabéticos y esta cifra podria
aumentar hasta 783 millones en 2045 (IDF Diabetes Atlas, 2021). Mas del 90% de los
pacientes diabéticos padecen DM tipo 2 (DM2), cuyo principal sintoma fisiopatolégico es
la resistencia a la insulina (RI). La RI se relaciona con una via de senalizacion anormal
de la insulina en las células adiposas y en las de musculo esquelético, lo cual resulta en
la reduccion de la translocacion del transportador de glucosa 4 (GLUT4) del citoplasma



a las membranas celulares, con la consecuente reduccion de entrada de glucosa hacia
los tejidos y la manifestacion de hiperglucemia. Es importante mencionar que la Rl
también se desarrolla como consecuencia del sobrepeso y la obesidad. En el curso de
estas afecciones, el exceso de acidos grasos libres y triglicéridos puede depositarse en
el higado y los musculos. En el higado, la oxidacion excesiva de los acidos grasos libres
conduce a estrés oxidativo y, al mismo tiempo, la resistina y leptina (secretadas por el
tejido adiposo), pueden bloquear la autofosforilacion del receptor de insulina y provocar
RI. Por esta razén, uno de los principales cursos de accion para prevenir la aparicion de
DM2 es reducir el sobrepeso y la obesidad, antes de iniciar las intervenciones
farmacoldgicas antidiabéticas (Saadeldeen et al., 2020).

México ocupa el séptimo lugar a nivel mundial de prevalencia de DM2, con 14.1
millones de personas adultas con este padecimiento (IDF Diabetes Atlas, 2021),
quienes, al ser diagnosticadas, se les indican que realicen cambios en su estilo de vida,
de alimentacion y de ejercicio para retrasar la progresion de la enfermedad. Puesto que
este abordaje generalmente es ineficiente, las personas con diabetes deben ser tratadas
y por lo general reciben algun medicamento hipoglucemiante contenido en el Cuadro
Basico de Medicamentos elaborado por la Comision Interinstitucional del Cuadro Basico
y Catalogo de Insumos del Sector Salud, y cuya ultima actualizacién data de 2016. La
Tabla 1 contiene un resumen de los agentes hipoglucemiantes que se prescriben en las
instituciones de salud publica (Comision Interinstitucional del Cuadro Basico y Catalogo
de Insumos del Sector Salud., 2016) y la Figura 7 muestra un resumen sobre los
organos diana de estos agentes.



Tabla 1. Medicamentos hipoglucemiantes prescritos en instituciones de salud publica.
Elaborada con datos de la Comision Interinstitucional del Cuadro Basico y Catalogo de

Insumos del Sector Salud., 2016.

Agente

Principal mecanismo de accién

Forma farmacéutica
y via de
administracion

Glibenclamida

Secretagogo de tipo sulfonilurea

Tableta con 5 mg,
via oral

Insulina humana

Hormona hipoglucemiante

Soluciones o
suspensiones
inyectables, via
subcutanea o
intramuscular.
Varios tipos de
acuerdo con su perfil
de accion
(intermedia NPH,
rapida regular e
intermedia lenta)

Insulina aspartica

Hormona hipoglucemiante

Solucién inyectable,
via intravenosa o
subcutanea

Insulina detemir

Hormona hipoglucemiante

Solucién inyectable,
via subcutanea

Insulina glargina

Hormona hipoglucemiante

Solucién inyectable,
via subcutanea

Insulina glulisina

Hormona hipoglucemiante

Solucién inyectable,
via intravenosa o
subcutanea

Insulina lispro

Hormona hipoglucemiante

Solucién inyectable,
via subcutanea

Insulina lispro, lispro

Hormona hipoglucemiante

Solucién inyectable,

pancreatica y a-glucosidasas
intestinales

protamina via subcutanea
Metformina Sensibilizador de insulina de tipo Tableta con 850 mg,
biguanida via oral
Tolbutamida Secretagogo de tipo sulfonilurea Tableta con 500 mg,
via oral
Acarbosa Inhibidor de las enzimas amilasa o- Tableta con 50 mg,

via oral
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Tabla 1. Medicamentos hipoglucemiantes prescritos en instituciones de salud publica

(Continuacion).

Agente

Principal mecanismo de accién

Forma farmacéutica
y via de
administracion

Dapaglifozina

Inhibidor del cotransportador sodio-
glucosa 2 (SGLT2)

Tableta con 10 mg,
via oral

Empaglifozina

Inhibidor de SGLT2

Tableta con 10 mg,
via oral

Empaglifozina/metformina

Combinacion de mecanismos de
inhibicidon de la reabsorcién de
glucosa con sensibilizacion a la

insulina

Tableta con 5
mg/850 mg, via oral
Tableta con 12.5
mg/850 mg, via oral
Tableta con 12.5
mg/1000 mg, via oral

Exenatida

Analogo de incretina (péptido-1
parecido al glucagon GLP-1)

Solucion inyectable
con 250 g, via
subcutanea
Suspension
inyectable de
liberacion
prolongada con 2
mg, via subcutanea

Lixisenatida

Agonista selectivo del receptor de
GLP-1

Solucion inyectable
con 0.05 mg, via
subcutanea
Solucion inyectable
con 0.10 mg, via
subcutanea

Liraglutida

Analogo de incretina (GLP-1)

Solucion inyectable
con 6 mg, via
subcutanea

Linagliptina

Inhibidor de la enzima DPP-4
(dipeptidil peptidasa-4)

Tableta con 5 mg,
via oral

Saxagliptina

Inhibidor de la enzima DPP-4

Tableta con 5 mg,
via oral

Sitagliptina

Inhibidor de la enzima DPP-4

Comprimido con 50
mg, via oral
Comprimido con 100
mg, via oral
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Tabla 1. Medicamentos hipoglucemiantes prescritos en instituciones de salud publica
(Continuacion)

Agente Principal mecanismo de accién Forma farmacéutica
y via de
administracién

Vidagliptina Inhibidor de la enzima DPP-4 Comprimido con 50
mg, via oral
Sitagliptina/metformina Combinacion de mecanismos de Comprimido con 50
inhibicion de la enzima DPP-4 con mg/500 mg, via oral
sensibilizacién a la insulina Comprimido con 50

mg/850 mg, via oral
Comprimido con 50
mg/1000 mg, via oral

Linagliptina/metformina Combinacion de mecanismos de Tableta con 2.5
inhibicion de la enzima DPP-4 con mg/500 mg, via oral
sensibilizacién a la insulina Tableta con 2.5

mg/850 mg, via oral
Tableta con 2.5
mg/1000 mg, via oral

Vidagliptina/metformina Combinacion de mecanismos de Comprimido con 50
inhibicion de la enzima DPP-4 con mg/500 mg, via oral
sensibilizacién a la insulina Comprimido con 50

mg/850 mg, via oral
Comprimido con 50
mg/1000 mg, via oral

Pioglitazona Agonista del receptor activado por Tableta con 15 mg,
proliferadores de peroxisomas gamma via oral
(PPARY), de tipo tiazolidinediona

Rosiglitazona Agonista del receptor PPARY, de tipo Tableta con 4 mg,
tiazolidinediona via oral

Como puede apreciarse en la Tabla 1 y en la Figura 7, los agentes antidiabéticos
disponibles actuan en diversos 6rganos y con distintos mecanismos, por lo que varian en
eficacia y efectos colaterales. Por esta razon continta la busqueda de moléculas que
tengan mejores perfiles de actividad y que ademas sean capaces de modular mas de un
blanco farmacoldgico, para asi poder reducir el niumero de medicamentos prescritos a un
paciente diabético. En los ultimos diez afios ha surgido un interés particular en los
compuestos bioactivos que inhiben enzimas clave en el metabolismo energético, como lo
son las enzimas a-glucosidasas (que participan en la hidrdlisis de polisacaridos para su
posterior absorcion intestinal), la proteina tirosina fosfatasa 1B (que hidroliza los enlaces
tirosina-fosfato generados por la autofosforilacion del receptor de insulina), y la glucosa 6-
fosfatasa (involucrada en la glucogendlisis y gluconeogénesis).
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Figura 7. Blancos farmacologicos de los agentes antidiabéticos mas comunes.

Imagen creada con informacién del Cuadro Basico de Medicamento (2016).
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1.4 Enzimas de interés para el tratamiento de la diabetes
1.4.1 Inhibidores de a-glucosidasas (AGls)

La mayor parte del proceso digestivo de alimentos que contienen carbohidratos
complejos ocurre en el intestino delgado. Las enzimas a-glucosidasas son enzimas
pertenecientes a la familia GH31 que se localizan en la membrana de los enterocitos, y
que catalizan la hidrélisis de los enlaces glicosidicos de carbohidratos para generar
unidades mas sencillas (glucosa y monosacaridos relacionados) que pueden absorberse
en los epitelios intestinales (Figura 8). En el humano, existen dos tipos de a-
glucosidasas a nivel intestinal: la maltasa-glucoamilasa y la sacarasa-isomaltasa
(Khursheed et al., 2019). La actividad de estas enzimas contribuye al aumento de la
glucosa postprandial, la cual estd asociada con el incremento en los niveles de
hemoglobina glicosilada (HbA1c), un factor de riesgo para complicaciones micro y
macrovasculares (Dash et al., 2012). Los inhibidores de a-glucosidasas (AGls, por sus
siglas en inglés) pueden retrasar la liberaciéon de glucosa de los carbohidratos
provenientes de la dieta, reduciendo asi el pico postprandial. Esta estrategia
farmacologica es muy util para prevenir la hiperglucemia asociada a las dietas altas en
calorias y asi retardar la progresion hacia la DM2 (Venkateswaran et al., 2021).

En la terapéutica mundial, los dos AGIs mas prescritos son la acarbosa y el
miglitol (ambos productos de origen natural). La acarbosa se puede usar de forma muy
segura en combinacién con insulina para tratar a pacientes con DM tipo 1; inclusive sus
acciones son similares a aquéllas que provoca la administracion conjunta de nateglinida
(un secretagogo del grupo de las metiglinidas) con insulina (Dash et al., 2012; Kim et al.,
2011). Por estas razones, las enzimas a-glucosidasas representan un blanco de interés
para el descubrimiento de nuevas moléculas antidiabéticas de origen natural. Una
revision reciente sefala que los compuestos bioactivos mas importantes que tienen esta
actividad pertenecen a compuestos de tipo flavonoide, derivados fendlicos,
polisacaridos, taninos, antocianinas, saponinas y esteroides (Hossain et al., 2020).

14



Pancreas g Sustratos (disacéridos,
(exocrino) trisacéridos)
a-Amilasa | Maltosa
Almidon ———» i Sacarosa SRt
Maltotriosa Inhibidores de a-
Dextrinas 5
Glucosidasa
(acarbosa, miglitol,
voglibosa)
as a-
Glucosidasas
Luz
intestinal Borde e

Microvellosidad

Enterocito

Vellosidad

Created in BioRender.com bio

Figura 8. Localizacion y funcion de las enzimas a-glucosidasas.

Adaptado de https://www.pngkey.com/maxpic/u2r5a9i1w7y3u2rb/
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1.4.2 Inhibidores de proteina tirosina fosfatasa 1B (PTP1B)

Las acciones metabdlicas de la insulina se deben a la activacién de cascadas de
sefializacion intracelular que comienzan cuando la unién hormona-receptor origina una
autofosforilacion del receptor en residuos de tirosina (Tyr), para posteriormente
desencadenar otra serie de eventos de fosforilacién/desfosforilacion de cinasas de Tyr
y serina/treonina (Ser/Thr), los cuales generan las acciones de la hormona. La regulacion
a la baja de la sefalizacion de la insulina puede darse a nivel de la desfosforilacién de
residuos claves de Tyr en el asa de activacion del receptor por la activacion de proteinas
fosfatasas de Tyr (PTPs) (Figura 9). Las PTPs se clasifican en citosodlicas y de
membrana (Johnson et al., 2002).

La mayoria de las evidencias experimentales que provienen de estudios
realizados con PTPs citosdlicas, principalmente con la PTP1B, han demostrado que la
inhibicion de esta enzima aumenta el nivel de fosforilacion del receptor de insulina y sus
sustratos, promoviendo asi la translocacion de los transportadores de glucosa GLUT4 y
la captura de glucosa en las células de tejidos periféricos (Reyes Olivares & Arellano
Plancarte, 2008). La PTP1B es un blanco de interés terapéutico porque es un modulador
negativo de las vias de sefializacion de insulina y de leptina, por lo que no sélo puede
aplicarse a la terapéutica de la diabetes, sino a la de la obesidad y el cancer. Mas de
300 moléculas han demostrado ser inhibidoras de PTP1B in vitro, pero soélo unas pocas
(ertiprotafib, trodusquemina y JTT-551) alcanzaron la fase de investigacion clinica, pero
no avanzaron debido a su baja eficacia y efectos adversos. Por ello, continda la
busqueda de moléculas inhibidoras de PTP1B que tengan buenos perfiles de seguridad
y eficacia.
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Figura 9. Papel de la PTP1B en la sefalizacion de la insulina.

Adaptado de Johnson et al., 2002.
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1.4.3 Inhibidores de glucosa-6-fosfatasa (G6Pasa)

La enzima glucosa-6-fosfatasa es un sistema multicomponente que se localiza en el
reticulo endoplasmico (RE), cuya funcion es catalizar la conversion de glucosa-6-fosfato
(G6P) a glucosa y fosfato inorganico (Pi). La G6Pasa coordina la funcion de un
intercambiador G6P/Pi (SCL37A4) que permite la llegada de G6P desde el citosol hasta
la luz del RE, para que dicho sustrato sea hidrolizado por la subunidad catalitica del
complejo (G6PC) (Claxton et al., 2022). Se ha descrito que hay tres isoformas de la
subunidad catalitica: G6PC1, G6PC2, y G6PC3, que se expresan de manera selectiva
en distintos tejidos. G6PC1 se encuentra principalmente en rifiones e higado; en este
ultimo organo es clave en el paso final de produccién de glucosa mediante la
gluconeogénesis y la glucogendlisis (Figura 10). Por su parte, G6PC2, también conocida
como proteina relacionada con la subunidad catalitica de la glucosa-6-fosfatasa
especifica del islote (IGRP), se encuentra predominantemente en las células B-
pancreaticas. Por ultimo, G6PC3 se expresa en los rifiones, los testiculos, el musculo
esquelético y el cerebro; su sustrato es el 1,5-anhidroglucitol-6-fosfato (Rahim et al.,
2022).

La insulina y el glucagén regulan la expresion génica de G6PC1; la primera la
reprime, y la segunda, la estimula. Incluso, la sintesis de ARNm de esta subunidad
catalitica y la actividad G6Pasa se encuentran elevadas en modelos animales con DM1
y DM2, por lo que se ha relacionado el incremento en la actividad catalitica de G6PC1
con la patogenia de la diabetes mellitus; la activacion de G6PC1 incrementa la
produccién de glucosa hepatica, lo cual es una de las principales causas de
hiperglucemia en la DM2 (Sharabi et al., 2015). La inhibicion o disminucién de la
actividad de esta enzima puede retrasar la liberacion de glucosa libre en sangre y, por
lo tanto, puede ayudar en el manejo de la hiperglucemia asociada con la DM2 (Naz et
al., 2020; Shieh et al., 2004). De acuerdo con la revision bibliografica efectuada, no hay
ningun farmaco que inhiba a estas enzimas; no obstante, existen reportes de la actividad
inhibitoria de G6Pasa de extractos vegetales y metabolitos aislados de éstos, en
particular de tipo antocianina, derivados fendlicos, alcaloides y triterpenos (Nachar et al.,
2017; Naz et al., 2020; Ovalle-Magallanes et al., 2019). Por estas razones, la inhibicién
de G6Pasa es una diana de interés terapéutico para tratar la DM2.
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Figura 10. Localizacion y funcién de la enzima glucosa-6-fosfatasa (G6Pasa).

Adaptado de Rahim et al., 2022 y Sharabi et al., 2015.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La busqueda de moléculas antidiabéticas con mecanismos de accion conocidos o
novedosos forma parte de los programas académicos de muchas instituciones médicas y
universitarias del mundo. Esta busqueda se explica por la alta prevalencia de la DM2 a nivel
mundial y por las complicaciones asociadas a su progresion. Las plantas medicinales
siguen siendo las principales fuentes de compuestos bioactivos, por lo que a partir del
conocimiento de la Medicina Tradicional se ha logrado determinar que muchas especies de
plantas medicinales y/o de alimento tienen eficacia antidiabética que se debe a sus diversos
metabolitos secundarios. Este es el caso de Anoda cristata (L) Schitdl. (Malvaceae), una
malva medicinal y que también es consumida como quelite (alimento). Entre 2010 y 2015
se establecio la eficacia antidiabética in vivo para la infusion de esta especie y la presencia
de las metoxiflavonas acacetina y diosmetina en la misma. Puesto que no existen reportes
adicionales sobre otros metabolitos secundarios ni acerca de los mecanismos de accién de
la especie, el presente trabajo de tesis tuvo como objetivo hacer la re-investigacion
fitoquimica y fitofarmacoldgica de la especie. Considerando que los productos naturales
exhiben el fendmeno de polivalencia farmacoldgica, es decir, que ejercen sus acciones a
travées de mas de una diana molecular, la presente investigacion fue disefiada para
establecer la capacidad inhibitoria de las fracciones organicas derivadas de la decoccion
(diclorometano, acetato de etilo y metanol) sobre tres enzimas de interés farmacoldgico
para tratar la DM2: a-glucosidasa, proteina tirosina fosfatasa 1B y glucosa-6-fosfatasa.

3. HIPOTESIS

Anoda cristata ejerce sus acciones antidiabéticas a través de multiples blancos
farmacoldgicos, y por lo tanto tiene mas de un compuesto activo. Las fracciones organicas
derivadas de la decoccidn contendran metabolitos secundarios polivalentes que inhibiran a
las enzimas a-glucosidasas, proteina tirosina-fosfatasa 1B y glucosa-6-fosfatasa en
ensayos in vitro y basados en células.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Establecer la eficacia de A. cristata en modelos in vitro mediante estudios
biodirigidos con la finalidad de aislar sus principios activos, contribuyendo asi al
conocimiento fitoquimico y fitofarmacolégico de la especie.
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4.2 Objetivos particulares

e Determinar el efecto in vitro de fracciones organicas derivadas de la decoccion de
A. cristata sobre la actividad de las enzimas: a-glucosidasa (aGHY), proteina
tirosina-fosfatasa 1B (PTP1B) y glucosa-6-fosfatasa.

e Establecer de manera preliminar la composicion de las fracciones organicas activas
en el ensayo de inhibicion de glucosa-6-fosfatasa.
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5. METODOLOGIA

5.1 Material vegetal

El material vegetal se recolecto el 12 de agosto de 2019 en el Parque Bicentenario
Sierra de Guadalupe (municipio de Ecatepec de Morelos, Estado de México). Un ejemplar
identificado por el M. en C. Rafael Torres Colin del Instituto de Biologia de la UNAM esta
en el Herbario Nacional (MEXU 1502276). Se separaron las raices de las partes aéreas
(droga cruda), las cuales se fragmentaron en un molino tipo Wiley usando una malla de 2
mm.

5.2 Preparacion de los extractos vegetales

Para la preparacion de los extractos vegetales se utilizé cristaleria de laboratorio
variada (vasos de precipitados, matraces Erlenmeyer, embudos de filtracion rapida,
probetas, embudos de separacion, matraces bola y columnas cromatograficas), asi como
placas de agitacion y calentamiento, balanza analitica y espatulas. Los disolventes que se
usaron fueron de grado analitico (hexano, acetato de etilo, diclorometano, metanol, etanol
y agua destilada) y se adquirieron a Solinteli S.A. de C.V. (Ciudad de México).

Se prepararon dos tipos de extractos acuosos de la droga cruda: uno por infusion
(IAC), adicionando 250 mL de agua destilada hirviendo a 10 g de la droga y dejando reposar
durante 30 min, y otro por decoccion (DAC), calentando las mismas cantidades de droga y
agua destilada, hasta alcanzar la ebullicién y manteniendo el calentamiento durante 15 min.
En ambos casos, se observo la formaciéon de mucilago. Ambos extractos se dejaron enfriar
a temperatura ambiente para retirar el material vegetal por filtracién simple. El mucilago se
separod de los extractos mediante precipitacion con etanol absoluto, adicionando 250 mL a
los extractos acuosos filtrados. Posteriormente, las infusiones o decocciones libres de
mucilago se sometieron a procesos de reparto sucesivos entre disolventes organicos de
distinta polaridad. Puesto que el rendimiento de las fracciones organicas fue mayor para el
caso de la decoccion, en lo sucesivo soélo se prepararon aquellas fracciones derivadas de
la decoccién. En todos los casos, las fracciones organicas se separaron y secaron sobre
Na>SO4 anhidro y se concentraron a presion reducida en un rotaevaporador. El proceso
descrito en el Diagrama 1 se realiz6 tantas veces fue necesario para producir cantidades
suficientes de las fracciones organicas de diclorometano (A1), acetato de etilo (A2) y
metanol (A3) para realizar sus estudios biolégicos y quimicos.
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Decoccion libre de

mucilago 250 mL (DAC)
[ Hexano 250 mL ]
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organica HEX al vacio l 1
Concentracion Secar sobre Fraccion
al vacio NazS0. acuosa
" Residuo | 250 mL (3x
Residuo | | Fraccion | | CHqClz @3x) |
soluble 0fgamo|
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‘3 Secar sobre Fraccién

Na:S0. acuosa
| }
E— . Concentracion I@
organica CH:Ch al vacio

Diagrama 1.Proceso de reparto de la decoccion libre de mucilago de A. cristata.

A1: Fraccion organica de CH2Clz; A2: Fraccion organica de AcOEt; A3: Residuo soluble en MeOH.

5.3 Estudio quimico

5.3.1 Cromatografia en capa fina

Los analisis cromatograficos en capa fina (CCF) se efectuaron utilizando placas de aluminio
de distintas dimensiones recubiertas de gel de silice de 0.25 mm de grosor (gel de silice 60
F254, 10-12 uym; Merck KGaA, Darmstadt, Alemania) y empleando diferentes sistemas de
elucion. La visualizacion de las placas se realizd con una lampara de luz UV (A 254 y 356
nm) y como agente cromogeno se empled una solucion de sulfato cérico amoniacal y
calentamiento.
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5.3.2 Cromatografia de liquidos

Los perfiles cromatograficos de las fracciones A1 (CH2Clz), A2 (AcOEt) y A3 (MeOH) se
obtuvieron usando un cromatégrafo de liquidos de ultra alta eficiencia Waters Acquity UPLC
H-Class® con un detector de arreglo de fotodiodos (PDA) acoplado a un detector de masas
SQD2 mediante la técnica ionizacion por electrospray (UPLC-EM-ESI) en los modos
positivo (ESI*) y negativo (ESI"). Las fracciones se prepararon disolviendo 1 mg en 1 mL de
una mezcla dioxano:MeOH 1:1 grado CG y se filtraron a través de una membrana Acrodisc®
de 13 mm de diametro y 0.45 uym de espesor antes de ser inyectadas al cromatografo. Se
uso6 una columna fase reversa Acquity® BEH C1s (2.1 x 100 mm, 1.7 um), utilizando como
fase moévil una mezcla binaria de CH3CN (A) y agua (B; 0.1% acido férmico) en un gradiente
de elucion lineal: 0 min 15% A; 8 min 100% A; 10 min 100% A; 10.5 min 15% A,; flujo: 0.3
mL/min, volumen de inyeccion: 3 uL; condiciones de analisis: voltaje capilar: 2.0 kV; voltaje
cono: 30 V; temperatura de solvatacion: 400°C; gas de solvatacion: nitrogeno (N2) 650 L/h;
gas cono: 10 L/h; PDA: 200-400 nm con una resolucion de 4 nm. El control del equipo,
adquisicion y procesamiento de datos se realizaron utilizando el programa Empower 2.0
(Waters Corporation, Milford, MA, EE. UU.). La identificacion de las metoxiflavonas
acacetina (1) y diosmetina (2) se realizé por coelucion de soluciones de 1 mg/mL de las
fracciones con una solucién de 1 mg/mL de cada flavona (mezcla de dioxano:MeOH 1:1
grado CG). Se analizaron los espectros UV y las masas obtenidas en ESI* y ESI" para los
picos de interés.

5.3.3 Métodos espectroscopicos

El registro de los espectros de infrarrojo de las fracciones A1, A2 y A3, asi como los
espectros de 'H y "*C de la fraccién A3 y compuestos aislados estuvo a cargo de personal
de la Unidad de Servicios de Apoyo a la Investigacion y la Industria (USAII) de la Facultad
de Quimica, UNAM. Los espectros de IR se obtuvieron con un equipo Perkin-Elmer 1605
(4000a 400 cm™) y los de RMN de se registraron en metanol deuterado (CD;OD) en un
espectrometro Varian Unity Plus 400 a 400 MHz, usando tetrametilsilano (TMS) como
estandar interno.

5.3.4 Separacion de los componentes de la fraccion A3 (residuo soluble en MeOH)

Se pesaron 307 mg de la fraccion A3, los cuales fueron solubilizados en 2.5 mL de una
mezcla 95:5 de MeOH:H>O desionizada. La solucién fue sonicada por 2 min y se aplicé a
una columna cromatografica empacada con Sephadex LH-20 previamente acondicionada
(acondicionada con MeOH:H;O desionizada 95:5; volumen de lecho 132 mL). Tras la
aplicacion de la muestra, se realizé una elucién isocratica de la columna usando una mezcla
95:5 MeOH:H,O desionizada. Se colectaron 18 fracciones de 15 mL cada una. Las
fracciones se secaron y se analizaron por CCF con un sistema de elucion
AcOEt:MeOH:H20 en una proporcion 7.0: 2.5: 0.5. La placa se observo al UV y se reveld
usando sulfato cérico amoniacal. Con esto, las fracciones obtenidas se reunieron en seis
fracciones primarias (FI-FVI). La fraccion primaria FVI (8.9 mg) se purific6 usando
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cromatografia semipreparativa sobre vidrio (TLC silica gel 60 F254, Merck), usando un
sistema de elucion AcOEt:MeOH:H.O en una proporcién 7.0: 2.5: 0.5. De este proceso se
obtuvieron 2.9 mg de un compuesto de color amarillo que fueron analizados usando RMN.

Por otra parte, las fracciones primarias Il y IV (lll/IV) se reunieron (163.6 mg) para
separar usando cromatografia en columna con Sephadex-LH como soporte (acondicionada
con MeOH:acetona 95:5 ; volumen de lecho 112 mL). La fraccién Ill/1V se disolvié en 2 mL
de MeOH vy la elucion se llevo a cabo usando una mezcla de MeOH:acetona 95:5. Se
colectaron 20 fracciones de 15 mL cada una. Las fracciones secundarias se secaron y se
analizaron por CCF con las mismas condiciones que se describieron anteriormente. Luego
del andlisis cromatografico se generaron ocho fracciones secundarias (FIIl/IV 1-8). La
fraccion 11l/IV-6 (5.1 mg) era un compuesto de color amarillo que fue analizado usando
RMN.

5.4 Evaluacion farmacologica

5.4.1 Ensayo de inhibicion de la enzima a-glucosidasa (aGHY) in vitro

Para la evaluacion de la actividad inhibitoria de las fracciones A1, A2 y A3 se ultilizd
la enzima a-glucosidasa de Saccharomyces cerevisiae (aGHY; Sigma-Aldrich® México) y
una técnica descrita previamente en la literatura (Rangel-Grimaldo et al., 2020). Las
fracciones se disolvieron en MeOH a dos concentraciones: 200 ppm y 1000 ppm. Se usé
acarbosa 30 mM como control positivo. En placas de 96 pozos se colocaron 10 uL de las
soluciones por triplicado y se incubaron por 10 min a 37 °C con 20 pL de una solucion de
la enzima aGHY (0.4 U/mL en buffer de fosfatos). Después de ese tiempo se agregaron 10
ML de una solucidon del sustrato p-nitrofenol-a-D-glucopiranosido (5 mM) y se incubd
nuevamente a 37 °C. Al finalizar este tiempo, se midié la absorbancia con un
espectrofotometro BioRad® modelo iMark (Hercules, CA, EE. UU.) a una longitud de onda
de 415 nm utilizando el software Microplate Manager® 6 (version 6.3, BioRad®, Hercules,
CA, EE. UU.). El porcentaje de inhibicion enzimatica se calculd de acuerdo a lo reportado
previamente.

5.4.2 Ensayo de inhibicion de proteina tirosina fosfatasa (PTP1B) in vitro

Se realizé un ensayo de inhibicion de la PTP1B de acuerdo con reportes previos
(Rangel-Grimaldo et al., 2020). Las fracciones A1, A2 y A3 se disolvieron en una mezcla de
DMSO y una soluciéon amortiguadora de Tris (Tris, 20 mM, pH 6.7). Las fracciones A2 y A3
precipitaron en esta mezcla, por lo que solo se evalud la fracciéon A1 a las concentraciones
de 200 ppm y 1000 ppm. Como control positivo se utilizé acido ursoélico disuelto en una
mezcla de DMSO vy Tris (1:1) a una concentracion de 1 mM. En placas de 96 pozos se
colocaron 10 uL de las soluciones por triplicado y se incubaron por 5 min a 37 °C con 20 uL
de una solucién la enzima (22 nM en Tris). Después de ese tiempo se agregaron 10 uL de
una solucion del sustrato p-nitrofenilfosfato (5 mM) y se incubd nuevamente a 25 °C durante
15 min. Al cabo de ese tiempo se determiné la absorbancia a 415 nm usando el lector de
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placas descrito en el apartado anterior. El porcentaje de inhibicién enzimatica se calculd de
acuerdo con lo reportado previamente por Rangel-Grimaldo y colaboradores (2020).

5.4.3 Cultivo celular y preparacion de fracciones organicas

Se cultivaron hepatocitos de rata (H4lIE) adquiridos a The American Type Culture
Collection (ATCC, EE. UU.) bajo condiciones estandar empleando medio DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium) alto en glucosa adicionado con 1% de antibidticos
(penicilina-estreptomicina) y suplementado con 10% de suero fetal bovino. Se siguieron
condiciones de cultivo estandar (37 °C en una atmédsfera 95%-5% CO2-aire humidificado)
para proliferacion y siembra en placas de 48 pozos (Ovalle-Magallanes et al., 2019). Se
prepararon soluciones concentradas (50 mg/mL) de las fracciones A1 (CH2Cl,), A2 (AcOEt)
y A3 (MeOH), o concentradas (5 mM) de las metoxiflavonas acacetina y diosmetina (00017
Lot. #BCBZ7094 y D7321 Lot. # SLBR8613V, respectivamente; adquiridas comercialmente
a Sigma-Aldrich® México), usando DMSO grado cultivo celular como disolvente. Las
soluciones se filtraron sobre una membrana estéril de polietersulfona de 0.22 ym y se
mantuvieron en congelacion a -20 °C hasta su uso. A partir de las soluciones concentradas
se prepararon por dilucion con DMSO las distintas soluciones que se usaron en los
experimentos.

5.4.4 Determinacion del potencial citotéxico de las fracciones organicas de la
decoccion en hepatocitos

Se establecieron las concentraciones maximas no téxicas de las fracciones A1, A2
y A3 y de las metoxiflavonas acacetina y diosmetina, mediante 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
fracciones (A1, A2, A3) usando cinco niveles de concentracion final en pozo: 10, 56, 100,
316 y 562 pg/mL; las concentraciones de metoxiflavonas (acacetina y diosmetina)
analizadas fueron 1.0, 1.77. 3.16, 5.62, 10, 17.7, 31.6 y 56.2 uyM. En todos los casos, la
concentracion maxima de DMSO fue 1%. Los tratamientos y el control (DMSO 1%) se
disolvieron en DMEM libre de suero y se aplicaron a células cultivadas en placas de 48
pozos (90% de confluencia). Luego de 18 h de incubacion se siguié la metodologia descrita
en el Diagrama 2 para determinar la liberacion de la enzima lactato deshidrogenasa usando
un kit comercial (LDH colorimetric kit, Roche, Alemania). 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.
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Se preparan 10.5 mL del reactivo en un tubo cubierto con papel aluminio a partir de los reactivos del kit
comercial:

Vial 1: 228.3 pL catalizador (Diaforasa/NAD*)
Vial 2: 10272.7 pL colorante (INT, yodonitrotetrazolio/Lactato de sodio)

Diagrama 2. Determinacion de la citotoxicidad en hepatocitos H4lIE usando el ensayo de lactato
deshidrogenasa.

5.4.5 Ensayo de inhibicion de la enzima glucosa-6-fosfatasa (G6Pasa) en
hepatocitos

En este ensayo se construyeron curvas concentracion-respuesta a cinco niveles de
la fraccion metandlica de la decoccion A3 (10, 30, 56.2 y 100 pg/mL), de acacetina (1, 1.78,
3.16, 5.62 y 10 uM) y de diosmetina (1.78, 3.16, 5.62, 10 y 17.7 uyM). Los hepatocitos se
sembraron en placas de 48 pozos y cuando alcanzaron 90% de confluencia se trataron
durante 18 h con las concentraciones descritas. Se usaron DMSO al 1% e insulina (100 nM)
como controles de disolvente y positivo, respectivamente. Transcurrido el tiempo del
tratamiento, se llevo a cabo el procedimiento descrito en el Diagrama 3. Los resultados de
este ensayo estan expresados como el promedio + EEM del porcentaje de inhibicién de la
enzima glucosa-6-fosfatasa (relacionada con la glucosa cuantificada) de tres experimentos
independientes por duplicado (n = 6) (Ovalle-Magallanes et al., 2019).
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Solucion “C”: 10 mL de solucién “B” + 5 pL de Tritén X-100.

Solucion “A”: Reactivo de desarrollo de color del kit (Mutarotasa, Glucosa oxidasa, Peroxidasa, 4-
Aminoantipirina, Ascorbato oxidasa)

Solucion “B”: 10 mL de buffer del kit (Buffer de fosfatos y Fenol). + 30 mL de agua milli-Q.

Diagrama 3. Determinacion de la inhibicidon de la enzima glucosa-6-fosfatasa (G6Pasa) en

5.4.6 Analisis estadistico

En todos los ensayos con células, las diferencias estadisticamente significativas
respecto al grupo control de disolvente (DMSQO) se obtuvieron con el programa estadistico
GraphPad Prism (version 9.0; GraphPad Inc., EE. UU. para Windows), mediante un ANOVA
de una via seguido de una prueba Dunnett (p < 0.05) (GraphPad Prism 9 User Guide -
What's New? Multiple Comparisons, 2022).

hepatocitos H4IIE.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

Este trabajo es una re-investigacion quimica y farmacoldgica de Anoda cristata, una especie
vegetal cuyos usos se encuentran en el limite de lo medicinal y el consumo como alimento.
El alache es un quelite apreciado medicinalmente cuya eficacia antidiabética en murinos
fue establecida previamente (Juarez-Reyes, 2016), pero no se determinaron mecanismos
de accién que explicaran sus efectos antidiabéticos ni se identificaron metabolitos
secundarios adicionales a las metoxiflavonas acacetina (1) y diosmetina (2) en el extracto
acuoso. Por esta razon se desarroll6 una metodologia quimica y farmacoldgica simultanea
para establecer la composicion quimica de la decoccién de la especie y sus posibles
mecanismos de accion sobre tres enzimas clave en la homeostasis de la glucosa: a-
glucosidasas, proteina tirosina fosfatasa 1B y glucosa-6-fosfatasa, de manera que se
generara informacion para racionalizar su uso medicinal y poder proponer su revaloracion
como una especie comestible con un valor agregado para tratar enfermedades metabdlicas.

6.1 Estudio quimico

Los reportes previos acerca de la fitoquimica y farmacologia de A. cristata refieren
el estudio de un extracto acuoso de las partes aéreas de la especie obtenido mediante la
técnica de infusion (Juarez-Reyes et al., 2015). Considerando que adicionalmente el alache
se consume como quelite, es decir, que los cocimientos de la planta se ingieren como
alimento y como medicina (INPI, 2009), se decidié ensayar la preparacion de un extracto
acuoso mediante la técnica de decoccidn, para posteriormente realizar extracciones liquido-
liquido sucesivas. En esta re-investigacion observamos que los dos extractos acuosos
preparados de acuerdo con los métodos de infusion (previamente descrito) y decoccion
presentaron la formacion de mucilago. La separacion de éste se llevd a cabo mediante
precipitacion con etanol absoluto y fue eficiente en el caso de la decoccién, ya que se
obtuvieron 1.453 g de mucilago por cada 100 g de droga cruda contra 0.5 g de mucilago en
la infusion. Ambos extractos acuosos libres de mucilago se sometieron a un proceso de
reparto liquido-liquido sucesivo con hexano, acetato de etilo y diclorometano. El rendimiento
de las fracciones organicas de la infusiéon fue muy bajo (menor a 10 mg por cada 100 g de
droga), por lo que se realizaron solo las decocciones y las fracciones organicas resultantes
de los repartos con hexano (82.5 mg/100 g de planta), AcOEt (A2; 330 mg/100 g de planta)
y CH2Cl> (A1; 32 mg/100 g de planta), asi como la obtencién de una fraccién solubilizada
en MeOH (A3; 239 mg/100 g de planta).

El analisis cromatografico en capa fina (CCF) usando distintos sistemas de elucion
permitié establecer de manera preliminar la presencia de las metoxiflavonas acacetina (1)
y diosmetina (2) en las fracciones organicas de AcOEt (A2) y CH.Cl, (A1), pero no en la de
MeOH (A3). La identificacion de ambas metoxiflavonas es consistente con los reportes
previos de Juarez-Reyes et al. (2015). Adicionalmente, el analisis de los espectros de IR de
las fracciones A1 (CH2Clz), A2 (AcOEt), y de la fraccion solubilizada en MeOH (A3), permitio
distinguir la presencia de funcionalidades distintas en cada una de ellas. Por ejemplo, en la
fraccion A1 se observaron bandas de absorcion en vmax 3392, 2921, 2852 y 1459 cm™,
caracteristicas de la presencia de grupos hidroxilo y alcanos (Figura 11). La fraccion A2
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presentd bandas de absorcion en vmax 3355, 2924, 2854, 1708 cm™, caracteristicas de la
presencia de grupos hidroxilos, aromaticos, aldehidos y cetonas (Figura 12). Por ultimo, la
fraccion A3 (soluble en MeOH) mostré bandas de absorcion muy intensas en vmax 3329,
2925,1651, y 1603 cm™, indicativas de la presencia de grupos hidroxilos, aromaticos, y
aldehidos (Figura 13).

100.0
95 | \ A
\ /
90 | \ /

85 |

80 | f | ' nesal
| ) 81548 | 666.06
[ 754.58 | 609.66
72131 579.90
703.97
644.05

75 \ | |

70 \ 7\ |

65| | | |

\ | 913.05
60 _| \ / |

%T \/ ‘ |
||
|

45 |

339205 ‘ ‘ | 1032.60

404 | | | 1378.20 Y
155359 | |
|
35 ‘M‘ 1081.94
y
30
| 1459.86

25 ‘ ‘

20 I

BOICIR
‘ Dra. Berenice Ovalle
10 [ FTIR por reflectancia ATR
|/ Solicitud no. 5803888250
5 252.66 30-octubre-2019

7 Realizé: Q. MGF
2921.68

0.0

T T T T T
4000.0 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400.0
cm-1

Figura 11. Espectro IR de la fraccién de CH2Cl2 (A1) de la decoccion de A. cristata

30



100.0

sl /f“/“‘/“\ /
90 | \\ \ /
‘\ “\ //
85 \ \ /
80 | \\ /\ | | W(“
68.4
“‘ “ I [ ] Wszs,ss
75 | \ | | “ #796‘ | |
|
o “ | “ “‘ ‘ / \/ 7095 |siz1z
65 “ “' | / “‘\ ff
| | | ( [ a3
60 \ ‘\ “ ‘ [\ ‘ . 9#0.69
| \ ‘ il ‘
55 /\ Lo | “ / \ I /
| A an [
M Nrime \) (
wr O [ | ( \/ J |\
fpo0oisa ‘ ‘ﬂ “ || 151379 U \\ ‘\
/ \
) [ | ‘V \“ UL
/ . Y |
404 / ‘ ‘ 165556 » “x 62 ‘\‘ [
1708.73 1261.71 /\/
354 “ 1604.83 1064l ‘\"
0] ‘ \yﬁzz.w
3355.03 “ I
25 | \”‘J 1081.90
\‘/
|
15 | Msaz0 BOIAIR
[ Dra. Berenice Ovalle
10 { FTIR por reflectancia ATR
Solicitud no. 4757887879
5 2924.08 30-octubre-2019
b Realiz6: Q. MGF
0.0 T T T T T T T T T T T 1
4000.0 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 4000
em-1

Figura 12. Espectro IR de la fraccién de AcOEt (A2) de la decoccion de A. cristata

1000 N
95 | N ff N /
90 | \\‘ «) L |
\ 877.1:
85| | [/\
| |
80| “ [ ]
‘ 711.57
‘ | 6106
754 f 93431 i 518.88
|
|
04
704 \‘ ‘ “ / 810.02 59433
65 | | |
0 | |
60 “ ‘ ‘
\ | \
AL
55 | \ ‘ [ | [\
\ { ’ | /]
50 | || | lf‘ 9.79
%T \‘ “ i | | ‘ \ |
45 | | | “ | | | |
‘ | 149865 | 127073 \
| Tlaszar liaosos |
40 | 1201.49 |
‘ [ \J \‘ 1356.14 |
| | | ||
\ [
30 \ / | 1651.53 \
‘ |
25 “ / 292557 1603.23
1058.62
20 1034.29
15 BOIMIR
Dra. Berenice Ovalle
10 FTIR por reflectancia ATR
Solicitud no. 9567888189
s 3329.68 30-octubre-2019
1 Realizé: Q. MGF
00 T T T T T T T T T T 1
4000.0 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400.0
cm-1

Figura 13. Espectro IR de la fracciéon de MeOH (A3) de la decoccion de A. cristata

31



Se procedié a obtener los perfiles de las fracciones organicas de la decoccion usando
cromatografia de liquidos de ultraeficiencia acoplada a espectrometria de masas (CLUE-
EM; Figura 14). Las metoxiflavonas acacetina (1) y la diosmetina (2) fueron identificadas
en A1y A2 por sus masas (284.26 g/mol y 300.26 g/mol, respectivamente), sus espectros
UV (Amax = 222.5 nm y 221 nm, respectivamente), asi como por co-elucion con estandares
adquiridos comercialmente (1: tr= 6.18 min; 2: tr= 5.22 min; Figura 15 y Figura 16). La
inspeccion de la magnitud de las areas bajo la curva de los picos de las metoxiflavonas 1y
2 indicaba que éstas se encontraban en mayor cantidad en A2 que en A1.
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Figura 14.Cromatogramas de las fracciones organicas de A. cristata a 254 nm.
Columna Acquity UPLC ® BEH 18;1.7 ym d.i.; 2.1 x 50 mm. Velocidad de flujo 0.3 mL/min. Panel
A: fraccion solubilizada en MeOH (A3); panel B, fraccion de CH2Cl2 (A1); panel C, fraccién de
AcOEt (A2). Acacetina (1) y diosmetina (2) en tr = 6.18 min y 5.22 min, respectivamente.
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Figura 15. Espectros UV (panel superior) y de masas (ionizacion en modo negativo, panel medio;

ionizacion en modo positivo, panel inferior) de la acacetina (1).
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Figura 16. Espectros UV (panel superior) y de masas (ionizacion en modo negativo, panel medio;
ionizacion en modo positivo, panel inferior) de la diosmetina (2).
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Como puede apreciarse en los cromatogramas, cada fraccion tiene un perfil de composicion
distinto, y cada una tiene un compuesto mayoritario. Para la fraccion A1 (CH.Cl,) el pico
mayoritario fue aquél en tr = 3.43 min (m/z 651.3), el de la fraccion A2 (AcOEt) fue el pico
en tr = 4.42 min (m/z 594.15) y el de la fraccién A3 (MeOH) se ubicaba en tr = 3.01 min
(m/z 609.52). Todos estos compuestos son mas polares que las metoxiflavonas 1y 2 y

también tienen mas masa, lo cual indica que posiblemente se trata de componentes
glicosilados.

De hecho, el espectro de masas del compuesto mayoritario de la fraccién A3 (tr =
3.01 min) obtenido mediante la técnica de ionizacion por electrospray en modo negativo

(Figura 17) mostré un ion en un valor de m/z de 609.52, que permitié establecer una formula
molecular de C27H3001.
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Figura 17. Espectros UV (panel superior) y de masas (ionizacion en modo negativo, panel medio;
ionizacion en modo positivo, panel inferior) del compuesto mayoritario de la fraccion solubilizada en
MeOH (A3)
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El analisis de los espectros de RMN 'H y *C de la fraccion soluble de MeOH A3 permitio
identificar sefiales que indicaron la presencia de un derivado de la 5,7,4'-trihidroxi-3'-
metoxiflavona como uno de los compuestos mayoritarios en la fraccion.

El espectro 'H-RMN (Figura 19) mostr6 sefiales en la region de los aromaticos con
un desplazamiento de 64 6.39 (d, J= 2.1 Hz), 6.20 (d, J = 2.1 Hz), asignables a los protones
del anillo A, H-8 y H-6 respectivamente, ambos con una constante de acoplamiento que
indicé su posicion en meta. Adicionalmente se observé la presencia de un sistema ABX que
corresponde a los protones H-2', H-6' y H-5’ del anillo B [61 7.66 (d, J = 2.2 Hz, H-2'), 7.62
(dd, J=2.2, 8.5 Hz, H-6'), 6.86 (d, J = 8.5 Hz, H-5')]. Se identificé la presencia de un proton
anomeérico con una constate de acoplamiento que indica la configuracion 3 del mismo [+
5.09 (d, J = 7.8 Hz)], sugiriendo la presencia de al menos un residuo glicosidico. Finalmente
se identifico un singulete con un desplazamiento en &4 3.63 que plantea la presencia de un
grupo metoxilo. El conjunto de todas estas sefiales propone la presencia de un nucleo de
5,7,4'-trihidroxi-3'-metoxiflavona con residuos glicosilados. Por otra parte, el analisis de
RMN-"3C (Figura 20) permitio identificar un grupo carbonilo asignable al carbono C-4 con
un desplazamiento en 6c 179.4, asi como sefales con desplazamientos entre ¢ 166.1 y
104.7 que corresponden a los carbonos de los nucleos A, B y C de la molécula. Ademas,
se identificd un carbono anomérico (¢ 102.4), y una serie de sefiales con desplazamiento
entre 6¢c 78.2 y 68.5, atribuibles a los protones de los residuos glicosidicos. El analisis
conjunto de todos los espectros obtenidos durante la presente investigacion, asi como los
datos reportados en la literatura (Bueno et al., 2016; Hassan et al., 2019; Wang et al., 2012)
sugieren que la fraccion solubilizada en MeOH (A3) tiene como compuesto mayoritario un
derivado glicosilado de la 5,7,4'-trihidroxi-3'-metoxiflavona (Figura 18).

OH O

Figura 18. Estructura de la 5,7,4'-trihidroxi-3'-metoxiflavona. R=residuo glicosidico

RMN-"H (400 MHz, CHsOH-d) 8 (ppm) 7.66 (d, J = 2.2 Hz, H-2'), 7.62 (dd, J = 2.2,
8.5 Hz, H-6'), 6.86 (d, J = 8.5 Hz, H-5'), 6.39 (d, J = 2.1 Hz, H-8), 6.20 (d, J = 2.1 Hz,
H-6), 5.09 (d, J = 7.6 Hz, H-1"), 3.63 (s, OCHj).

RMN-'3C (100 MHz, CH3OH-d) ¢ (ppm) 179.4 (C-4), 166.1 (C-7), 163 (C-5), 159.4
(C-9), 158.5 (C-2), 149.8 (C-4"), 145.8 (C-5'), 135.6 (C-3), 123.5 (C-2'), 123.1 (C-1"),
117.7 (C-3"), 116 (C-6'), 104.7 (C-8a), 102.4 (C-1"), 100 (C-6), 94.9 (C-8).
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Figura 19. Espectro 'H-RMN de la fraccion A3 en CH3OH-d (400 MHz)
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Figura 20. Espectro "*C-RMN de la fraccion A3 en CH3OH-d (100 MHz)
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Resulté entonces de interés aislar los componentes de la fraccion solubilizada en MeOH.
Para ello se aplico la técnica de cromatografia en columna abierta usando como soporte
Sephadex LH-20, de acuerdo con lo resumido en la Diagrama 4.

Fraccion A3
307 mg

Cromatografia en columna abierta (CCA)
Sephadex MeOH:H,0 (95:5)

\ \ \ \ l

| [ i v ] Vv VI ]

86.8mg | |21.8mg| |92.4mg| [72.2mg| [123mg 8.9mg

|
A

163.6 mg MF6
2.9 mg

Cromatografia semipreparativa
AcOEt:MeOH:H:0 7.0: 2.5: 0.5
A/

Cromatografia en columna abierta (CCA)
Sephadex MeOH:Acetona (95:5)

1 2 3 4 5 6 7 8
11.2 mg 21.6 mg 27.4 mg 48.2 mg 4.5 mg 5.1 mg 3.3mg 2.6 mg

MF36
5.1 mg

Diagrama 4. Separacion de los componentes bioactivos de A3.

Desafortunadamente, los espectros de 'H y '*C de las muestras etiquetadas como MF6 y
MF36 no fueron adecuados para proponer las estructuras de los compuestos. El espectro
de 'H (Figura 21) mostraba multiples sefiales que no se pudieron asignar a algun nucleo
conocido; el espectro de *C no mostré sefiales suficientes que correlacionaran con el
numero de hidrogenos observados (Figura 22). En el caso de la muestra etiquetada como
MF36, el analisis de los espectros de 'Hy '3C (Figuras 23 y 24) sugiri6 la presencia de mas
de un compuesto. Sin embargo, no fue posible asignar una estructura congruente con las
sefiales observadas. Queda como trabajo pendiente volver a aislar estos compuestos y
analizarlos empleando otros disolventes, como DMSO deuterado.
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Figura 21. Espectro '"H-RMN de la muestra MF6 en CH3OH-d (400 MHz).
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Figura 22. Espectro "*C-RMN de la muestra MF6 en CH3OH-d (100 MHz).
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Figura 23. Espectro 'H-RMN de la muestra MF36 en CH3OH-d (400 MHz).
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Figura 24. Espectro '*C-RMN de la muestra MF36 en CH3OH-d (100 MHz).
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6.2 Evaluacion farmacologica

Las evaluaciones farmacolégicas que se describen a continuacion se realizaron
considerando dos aspectos de la homeostasis de la glucosa: 1) la absorcion de
carbohidratos a nivel intestinal y 2) la regulacion de las acciones metabdlicas de la insulina
(a nivel del receptor y a nivel hepatico), partiendo de la premisa que hay mas de un
compuesto activo responsable de la actividad antidiabética de la especie, y que mediante
el fraccionamiento biodirigido se puede detectar a los compuestos responsables de dichas
acciones.

6.2.1 Ensayo de inhibicion de la enzima a-glucosidasa (aGHY) in vitro

Las enzimas a-glucosidasas intestinales son las encargadas de hidrolizar los carbohidratos
complejos a unidades sencillas que se pueden absorber y utilizar en los procesos
metabdlicos. Estas enzimas contribuyen a la elevacién de la glucemia postprandial y son
uno de los blancos farmacoldgicos de primera linea para el tratamiento de la prediabetes,
la resistencia a la insulina y la obesidad (Reyes Olivares & Arellano Plancarte, 2008). Las
fracciones organicas derivadas de la decoccion, A1 (CH2Cl), A2 (AcOEt) y A3 (MeOH)
inhibieron a la enzima a-glucosidasa de levadura a dos concentraciones. Por su parte, la
fraccion A1 inhibio 60.24 £ 5.60 % y 57.28 + 4.60% (200 y 1000 ppm, respectivamente) a
la enzima; A2 la inhibié en un 79.86 + 3.20% y 111.03 £ 7.75 % (200 y 1000 ppm,
respectivamente); y la fraccion A3, en un 107.5 + 25.50% y 131.7 £ 20.40% (200 y 1000
ppm, respectivamente). En este ensayo se usé acarbosa 30 mM como control positivo
(inhibicion 86.97 + 1.56%). Estos resultados explican los hallazgos previos in vivo: el efecto
antihiperglucémico en una prueba de tolerancia a la sacarosa oral (Juarez-Reyes et al.,
2015) se debe a la inhibicién de las enzimas a-glucosidasas intestinales, por lo que los
componentes de la especie retrasan la absorcién intestinal de glucosa. Aunque las tres
fracciones fueron activas, la de AcOEt (A2) tuvo el mejor perfil de actividad. De acuerdo con
la revision bibliografica efectuada, ninguna otra especie del género Anoda ha sido evaluada
como inhibidora de estas enzimas. Del analisis CLUE-EM se puede atribuir parte de esta
actividad a la acacetina (1) y a la diosmetina (2), que fueron identificadas en las fracciones
A1y A2.

Tabla 3. Resultados del ensayo de inhibicion de la enzima a-glucosidasa de levadura (aGHY)

Porcentaje de inhibicion

Acarbosa, control 86.97 + 1.56
positivo
30 mM
200 ppm 1000 ppm
Fraccion A1 (CH.Cl,) 60.24 £ 5.60 57.28 £ 4.60
Fraccion A2 (AcOEt) 79.86 £ 3.20 111.03+7.75
Fraccion A3 (MeOH) 107.5 £ 25.50 131.7 £ 20.40
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Se ha descrito en la literatura que la acacetina (1) es un inhibidor de tipo mixto que es mas
potente que la acarbosa, pero los valores de Clso reportados en la literatura difieren entre
si. Un reporte indica que la Clso de esta flavona es 0.16 pM (respecto a 1.7 uyM de la
acarbosa) (Yin et al., 2014) y otro reporte muestra que su Clso es mayor a 100 uM (respecto
a la acarbosa Clso= 236.5 £ 10.72 yM)(Chen et al., 2019). Este también es el caso de la
diosmetina (2) para la cual hay dos valores de Clso reportados. Un articulo indica que la Clso
es igual a 22.764 uyM (Cheng et al., 2014) y otro que la Clso es 46.45 + 6.81 uM (M. Chen et
al., 2019)]. Sin embargo, ambos reportes coinciden en que la diosmetina es un inhibidor
mas potente que la acarbosa (Clso de la acarbosa = 563.601 uM (Cheng et al., 2014) y Clso
de la acarbosa = 236.5 + 10.72 uM) (Chen et al., 2019). Estas diferencias pueden atribuirse
a posibles variaciones en la experimentacion, en particular, en la actividad catalitica
alcanzada por la solucién de enzima empleada en tales ensayos. No obstante, es evidente
que ambas metoxiflavonas, contenidas en la fraccion organica de AcOEt de la decoccion
de A. cristata son potentes inhibidoras de las enzimas a-glucosidasas, lo cual explica su
efecto antihiperglucémico in vivo y el potencial que tiene la decoccion de la especie (en su
forma de quelite) para reducir la glucemia postprandial asociada a las dietas altas en
carbohidratos, como es en el caso de México. Resta por aislar y evaluar al componente
mayoritario de esta fraccion para verificar su contribucion al efecto inhibitorio demostrado.

6.2.2 Ensayo de inhibicion de la enzima proteina tirosina fosfatasa 1B (PTP1B) in
vitro

Tras la absorcion de glucosa a nivel intestinal y su distribucion en los tejidos, las células
beta pancreaticas sensan el incremento en la glucemia, y el ATP, producto de la glucdlisis,
induce la secrecién de insulina. Esta hormona es liberada al torrente sanguineo y
desencadena sus acciones metabdlicas al unirse a su receptor que es de tipo tirosina-
cinasa. El receptor se autofosforila y da lugar a multiples eventos de fosforilacién sucesivos,
que culminan en varias acciones metabdlicas, como lo son el transporte de glucosa, la
sintesis de glucogeno y la sintesis de proteinas. La DM2 se caracteriza por resistencia a la
insulina, y muchas de las estrategias farmacoldgicas antidiabéticas mas utilizadas estan
encaminadas a incrementar los niveles de insulina para reducir la hiperglucemia basal y
postprandial, pero este mecanismo puede estresar a las células beta pancreaticas y
producir citotoxicidad. Por ello, los farmacos que reducen la resistencia a la insulina suelen
ser mas eficaces en el control glucémico a largo plazo que los secretagogos. Puesto que la
inhibicion de la proteina tirosina fosfatasa 1B (PTB1B) reduce la resistencia a la insulina al
inactivar la desfosforilacién del receptor de insulina e incrementar sus acciones
metabdlicas, se le considera uno blanco terapéutico de interés para tratar la obesidad y la
diabetes (Montalibet & Kennedy, 2005).

La evidencia experimental previa para A. cristata demostraba que los extractos
acuosos (con y sin mucilago) eran antihiperglucémicos en una prueba de tolerancia oral a
la glucosa en ratones normoglucémicos e hiperglucémicos (nicotinamida-estreptozotocina)
y en ratas con sindrome metabdlico inducido con fructosa (Juarez-Reyes et al., 2015). En
la presente investigacion se buscé contestar si dichos efectos de reduccion del pico
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postprandial pudieran explicarse con la inhibicion de la PTP1B, lo cual daria lugar a
acciones aumentadas de la insulina, entre ellas, un aumento en la captacion de glucosa
con la consecuente hipoglucemia. Bajo las condiciones experimentales que se llevaron a
cabo (descritas en la seccion experimental 5.3.2), las fracciones A2 (AcOEt) y A3 (MeOH)
precipitaron en la mezcla de reaccion (buffer Tris y DMSO), por lo que sdélo se obtuvieron
resultados para la fraccion A1 (CH2Cl.). Esta fraccion organica fue muy activa: a 200 ppm
se alcanzo6 una inhibicion de 99.8 £ 1.6 % y a 1000 ppm, 112.6 + 8.4%. En este ensayo se
uso6 control positivo acido ursoélico 1 mM (Clsg 0.038 mM). Una vez mas, el analisis CLUE-
EM dio cuenta de la presencia de acacetina (1) y diosmetina (2) como componentes
minoritarios de dicha fraccion, los cuales tienen reportes como inhibidores de PTP1B,
aunque los valores descritos en la literatura difieren entre si.

Tabla 4. Resultados del ensayo de inhibicién de PTP1B

Porcentaje de inhibicion (%)
Acido ursoélico, control

positivo 89.6 +0.3
1mM
200 ppm 1000 ppm
Fraccion A1(CH.Cl,) 99.8+1.6 1126 + 8.4

Por ejemplo, un reporte de Proenga et al. (2018) demostrd que la acacetina (1) es
un inhibidor de la enzima PTP1B, su Clso fue de 91 £ 7 uyM. Comparado con el acido ursolico
(Clso = 7.1 £ 0.9 uM, control positivo), la acacetina es un inhibidor menos potente (Proenga
et al., 2018). Por otra parte, y segun el reporte de Chen et al. (2019), la acacetina si inhibe
a la PTP1B, pero no alcanza el 50% de dicha inhibicién; las concentraciones de 1, 5y 20
MM de acacetina apenas alcanzan un 30% de inhibicion. La diosmetina (2) también muestra
una inhibicion menor al 30%, independientemente de la concentracion evaluada (1,5 y 20
uM) (Chen et al., 2019). Por tanto, es muy probable que el metabolito mas activo de la
fraccion A1 sea también otra metoxiflavona, pues en su perfil cromatografico por UPLC hay
un compuesto en tiempo de retencion 6.28 min que tiene un espectro UV muy similar al de
las metoxiflavonas 1y 2 (Figura 25).
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Figura 25. Espectro UV (panel superior) y de masas (ionizacién en modo negativo, panel inferior)
del compuesto en tiempo de retencion 6.28 minutos.

Puesto que ninguna otra especie del género Anoda tiene investigaciones similares,
resulta pertinente continuar con la investigacion quimica de dicha fraccion, orientada
exclusivamente al descubrimiento de moléculas inhibidoras de PTP1B.

6.2.3 Ensayos basados en células

Los ensayos basados en células que se realizaron en esta re-investigacion constituyen un
aporte inédito al descubrimiento de moléculas antidiabéticas que actuan a través de dianas
moleculares novedosas, como lo es la enzima glucosa-6-fosfatasa (G6Pasa), que controla
la salida de glucosa del higado en condiciones normales y en estados patolégicos como la
obesidad y la diabetes. El primer paso que se llevé a cabo fue la determinacion de la
toxicidad de las fracciones organicas derivadas de la decoccién de A. cristata en la linea

celular H4lIE (hepatoma de rata), utilizando el método de liberacion de lactato
deshidrogenasa (LDH).

6.2.3.1 Determinacion del potencial citotoxico de las fracciones organicas

de la decoccidén en hepatocitos
La citotoxicidad es una manifestacion del dafio que provoca una sustancia a las células a
distintos niveles (nuclear, mitocondrial 0 membranal), que puede derivar en la muerte
celular. Uno de los parametros relacionados con la muerte celular es la integridad de la
membrana celular, la cual puede determinarse midiendo la presencia de enzimas
citoplasmaticas en los medios de cultivo; éste es el caso de la enzima lactato
deshidrogenasa (LDH), que se libera al medio extracelular cuando existe un dafo en la
membrana celular (Weyermann et al., 2005). El ensayo enzimatico que se us6 en este
trabajo se basa en dos etapas. En la primera, la LDH cataliza la conversion de lactato a
piruvato mediante la reduccion de NAD" a NADH/H*. En la segunda, el catalizador
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(diaforasa) transfiere H/H* del NADH/H* al cloruro de 2-(4-yodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-
feniltetrazolio (INT, sal de tetrazolio), que es reducido a formazan rojo, y que se cuantifica
espectrofotométricamente a 492 nm. Por lo tanto, a mayor cantidad de LDH cuantificada,
mayor dafilo membranal y mayor citotoxicidad.

Se determind que la fraccion A1 (CH2CI,) fue tdxica en todas las concentraciones
evaluadas (10-562 ug/mL), que la toxicidad de la fraccion A2 (AcOEt) fue concentracion-
dependiente (10-562 ug/mL), y que la fracciéon A3 (MeOH) inducia entre 11.1 y 50 % de
muerte celular también de modo concentracién-dependiente (Figura 26).

100 -

80 1

- T .

E
[10]

10 56 100 316 562 10 56 100 316 562 10 56 100 316 562

%Muerte

20

A1 (ug/mL) A2 (ug/mL) A3 (ug/mL)

Figura 26. Determinacion del potencial citotéxico en hepatocitos H4IIE.

A1: fraccion de CH2Clz; A2: fraccion de AcOEt; A3: fraccion solubilizada en MeOH. Cada barra es
el promedio de n £ EEM de tres pases independientes con duplicados.

Los analisis cromatograficos realizados para las fracciones A1 (CH2Cl,) y A2
(AcOEt) permitieron identificar la presencia de las metoxiflavonas acacetina (1) y diosmetina
(2) como compuestos minoritarios de las mismas; en la fraccion A3 (MeOH) no se detecto
la presencia de estas metoxiflavonas. Los mecanismos de citotoxicidad observada en las
fracciones A1, A2 y A3 deberan asociarse con los metabolitos presentes en ellas, una vez
que éstos sean aislados e identificados.

Por otra parte, y debido a que se contaba con cantidad suficiente de las
metoxiflavonas (1) y (2) para su evaluacion en los modelos celulares, se realiz6 la curva
concentracion-respuesta de ambas (5.62 - 56.2 pM) y se determind su citotoxicidad
relacionada con la liberacion de LDH. Fue muy interesante observar que la viabilidad celular
no se redujo mas de 80% en ninguna de las concentraciones evaluadas, el limite maximo
establecido por nuestro grupo de trabajo (Figura 27). Por tanto, la Clso de las flavonas en
este modelo de células H4IIE es superior a 56.2 yM.
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Figura 27. Determinacion del potencial citotdxico de la acacetina (1) y de la diosmetina (2) en
hepatocitos H4IIE.
Cada barra es el promedio de n + EEM de tres pases independientes con duplicados.

Sin embargo, hay multiples reportes de la citotoxicidad de estas metoxiflavonas en
lineas celulares de cancer, cuyos valores de inhibicion media dependen del tipo de célula y
del tiempo de exposicién. Por ejemplo, se ha determinado citotoxicidad moderada de la
acacetina (1) en las lineas celulares humanas hepaticas (HepG2, Clsp = 89.22 uM), de
carcinoma renal (A498, Clso > 200 uM), carcinoma escamoso oral (HSC-3, Clso = 25 pM),
cancer cervical (HeLa, Clso = 174 yM), y en lineas de raton (B16, piel Clso < 50 uM; Lewis,
pulmén Clsp < 50 uM) (Semwal et al., 2019). Por su parte, se ha determinado que la
diosmetina (2) también es citotoxica en las lineas celulares MG-63 (osteosarcoma humano,
Clso >100 pM) y HepG2 (Clso = 30 uM) (V. P. Androutsopoulos & Spandidos, 2013; Martins
et al., 2016), pero en otros modelos, como en cultivos de hepatocitos primarios, (2) tiene un
efecto citoprotector frente al dafio inducido por el estolato de eritromicina (dafio a nivel
membranal) y el dafio oxidativo causado por tert-butil-hidroperoxido (Villa et al., 1992).
Estos resultados opuestos se explican con el efecto de hormesis antioxidante-prooxidante
inducido por los flavonoides (Calabrese et al.,, 2021), de manera que a ciertas
concentraciones puede observarse un efecto citoprotector y a otras, citotoxico.

6.2.3.2 Ensayo de inhibicion de la enzima glucosa 6-fosfatasa (G6Pasa) en
hepatocitos

La hiperglucemia caracteristica de la DM2 se explica en gran medida por un incremento en
la produccion de glucosa hepatica; por lo tanto, los inhibidores de enzimas involucradas en
la glucogendlisis o en la gluconeogénesis son blancos terapéuticos potenciales para el
desarrollo de alternativas farmacoldgicas para el tratamiento de esta enfermedad. La diana
en la que se centra esta parte de la investigacion es la glucosa-6-fosfatasa (G6Pasa), una
enzima de distribucion principalmente hepatica que cataliza el paso final de la
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glucogendlisis y la gluconeogénesis, ya que convierte glucosa-6-fosfato (G6P) en glucosa.
Se ha descrito que la velocidad de hidrolisis de G6P y la consecuente salida de glucosa del
higado esta incrementada en la DM2 (Mccormack et al., 2001), por lo que la estrategia
farmacoldgica de reducir la liberacion hepatica de glucosa resulté de interés, para lo cual
se selecciond un ensayo basado en células hepaticas H4IIE previamente estandarizado
(Nachar et al., 2017; Naz et al., 2020; Ovalle-Magallanes et al., 2019). En la metodologia
que se siguio, las células tratadas con los extractos y/o compuestos reciben glucosa-6-
fosfato (200 mM) de manera exdégena en un medio libre de glucosa; posteriormente se
cuantifica la glucosa presente en el medio empleando el método de glucosa oxidasa, y
determinando la concentracion de glucosa a 505 nm. Por lo tanto, a mayor inhibicion
enzimatica, la glucosa cuantificada sera menor.

Como se describiéo anteriormente, las fracciones A1 (CH.Cl2) y A2 (AcOEt)
resultaron ser citotoxicas en las concentraciones evaluadas; en la experiencia de nuestro
grupo de trabajo, el estudio de sustancias que inducen mas del 20% de muerte celular
puede dar un resultado falso positivo en el ensayo de inhibiciéon de G6Pasa. Por ello sélo
se evaluo la fraccion A3 (MeOH). Se construyé la curva concentracion-respuesta de A3
entre 10 y 100 pug/mL. Por la citotoxicidad exhibida, las fracciones A1 y A2 no fueron
evaluadas. Todas las concentraciones evaluadas de la fraccién soluble en MeOH (A3)
(Figura 28) redujeron significativamente (p <0.05) la actividad de la enzima G6Pasa de
modo similar a como lo hizo el control positivo insulina (100 nM). Por lo tanto, es probable
que el responsable de dicha actividad sea el compuesto mayoritario identificado como un
derivado glicosilado de la 5,7,4'-trihidroxi-3'-metoxiflavona.
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Figura 28. Determinacion de la actividad G6Pasa en hepatocitos H4IIE.

INS: insulina 100 nM, A3: fraccion solubilizada en MeOH. Cada barra es el promedio de n + EEM
de tres pases independientes con duplicados normalizados al grupo de DMSO. ANOVA de una via,
post hoc Dunnett (*p < 0.05 y **p < 0.001).
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Por su disponibilidad, se procedié a evaluar a las metoxiflavonas 1 y 2 en el ensayo de
inhibicién de glucosa-6-fosfatasa. Se construyeron las curvas concentracion-respuesta de
1y 2 comprendidas entre 5.62 y 56.2 uyM, incubadas durante 18 h. Bajo estas condiciones,
se observo que 1 era inactiva y que 2 alcanzaba una respuesta maxima en 10 pyM, y luego,
perdia la actividad (Figura 29).
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Figura 29. Determinacion de la actividad G6Pasa de la acacetina (1) y de la diosmetina (2) en
hepatocitos H4IIE.
INS: insulina 100 nM. Cada barra es el promedio de n + EEM de tres pases independientes con
duplicados normalizados al grupo de DMSO. ANOVA de una via, post hoc Dunnett (***p < 0.001).

Por lo tanto, se realizaron nuevas curvas concentracién-respuesta en los intervalos
de concentracion de 1 a 10 yM para1y 1.78 a 17.7 uM para 2. Una vez mas, la acacetina
(1) fue inactiva, pero la diosmetina (2) si fue activa (Figura 30), aunque el efecto no fue
concentracion-dependiente. Este resultado no era el esperado, ya que la acacetina (1) y la
diosmetina (2) son muy parecidas estructuralmente, solo difieren en que la diosmetina tiene
un grupo hidroxilo en la posicién 5.
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Figura 30. Determinacion de la actividad G6Pasa de la acacetina (1) y de la diosmetina (2) en
hepatocitos H4IIE.
INS: insulina 100 nM. Cada barra es el promedio de n + EEM de tres pases independientes con
duplicados normalizados al grupo de DMSO. ANOVA de una via, post hoc Dunnett (***p < 0.001).

En la revision bibliografica efectuada se detectaron tres articulos de investigacion
que reportan este mismo fenémeno de inactividad-actividad. Segun Podr et al. (2014),
cuando se incubd a la acacetina (1), diosmetina (2), luteolina (3) y apigenina (4) (10 uM)
durante 12 h en células MDCK (células de rifidén canino, Madin-Darby Canine Kidney), se
observé que sélo 2 provocaba una elevacion significativa de las concentraciones de ATP.
Estas flavonas no fueron citotdxicas en las concentraciones evaluadas. Posteriormente, el
tiempo de incubacion se cambid a 24 h, manteniendo la concentraciéon en 10 uM. En ese
ensayo, solo la luteolina (3) incrementod de forma significativa los niveles de ATP. El efecto
de actividad-inactividad de la diosmetina (2) se evaludé entonces a tres tiempos y tres
concentraciones: 5, 10 y 15 yM y a las 6 h, 12 h, y 24 h. Se corroboré un efecto
concentracion dependiente a las 6 h, actividad a concentraciones altas a las 12 h, y la
inactividad de la diosmetina a las 24 h, independientemente de su concentracion. Este
efecto también se observo en células HepG2 (hepatoma humano), pues la incubacién de 2
durante 12 h a concentraciones entre 5 y 10 uM elevo los niveles de ATP, mostrando una
ligera reduccion de la viabilidad celular (Podr et al., 2014). Los autores atribuyeron la
actividad de la diosmetina (2) en ambas lineas celulares a un fendémeno de
biotransformacion: dependiendo del tiempo de incubacion, la diosmetina se convierte en
luteolina (la cual es inactiva) por accién de la CYP1A (V. Androutsopoulos et al., 2009; V.
P. Androutsopoulos & Spandidos, 2013; Z. Chen et al., 2012). La evidencia experimental
que generamos demuestra que, a 18 h de incubacién, la diosmetina es activa a
concentraciones bajas, pero la acacetina no lo es. Por tanto, la metoxilaciéon en 5’ y la
hidroxilacion en 4’ son indispensables para la actividad biolégica. Con la informacion
bibliografica disponible podemos proponer que la diosmetina se biotransforma a luteolina
(una flavona inactiva) por accion de CYP1A de modo concentracion-dependiente a partir de
la concentracion de 17.7 uM y hasta 56.2 uM (Figura 31).
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Queda como perspectiva determinar la influencia del tiempo de incubacion en el
efecto inhibitorio de la diosmetina, y aceptar o rechazar la hipétesis de la biotransformacion
(diosmetina — luteolina) descrita por otros y que también proponemos.

Activa Inactiva

Figura 31. Propuesta de inactivacion metabdlica de la diosmetina (2) a luteolina (4) en hepatocitos
H4IIE.
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7. CONCLUSIONES

La evidencia experimental recabada en esta re-investigacién da cuenta de tres posibles
mecanismos de accion del quelite medicinal A. cristata como inhibidor de enzimas de
interés farmacoldgico para tratar la DM2: a-glucosidasa, proteina tirosina fosfatasa 1B y
glucosa-6-fosfatasa. Los distintos ensayos enzimaticos realizados con las fracciones
derivadas de la decoccion y compuestos puros permitieron establecer que:

+ Las fracciones organicas que contienen acacetina (1) y diosmetina (2), ademas de
posibles derivados glicosilados de la 5,7,4'-trihidroxi-3'-metoxiflavona, son inhibidores
de las enzimas a-glucosidasas y de la proteina tirosina fosfatasa 1B. Este resultado es
consistente con la actividad antihiperglucémica demostrada previamente para la
especie en roedores.

* La fracciéon solubilizada en MeOH y que contiene como compuesto mayoritario un
derivado glicosilado de la 5,7,4'-trihidroxi-3'-metoxiflavona inhibié a la enzima glucosa-
6-fosfatasa (G6Pasa) expresada en hepatocitos H4IIE.

* Ladiosmetina (2) inhibe a la enzima G6Pasa; la acacetina (1), no.

La polivalencia farmacoldgica demostrada para los metabolitos secundarios del alache
identificados en esta re-investigacion: acacetina (1), diosmetina (2) y un derivado glicosilado
de la 5,7,4'-trihidroxi-3'-metoxiflavona permite asignar un valor agregado a esta especie de
quelite para regular los mecanismos homeostaticos de la glucosa, que se encuentran
perturbados en el caso de la diabetes mellitus. Por otra parte, el hallazgo de actividad
inhibitoria sobre la enzima glucosa 6-fosfatasa de la diosmetina (2) y de la fracciéon que
contiene al derivado glicosilado de la 5,7,4'-trihidroxi-3'-metoxiflavona es inédita para la
especie.

51



8. PERSPECTIVAS

Realizar el estudio quimico de las fracciones organicas derivadas de la decoccion con
la finalidad de contribuir al conocimiento quimico de la especie y encontrar los
compuestos bioactivos responsables de la inhibicién de las enzimas proteina tirosina
fosfatasa 1B, a-glucosidasas y glucosa-6-fosfatasa.

Desarrollar un método analitico por cromatografia de liquidos para comprobar la

hipotesis de la biotransformaciéon de las metoxiflavonas en los ensayos basados en
células que se usaron en esta investigacion.
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