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Resumen

El presente trabajo describe los estudios fitoquimicos y farmacolégicos realizados a las
semillas de Swietenia humilis Zucc. (Meliaceae), una especie empleada tradicionalmente en
México para el tratamiento de la diabetes y otras afecciones metabdlicas. Estos estudios
ayudaron a establecer su eficacia como agente antidiabético, y de generar algunos parametros

de calidad y seguridad.

En primera instancia, la investigacion quimica condujo al aislamiento de ocho
limonoides del tipo mexicanélida: humilina B (1), metil-2-hidroxi-3-S-isobutiroxi-1-
oxomeliac-8(30)-enato (2), metil-2-hidroxi-3-f-tigloiloxi-1-oxomeliac-8(30)-enato (3),
humilinélida C (6), acetato de 2-hidroxi-destigloil-6-deoxiswietenina (12), metil-2-hidroxi-3-
B-isobutiroxi-8a,30a-epoxi-1-oxomeliac-8(30)-enato (13), humilindlida G (14) y humilinélida
H (15), caracterizados todos ellos mediante la aplicacién de técnicas espectrométricas y
espectroscopicas. Las humilinélidas G (14) y H (15) son nuevas entidades quimicas y la

mexicandlida 12 se reporta por primera vez para la especie.

La obtencién del perfil cromatografico de la decoccién de las semillas, el preparado
consumido de forma tradicional, mediante Cromatografia de Liquidos de Alta Eficiencia
(CLAE) permiti6 desarrollar y validar un método analitico por esta técnica. Con dicho método
se cuantificaron las mexicandlidas presentes en las semillas de S. humilis. Las condiciones
optimizadas fueron las siguientes: columna Synergi™ 4 um Hydro-RP 80 A (150 x 4.6 mm, d.i.
4 um; Phenomenex), elucién de tipo gradiente [fase mévil CH30H-H20 (A) (30:70) y CH3CN (B)
de 45% B (0 min), a 55% B (10 min), a 100% B (30 min)], velocidad de flujo de 0.4 ml min-};
longitud de onda de deteccién de 208.7 nm. El contenido total de mexicandlidas fue de 330.19

+ 40.4 mg por gramo de semilla de S. humilis.

Las evaluaciones preclinicas comenzaron con el establecimiento de la inocuidad de S.
humilis en roedores empleando el método de Lorke. El estudio toxicologico de la droga cruda
y de la decoccién mostré que los preparados no son tdxicos; la dosis letal media (DLso) de

ambos fue superior a 5 g/kg.

La eficacia antidiabética de S. humilis se evalué en ratones normoglucémicos e

hiperglucémicos (nicotinamida-estreptozotocina, 50-130 mg/kg). Los resultados obtenidos en



experimentos hipoglucemiantes agudos revelaron que la decoccién (100 mg/kg) es un mejor
agente hipoglucemiante respecto a un extracto hexanico (100 mg/kg) y a las mexicandélidas
12 y 3 (31.6 mg/kg). Asimismo, la decoccidn (100-316 mg/kg) y las mexicandlidas 12,1y 3
(3.16-31.6 mg/kg) demostraron un efecto antihiperglucémico significativo en la prueba de
tolerancia a la glucosa oral, tanto en ratones normoglucémicos como en hiperglucémicos, lo
que evidenci6 el potencial de la especie para reducir la glucemia postprandial. Los resultados
generados en la prueba de tolerancia a la sacarosa en animales normoglucémicos permitieron
descartar la inhibicidn de las enzimas a-glucosidasas intestinales como mecanismo de acciéon
antihiperglucémico de la especie. La mexicanélida 12 actué como sensibilizadora a la acciéon

de la insulina (2 y 10 mg/kg) en los animales de experimentacion.

La administraciéon durante una semana de la decoccién a ratas con sindrome metabdlico
inducido por fructosa provocé cambios metabdlicos que se correlacionaron con el uso de la
especie como “depurativa de la sangre”. Este preparado (100 mg/kg) demostré efectos
antihiperglucémicos, hipoglucemiantes, hipolipemiantes, de reducciéon de grasa abdominal y
de acido urico, asi como un importante incremento en el glucégeno hepatico en los animales

tratados. Por otra parte, la decocciéon no modificé los niveles de insulina.

Una vez comprobada la eficacia antidiabética de S. humilis, se selecciondé a la
mexicanodlida 12 para establecer sus posibles mecanismos de accién in vivo en ratones
hiperglucémicos. Los experimentos disefiados permitieron determinar que es muy probable
que 12 interacttie tanto con los canales Karp de las células 3 pancredticas en un sitio distinto al
sulfonilurea, como con receptores serotoninérgicos 5-HT2a,c a nivel sistémico. Respecto a esta
ultima propuesta, los estudios tedricos de acoplamiento molecular realizados para las
mexicandlidas 1-3, 6, y 12-15 con un receptor 5-HT2¢ construido por homologia sugieren

que la interaccién entre las mexicandlidas y este tipo de receptores es posible.

Con la finalidad de profundizar en los mecanismos de accién de S. humilis, se realizaron
evaluaciones con la decoccién y las mexicanélidas 12, 1, 3 y 15 en modelos in vitro. La
decoccion, y los compuestos 12, 1 y 3 tuvieron una actividad antioxidante moderada. En
modelos celulares se demostré que la decoccion y las mexicanélidas 12, 3 y 15 inhibian a la
enzima glucosa-6-fosfatasa hepatica, resultado que explica el moderado efecto
hipoglucemiante de la especie. Las mismas mexicano6lidas promovieron la captacién de
glucosa en cultivos de células musculares, sustentando asi el efecto antihiperglucémico de S.

humilis.
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Otra linea de investigacion preclinica de la especie estuvo encaminada a analizar las
interacciones in vivo entre la decoccion y la mexicanolida 12 con los farmacos glibenclamida y
metformina. La combinacién decoccion-glibenclamida y 12-glibenclamida resulté en la
abolicion del efecto antihiperglucémico; por otro lado, la asociacién de la decoccién y de 12

con metformina aumento el efecto antihiperglucémico.

Finalmente, se analizé el potencial antinociceptivo y antihiperalgésico de S. humilis en
ratones empleando el modelo de formalina. La decoccién mostré eficacia antinociceptiva en
ratones normoglucémicos (CEso = 44.4 pg/pata) y antihiperalgésica en animales
hiperglucémicos (CEsp = 130.4 ug/pata). Puesto que la mexicanélida 12 también tuvo un
efecto antihiperalgésico significativo (CEso = 2.91 pg/pata), se evaluaron los posibles
mecanismos de accién involucrados. Asi, los resultados de estos experimentos sugieren que
12 ejerce su efecto antihiperalgésico a través de la modulacién central de los receptores
serotoninérgicos 5-HTza/c, los receptores GABAa, y los receptores opioides. Los efectos
periféricos de 12, entonces, parecieran estar relacionados con la participaciéon de las vias
nitrérgicas, las cuales pueden activarse como resultado del efecto central de 12 sobre las vias

serotoninérticas, GABAérgicas y opioides.

En sintesis, los hallazgos de esta investigacion, ademas de su importancia cientifica per
se al generar conocimiento inédito desde los puntos de vista quimico y farmacoldgico,
constituyen un aporte importante para sustentar el uso racional de S. humilis en las practicas
médicas alternativas de México. Ademas, el trabajo proporciona herramientas para propiciar

la regulacion oficial de los recursos fitoterapéuticos en nuestro pafs.
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Abstract

This dissertation describes the phytochemical and pharmacological studies conducted
in order to establish the antidiabetic efficacy as well as some safety and quality parameters of
the seeds of Swietenia humilis Zucc. (Meliaceae), a species used in Mexican Traditional

Medicine for treating type 2 diabetes mellitus and other metabolic diseases.

Chemical investigation of the seeds allowed the isolation of eight limonoids of the
mexicanolides type, identified by spectrometric and spectroscopic techniques as, humilin B
(1), methyl-2-hydroxy-3-f-isobutyroxy-1-oxomeliac-8(30)-enate (2), methyl-2-hydroxy-3-£-
tigloyloxy-1-oxomeliac-8(30)-enate (3), humilinolide C (6), 2-hydroxy-destigloyl-6-
deoxyswietenine acetate (12)methyl-2-hydroxy-3-£-isobutyoyl-8a,30a-epoxy-1-oxo-
meliacate (13),, humilinolide G (14), and humilinolide H (15), Compounds 14 and 15 are new

chemical identities, and 12 is described for the first time for the species.

A chromatographic profile of the decoction of the seeds obtained by High Performance
Liquid Chromatography (HPLC) led to the development and validation of an analytical method
for quantifying the mexicanolides present in the seeds. The optimized conditions were: a
Synergi™ 4 ym Hydro-RP 80 A (150 x 4.6 mm, i.d. 4 um; Phenomenex) column, a gradient
elution mode [mobile phase CH30H-H,0 (A) (30:70) and CH3CN (B); from 45% B (0 min), to
55% B (10 min), to 100% B (30 min)], a flow of 0.4 ml min-!; detection wavelength of 208.7

nm. The total content of mexicanolides in the seeds was 330.19 + 40.4 mg per gram.

As first step in the preclinical evaluations, acute toxicity studies of the seeds and their
decoction were conducted in mice following the method of Lorke. According to this protocol,

the preparations were not toxic; the medium lethal doses (LDso) of both were higher than 5

g/kg.

The antidiabetic efficacy of S. humilis was evaluated in normoglycemic and
hyperglycemic mice (nicotinamide-streptozotocin, 50-130 mg/kg). The results obtained in
acute hypoglycemic assays revealed that the decoction (100 mg/kg) is a better hypoglycemic
agent than a hexanic extract (100 mg/kg) or the mexicanolides 12 and 3 (31.6 mg/kg).
Furthermore, the decoction (100-316 mg/kg) and the mexicanolides 12, 1, and 3 (3.16-31.6
mg/kg) exhibited a significant antihyperglycemic effect when evaluated in an oral glucose

tolerance test, demonstrating the capacity of the species to lower postprandial glycemia. In
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addition, the outcomes of an oral sucrose tolerance test conducted with the decoction ruled
out the inhibition of the intestinal a-glucosidases enzymes as a possible antihyperglycemic
mechanism of action. Mexicanolide 12 acted as an insulin sensitizer (2 and 10 mg/kg) in the

experimental animals according to an insulin tolerance test.

In a rat model of fructose-induced metabolic syndrome, the decoction (100 mg/kg)
exhibited significant antihyperglycemic, hypoglycemic, and hypolipidemic effects; it also
diminished abdominal fat, uric acid levels, and produced an important augmentation of
hepatic glycogen content without affecting the insulin levels. These findings correlated with

the traditional use of the species as “blood depurative”.

Then, we explored the possible in vivo mechanisms of action of mexicanolide 12 using
hyperglycemic mice. The results suggested that 12 interacted with the B-pancreatic Karp
channels in a non-sulfonylurea site, and with 5-HT:a/c receptors. Theoretical studies of
molecular docking of mexicanolides 1-3, 6, and 12-15 with a 5-HT,c receptor built by
homology modeling predicted that the binding of mexicanolides with this type of receptors is

possible.

Further analyses of the possible in vitro antidiabetic mechanisms of action of S. humilis
showed that the decoction and compounds 12, 1, and 3 had a moderated antioxidant capacity.
When using cell-based models, it was demonstrated that the decoction and mexicanolides 12,
3, and 15 inhibited the hepatic glucose-6-phosphatase enzyme; these compounds also
enhanced glucose uptake in muscle cells. These results explained both the hypoglycemic and

the antihyperglycemic effect of the species.

In other series of experiments, the interactions between the decoction and mexicanolide
12, with glibenclamide or metformin were analyzed. Co-administration of these treatments
with glibenclamide resulted in the abolition of their pharmacological effect. In contrast, the
antihyperglycemic effect of the decoction and 12 were augmented upon combination with

metformin.

Finally, the antinociceptive and antihyperalgesic potential of S. humilis were assessed
using the formalin model. The decoction exhibited significant antinociceptive effect in
normoglycemic mice (ECso = 44.4 ug/paw), and antihyperalgesic action in hyperglycemic mice

(ECso = 130.4 pg/paw). Compound 12 also had a significant antihyperalgesic effect (ECso =
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2.91 pg/paw). The possible mechanism of action was established using the same model, and
the results revealed the involvement of 5-HT2a/c, GABAa, and opioid receptors in the central
effect of 12, while its peripheral action could be attributed to the activation of the nitrergic

pathways triggered by its central serotonergic, GABAergic and opioid modulation.

In summary, the pharmacological and chemical findings of this work are relevant not
only from the scientific point of view but also because they will support the rational use of S.
humilis in Mexican alternative practices. Furthermore, this research provides useful tools that

could be applied in the official regulation of herbal medicines in Mexico.
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Introduccion

La prevalencia mundial de des6rdenes metabdlicos como la obesidad, las dislipidemias,
la hipertension arterial y la diabetes, ha incrementado dramdaticamente en la dltima década.
En particular, la diabetes ha acaparado la atencién no so6lo de los profesionales de la salud
sino del publico en general debido a su alta tasa de incidencia entre todos los sectores
poblacionales. De hecho, los informes mas recientes emitidos tanto por la Federacion
Internacional de Diabetes como por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), revelan que
aproximadamente 415 millones de personas estan afectadas por algun tipo de diabetes
mellitus, siendo la mas frecuente la tipo 2 (DMT2; 90% de los casos), y que en el transcurso de
las préximas dos décadas, la cifra alcanzara los 640 millones (IDF, 2015; OMS, 2015). Los
indices de morbilidad y mortalidad asociados a esta enfermedad son elevados en los paises
pobres y en los de economias emergentes. Esto lo confirma la Encuesta Nacional de Salud de
2012 para México, donde el 10% de los mexicanos vive con diabetes, y las complicaciones
asociadas como infartos, neuropatia diabética, amputaciones, dafio renal, y ceguera, conducen
a la reduccion de la calidad y de la expectativa de vida de quienes la padecen (ENSANUT,

2012).

La prevencidn es una de las propuestas centrales de la OMS para frenar la diabetes; sin
embargo, las campafias que promueven un estilo de vida mas saludable, como modificaciones
en la dieta y el incremento de actividad fisica, no han tenido el éxito esperado (OMS, 2015).
Por lo tanto, los sistemas de salud enfrentan la diabetes con diversas estrategias
farmacoldgicas que incluyen el incremento de los niveles de insulina, la sensibilizacién de los
tejidos a ésta, y la reduccién de la cantidad de carbohidratos absorbidos en el tracto
gastrointestinal, entre otras (Krentz, y Bailey, 2005; Lorenzati et al, 2010). Los pacientes
diabéticos estin sometidos a regimenes medicamentosos complejos que con frecuencia
conllevan el riesgo de hipoglucemia y de aumento de peso, lo cual supone altibajos en el
tratamiento. Es entonces comprensible que quienes viven con DMT2 demanden terapias mas

eficaces, que ademas no sean onerosas y que sean facil adquisicion (Israili, 2011).

Ante este panorama, las personas diabéticas recurren con frecuencia a alternativas
terapéuticas, entre las que destacan las plantas medicinales. En nuestro pafs, éstas cuentan
con arraigo histdrico en las practicas médicas y muy buena aceptacién entre la poblacién. Sin

embargo, de las mas de 380 especies reportadas en México como antidiabéticas, inicamente
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un tercio posee estudios quimicos y/o farmacoldgicos que sustentan su seguridad y eficacia

(Andrade-Cetto y Heinrich, 2005; Mata et al., 2013).

Es conveniente recalcar que la investigaciéon de plantas medicinales no sélo permite la
obtencion de principios activos que pudiesen servir como cabezas de serie para el desarrollo
de farmacos para el tratamiento de la diabetes, como fue el caso de la metformina, sintetizada
a partir de una guanidina aislada de Galega officinalis (Calixto, 2000; Witters, 2001), sino que
da pauta a la preparacion de fitomedicamentos polifarmacolégicos capaces de reducir los
niveles de glucosa y de atenuar otros trastornos asociados a la diabetes (Wagner y Ulrich-

Merzenich, 2009).

Nuestro grupo de investigacion ha dedicado mas de una década a la generaciéon de
informacidn cientifica de algunas de las especies medicinales con reputacién hipoglucemiante
de mayor uso, como el copalchi (Hintonia latiflora y Hintonia standleyana), la prodigiosa
(Brickellia cavanillesii), el chuchupate (Ligusticum porteri), el estafiate (Artemisia ludoviciana),
el simonillo (Conyza filaginoides), entre otras (Anaya-Eugenio et al., 2014; Cristians et al.,
2009; Guerrero-Analco, et al., 2007; Escanddn-Rivera et al.,, 2012; Mata et al., 2013; Ovalle-
Magallanes et al.,, 2015). El eje del estudio de estas especies son los lineamientos emitidos por
la OMS para la generaciéon de monografias cientificas, documentos que conjuntan informacién
confiable sobre identidad, composicién quimica y eficacia de las plantas medicinales de mayor

uso a nivel mundial (OMS, 2011).

El presente trabajo busca aportar informacién fitoquimica y farmacolégica que
demuestre de manera preclinica la seguridad y eficacia de un extracto acuoso y de
compuestos puros obtenidos de la especie Swietenia humilis Zucc. (Meliaceae), como agentes
capaces de reducir la hiperglucemia, la hipertrigliceridemia y la hiperalgesia en modelos in
vivo e in vitro selectos, con la finalidad de contribuir al establecimiento de las bases del uso

racional de esta especie para tratar la diabetes mellitus.
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I. Antecedentes

1.1 Generalidades sobre Swietenia humilis Zucc. (Meliaceae)

1.1.1 Aspectos taxondmicos y distribucién geografica

Las especies pertenecientes a la familia Meliaceae se emplean en todo el mundo por sus
maderas de alta calidad y como fuente de recursos terapéuticos. Las melidceas presentan
diversidad morfoldgica en flores y frutos, y en su composiciéon quimica, lo cual ha dado pauta a
que se clasifiquen en cuatro subfamilias: Swietenioideae, Melioideae, Quivisianthoideae y
Capuronianthoideae. A la primera subfamilia pertenece el género Swietenia, cuyos miembros
mas representativos son la caoba de la India (S. mahagoni Jacq.), la caoba sudamericana (S.

macrophylla King), y la caobilla (S. humilis Zucc.) (Da Silva et al., 1984; Da Silva et al., 2008).

En México se encuentran dos especies del género Swietenia: Swietenia mahagoni y
Swietenia humilis (Swietenia cirrhata Blake o Swietenia bijuga Preuss) (CONAFOR, 2007).
Swietenia humilis es un arbol de altura media (15-20 m) que crece en altitudes desde los 200
hasta 1500 msn, en las areas de manglar y de bosques tropicales y caducifolios, asi como
asociado a plantaciones, en los estados de Guerrero, Michoacadn, Colima, Sinaloa y Chiapas,
donde los arboles se encuentran como individuos aislados. Es conocido como caobilla y caoba
del Pacifico; sus denominaciones populares son zopilote, zopilopatli, sopilocuahuitli, cédbano,
palo de zopilohuite, gateado, zapatdn, flor de venadillo (Nayarit), kiniam, tson tendo kind
(Oaxaca), y zopilocoahuit (Michoacan) (Standley, 1926; Biblioteca Digital de la Medicina
Tradicional Mexicana, 2009). El fruto del arbol es una cdpsula lisa ovoide de color café
grisaceo, de 8-20 cm de longitud y 10-12 cm de didmetro. Las semillas, de color amarillo claro
y de 6-9 cm de longitud, se emplean en las practicas médicas populares en forma de horchata
(suspensién acuosa de las semillas molidas), decoccién o infusién (Biblioteca Digital de la
Medicina Tradicional Mexicana, 2009). Swietenia humilis (Figura 1) se encuentra en diversas

listas que la sefialan como especie en riesgo con necesidad de conservaciéon (CONAFOR, 2007).
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Figura 1. Swietenia humilis Zucc. Temixco, Morelos. Abril, 2012. (A. Tapia, 2012)

1.1.2 Aspectos etnofarmacolégicos

Los primeros reportes de los usos medicinales de las semillas de S. humilis se
encuentran en la obra del siglo XVI de Francisco Hernandez Historia de las Plantas de la Nueva
Espariia. En ella, se relatan los usos de la especie como antitumoral, antitusigeno, astringente, y

suavizante de la piel (Hernandez, 1959):

CAPITULO CLXVIIL Del TZOPILOTLTZONTECOMATL o cabeza de aura

El TZOPILOTLTZONTECOMATL o tzopilotl es un arbol grande con hojas largas y
angostas y fruto grande y oblongo que encierra unos huesos planos, amargos, buenos
para el pecho y de sabor parecido al de las almendras amargas, aunque dejan al fin olor
de almizcle y sabor fétido. Son éstos calientes casi en tercer grado, y manan cierto
liquido oleaginoso y emoliente. Parecen tener propiedades semejantes a las del aceite
de almendras amargas, y asi disuelven los tumores, curan la tos, suavizan el pecho,
introducidos en la nariz limpian la cabeza, y alivian las ulceras. Ademas, el aceite
sacado de este fruto suaviza y limpia el rostro de las mujeres. Nace en Hoitzoco por
todas partes, pero principalmente en las colinas.

Tzopiltzontecomatl: de tzopilo (tl), zopilote, y tzontecomatl, cabeza. Cabeza de zopilote.

En el estudio del siglo XIX Sinonimia vulgar y cientifica de las plantas de la Nueva Esparia,
M. Sessé y ]. Mocifio identifican como tzopilotizonte a Swietenia mahogani L. (S. mahagoni
Jacq.), aunque las revisiones posteriores sugieren que tal vez la especie descrita es S. humilis
(Standley, 1926; Martinez, 1989). En las descripciones etnofarmacolégicas actuales, las
semillas de S. humilis se emplean solas o bajo la forma de decoccién para aliviar trastornos del
aparato digestivo, (disenteria, diarrea, enfermedades parasitarias, empacho), o en

combinacién con hierbabuena (Mentha x piperita), estafiate (Artemisia ludoviciana), o apio
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(Apium graveolens). Otros reportes recientes sefialan que las semillas ingeridas en forma de
horchata son depurativas de la sangre, y que las decocciones o infusiones de las semillas son
utiles en el tratamiento de la diabetes mellitus (Andrade-Cetto y Heinrich, 2005; Romero-

Cerecero et al., 2009).

1.1.3 Constituyentes quimicos y actividad biol6gica

Las familias Meliaceae, Rutaceae y Cneoraceae son las fuentes principales de
limonoides, tetranorterpenoides con alto grado de oxigenacién que tienen como precursores
biogenéticos triterpenoides de tipo tirucalano (H-20a) o eufano (H-20p), cuya cadena lateral
da origen al furano en la posicién 17f, tan comun en estos compuestos. La pérdida de cuatro
carbonos durante este proceso dio origen al nombre de tetranortriterpenoides. Tras las
formacion del esqueleto base, se dan multiples rearreglos y oxidaciones que conducen a
diversas clases de limonoides (Figura 2) (Roy y Saraf, 2006; Tan y Luo, 2011). En el género
Swietenia se ha reportado la presencia de limonoides con esqueleto intacto, B,D-seco-

limonoides, limonoides tipo fragmalina y mexicandlidas (Da Silva et al., 2008).

A partir de las semillas de Swietenia humilis se han aislado la humilina B (1) metil-2-
hidroxi-3-B-isobutiroxi-1-oximeliac-8(30)-enato  (2), el  metil-2-hidroxi-3-B-tigloil-1-
oximeliac-8(30)-enato (3), asi como las humilindlidas A-F (4-9), la swietenina C (10) y la
swietemahonina C (11) (Cuadro 1) (Jimenez et al., 1998; Okorie y Taylor, 1971; Segura-
Correa et al,, 1993). De manera adicional, Pérez-Rubio y colaboradores (2012), reportaron la
naturaleza de los 4cidos grasos de un aceite obtenido de las semillas de la especie, siendo los
mas abundantes el linoléico y linolénico (48%), seguido del oleico (30%), y el palmitico y

estéarico (18%) (Pérez-Rubio et al.,, 2012).

Los limonoides se han empleado en la industria agricola como pesticidas, pues regulan
el crecimiento de malezas e interfieren con el ciclo de alimentacidn de insectos que parasitan
cultivos de relevancia econdmica. Estudios previos biodirigidos de S. humilis demostraron la
capacidad de un extracto metandlico y de algunos limonoides de las semillas para inhibir el
crecimiento de las raices de Echinochloa crus-galli (L.) Beauv. y de Amaranthus
hypochondriacus L. Ese extracto también presentd actividad antialimentaria y sobre el
crecimiento larvario de Tenebrio molitor (Segura-Correa et al., 1993). Jiménez y colaboradores

(1998) evaluaron las humilindlidas A-F sobre diversos pardmetros del ciclo de vida del
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gusano barrenador del maiz (Ostrinia nubilalis Hubner); la humilindlida F present6 actividad

comparable con el control positivo toosendanina (Jimenez et al., 1998)
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Figura 2. Origen y clasificacion de los limonoides de las Meliaceas (Modificado de Tan y Luo, 2011).
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Por otra parte, Camacho y colaboradores (2003) evaluaron un extracto metanoélico de
corteza de S. humilis contra promastigotes de Leishmania donovani y contra tripomastigotes
de Trypanosoma brucei brucei. La actividad antileishmania y tripanocida encontrada se asoci6
a la citotoxicidad que el extracto presenté en un modelo de células KB humanas (Camacho et

al., 2003).

Cuadro 1. Limonoides de Swietenia humilis.

1 2
4 3
5 6
9 7
11 8

10

Referencias: Jiménez et al., 1998; Okorie y Taylor, 1971; Segura-Correa et al., 1993

1.2 Limonoides con potencial en el tratamiento de la obesidad y la diabetes

Algunos reportes de los usos terapéuticos contemporaneos de los limonoides hacen
referencia a sus propiedades para bajar de peso y para tratar la diabetes. Tres compuestos
poseen estudios farmacoldgicos relacionados con esos efectos: el A,D-secolimonoide nomilina
(género Citrus), el A,B-secolimonoide preurianina (Trichilia spp), y la mexicandélida swietenina

(Swietenia macrophylla) (Figura 3).
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Nomilina Preurianina Swietenina

Figura
Figura 3. Limonoides con propiedades reductoras de peso e hipoglucemiantes

La administracién crénica de una dieta alta en grasa que contenia 0.2% p/p de nomilina
a ratones produjo la reduccién de peso, de la hiperinsulinemia y de la intolerancia a la glucosa
de estos animales. La explicacién de tales efectos se evaluaron en modelos basados en células,
donde la nomilina actu6é como un agonista del receptor TRG5, un receptor metabotrépico que
incrementa los niveles de AMPc, y que induce la produccion del péptido similar a glucagéon 1
(GLP-1) (Ono et al.,, 2011; Sato, 2013). La preurianina administrada diariamente a ratones
obesos por via i.p. (3 y 5 mg/kg) durante tres semanas tuvo efectos anoréxicos y de reduccion
de peso; en cultivos de adipocitos, este limonoide inhibié la proliferacién y diferenciacion
celular (Kablan et al., 2010). Dosis Unicas de swietenina (25 y 50 mg/kg, p.0.) administradas a
ratas Wistar diabéticas (estreptozotocina) provocaron un efecto hipoglucemiante agudo
significativo; la administracién durante cinco dias del limonoide en este mismo modelo
animal caus6 una disminucién de los niveles de colesterol total y triglicéridos séricos, ademas
de la normalizacién en el contenido de glucégeno hepatico (Dewanjee et al., 2009). Por otra
parte, si bien no se determind la composicién quimica, la administracion durante 21 dias a
ratas Wistar diabéticas de un extracto hidrometandlico de las semillas de Swietenia mahagoni
(L), (1 g/kg, p.o.) presenté efectos hipoglucemiante e hipolipemiante significativos, asi como

la reduccion del glucégeno hepatico (De et al., 2011).
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1.3 Generalidades sobre la homeostasis de la glucosa

La glucosa es la principal fuente de energia en los eucariontes, y por tanto juega un
papel primordial en el metabolismo. En organismos superiores, este carbohidrato funciona
como molécula sefalizadora y es clave en la homeostasis energética. Asimismo, puede regular
la transcripcion de genes, la actividad enzimatica, la secrecién de hormonas y la actividad de
neuronas glucorregulatorias (Thorens y Mueckler, 2010). A pesar de las variaciones entre los
periodos de ingesta de alimentos y de ayuno, los niveles plasmaticos de glucosa se mantienen
constantes en rangos que van de los 72 a los 120 mg/dl en humanos sanos (OMS, 2015). La
homeostasis de la glucosa depende de la capacidad de varios tejidos para detectar la
abundancia o escasez de este monosacarido, de modo que pueda ser movilizado de los sitios
de almacenamiento o ser sintetizado a partir de varias fuentes. De esta manera, la glucemia es
controlada por tres procesos: la absorcién de glucosa a través del intestino delgado, la
produccién de glucosa hepdtica, y la captaciéon y metabolismo de glucosa en los tejidos
periféricos. El desequilibrio agudo de los niveles de glucosa tiene consecuencias severas; la
hipoglucemia puede provocar convulsiones, pérdida de conciencia y dafio celular irreversible,
en tanto que la hiperglucemia puede conducir a la glucotoxicidad, un fenémeno que a largo
plazo desencadena en ceguera, dafio renal y cardiaco, enfermedades microvasculares y

neuropatias (Leturque et al., 2009; Saltiel y Kahn, 2001; Scheepers et al., 2004).

Los monosacaridos de la dieta se absorben en el duodeno y en la parte superior del
yeyuno en el intestino delgado. La glucosa y la galactosa emplean un mecanismo de co-
transporte dependiente de sodio para acceder a las células epiteliales intestinales, mientras
que la fructosa se absorbe mediante difusion facilitada independiente de sodio. Estos azucares
llegan al torrente sanguineo siguiendo gradientes de concentracién, y hacia los capilares
sanguineos por difusién. Durante el ayuno la glucosa sanguinea estd regulada por dos
fenémenos hepaticos: la gluconeogénesis (sintesis de glucosa a partir de fuentes distintas a
carbohidratos) y/o la glucogendlisis (producciéon de glucosa a partir de una fuente
polimérica). El equilibrio entre estos dos procesos estd dado por la mediacién de varias
hormonas, como el glucagon, la adrenalina, el cortisol y la insulina (Leto y Saltiel, 2012; Saltiel

y Kahn, 2001; Scheepers et al., 2004).

Una vez en la sangre, los monosacaridos deben atravesar las membranas plasmaticas
celulares empleando proteinas transportadoras de glucosa. Hay dos familias de proteinas que

median la transferencia de glucosa y de otros monosacaridos a través de la membrana
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lipidica: los transportadores de glucosa acoplados a sodio (SGLT) y las proteinas facilitadoras
de transporte de glucosa (GLUT). Dos subtipos de los primeros (SGLT1 y SGLT2) se expresan
en el epitelio del intestino delgado y el epitelio tubular renal. Los GLUT se encuentran como
alguno de sus 14 subtipos (GLUT1-GLUT13 y HMIT) en todas las células del organismo,
siendo los mas estudiados GLUT2 (células B pancreaticas e intestinales) y GLUT4 (tejido
muscular y adiposo). La existencia de multiples isoformas de los transportadores, con
diferentes propiedades cinéticas y mecanismos de expresiéon en las superficies celulares,
mantiene el fino control de la concentracién de glucosa y de la generacién de sefiales que
preservan la homeostasis energética. La presencia de los transportadores de glucosa GLUT4
requiere de la accién de la insulina, la hormona hipoglucemiante producida y almacenada en
las células B del pancreas, cuya secreciéon depende de varios factores estimulatorios e
inhibitorios (Bryant et al., 2002; Huang y Czech, 2007; Leney y Tavaré, 2009; Scheepers et al,
2004; Thorens y Mueckler, 2010).

1.3.1 Secrecion de la insulina

El estimulo quimico primario para la secrecién de insulina por las células § pancreéaticas
es la glucosa, y el modelo mas generalizado para este fendmeno se basa en la actividad
secuencial de tres elementos: la enzima glucocinasa, los canales de potasio sensibles a ATP
(Katp) y los canales de calcio dependientes de voltaje (VDCC). Tras ingresar a las células 8
pancreaticas a través de los transportadores GLUTZ2, la glucosa se fosforila mediante la
catdlisis de la enzima glucocinasa y se metaboliza via glucélisis, lo cual genera cambios en la
concentracion citosolica de nucle6tidos de adenina, en particular el incremento del trifosfato
de adenosina (ATP) y la disminucién del difosfato de adenosina (ADP). El cambio en la
relacion ATP/ADP lleva al bloqueo de los canales Karp, estructuras membranales formadas por
la interaccién de dos tipos de subunidades: un canal de corriente rectificadora de potasio
(Kir6.1 o Kir6.2), y una subunidad regulatoria donde se encuentra el receptor sulfonilurea
(SUR1 o SUR2). El bloqueo origina la despolarizaciéon de la membrana hasta el potencial
umbral en que se abren los canales de Ca2+, permitiendo asi la entrada de este ion a las células
B. El incremento en la concentracién citosélica de calcio origina el movimiento de los granulos
que contienen insulina y de los fendmenos de fusiéon de éstos con la membrana celular,
conduciendo a la liberacién de la hormona hacia el torrente sanguineo (Henquin, 2009;

Henquin et al., 2009). La secrecidn de insulina estimulada por glucosa es un proceso bifasico;
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la primera fase corresponde a un incremento rapido pero transitorio de los niveles de insulina
que se mantiene entre 4 y 8 minutos. Posteriormente, tras un periodo de meseta, surge la
segunda fase, que si bien es menos intensa, es de mayor duracion. En la regulacion de esta fase
participa el glucagdn, una hormona secretada por las células a pancreaticas que induce la

produccidn de glucosa hepatica (Henquin, 2009; Polakof et al., 2011).

Otros mecanismos participan en la secrecién de insulina. Asi, el aumento en la actividad
vagal provoca un estado de hiperinsulinemia por la estimulacién de receptores M2 de las
células B pancredticas; en contraparte, el agonismo [-adrenérgico conduce a hipoinsulinemia
(Ahrén, 2000; Kahn et al., 2006; Rodriguez-Diaz et al., 2011). En la liberacién de insulina
también estan involucradas las incretinas, un tipo de hormonas secretadas por las células Ky
L del intestino delgado en respuesta a la ingesta de glucosa y otros nutrientes. Las dos
incretinas mejor descritas son el polipéptido inhibidor gastrico y el polipéptido 1 similar a
glucagdén (GIP y GLP-1, por sus siglas en inglés, respectivamente). Tanto GIP como GLP-1
incrementan la secrecién de insulina dependiente de glucosa; GLP-1 también reduce el
vaciamiento gastrico y la sensacion de hambre mediante la activacion de neuronas

glucorreguladoras en el hipotdlamo (Buhmann et al., 2014; Yabe y Seino, 2011).

Este ultimo efecto de las incretinas pone de manifiesto la existencia de vinculos entre
el sistema nervioso central (SNC) y los 6rganos periféricos que controlan la homeostasis
energética. El SNC integra la informacién proveniente de érganos periféricos, de modo que
participa en la regulacién de la produccién de glucosa hepatica y la captaciéon de la misma
(Lam et al., 2009; Sandoval et al., 2009). Uno de los neurotransmisores mas estudiados por su
implicacién en la saciedad y el hambre es la serotonina. Esta es una amina sintetizada tanto en
el sistema nervioso central como en el entérico, y que posee multiples funciones bioldgicas,
entre ellas, el metabolismo de lipidos y de glucosa. Diversos reportes en la literatura
proponen que la serotonina participa en la liberacién de insulina estimulada por glucosa, ya
sea mediante el agonismo de receptores membranales en las células 8 pancreaticas, o bien a
través de un proceso intracelular denominado serotonilacién. Existe evidencia adicional que
relaciona las deficiencias en la produccién de serotonina con la obesidad y la diabetes

(Paulmann et al,, 2009; Pytliak et al., 2011; Zhang et al., 2013; Zhou et al., 2007).
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1.3.1.1 Efectos metabdlicos de la insulina

Una vez secretada, la insulina se distribuye por todo el organismo y alcanza sus 6rganos
blanco. Los tejidos muscular y adiposo captan y metabolizan la glucosa como resultado de la
activaciéon de receptores y cascadas de sefializacion particulares, entre las que destaca la via
candnica PI3K/Akt. El receptor de insulina (RI) es un heterotetramero con dos subunidades a
extracelulares y dos subunidades [ transmembranales que contienen dominios de tipo
tirosina cinasa. La insulina estimula la autofosforilacién del RI, hecho que induce la
fosforilacion del sustrato 1 del receptor de insulina (IRS-1). Esta molécula fosforilada se une a
la fosfatidil-inositol-3-cinasa (PI3K). El complejo resultante induce un aumento de otros
factores dependientes de inositol trifosfato (IP3) que participan en la activacién de la enzima
Akt. Esta cinasa es la responsable de la mayoria de las acciones metabdlicas de la insulina. A
través de esta via, la insulina regula la gluconeogénesis y la sintesis de glucégeno hepatico y
muscular; todo ello debido a la expresion membranal de los transportadores GLUT4

(Bedinger y Adams, 2015).

La insulina aumenta la captacion de glucosa en musculo y grasa al inducir la expresion
del transportador de glucosa GLUT4 en las superficies celulares. Aproximadamente 90% de la
captacién de glucosa estimulada por insulina se da en el musculo esquelético. GLUT4 es un
transportador con alta afinidad por la glucosa que en ausencia de insulina se encuentra
internalizado en vesiculas especializadas que son producidas en el aparato de Golgi. El
proceso de movilizacién de GLUT4 hacia la superficie celular se da tras cinco minutos de
exposicién a la insulina. De igual manera, el ejercicio induce la translocacién de estos
receptores en musculo esquelético, pues la contraccién muscular conduce a un incremento en
las concentraciones de calcio intracelular y en la relaciéon AMP/ATP, lo cual favorece la
expresion de GLUT4. Estos fendmenos estan asociados con la activaciéon de varias isoformas
de cinasas de calmodulina (CaMKII o CaMKKa/f3), que a su vez, estimulan alguna de las vias de
sefializacion de la proteina cinasa activada por adenosina 5-monofosfato (AMPK); la AMPK es
considerada el sensor energético por excelencia (Huang y Czech, 2007; Leto y Saltiel, 2012;

Saltiel y Kahn, 2001).
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1.3.2 AMPK: regulador de la homeostasis

La AMPK es una enzima heterotrimérica que contiene una subunidad catalitica (a1 o
a2) y dos subunidades regulatorias (1 o f2 y y1 o Y2 o y3). Las isoformas de AMPK son
actividas por dos sefales distintas: el calcio a través de CaMKK(, y el AMP, mediante LKB1.
Estas cinasas fosforilan el residuo Thr172 en la subunidad a de la AMPK, lo cual activa a la
enzima. La forma activada de AMPK es responsable de la fosforilacién de multiples sustratos
que intervienen en la homeostasis energética, como las enzimas glucégeno sintasa (sintesis de
glucégeno), acetil-CoA carboxilasa (oxidacién de acidos grasos), o TBC1D1 (promotor de la
translocaciéon de GLUT4). En términos generales, AMPK disminuye las vias anabdlicas (uso de
ATP) e incrementa las vias catabdlicas (produccién de ATP). El mantenimiento de altas
concentraciones de ATP es clave para el balance energético, por ello la activacion
farmacolégica de AMPK representa una alternativa terapéutica para incrementar la
sensibilidad a la insulina, reducir la sintesis de colesterol y la gluconeogénesis en pacientes
diabéticos. Un ejemplo de esta aseveracion es la metformina, el farmaco hipoglucemiante mas
recetado, puesto que uno de su mecanismos de accion es la activaciéon de AMPK (Jalving et al.,

2010; Russo et al., 2013; Xiao et al., 2013).

1.4 Generalidades sobre diabetes mellitus

La diabetes no es una enfermedad de reciente aparicion. Los primeros reportes en la
literatura médica sobre este padecimiento se encuentran en el papiro de Ebers, un compendio
que data del afio 1550 a. C. Desde entonces, la comprension de las causas y la busqueda de
tratamientos han sido constantes en el quehacer médico. La diabetes es una patologia
compleja, pero practicamente todos los pacientes comparten en mayor o menor medida
deficiencias en la secrecion de insulina y resistencia de los tejidos a la accion de esta hormona;
como consecuencia, se presenta hiperglucemia crénica. Los niveles elevados de glucosa
conducen a la glucotoxicidad que genera la apoptosis de las células ; por ende, disminuye la
transcripcién génica, y la sintesis y secrecién de insulina (Bilous y Donnelly, 2010; O’Rahilly,

2009).

La clasificacién mas generalizada de la diabetes mellitus es por tipos. La tipo 1 (DMT1)
es provocada por la destrucciéon autoinmune de la mayoria de las células B pancreaticas, lo

cual ocasiona deficiencias casi absolutas de esta hormona; la tipo 2 (DMT2) resulta por la
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secrecion insuficiente y resistencia de los 6rganos periféricos a los efectos de la insulina. La
DMT2 es la mas frecuente (9 de cada 10 casos de diabetes); la prevalencia del tipo 2 aumenta
rapidamente en todo el mundo, y ha dejado de ser considerada una afecciéon de personas de
edad avanzada. Si bien la mayoria de los pacientes con DMT2 son obesos o con sobrepeso, y
esto conduce en gran medida a la resistencia a la insulina, también existen factores genéticos
que contribuyen al desarrollo de la enfermedad, como se ha descrito recientemente para la
poblacién mexicana (Bilous y Donnelly, 2010; Kahn et al,, 2006; Pérez-Fuentes et al., 2014).
Quienes presentan obesidad, hiperglucemia, concentraciones bajas de colesterol HDL,
hipertrigliceridemia, e hipertension arterial padecen sindrome metabdlico. De hecho la
obesidad y tres mas de los signos antes sefialados son suficientes para diagnosticar el
sindrome, el cual constituye una condicion de riesgo para sufrir DMT2 y accidentes vasculares

a mediano plazo (Aguilar-Salinas y Rojas-Martinez, 2012).

Segun las recomendaciones de la OMS y los criterios definidos en la Norma Oficial
Mexicana NOM-015-SSA2-2010 para la prevencion, tratamiento y control de la diabetes
mellitus, el diagnéstico de diabetes se basa en los valores de glucemia en ayuno y
postprandiales. Niveles altos de glucosa en ayuno y la presencia de intolerancia a la glucosa
son considerados como estados metabdlicos intermedios entre la homeostasis normal de
glucosa y la diabetes. La primera condicién estd definida por niveles de glucosa en ayuno
entre 110 y 126 mg/d]; la segunda corresponde a valores de glucemia entre 140 y 200 mg/dl
luego de 2 h de la administracion de una solucién con 75 g de glucosa. Si una persona presenta
valores de glucemia superiores en ayuno o tras la ingesta de glucosa, valores de hemoglobina
glucosilada (HbA1c) superiores a 6.5%, y alguno de los sintomas de la enfermedad (poliuria,

polidipsia o polifagia) es diagnosticada como diabética (OMS, 2015; SSA, 2010).

1.4.1 Complicaciones

La hiperglucemia crénica provoca entre muchas otras, complicaciones microvasculares,
en particular en la retina, en el mesangio renal y en las células de Schwann en la glia nerviosa.
Esto sucede porque las células y tejidos son incapaces de limitar el transporte de glucosa, por
lo que se activan rutas metabdlicas que generan productos que resultan nocivos. Una de estas
vias es la de los polioles, en que la glucosa es reducida a sorbitol, el cual induce estrés

osmoético y oxidativo. Como resultado del metabolismo, se da la activacién de la proteina
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cinasa C (PKC) y la sintesis de productos finales de glicacién avanzada (AGEs, por sus siglas en
inglés). Los AGEs se originan por la reaccién de la glucosa con proteinas y con acidos
nucleicos. Estas especies pueden formar enlaces con el coldgeno de la microvasculatura,
provocando el engrosamiento de los vasos, la reduccién de la permeabilidad y de la
elasticidad. Ademas, los AGEs se unen a receptores especificos en monocitos, macréfagos y
células endoteliales, produciendo especies reactivas de oxigeno y la liberacién de mediadores
inflamatorios. Dichos fendmenos conducen a isquemia y a la reducciéon del suministro de
nutrientes en la microvasculatura, y por ende a dafios en los 6rganos que irrigan, originando
retinopatias, nefropatias y neuropatias, condiciones que al evolucionar incapacitan a quienes

las padecen (Bilous y Donnelly, 2010).

1.4.1.1 Neuropatia diabética periférica

La neuropatia diabética periférica (NDP) es una de las complicaciones mas comunes y
heterogéneas de la diabetes; sin embargo, los mecanismos que la provocan no estan del todo
caracterizados, pero el dafio en los vasos sanguineos de las fibras C y la disfuncién taldmica
contribuyen de manera significativa a su desarrollo. Las manifestaciones de la NDP son
diversas. En algunos pacientes, la neuropatia se presenta como pérdida de sensibilidad en los
dedos hallus de los pies, que se extiende luego en forma ascendente. Cuando la neuropatia se
encuentra en estados avanzados, la insensibilidad se presenta también en las manos e incluso
en la cabeza y la cara. Sin embargo, otros pacientes experimentan sintomas como cosquilleos,
sensacion de quemazdn o de pinchazos en los pies, dolor al tacto (alodinia), o respuestas
exacerbadas a estimulos nocivos (hiperalgesia). Hay quienes no presentan ningtin sintoma, y
la primera manifestacion de la neuropatia es el descubrimiento de ulceras en los pies que no

se perciben como dolorosas (Bilous y Donnelly, 2010).

Los pacientes con neuropatia diabética sufren dolor no localizado que es mas severo
por las noches y que ocasiona periodos de insomnio y por ende fatiga que interfiere con sus
actividades cotidianas. El dolor neuropatico es resultado de lesiones o cambios funcionales
provocados por los AGEs en las neuronas encargadas de las transduccién, transmision,
modulacidén y percepcion de los estimulos nociceptivos. De esta manera, en el sistema

nervioso periférico se genera la alodinia al tacto por cambios en las fibras Af, A§ y C; en la
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médula espinal se integra la informacidn que ocasiona las respuestas de alodinia al frio, y en el

sistema nervioso central se generan sefales dolorosas espontaneas (Obrosova, 2009).

Si bien el tratamiento del dolor neuropatico comienza con el control de la
hiperglucemia, la reduccién de los niveles de glucosa per se no reduce las manifestaciones
dolorosas. Las estrategias farmacolégicas para el tratamiento son variadas y se basan en el
tratamiento sintomatico, pero son poco eficaces debido a sus efectos secundarios y altos
costos; como primera linea se encuentran los antidepresivos triciclicos (amitriptilina o
imipramina), los inhibidores de la recaptura de serotonina-noradrenalina (duloxetina), y
anticonvulsivantes (gabapentina, pregabalina, carbamazepina), y en segunda instancia los
opioides (tramadol, tapentadol, oxicodona), antioxidantes (acido a-lipoico), y tratamientos
topicos a base de capsaicina. También existen terapias alternativas como acupuntura,
estimulacién eléctrica transcutdnea y de la médula espinal (Bilous y Donnelly, 2010;

Obrosova, 2009; Tesfaye, 2015).

1.4.2 Tratamiento farmacolégico de la DMT2

De forma ideal, la seleccién de la terapia para la diabetes mellitus debe ser integral y
personalizada, planteando en primera instancia cambios en el estilo de vida del paciente y
considerando los posibles efectos secundarios de la administraciéon de medicamentos
hipoglucemiantes. La estrategia farmacolégica puede basarse en la administracién de insulina,
o bien, en la de un Unico agente o la combinacién de medicamentos hipoglucemiantes orales
pertenecientes a los siguientes grupos: Dbiguanidas, sulfonilureas, meglitinidas,
tiazolidinedionas, inhibidores de las enzimas o-glucosidasas, miméticos de incretinas, e

inhibidores de DPP-4 (Krentz y Bailey, 2005).

1.4.2.1 Biguanidas

Las biguanidas tienen su origenes en el metabolito galegina aislado de Galega officinalis,
una planta usada en la Edad Media para tratar la diabetes. En la década de los veinte del siglo
pasado se sintetizaron los hipoglucemiantes metformina y fenformina, sin embargo su uso
quedé relegado debido al incremento en las prescripciones de insulina. En 1960 las

biguanidas hicieron su reaparicién, aunque sélo la metformina permanecio6 en el mercado, ya
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que la fenformina provocaba acidosis lactica. La metformina se consolidé desde ese entonces
como el medicamento de primera linea para el tratamiento de la DMT2, pues reduce la
produccidn hepatica de glucosa y aumenta su captacion en los tejidos muscular y adiposo, sin
riesgos considerables de hipoglucemia o acidosis lactica. La literatura refiere varios
mecanismos por los cuales la metformina ejerce su accién hipoglucemiante. A nivel
mitocondrial, esta biguanida inhibe al complejo I de la cadena respiratoria, produciendo un
incremento en las proporciones ADP/ATP y AMP/ATP, los cuales activan a la AMPK a través
de la cinasa hepatica LKB1. Los efectos metabdlicos de esta activacion son la inhibicién de la
gluconeogénesis, la translocacion de los transportadores GLUT4 en musculo esquelético y
tejido adiposo, y la reduccién de la oxidacién de acidos grasos. También se ha propuesto un
mecanismo independiente de AMPK que involucra a la adenilato ciclasa y a la proteina cinasa
A, que actian inhibiendo la gluconeogénesis (Foretz et al., 2014; Hardie, 2013; Jalving et al.,

2010).

1.4.2.2 Sulfonilureas y meglitinidas

La primera generacion de sulfonilureas comenzé a comercializarse en 1960;
pertenecian a este grupo la tolbutamida, la acetoxamida, tolazamida y clorpropamida. Entre
1970 y 1990 se desarrolld la segunda generaciéon que incluye a la glibenclamida (gliburida),
glicazida, glipizida y glimepirida. El sitio de accién de las sulfonilureas se encuentra en el canal
Karp de las células 8 pancredticas y se denomina receptor sulfonilurea (SUR1). La interaccion
de estos farmacos con su receptor bloquea los canales Karp, induce la despolarizacion
membranal y la entrada de calcio, fendmenos que favorecen la secrecidn bifasica de insulina.
Las sulfonilureas pueden provocar hipoglucemia severa porque no requieren de

concentraciones elevadas de glucosa para ser efectivas.

La repaglinida y la nateglinida son otros firmacos secretagogos; pertenecen a la
categoria de meglitinidas, aprobadas hace casi 20 afios. Al igual que las sulfonilureas bloquean
los canales Katp, pero su sitio de unidn es distinto al SUR1 y la duracién de su efecto es menor.
Ademas, el riesgo de hipoglucemia con estos productos es menor que con las sulfonilureas ya
que requieren la presencia de la glucosa posprandial para inducir la secreciéon de insulina

(Israili, 2011).
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1.4.3.3 Tiazolidinedionas (Glitazonas)

Las tiazolidinedionas pioglitazona y rosiglitazona fueron aprobadas en 1999 como
alternativas terapéuticas para pacientes diabéticos con resistencia a la insulina. El blanco
farmacoldégico de las glitazonas son los receptores activados por proliferadores de
peroxisomas (PPAR). Los PPAR pertenecen a la superfamilia de receptores nucleares que
forman heterodimeros con el receptor reitinoide X, por lo que su activacién conduce a la
transcripcién de genes involucrados en la sintesis y translocacién de GLUT4, en la
adipogénesis y en el metabolismo de lipidos. La isoforma PPARY tiene predominio en el tejido
adiposo, las células B pancreaticas, el endotelio y los macroéfagos; en pacientes diabéticos y
obesos se encuentra también expresada en musculo esquelético. El receptor PPARa se
distribuye en higado, coraz6n, musculo esquelético y vasos sanguineos. La rosiglitazona es un
agonista PPARy puro, mientras que la pioglitazona posee actividad sobre ambas isoformas.
Puesto que las glitazonas mejoran también el perfil lipidico, fueron consideradas como
candidatas iddneas para tratar la diabetes y las dislipidemias. Sin embargo, desde 2010 su uso
se ha visto limitado, pues en ese afio, la Unién Europea retiré de la venta a la rosiglitazona en
respuesta a reportes que la asociaban con el desarrollo de isquemia coronaria y con el
incremento de accidentes cardiovasculares. A finales de 2015, las autoridades sanitarias de
Estados Unidos eliminaron las restricciones de prescripcion de esta glitazona, y en nuestro
pais este farmaco se encuentra en los listados de farmacovigilancia (COFEPRIS, 2010; El-

Kaissi y Sherbeeni, 2011; Lorenzati et al., 2010; Nature Newsblog, 2013).

1.4.3.4 Inhibidores de las enzimas a-glucosidasas

En los afios 1990, la acarbosa fue el primer farmaco inhibidor de las enzimas a-
glucosidasas intestinales en venta, y los miembros mas recientes de este tipo de agentes son la
voglibosa y el miglitol. Su mecanismo de accién consiste en la inhibicién de las enzimas «-
glucosidasas presentes en las microvellosidades de los enterocitos del intestino delgado,
reduciendo asi la conversién de carbohidratos complejos a monosacaridos y la hiperglucemia
posprandial. En consecuencia, este tipo de medicamentos reduce la secrecién de insulina y de
incretinas, en particular de GIP. Ademas, como la absorcién de carbohidratos se da en partes
mas distales del intestino producen diarrea, efecto secundario que ha limitado su uso (Israili,

2011).
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1.4.3.5 Miméticos de incretinas e inhibidores de la enzima dipeptidilpeptidasa 4 (DPP-4)

La exenatida, un andlogo semisintético proveniente del péptido exedin-4, aislado de la
saliva del monstruo de Gila (Heloderma suspectum), fue comercializada en 2005 como el
primer mimético de incretinas. La exenatida resiste mas tiempo que la incretina GLP-1 la
inactivacion enzimatica de la dipeptidilpeptidasa 4 (DPP-4), enzima que degrada a las
incretinas end6genas. Al unirse con el receptor de GLP-1, la exenatida aumenta la secrecion de
insulina estimulada por glucosa, suprime la secrecion de glucagon, retrasa el vaciado gastrico,
reduce la sensacion de hambre, y contribuye a la normalizaciéon del funcionamiento de las
células B pancreaticas. Los inconvenientes en el uso de la exenatida son los siguientes: su
elevado precio, provoca nauseas, vomito y diarrea, y en casos aislados, puede producir
pancreatitis (Lorenzati et al, 2010). Otra estrategia farmacolégica relacionada con las
incretinas ha sido la administracion de farmacos inhibidores de la DPP-4, los cuales
incrementan las concentraciones de GLP-1 y de GIP. La sitagliptina, vidagliptina y saxagliptina
son inhibidores de la DPP-4 que se emplean solos o en combinacién con metformina, una
sulfonilurea o una glitazona. Entre los principales efectos secundarios de este tipo de
medicamentos estdn la migrafia, las infecciones urinarias y faringeas, asi como dolor de

espalda y de extremidades (El-Kaissi y Sherbeeni, 2011; Israili, 2011).

1.5 De la polifarmacia a la polifarmacologia: el papel de las plantas medicinales en el

tratamiento de la DMT?2

En todo el mundo se usan plantas medicinales para tratar la diabetes mellitus tipo 2, ya
sea como primera alternativa o como complemento a la medicaciéon convencional. La actitud
respecto a su inclusion en la terapia enfrenta un cambio de paradigma, ya que un sector de la
comunidad médica considera que sélo las personas de bajo estrato socioecondémico y/o
educativo recurren a las plantas medicinales; en cambio, en paises como Alemania o Estados
Unidos, son los profesionales de la salud quienes prescriben algin preparado a base de

plantas medicinales para complementar el tratamiento de la diabetes.

Entre las razones para utilizar terapias a base de plantas para tratar la DMT2 se
encuentran la falta de acceso a la medicacién convencional, la pertenencia a un determinado

sistema de creencias, o bien la preferencia por “lo natural” como sinénimo de seguro, pues
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quienes padecen la enfermedad buscan reducir los efectos secundarios de los medicamentos

que consumen (Argaez-Lopez et al., 2003).

Diversos reportes etnobotdnicos sugieren que en México son pocos los pacientes
diabéticos que no consumen plantas medicinales, puesto que tras ser diagnosticados, la
mayoria recurre a los curanderos o a los vendedores de herbolaria por algin “remedio”
(Andrade-Cetto y Heinrich, 2005). Las revisiones mas recientes sobre plantas medicinales
revelan que en nuestro pais se emplean por lo menos 383 especies para tratar la diabetes,
siendo el nopal (Opuntia sp, Cactaceae), la prodigiosa (Brickellia cavanillesi, Asteraceae) y la
tronadora (Tecoma stans, Bignoniaceae) las de mayor uso entre la poblaciéon (Mata et al,
2013; Romero-Cerecero et al, 2009). Existen investigaciones sobre la eficacia
hipoglucemiante preclinica de extractos y/o compuestos puros de un centenar de estas
plantas, asi como de los mecanismos de accién de algunas especies. A este ultimo respecto,
nuestro grupo de trabajo ha establecido el efecto inhibitorio sobre las enzimas a-glucosidasas,
la participacion de los canales Karp, y la activacién de la AMPK, como posibles mecanismos de
accion de varios metabolitos hipoglucemiantes aislados de especies medicinales selectas

(Cuadro 2) (Anaya-Eugenio et al., 2014; Guerrero-Analco, 2007; Mata et al.,, 2013).

Es de suma importancia recalcar dos caracteristicas de los preparados a base de plantas
medicinales: la polivalencia y la sinergia. Por lo general, los metabolitos secundarios no
poseen un Unico mecanismo de accidn, sino que interactiian con mas de un blanco molecular
(Mammen et al., 1998). Asi, los compuestos aislados de plantas medicinales actiian de modo
polifarmacoldgico porque pueden tanto bloquear canales Karp enlas células B pancreaticas,
como favorecer la translocacion de transportadores GLUT4, y captar radicales libres. Se ha
demostrado que el efecto terapéutico de extractos integros suele ser superior a dosis
equivalentes de compuestos puros, ya que el efecto observado resulta de la sinergia entre los
componentes de las plantas, es decir, de las acciones farmacoldgicas conjuntas de los
compuestos individuales (Prabhakar et al., 2014). Estas propiedades resultan ideales para el
tratamiento de enfermedades metabdlicas porque representan una alternativa para el
desarrollo de medicamentos a base de plantas que sean capaces de contrarrestar la
hiperglucemia, las dislipidemias e incluso, la hipertensién arterial, empleando un udnico

preparado (Williamson, 2001).
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Cuadro 2. Posible mecanismo de accion de metabolitos hipoglucemiantes selectos.

Metabolito

Especie (Familia)

Posible mecanismo de acciéon

HO. 0._.0
L
OH
OH

OH
4-Fenilcumarina

Hintonia latiflora (Rubiaceae)

(6]
Z-3-butilidenftdlida

Ligusticum porteri (Apiaceae)

OH OR,

OH O
Isorhamnetina

Brickellia cavanillesii (Asteraceae)

° =

A
OH

OH
Salvinina

Artemisia ludoviciana (Asteraceae)

Inhibicién de enzimas a-
glucosidasas intestinales

OH O

Arglanina

Artemisia ludoviciana (Asteraceae)

Bloqueo de canales Katp

Referencias: Anaya Eugenio et al., 2014; Mata et al., 2013.



Antecedentes | 22

Cuadro 2 (Continuacion). Posible mecanismo de accién de metabolitos hipoglucemiantes selectos.

Metabolito

Especie (Familia)

Posible mecanismo de acciéon

HOH

3-0-B-D-glucopiranosil-23,24-
dihidrocucurbitacina F

OH
5-0-[B-D-apiofuranosil-(1—6)--D-
glucopiranosil-7-metoxi-3',4’-
dihidroxi-4-fenilcumarina

COOH

HOOC
Acido desoxicordifolinico

Hintonia latiflora (Rubiaceae)

Activacion de la AMPK

Referencias: Guerrero-Analco, 2007

1.5.1 Sinergia: Plantas medicinales y tratamiento alopatico

Las combinaciones de plantas medicinales y medicamentos hipoglucemiantes se han

hecho de forma empirica, partiendo de la experiencia en el uso de las primeras y de la eficacia

comprobada de los segundos, en espera que el resultado final sea benéfico. Existen pocos

reportes del efecto in vitro entre metabolitos de plantas medicinales y farmacos

hipoglucemiantes; el Cuadro 3 presenta algunos de estos ejemplos.
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Cuadro 3. Resultado de la combinacién entre metabolitos secundarios y farmacos hipoglucemiantes

Metabolitos Farmaco hipoglucemiante Efectos

Arecolina
Acido cafeico
Acido clorogénico
Acido cumaérico

Incremento de la captacion de

Metformina Lo .
f glucosa in vitro por miotubos L6

Tiazolidinediona

Berberina
Eugenol
Incremento de la captacion de
glucosa in vitro por miotubos L6 y
Acido ferlico Metformina adipocitos 3T3-L1

Tiazolidinediona Regeneracion de células 3

pancreéticas

Referencias: Prabhakar y Doble, 2009; Prabhakar y Doble, 2011; Prabhakar et al., 2014

El resultado de tales asociaciones (adicion, atenuaciéon o sinergia) entre los metabolitos
de las plantas y los farmacos hipoglucemiantes, puede describirse con los modelos
cuantitativos de la relaciéon dosis-respuesta empleados en la terapia alopatica, entre los que
destacan el andlisis isobolografico y el indice de combinacién (Tallarida, 2000; Wagner y

Ulrich-Merzenich, 2009).

El método isobolografico se vale de la construcciéon de una grafica con pares de dosis o
concentraciones de las sustancias que producen un nivel determinado de efecto cuando se
administran de forma individual (dosis o concentraciones equiefectivas). Con la construccion
de esta grafica o isobolograma, se puede establecer de forma rigurosa el tipo de interaccion
entre dos sustancias activas, definiendo si existe adicién, atenuacién o sinergismo entre ellas.
En el eje de las abscisas se grafican las dosis/concentraciones del compuesto menos activo y
en el de las ordenadas las del mas activo. Los interceptos corresponden a las
dosis/concentraciones equiefectivas seleccionadas, y la linea que los une es denominada linea
de aditividad. Cada uno de los puntos de ésta representa el par de dosis/concentraciones
tedricas a combinar para obtener el mismo nivel de efecto. Si se requieren
dosis/concentraciones experimentales menores que las tedricas para alcanzar un efecto dado,
entonces existe un efecto sinérgico entre los compuestos; por otra parte, si las
dosis/concentraciones experimentales requeridas son mayores a las tedricas, existe un efecto

sub-aditivo (Navarrete et al., 2003; Tallarida, 2000).
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Otro método para explicar la interaccion de dos compuestos se basa en el calculo de una
constante denominada indice de combinacién (CI), que resulta de la relacién CI = [(C,/I1Ca) x
(Cv/ICp)], donde C, y Cp son las concentraciones de los compuestos A y B que se usan en
combinacién para alcanzar un efecto determinado, IC,e ICpson las concentraciones de Ay B
que se requieren individualmente para alcanzar el mismo efecto. Los efectos sinérgicos,
aditivos o sub-aditivos de las combinaciones se determinan cuando los valores de CI son

mayores, iguales o menores a 1, respectivamente (Zhao et al., 2004).

Tras el establecimiento de relaciones sinérgicas entre plantas medicinales y firmacos
alopaticos, los mecanismos subyacentes pueden describirse en términos de polifarmacologia
y modificaciones de parametros farmacocinéticos, asi como por la reduccion de los efectos
secundarios asociada a la disminucién de las dosis empleadas (Wagner y Ulrich-Merzenich,

2009).

1.6 Modelos para la evaluacion de la actividad hipoglucemiante y antihiperalgésica

de plantas medicinales

La investigacién farmacoldgica de nuevas sustancias activas se basa en bioensayos que
modelan en diversos grados las enfermedades humanas. Las unidades de experimentacion
pueden ser animales integros, 6rganos o tejidos aislados, la sangre y sus componentes,
cultivos celulares o tisulares, o estructuras celulares particulares. En general, la elecciéon del
bioensayo a utilizar depende de los recursos disponibles. Sin embargo, para obtener un
panorama integral, resultaria idoneo obtener datos de experimentos in vivo e in vitro,
evaluando los preparados o compuestos en dosis y/o concentraciones seleccionadas en
escalas numéricas determinadas, incluyendo controles negativos y positivos adecuados

(Lukacinova et al., 2013; Verspohl, 2002; Wojcikowski y Gobe, 2014).

1.6.1 Modelos in vivo

Una gran cantidad de pruebas farmacoldgicas emplea animales que manifiestan
comportamientos estereotipados y cuantificables, o que poseen alteraciones en ciertos
parametros bioquimicos comparables a los de las patologias humanas. Los modelos animales

pueden clasificarse como: a) espontdneos, b) de induccién quimica o quirtrgica, y c)
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genéticamente modificados. Los roedores son las unidades de experimentacion preferidas en
la investigacidn, pues presentan ventajas de tamafio, disponibilidad, y costos, ademas que
existen multiples reportes sobre técnicas estandarizadas que los involucran (Srinivasan y
Ramarao, 2007). Es de suma importancia que quienes trabajan con modelos animales
favorezcan la aplicacion de las “3Rs” propuestas por Rusell y Burch: reemplazo (sustituir los
animales por modelos alternativos), reduccién (disminuir el nimero de animales por
experimento), y refinamiento (proveer el mejor cuidado a los animales) (Chatzigeorgiou et al.,

2009).

1.6.1.1 Induccién quimica de hiperglucemia

La mayoria de los evaluaciones del potencial hipoglucemiante in vivo de productos
naturales emplean modelos por induccién quimica; la estreptozotocina y el aloxan son los
agentes diabetogénicos mas utilizados. Hay multiples protocolos en roedores que difieren en
las vias de administracion y dosis de tales compuestos; nuestro grupo de investigacién emplea
un modelo de hiperglucemia en ratén inducida por nicotinamida y estreptozotocina (NA-STZ).
La STZ accede a las células 3 pancreaticas a través del transportador de glucosa GLUT2. A
nivel nuclear, la STZ provoca la alquilacién del ADN; este dafio conduce a la activacion de la
poli (ADP-ribosa) sintetasa, enzima encargada de la reparaciéon del ADN. Este fenémeno
conlleva la deplecién del NAD+ (nicotinamida adenina dinucle6tido), lo cual induce la necrosis
de las células [ pancreaticas, y por ende la reduccion en la sintesis de insulina. La
nicotinamida suministrada en este modelo atenua la citotoxicidad porque contribuye a la
reserva de NAD; los animales tratados con esta combinacién de fiarmacos desarrollan
hiperglucemia crénica e intolerancia a la glucosa, dos caracteristicas distintivas de la DMT?2

(Masiello et al., 1998; Szkudelski, 2001; Tahara et al., 2008).

La glucemia es el parametro mas sencillo de cuantificar en los modelos de induccién
quimica de hiperglucemia, y para las mediciones se emplean con frecuencia glucémetros
comerciales que ofrecen un grado confiable de precision. Si bien la determinacién de cambios
en los niveles sanguineos de glucosa constituye el punto de partida para la busqueda de
agentes hipoglucemiantes, resulta conveniente medir otros parametros bioquimicos, como
insulina, colesterol y triglicéridos, asi como proponer modelos alternativos para establecer los

mecanismos de accién hipoglucemiantes (Frode y Medeiros, 2008; Verspohl, 2002).
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1.6.1.2 Sindrome metabdlico inducido por fructosa

Ademdas de poseer propiedades hipoglucemiantes, los metabolitos de plantas
medicinales podrian reducir otros parametros bioquimicos asociados a la DMT2, como los
niveles de colestero], triglicéridos, o la resistencia a la insulina. Algunos modelos animales de
sindrome metabdlico (SM) se caracterizan por el desarrollo simultaneo de obesidad,
hipertensidn arterial, dislipidemias, insulinorresistencia e hiperglucemia, por lo que pueden
emplearse para una evaluacién mas completa de las plantas medicinales. Los modelos de SM
mas populares reportados en la literatura consisten de animales genéticamente modificados
y/o que reciben dietas de formulacion especifica, sin embargo, sus costos de adquisiciéon y
mantenimiento los vuelven inaccesibles para la mayoria de los investigadores de los paises en
vias de desarrollo. Afortunadamente, la inducciéon de SM en animales sin modificaciones
genéticas puede lograrse mediante la administracién diaria de carbohidratos, en particular, de
fructosa. Las especies preferidas para este tipo de induccién son ratas de las cepas Wistar y
Sprague-Dawley (individuos jévenes y adultos), y la cantidad de fructosa suministrada varia
dependiendo de la forma de consumo. Algunos ejemplos son la administraciéon diaria de
cargas de 8 g/kg p.o., la dieta basada en pellets de composiciéon 60% p/p de fructosa, y
soluciones de concentraciéon 10-15% p/v como agua de consumo ad libitum, con periodos de
induccion de hasta 16 semanas. A pesar del tiempo de desarrollo, los modelos de sindrome
metabdlico inducido por fructosa son una alternativa viable para la evaluaciéon de plantas
medicinales que se usan en el tratamiento de la DMT2 (Ferreira de Moura et al., 2009; Wilson

y Islam, 2012).

1.6.1.3 Modelos animales de hiperalgesia

El uso de animales en la investigacion del dolor permite comprender los mecanismos de
la nocicepcidn y de las sustancias con potencial antinociceptivo en condiciones controladas,
modificando diversos parametros que no serian posibles o justificables en humanos
(Chapman et al,, 1985). Los modelos de nocicepcién deben ser supervisados y aprobados por
comités que garanticen el bienestar animal, la reduccion del nimero de unidades biolégicas
por experimento, y que favorezcan los experimentos de corta duraciéon. Los modelos de
nocicepcién analizan comportamientos estereotipados de los animales de experimentacion

cuando son sometidos a un estimulo nociceptivo determinado (eléctrico, térmico, mecanico o
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quimico), por lo que los efectos provocados por estos agentes deben describirse de forma
puntual (Le Bars et al., 2001). La bisqueda de agentes para condiciones como la neuropatia
diabética implica la adaptaciéon de los modelos de nocicepcion convencionales al uso de
animales que presenten hiperglucemia. La hiperalgesia y la reduccion de ésta pueden
evaluarse a nivel térmico, mecanico o quimico, empleando pruebas como la de placa caliente,

la de inmersion de cola, la de retirada de pata o el modelo de formalina (Bektas et al., 2014).

Los animales con hiperglucemia crénica presentan procesos de sensibilizacion
relacionados con el incremento de la produccién de prostaglandina E2, lo cual conduce al
desarrollo de hiperalgesia. La prueba de la formalina en este tipo de animales constituye
entonces un modelo adecuado para establecer el potencial antihiperalgésico de las plantas
medicinales y de sus metabolitos porque permite analizar efectos centrales y periféricos de

las sustancias evaluadas (Calcutt et al., 1996; Freshwater et al., 2002; Hao y Ogawa, 1998).

1.6.2 Modelos in vitro basados en células

Los modelos en cultivos celulares son herramientas complementarias a los
experimentos in vivo que permiten determinar los posibles mecanismos de acciéon de
sustancias hipoglucemiantes o antinociceptivas, y que contribuyen a la reduccién en el uso de
animales de experimentacion. Ademas, en este tipo de modelos se pueden obtener proteinas

para analizarlas en busqueda de marcadores especificos de vias de sefializacién de interés.

En la evaluacién antidiabética de plantas medicinales y sus metabolitos se prefiere el
uso de cuatro tipos de células (humanas o murinas): § pancréaticas secretoras de insulina
(RIN, HIT, B-TC, MING6, e INS-1), hepaticas (HIIE4 y HepG2), musculares (C2C12 y L6), y
adiposas (3T3-L1). Por otra parte, existen modelos nociceptivos vanguardistas basados en
células neuronales humanas y murinas que expresan nociceptores particulares, como los
TRPV1, ademas de la evaluacidn de la activacion de la enzima ciclooxigenasa 1 y la produccion

de prostaglandinas (Fréde y Medeiros, 2008; Hajializadeh et al.,, 2014).
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1.6.3 Modelos in silico

Los estudios in silico se valen de herramientas computacionales que integran los datos
obtenidos in vitro e in vivo para construir modelos teoricos utiles en el descubrimiento y
optimizacién de moléculas activas, asi como para la prediccién de las propiedades
farmacocinéticas y toxicoldgicas de las mismas. Este tipo de métodos también se usa para el
modelado de la unién de ligandos a receptores proteinicos a través de estudios de
acoplamiento molecular, pues existen reportes en la literatura de un gran ndmero de
proteinas de relevancia terapéutica cristalizadas, en particular de enzimas, receptores
nucleares y algunos receptores acoplados a proteinas G. Cuando no se cuenta con la estructura
tridimensional del receptor de interés, se aplican técnicas de modelado por homologia,
algoritmos matematicos que emplean el conocimiento previo sobre la naturaleza de la
conservacion de las secuencias de aminoacidos y de las conformaciones que adoptan. En
todos los casos, los modelos in silico son sujetos a procesos de validacién, de manera que los
estudios teoricos reportados puedan contribuir a la racionalizacién de las observaciones
hechas en modelos farmacolégicos experimentales (EKins et al., 2007a, 2007b; Hillisch et al.,

2004).
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II. Hipotesis

Los reportes etnobotdnicos de la especie Swietenia humilis Zucc. (Meliaceae) como
agente antidiabético y depurativo de la sangre, asi como los estudios fitoquimicos y
farmacoldgicos de otras especies del género, sugieren la presencia en la planta de compuestos

hipoglucemiantes e hipolipemiantes.

III. Objetivos

Objetivo general: Establecer la eficacia preclinica de S. humilis como agente
hipoglucemiante mediante estudios farmacoldgicos adecuados, con la finalidad de contribuir
al uso racional de la especie y de descubrir principios activos utiles para el desarrollo de

nuevas terapias para el tratamiento de la diabetes y de sus complicaciones.
Los objetivos particulares de esta investigacion fueron:

1. Generar los perfiles cromatograficos de la especie mediante Cromatografia de Liquidos de
Alta Eficiencia (CLAE) con el objeto de contribuir a los pardmetros de composicion de la
especie.

2. Establecer de manera preliminar la inocuidad de la especie mediante la evaluacién de la
toxicidad aguda de la droga cruda y del extracto acuoso de la planta empleando la
metodologia de Lorke en roedores.

3. Determinar el potencial antidiabético del extracto acuoso de la especie tanto en ratones
normoglucémicos como en hiperglucémicos, asi como los niveles séricos de triglicéridos,
acido urico, colesterol, e insulina, y de la cantidad de glucégeno hepatico en ratas con
sindrome metabdlico, con el propdsito de relacionar la modificaciéon de dichos parametros
con el uso popular de la planta como depurativo de la sangre.

4. Aislar y caracterizar los principios activos de S. humilis a través de la aplicaciéon de
procedimientos fitoquimicos convencionales, estableciendo sus posibles mecanismos de
accién en modelos in vivo o in vitro selectos.

5. Determinar el efecto antihiperalgésico de la especie y los posibles mecanismos de accién
subyacentes en ratones hiperglucémicos, a fin de describir el potencial de la especie para

atenuar la neuropatia diabética, una de las complicaciones de la diabetes mellitus.
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IV. Parte experimental

4.1 Material vegetal y preparacion de extractos

Las semillas de Swietenia humilis Zucc. se recolectaron en Santa Ursula, Temixco, Morelos,
México (18° 53’29.87 N, 99°16'43.24 W, 1519 mnsm) en abril de 2012. Una muestra de
referencia se encuentra en el Herbario Nacional (MEXU 1355304). El material vegetal se
fragmenté (2 mm) en un molino de cuchillas Thomas Wiley Model 4 (Thomas Scientific,
E.U.A.). Para el estudio fitoquimico se prepard un extracto organico mediante maceracién. En
primera instancia, un kilogramo de semillas molidas fue desgrasado 4 veces con 7 litros de n-
hexano. Posteriormente, el material desgrasado se someti6 a maceracién exhaustiva a
temperatura ambiente con una mezcla de CH2Cl;:CH30H (1:1; 11 litros) durante diez dias. Al
cabo de ese tiempo, el extracto organico resultante se filtr6 por gravedad y se concentré a
presion reducida. Se generaron 112 g de un residuo amarillo. Para las pruebas bioldgicas se
prepard un extracto acuoso mediante la decoccion de 15 g de semillas con 300 ml de agua
destilada durante una hora. El extracto acuoso se filtr6 para descartar el material vegetal y se
concentrd a sequedad en un rotaevaporador adaptado a una bomba de vacio. Se obtuvieron
0.75 g de un extracto color café rojizo. Este proceso se repitié varias veces hasta obtener 10 g
de extracto acuoso seco. De manera adicional se generé un preparado que consistié en la
droga cruda molida suspendida en solucién salina isoténica, y un extracto hexanico (1.0 g)
preparado mediante la maceraciéon (24 horas) de 50 g del material vegetal con 300 ml de
hexano en refrigeracién (4 °C); este ultimo extracto se obtuvo al descartar el disolvente

mediante presién reducida.

4.2 Analisis cromatograficos

El andlisis de fracciones de S. humilis mediante cromatografia en capa fina (CCF) se
realizé en placas de aluminio de 0.25 mm de grosor recubiertas de gel de silice 60 F2s54 Merck®
(malla de 3.5 - 7.0 ASTM) de diferentes dimensiones, utilizando diversos sistemas de elucidn.
Como agente cromdgeno se empled solucion de sulfato cérico amoniacal en acido sulfurico.
Para el aislamiento de compuestos se us6 cromatografia en columna abierta (CCA) sobre gel
de silice 60 Merck® (70 - 230 mesh) con sistemas de elucién de polaridad creciente; se usaron

mezclas de n-hexano, AcOEt, CH»Cl, y CH30H.
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El establecimiento de perfiles cromatograficos y la purificacién de compuestos se
realiz6 mediante cromatografia de liquidos de alta eficiencia en fase reversa (CLAE),
empleando un cromatégrafo Waters® equipado con un detector de UV 996 con arreglo de
fotodiodos y una bomba cuaternaria. El control del equipo, la adquisicién y procesamiento de
los datos se realizé con el software Empower v. 2.0 (Millipore Corp., E.U.A.). Los perfiles
cromatograficos de fracciones se generaron empleando la columna Symmetry® C-18 (250 mm
x 4.6 mm d.i, 5 um; Waters), con un modo de elucién de tipo gradiente (fase mo6vil CH3CN:H20
65:35 a 70:30 en 15 min, o CH3CN:H,0 80:20 a 75:25 en 10 min) y velocidad de flujo 1.0 ml
min-l. Los compuestos se purificaron mediante cromatografia semi-preparativa empleando
una columna Symmetry Prep™ C-18 (300 mm x 7.8 mm, d.i. 7 pm; Waters), elucién gradiente
(fase mévil CH3CN:H20, 65:35 a 70:30 en 15 min, o 80:20 a 75:25 en 10 min), con una
velocidad de flujo de 3.45 ml min-1. Las longitudes de onda utilizadas para la deteccion de los
compuestos fueron de 205, 254 y 280 nm. Todas las muestras se disolvieron en mezclas de
CH3CN:H20 (6:4), y se filtraron a través de una membrana Acrodisc® de 13 mm de didmetro y

0.45 um de espesor antes de ser inyectadas al cromatdgrafo.

4.3 Determinacion de constantes fisicas, espectroscopicas y espectrométricas de los

compuestos aislados

Los puntos de fusion fueron determinados en un aparato Fisher-Johns y se presentan sin
correccion. El registro de los espectros fue realizado por personal de la Unidad de Servicios de
Apoyo a la Investigacién y la Industria (USAII) de la Facultad de Quimica, UNAM. Los
espectros de infrarrojo se obtuvieron con un equipo Perkin-Elmer 1605 (4000 a 400 cm-1).
Los experimentos de resonancia magnética nuclear (1H, 13C, HMBC, HSQC, COSY y NOESY) se
registraron en CDCl3 en un espectrometro Varian Unity Plus 400 a 400 MHz (1H) y 100 MHz
(13C); se empled tetrametilsilano (TMS) como estandar interno. Los espectros de masa se
obtuvieron mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas usando un
cromatdgrafo Agilent 6890N, un espectrometro de masas con un detector de tiempo de vuelo
LECO y una energia de ionizacién de 70 eV. En el Instituto de Quimica se realizaron los andlisis
de rotacién 6ptica en un polarimetro Jasco P-1030 a 25 °C, a la longitud de onda de la linea D-
sodio (589 nm) en CH30H, y los analisis de difraccidon de rayos X en un difractémetro Bruker

Smart Apex CCD.
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4.4 Aislamiento, purificacién y elucidacién estructural

El extracto organico de S. humilis (100 g) fue fraccionado por cromatografia en columna
(2.0 kg de gel de silice), empleando para su elucién mezclas de polaridad creciente de hexano
y CH2CI; (80:20—20:80). Se generaron 10 fracciones primarias (Fi- Fx). La fraccion Fyu (22 g)
fue sometida a un fraccionamiento secundario (850 g de silice) usando hexano-AcOEt
(100:0—0:100) y AcOEt-CH30H (100:0—80:20); se obtuvieron 10 fracciones secundarias
(Fvir-1 - Fyi-10). De la fraccién Fyis cristalizaron 1.2 g del acetato de 2-hidroxi-destigloil-6-

deoxiswietenina (12) (Mulholland y Taylor, 1988).

Acetato de 2-hidroxi-destigloil-6-deoxiswietenina (12): sélido cristalino, p.f. 248-
250°C; IR (FTIR) Viax: 3459, 2973, 1720, 1227 cm-?; 13C-RMN (100 MHz, CDCl3) &¢ (ppm):
215.0, 174.0, 171.0, 169.4, 143.0, 142.0, 136.6, 129.3, 120.8, 109.9, 85.0, 77.3, 77.1, 56.5,
52.4,49.6,45.1,41.8,39.2,36.9,34.4,32.9,30.2,22.2,22.1, 20.6, 20.4, 19.8, 15.9 (todos s);
TH-RMN (400 MHz, CDCI3) éu (ppm): 7.81 (m, 1H), 7.42 (¢, 1.71; 1H), 6.47 (d, 1.47; 1H),
5.70 (s, 1H), 5.39 (¢, 2.10; 1H), 4.88 (s, 1H), 4.07 (s, -OH), 3.73 (s, 3H), 3.29 (dd, 8.20, 3.50;
1H), 2.90 (m, 2H), 2.37 (m, 2H), 2.26 (dd, 5.10, 2.40; 1H), 2.13 (s, 3H), 1.69 (dd, 6.10, 2.60;
2H), 1.65 (dd, 5.30, 3.00; 1H), 1.42 (m, 1H), 1.24 (s, 3H), 1.10 (s, 3H), 0.81 (s, 3H), 0.77 (s,
3H); EM-IE (C29H3609) m/z (int. rel.): 528 (1, [M]*), 77 (20), 95 (100).

La resolucién de la fraccién Fyi4 (6 g) mediante CCA (320 g de gel de silice), usando
como fase moévil mezclas binarias de hexano-AcOEt (100:0—0:100) genero siete fracciones
terciarias (Fvir-4a—Fvi-4g). La fraccion Fyiaa (3.6 g) se lavé exhaustivamente con una mezcla fria
de hexano-AcOEt (99.5:0.5); de este tratamiento precipitaron 2.8 g de un polvo blanco. Un
gramo de este polvo fue purificado empleando CLAE semi-preparativa (fase mévil CHzCN:H,0
65:35 a 70:30 en 15 min; velocidad de flujo 3.45 ml min-1). Se obtuvieron los compuestos
humilina B (1, 60 mg), metil-2-hidroxi-3-f-isobutiroxi-1-oxomeliac-8(30)-enato (2, 180 mg), y
metil-2-hidroxi-3-f-tigloiloxi-1-oxomeliac-8(30)-enato (3, 500 mg) (Segura-Correa et al,
1993).

Humilina B (1): polvo blanco; IR (FTIR) vimax: 3454, 2955, 1726, 1223, 1026, 763 cm-1;
13C-RMN (100 MHz, CDCI3) 6c (ppm): 213.3, 174.2, 171.8, 169.7, 143.5, 141.5, 120.3,
110.3, 84.9, 78.9, 78.8, 67.9, 63.0, 55.3, 52.6, 49.1, 45.7, 42.5, 39.9, 32.4, 32.3, 31.9, 26.6,
26.2,22.0,20.9, 20.4, 20.2, 19.6, 15.9; 1H-RMN (400 MHz, CDCl3) 8y (ppm): 7.53 (m, 1H),
7.43 (t, 1.72; 1H), 6.46 (dd, 1.02, 1.07; 1H), 5.25 (s, 1H), 5.10 (s, 1H), 3.73 (s, 3H), 3.53 (s,
1H), 3.48 (dd, 16.69, 3.46; 1H), 3.14 (dd, 8.45, 3.02; 1H), 2.83 (dd, 16.26, 4.98; 1H), 2.33
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(dd, 5.81, 4.57; 2H), 2.28 (s, 6H; sefial traslapada), 1.91 (dd, 3.23, 1.47; 1H), 1.79 (m, 1H),
1.66 (m, 1H), 1.16 (s, 3H), 1.02 (s, 3H), 0.78 (s, 3H), 0.76 (s, 3H); EM-IE (C29H36010) m/z
(int. rel.): 484 (1), 121 (40), 95 (100).

Metil-2-hidroxi-3-#-isobutiroxi-1-oxomeliac-8(30)-enato (2): polvo blanco; IR (FTIR)
Vmax: 3453, 2974, 2949, 1721, 1649, 1436, 1256, 1132, 756 cm-1; 13C-NMR (100 MHz,
CDCI3) &¢ (ppm): 215.0,176.6, 173.8, 169.1, 142.9, 141.9, 136.6, 128.9, 120.5, 109.7, 84.5,
76.9, 56.6, 53.5, 52.2, 49.4, 44.9, 41.4, 39.4, 36.8, 34.4, 33.9, 32.7, 29.8, 21.9, 21.8, 21.7,
20.4,19.8,19.1, 15.7; tH-RMN (400 MHz, CDCl3) &u (ppm): 7.81 (d, 1.70; 1H), 7.43 (t, 1.80;
1H), 6.47 (d, 2.30; 1H), 5.68 (s, 1H), 5.39 (dd, 4.80, 2.50; 1H), 4.89 (s, 1H), 3.72 (s, 3H),
3.33 (m, 1H), 2.89 (m, 2H), 2.68 (m, 1H), 2.37 (dd, 6.10, 4.01; 2H), 2.27 (dd, 6.40, 2.00; 1H),
2.24 (dd, 5.10, 2.01; 1H), 1.76 (m, 1H), 1.69 (m, 1H), 1.65 (dd, 6.80, 3.71; 1H), 1.45 (d, 3.50;
1.20 (s, 3H),1H), 1.42 (d, 4.10; 1H), 1.24 (s, 3H), 1.19 (s, 3H), 1.11 (s, 3H), 0.82 (d, 2.3; 3H),
0.77 (d, 3.7; 3H); EM-IE (C31H4009) m/z (int. rel.): 226 (20), 71 (82), 57 (100).

Metil-2-hidroxi-3-f-tigloiloxi-1-oxomeliac-8(30)-enato (3): polvo blanco; IR (FTIR)
Vmax: 3452, 2974, 2949, 1721, 1649, 1436, 1256, 1132, 756 cm-1; 13C-NMR (100 MHz,
CDCI3) &¢ (ppm): 215.0, 174, 169, 167.5, 143.2, 142.0, 140.1, 137.0, 129.2, 120.8, 109.8,
85.0, 77.4, 76.7, 56.8, 52.4, 49.5, 45.1, 41.5, 39.6, 37.1, 34.5, 32.8, 29.7, 22.2, 21.8, 20.7,
19.9,15.9, 14.8,12.1; tH-RMN (400 MHz, CDCI3) &u (ppm): 7.83 (d, 2.09; 1H), 7.42 (t, 1.71;
1H), 6.95 (m, 1H), 5.63 (s, 1H), 5.35 (¢, 2.09; 1H), 4.91 (s, 1H), 3.72 (s, 3H), 3.39 (dd, 9.00,
2.69; 1H), 2.83 (dd, 6.00, 3.94; 2H), 2.36 (dd, 9.95, 6.86; 2H), 2.22 (d, 2.30; 1H), 2.21 (d,
2.01; 1H), 2.13 (m, 1H), 2.06 (dd, 6.00, 2.38; 1H), 1.84 (m, 3H), 1.75 (dd, 7.04, 1.22; 3H),
1.67 (m, 1H), 1.63 (m; 1H), 1.23 (s, 3H), 1.09 (s, 3H), 0.83 (s, 3H), 0.78 (s, 3H); EM-IE
(C32H4009) m/z (int. rel.): 568 (1, [M]+), 95 (20), 83 (100).

A partir del fraccionamiento secundario de 8 g de la fraccién Fyr en CCA (410 g de gel de
silice) empleando mezclas de polaridad creciente de hexano-AcOEt (100:0 — 50:50), se
obtuvieron 10 fracciones secundarias (Fvi.1 - Fvi10). La purificacién mediante CLAE semi-
preparativa de la 600 mg de la fraccién Fyi.4 (fase movil CH3CN:H,0 80:20 a 77:23 en 3 min, y
77:23 a 75:25 en 10 min; velocidad de flujo 3.45 ml min-1) condujo al aislamiento de una
nueva mexicandlida a la cual se denominé humilinélida G (13, 15 mg) (Ovalle-Magallanes et

al., 2015b), asi como de la humilinélida C (6, 15 mg)(Segura-Correa et al., 1993).
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Humilindlida G (13): cristal incoloro; p.f. 245 °C; [a]p?5 -124.77 (c. 1.0, CH30H); UV
(CH30H) Amax (log €): 208 (0.728) nm; IR (FTIR) Vimax: 3604, 2976, 2951, 1725, 1504, 1470,
1434, 1293, 1221, 1197 cm-%; los datos espectroscépicos de 1H-RMN y 13C-RMN (CDCl3)
estan en la Tabla 1; EM-IE m/z (C33H42010) (int. rel.): 598 (3, [M]*), 71 (100), 95 (96), 134
(30), 379 (15). Los datos cristalograficos de este compuesto se encuentran en el Anexo 3,

Tablas A1 - A6, Figura Al.

Humilindlida C (6): polvo blanco; IR (FTIR) vmax: 3453, 2977, 2950, 1750, 1726, 1505,
1475, 1430, 1293, 1229, 1015 cm-1; 13C-NMR (100 MHz, CDCl3) 8¢ (ppm): 208.2, 174.1,
169.3,169.0, 166.8, 143.2, 142.1, 139.9, 137.7, 127.5, 125.9, 120.8, 109.8, 85.3, 79.4, 77.0,
56.6, 52.4, 50.4, 45.3, 41.6, 40.7, 37.0, 34.5, 32.8, 29.8, 22.3, 21.9, 21.7, 20.9, 20.6, 15.8,
14.8, 12.1; 'H-NMR (400 MHz, CDCl3) 8u (ppm): 7.82 (m, 1H), 7.43 (t, 1.73; 1H), 6.92 (m,
1H), 6.47 (dd, 1.91, 0.68; 1H), 5.68 (s, 3H), 5.65 (s, 1H), 5.37 (¢, 2.03; 1H), 3.71 (s, 1H), 3.38
(dd, 9.88, 1.82; 1H), 2.88 (¢, 3.90; 2H), 2.42 (m, 1H), 2.33 (m, 1H), 2.28 (m, 2 H), 2.25 (m,
1H), 2.13 (s, 3H), 2.06 (m, 1H), 1.83 (m, 3H), 1.76 (m, 3H), 1.66 (m, 2H), 1.42 (m, 1H), 1.22
(s, 3H), 1.10 (s, 3H), 1.00 (s, 3H), 0.75 (s, 3H); EM-IE m/z (C34H42010) (int. rel.): 568 (1), 95
(16),83 (100).

El fraccionamiento terciario por CCA (200 g) de la fraccién Fyi3 (3 g) usando mezclas de
hexano-AcOEt (100:0—60:40) produjo seis fracciones (Fvi.3a - Fvi-3f). La fraccion Fyi.zc (1.2 g)
fue resuelta empleando cromatografia de argentaciéon en columna abierta (Cardoso-Taketa et
al,, 2004; Morris, 1966), empleando como fase mévil mezclas de polaridad creciente de
hexano-AcOEt (90:10—70:30). Este proceso condujo a la generaciéon de tres grupos de
fracciones (100 mg) que fueron analizadas y purificadas mediante CLAE semi-preparativa
(fase movil CH3CN:H0 65:35 a 70: 30 en 15 min; velocidad de flujo 3.45 ml min-). Se
obtuvieron 11 mg de la mexicandlida metil-2-hidroxi-3S-isobutioil-8a,30a-epoxi-1-oxo-

meliacato (14) descrita anteriormente en una mezcla (Okorie y Taylor, 1971).

Metil-2-hidroxi-3-£-isobutiroxi-8a,30a-epoxi-1-oxomeliac-8(30)-enato (14): polvo
blanco; IR (FTIR) vimax: 3452, 2974, 2949, 1721, 1649, 1436, 1256, 1132, 756 cm-1; 13C-
NMR (100 MHz, CDCI3) 6c (ppm): 213.3, 175.9, 174.1, 171.7, 143.3, 141.1, 120.2, 110.3,
84.5, 79.0, 78.3, 67.6, 63.2, 55.4, 52.6, 49.2, 45.7, 42.5, 40.0, 36.5, 34.3, 33.7, 33.4, 33.0,
26.4,21.8, 20.5, 19.6, 19.5, 19.1, 16.2; *H-RMN (400 MHz, CDCl3) 81 (ppm): 7.50 (m, 1H),
7.43 (t, 1.71; 1H), 6.45 (dd, 1.85, 0.83; 1H), 5.19 (s, 1H), 5.12 (s, 1H), 3.97 (s, -OH), 3.72 (s,
1H), 3.58 (d, 13.69; 1H), 3.55 (s, 1H), 3.15 (dd, 8.34, 3.12; 1H), 2.86 (dd, 16.16, 5.0; 1H),
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2.79 (m, 1H), 2.33 (m, 2H), 1.97 (m, 2H), 1.88 (dd, 5.68, 3.61; 1H), 1.81 (m, 2H), 1.63 (dd,
13.67, 5.01; 1H), 1.30 (d, 4.93; 3H), 1.28 (d, 4.81; 3H), 1.16 (s, 3H), 1.01 (s, 3H), 0.79 (s,
3H), 0.75 (s, 3H); EM-IE (C31H40010) m/z (int. rel.): 572 (30[M]*), 164 (80), 71 (82), 122
(100).

Finalmente, del fraccionamiento secundario de la fracciéon Fv (10 g) en CCA (510 g de gel
de silice) usando mezclas de hexano-AcOEt (100:0—-60:40), se obtuvieron seis fracciones
secundarias (Fv.1 — Fv.¢). A partir de la separaciéon mediante CLAE semi-preparativa (elucion
isocratica, fase movil CH3CN:H20 73:27 en 10 min; velocidad de flujo 4.0 ml min-1) de 60 mg
de la fraccidn Fy., se los obtuvieron los compuestos 13 (10 mg), 6 (15 mg), y la nueva

mexicandlida humilinélida H (15, 15 mg) (Ovalle-Magallanes et al., 2015b).

Humilindlida H (15): polvo blanco; p.f. 203 - 204 °C; [a]p?° -104.27 (c. 1.0, CH30H); UV
(CH30H) Amax (log €): 207.6 (0.609) nm; IR (FTIR) Vmax: 3444, 2950, 1725, 1506, 1139
cm-1; los datos espectroscépicos de 1H-RMN y 13C-RMN (CDCI3) estdn en la Tabla 1; EM-IE
m/z (C33H42011) (int. rel.): 614 (6, [M]*), 367 (63), 237(100).

4.5 Desarrollo de un método por CLAE para la cuantificacién de mexicandlidas
4.5.1 Condiciones cromatograficas

Los perfiles cromatograficos de S. humilis se obtuvieron en una columna Synergi™ 4 um
Hydro-RP 80 A (150 x 4.6 mm, d.i. 4 um; Phenomenex), mediante elucién de tipo gradiente
[fase movil CHz0H-H20 (A) (30:70) y CH3CN (B) de 45% B (0 min), a 55% B (10 min), a 100%
B (30 min)] con una velocidad de flujo de 0.4 ml min-1. La longitud de onda seleccionada para

la deteccién fue 208.7 nm. Los analisis se realizaron a temperatura ambiente.

4.5.2 Preparacion de las muestras

Se prepararon seis réplicas de una fraccidon organica de AcOEt del extracto acuoso de S.
humilis como se describe a continuacidn. Se obtuvo el extracto acuoso mediante la decoccién
de 15 g de semillas molidas con 300 ml de agua durante 1 hora. El extracto se filtré y
concentrd a presion reducida hasta la obtencién de un residuo color café rojizo. Se disolvio el

extracto seco (0.5 g) en Hz0 destilada (20 ml) y se desgras6 3 veces con hexano (20 ml). La
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fraccion acuosa se someti6é a un proceso de reparto con AcOEt (20 ml, 3 veces). La fraccion
organica generada se concentro a presion reducida hasta obtener un residuo amarillo. Quince
miligramos de este extracto se disolvieron en 5 ml of AcOEt y se sometieron a reparto con Hz0
desionizada (20 ml, 3 veces). Un miligramo de la fraccién orgénica resultante se disolvié en
una mezcla 1:1 de CH3CN:CH30H-H»0 (100:30-70), y se filtré a través de una membrana GHP
de 0.45 mm (Millipore, E.U.A.). Esta soluciéon se denominé matriz de trabajo. Todas las
matrices de trabajo fueron analizadas con el método descrito en el inciso anterior; los picos de

los cromatogramas fueron identificados por coelucidn con las mexicanoélidas 1-3, 6, y 12-15.

4.5.3 Cuantificacion de las mexicandlidas en las semillas de S. humilis

El compuesto 3 fue seleccionado como compuesto de referencia para la cuantificacién
de las mexicanoélidas identificadas en el extracto acuoso de S. humilis. La especificidad del
método y las curvas de calibracidn del compuesto 3 se obtuvieron siguiendo las guias de la
ICH (The International Conference on Harmonisation of Technical Requirements for
Registration of Pharmaceuticals for Human Use) y EURACHEM (ICH, 2005; Eurachem, 1998).
La especificidad del método se basé en el registro de los espectros UV del compuesto 3 puroy
de éste en las matrices de trabajo. Por su parte, las curvas de calibracién se construyeron a
través de la preparacion por dilucion a partir de soluciones independientes de 3 (1 mg/ml). Se
utilizaron siete concentraciones del compuesto 3 en el rango de 5 - 280 pg/ml (seis réplicas
por nivel de concentracidn). Se graficaron las areas bajo la curva (ABC) del pico
correspondiente a 3 de las diferentes réplicas con respecto a la concentracidn de referencia de
cada solucion. El analisis estadistico de la relacién entre las ABC y la concentraciéon de 3 se
realizé6 mediante regresion lineal por minimos cuadrados. La interpolacidn de los valores del
ABC de cada pico de las mexicanélidas identificadas en la ecuacion de la regresién lineal de 3

condujo a la concentracién de las mexicanélidas 1, 2, 6, y 12-15 en las semillas de S. humilis.

4.6 Evaluacion farmacolégica in vivo

Todos los ensayos biologicos se realizaron en ratones macho de la cepa ICR (20-30 g
de peso), o en ratas macho de la cepa Sprague Dawley (200 - 260 g de peso) adquiridos

comercialmente al Centro UNAM-Harlan (Harlan México, S.A. de C.V.). Los animales se
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mantuvieron bajo condiciones de laboratorio estindar, observando los lineamientos
establecidos en la NOM-062-Z200-1999 (Especificaciones técnicas para la produccién, cuidado
y uso de los animales de laboratorio), en temperatura controlada (22 + 1 °C), ciclo de 12 h/12
h luz/oscuridad, ademas de tener acceso a alimento estandar (2018S, Teklad Laboratories,
E.U.A) y agua simple ad libitum, antes de todos los experimentos. Las evaluaciones se
desarrollaron de acuerdo a guias internacionales para reducir el nimero de animales
empleados en cada evaluacién, y para refinar los procedimientos experimentales
(Chatzigeorgiou et al., 2009; Zimmerman, 1983). EI Comité Institucional para el Cuidado y Uso
de los Animales de Laboratorio (CICUAL) de la Facultad de Quimica, UNAM, aprobé los
protocolos experimentales aqui descritos (FQ/CICUAL/084/14, FQ/CICUAL/085/14, y
FQ/CICUAL/086/14). Al concluir los experimentos, los animales fueron sacrificados mediante

hipoxia en una cdmara de COx.

4.6.1 Preparaciény administracién de las muestras

En las evaluaciones de toxicidad aguda, y potencial hipoglucemiante,
antihiperglucémico e hipolipemiante, tanto los firmacos que fungieron como controles
positivos como las muestras (extractos o compuestos puros), se suspendieron en el vehiculo
(solucién salina isoténica, NaCl 0.9% - Tween 80 al 0.05%) y se administraron por via
intragastrica (p.o.) usando sondas de acero inoxidable (3.0 x 0.3" 0 5.9 x 0.3") a razo6n de 0.2
ml/10 g de peso para ratones, y 0.2 ml/100 g de peso para ratas. En las evaluaciones del
potencial antinociceptivo y antihiperalgésico, los farmacos de referencia, extractos y
compuestos puros a evaluar, se disolvieron en un vehiculo constituido por solucién salina
isotonica con DMSO al 0.05%, y se administraron por via subcutanea (s.c.) en el dorso de la
extremidad posterior derecha empleando una jeringa hipodérmica (0.5 ml; 31G x 8 mm), a

razon de 40 pul por pata.

4.6.2 Evaluacion de la toxicidad aguda

La determinacion de la toxicidad aguda del extracto acuoso (DSH) y de una suspensiéon
de la droga cruda fragmentada de S. humilis se bas6 en el método descrito por Lorke (1983).

Los tratamientos se administraron por via intragastrica (p.o.) en dos etapas independientes;
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en ambas se usaron doce ratones divididos en cuatro grupos (n = 3). En la primera etapa, las
dosis administradas fueron 10, 100 y 1000 mg/kg; en la segunda, 1600, 2900 y 5000 mg/kg.
El grupo control sélo recibié vehiculo (solucién salina isoténica - 0.05 % Tween). En las dos
fases, los animales se observaron durante 1 h posterior al tratamiento para identificar efectos
toxicos agudos, cambios en los patrones de comportamiento o muertes. Durante catorce dias,
el peso y/o muertes de los animales se registraron diariamente. Transcurrido este tiempo, los
animales se sacrificaron en una cdmara de CO; y se procedié a la obtenciéon de corazén,
higado, pulmones, higado y rifiones para un analisis macroscépico en busca de lesiones. El
protocolo de Lorke establece el calculo de la DLsp mediante una media geométrica entre la
dosis donde se presente el deceso de algiin animal y la dosis donde no haya muerte alguna de
roedores. En caso de no existir mortalidad se estima que la DLso del preparado evaluado es

mayor a 5000 mg/kg de peso.

4.6.3 Evaluacion del potencial hipoglucemiante, antihiperglucémico e hipolipemiante

Las pruebas bioldgicas conducentes a establecer la eficacia preclinica de S. humilis como
agente hipoglucemiante, antihiperglucémico e hipolipemiante se basaron en modelos
ampliamente descritos en la literatura empleando ratones normoglucémicos e
hiperglucémicos (nicotinamida-estreptozotocina), asi como ratas con sindrome metabdlico
inducido por fructosa (Chatzigeorgiou et al., 2009; Srinivasan y Ramarao, 2007; Verspohl],

2002; Wilson y Islam, 2012).

4.6.3.1 Determinacion de la glucemia en ensayos de tipo agudo

Se realiz6 una pequeifia incision en la cola de los animales para la recoleccién de las
muestras sanguineas de la vena caudal. Los valores de glucemia (mg/dl) se obtuvieron
mediante un glucometro comercial (One Touch Ultra 2, Johnson & Johnson, E.U.A.) a los
tiempos sefialados en cada protocolo. Con los datos generados se calcularon a) el area bajo la
curva (ABC) de los cursos temporales, o b) el porcentaje de variacién de glucemia, o bien c) el

incremento de los valores de glucosa y el ABC.
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4.6.3.2 Modelos en ratén

Cada grupo experimental se form6 con n = 6 ratones, que previo a cada procedimiento
se mantuvieron con libre acceso a agua y alimento, y que fueron privados de alimento entre 0
y 4 horas antes de cada evaluacion; durante el desarrollo de los experimentos no recibieron
agua. Las pruebas se realizaron en animales normoglucémicos e hiperglucémicos

(nicotinamida-estreptozotocina).

4.6.3.3 Induccidn experimental de hiperglucemia

Los ratones normoglucémicos se mantuvieron ayuno durante 4 horas. Posteriormente,
recibieron por via intraperitoneal (ip.) nicotinamida (NA, 50 mg/kg; Sigma Aldrich, E.U.A.)
disuelta en solucién salina isoténica inyectable. Treinta minutos después, todos los animales
fueron tratados con una dosis unica de estreptozotocina (STZ, 130 mg/kg; Sigma Aldrich,
E.U.A)) ip. disuelta en una solucién amortiguadora de citratos 0.1 M (pH = 4.5). El volumen de
administracion de ambas soluciones fue de 0.1 ml/10 g de peso (Juarez-Reyes et al., 2015;
Masiello et al., 1998; Szkudelski, 2001). Los ratones se emplearon a los 7, a los 10, o a los 14

dias después de la induccién quimica de hiperglucemia, dependiendo del protocolo.

4.6.3.4 Efecto hipoglucemiante agudo de preparados y compuestos

La decoccion de las semillas de S. humilis (DSH), el extracto hexanico (HSH), y los
compuestos 3 y 12 se evaluaron en un modelo hipoglucemiante empleando ratones
normoglucémicos e hiperglucémicos (7 dias). Los animales no se sometieron a proceso de
ayuno sino hasta el inicio y durante el desarrollo del experimento. En todos los experimentos
se registraron los valores de glucemia basal (tiempo 0 h). Los extractos (DSH y HSH) fueron
administrados a tres grupos de animales a las dosis de 31.6, 100 y 316 mg/kg, p.o. (n = 6). Por
su parte, las dosis evaluadas de los compuestos 12 y 3 fueron 3.16, 10 y 31.6 mg/Kkg, p.o. (n =
6). Los grupos controles consistieron en un vehiculo (VEH, solucién salina isotonica - Tween
0.05 %; n = 6) y glibenclamida (GLI, 15 mg/kg p.o.; n = 6; Sigma Aldrich, E.U.A.) como control
positivo. Los niveles de glucosa sanguinea (mg/dl) se determinaron a las 1.5, 3,5, 7y 9 h

posteriores a la administracién de los tratamientos.
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Con los valores de glucemia se calcul6 el area bajo la curva de los cursos temporales,

como se describe en la Formula 1:

ABC [(mgxh)/dl] = i () )+ (T (g~ 1) +

Formula 1: Calculo del area bajo la curva empleando el método de los trapezoides

donde los subindices 0, i, j, n, etc,, representan los valores de glucemia (G) a las 0, 1.5, 3, n

horas de medicidn (t).

4.6.3.5 Efecto antihiperglucémico de DSH y compuestos: pruebas de tolerancia a carbohidratos

4.6.3.5.1  Prueba de tolerancia a la glucosa oral

La decoccidn de las semillas de S. humilis (DSH), y los compuestos 12, 1 y 3 se evaluaron
en ratones normoglucémicos e hiperglucémicos (NA-STZ, 7 dias). Como primer paso, los
animales fueron privados de alimento 4 h antes de la evaluacién. Luego, se obtuvieron los
valores de glucemia basal (tiempo 0 h). La decoccién de S. humilis (DSH) se administré a tres
grupos de animales a las dosis de 31.6, 100 y 316 mg/kg, p.o. (n = 6). Los compuestos 12,1y 3
se evaluaron a las dosis de 3.16, 10 y 31.6 mg/kg, p.o. (n = 6). El grupo vehiculo fue soluciéon
salina isotonica - Tween 0.05 % (VEH; n = 6), y como control positivo se administré
metformina (200 mg/Kkg, p.o.; n = 6; Sigma Aldrich, E.U.A.). Después de treinta minutos de la
administracion de los tratamientos, todos los ratones recibieron una carga de 1 g/kg p.o. de
glucosa (Sigma Aldrich, E.U.A.). Los niveles de glucemia (mg/dl) se midieron a los 30, 60, 90,
120 y 180 minutos luego de la administracién del carbohidrato. Con estos niveles se calcul6 el
porcentaje de variacion de glucemia de cada tiempo de medicién, como se muestra en la

Férmula 2:
% de variacion de glucemia = (G, — G;)/G; X100
Férmula 2: Calculo del porcentaje de variacion de glucemia

donde G; es la glucemia basal, y G: corresponde a cada tiempo de medicion de glucemia.
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4.6.3.5.2  Prueba de tolerancia a la sacarosa oral

La decoccién de S. humilis (DSH; dosis 31.6, 100 y 316 mg/kg, p.o.) se evaludé en una
prueba de tolerancia a la sacarosa. La metodologia fue idéntica que la descrita en el inciso
anterior, salvo que como control positivo se us6 acarbosa (ACA, 5 mg/kg p.o.; Sigma Aldrich,
E.U.A.), y como carbohidrato de prueba sacarosa (2 g/kg p.o.; Sigma Aldrich, E.U.A.). Se calcul6

el porcentaje de variacién de glucemia con la Férmula 2.

4.6.3.6 Prueba de tolerancia a la insulina

La mexicanoélida 12 se evaludé en ratones normoglucémicos e hiperglucémicos en un
modelo de tolerancia a la insulina. Los animales se mantuvieron sin alimento 4 h antes del
experimento. Se midié la glucemia basal y los tratamientos se administraron por via
intragastrica. En ratones normoglucémicos se evaluaron las dosis de 2 y 10 mg/kg p.o.; en
hiperglucémicos se evaltio s6lo la dosis de 2 mg/kg p.o. Como farmaco de referencia se utilizé
metformina (200 mg/kg, p.o. en ratones normoglucémicos, y 57.75 mg/kg p.o. en
hiperglucémicos). Treinta minutos después, los animales recibieron una dosis de insulina ip.
(Humulin ®, Lilly, E.U.A.; 1 U/kg). En animales normoglucémicos, se midi6 la glucemia a los
15, 30, 45 y 120 min luego de la administracién de insulina; en los hiperglucémicos, se midié
hasta los 45 min. Se calcul6 el cambio de glucemia como se describe en la Férmula 3 (ver

seccion siguiente).

4.6.4 Establecimiento del posible mecanismo de accién antihiperglucémico de S. humilis

4.6.4.1 Construccion de curvas dosis - respuesta

Para la generacion de las curvas dosis - respuesta de la mexicanélida 12, del extracto
acuoso de S. humilis, y de los farmacos de referencia metformina y glibenclamida, se utilizaron
ratones hiperglucémicos (NA-STZ, 10 dias), que fueron privados de alimento 4 h antes de la
administraciéon de los tratamientos. Transcurrido ese tiempo se midié la glucemia basal a
todos los animales, los cuales fueron divididos en grupos de n = 6. El grupo control recibid
solucién salina isoténica - Tween 0.05 % (VEH). La mexicandélida 12 se administré en el rango

de dosis de 0.5 a 31.6 mg/kg p.o., y el extracto acuoso de S. humilis (DSH) en dosis entre los 10
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y los 562 mg/kg p.o.; la metformina (MTF) se evalué en el rango de los 30 a los 300 mg/kg p.o.,
y la glibenclamida (GLI) en dosis entre 1 y 20 mg/kg p.o. Todas las dosis se seleccionaron de
forma logaritmica de acuerdo a protocolos descritos en la literatura (Frode y Medeiros, 2008;

Kecskemeti et al., 2002; Wojcikowski y Gobe, 2014).

El tiempo 0 min correspondié al tiempo de administracién de los tratamientos. Treinta
minutos después, todos los ratones recibieron una solucién de glucosa (1 g/kg; p.o.). Se midi6
la glucemia a los 30 y 60 min después de la administraciéon del carbohidrato. Se calculé el
incremento de glucemia como se indica en la Formula 3, y el drea bajo la curva del pico

postprandial con la Férmula 4.
A30‘qlu= Gt30 - Gto y A60glu= Gt60 - Gto
Férmula 3: Calculo del incremento de glucemia (Agu)

donde los subindices 0, 30 y 60, representan los valores de glucemia (G) basal, y alos 30 y 60

min después de la administracién de la carga de glucosa.

A3 oglu + A60glu
2

ABC [(mgxmin)/dl] = (%) (30) + (

) 30)

Férmula 4: Calculo del area bajo la curva del pico postprandial

donde los subindices Azoglu ¥ Asoglu representan el incremento de glucemia a los 30 y 60 min
luego de la administraciéon de glucosa. Con los valores de ABC se calcul6 el porcentaje de
efecto antihiperglucémico de los tratamientos de todas las dosis evaluadas, y se estandariz6

este porcentaje al efecto maximo observado.

4.6.4.2 Experimentos de activacién y antagonismo: participacion de los canales Karp y/o0 de

receptores serotoninérgicos en el efecto de los compuestos 12y 3

En los experimentos de activacién y antagonismo in vivo se emplearon ratones
hiperglucémicos (NA-STZ, 10 dias). Los animales fueron privados de alimento 4 h antes de la
evaluacién. Al cabo de ese tiempo, se midié la glucemia basal a todos los ratones. En dos
ensayos independientes, tres grupos de ratones hiperglucémicos se pre-trataron con el
activador de canales Karp diazéxido (DZX, 2 mg/kg, i.p.; Sigma Aldrich, E.U.A.), y tres grupos se

pre-trataron con el antagonista serotoninérgico 5-HTza/c ketanserina (KET, 2.5 mg/kg, ip.;
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Sigma Aldrich, E.U.A.). Treinta minutos después, cada uno de los grupos pre-tratados con DZX
recibieron p.o. o el vehiculo (VEH; solucién salina isoténica - Tween 0.05 %), o el compuesto
12 (2 mg/kg), o glibenclamida (GLI; 9.47 mg/kg). Por otra parte, cada uno de los grupos pre-
tratados con KET recibieron p.o. o VEH, o compuesto 12 (2 mg/kg) o compuesto 3 (31.6
mg/kg). Transcurridos 30 min, todos los ratones recibieron una carga de glucosa (1 g/kg;
p.o.). La glucemia se determiné a los 30 y 60 min luego de la administracién de glucosa. Se

calcularon los valores de incremento de glucemia y area bajo la curva con las Férmulas 3 y 4.

4.6.5 Interaccion entre la mexicanélida 12, DSH, MTF y GLI

De las curvas dosis - respuesta de todos los tratamientos se seleccionaron dosis
equiefectivas del compuesto 12, del extracto acuoso (DSH), metformina (MTF) y
glibenclamida (GLI), que fueron evaluadas solas y en combinacién (Tallarida, 2000). De esta
manera, dosis de 12 (2 mg/kg, p.o.), DSH (864 mg/kg, p.o.), MTF (57.75 mg/kg, p.o.) y GLI
(9.47 mg/kg, p.o.), y combinaciones de 12 + MTF (1 mg/kg + 28.875 mg/kg, p.o.), 12 + GLI (1
mg/kg + 4.735 mg/kg, p.o.), DSH + MTF (432 mg/kg + 28.875 mg/kg, p.o.), DSH + GLI (432
mg/kg + 4.735 mg/kg, p.o.), y MTF + GLI (28.875 mg/kg + 4.735 mg/kg, p.o.), se evaluaron
como se describi6 en la seccién 4.6.3.5.1. Con los valores de glucemia medidos se calcularon

los incrementos de glucemia y areas bajo la curva con las Férmulas 3 y 4.

4.6.6 Modelos en rata

4.6.6.1 Induccidn experimental de sindrome metabdlico en ratas Sprague Dawley (SM-IF)

Las ratas se dividieron en cuatro grupos de seis y se colocaron por pares en cajas de
acrilico. Cada caja de animales tuvo acceso a 250 g de alimento estandar (pellets 2018S: 44.2
% carbohidratos, 18 % proteinas, 6.2 % grasa; 3.1 kcal/g; Teklad Global Diets, E.U.A.), los
cuales fueron pesados cada tercer dia para obtener por diferencia la cantidad de alimento
consumida. Se colocaron bebederos de 500 ml a cada caja, donde se suministré al grupo I agua
simple, y a los grupos II - IV una solucién de fructosa al 10 % p/v (Savien®, México). Cada
tercer dia se midi6 el volumen de las soluciones y se calculé la ingesta calérica diaria

promedio. Los animales fueron pesados y medidos (longitud de la nariz al ano) al inicio y al
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final del experimento. Con estos parametros se calcul6 el indice de Lee, dividiendo la raiz
cubica del peso final (g) entre la longitud final (cm) y multiplicando por 1000 (Ferreira de
Moura et al., 2009). El periodo de induccién de sindrome metabdlico fue de 12 semanas, y las

ratas se mantuvieron con la administracion de la solucién de fructosa hasta las 15 semanas.

4.6.6.2 Tolerancia a la glucosa oral

Las ratas con sindrome metabdlico (12 semanas, SM-IF) se dividieron en cuatro
grupos (n = 6). Se midi6 la glucemia basal (tiempo 0 min). El grupo control recibi6é vehiculo
(solucién salina isoténica - Tween 0.05 %), en tanto que el correspondiente al control
positivo recibié metformina (200 mg/kg, p.o.). Dos grupos fueron tratados con la decoccién
(DSH; 100 mg/kg y 316 mg/kg, p.o.). Treinta minutos después, los animales recibieron una
carga de glucosa (2 g/kg, p.o.). La glucemia se determind en intervalos de 30 min hasta los 120
min posteriores a la administraciéon de glucosa. Se calculd el porcentaje de variacién con la

Foérmula 2.

4.6.6.3 Efecto de la administracion diaria de DSH en ratas SM-IF

Dos grupos de ratas SM-IF (14 semanas, n = 6) recibieron diariamente durante una
semana la decoccién de S. humilis (DSH) a las dosis de 100 y 316 mg/kg, p.o.; un tercer grupo
de ratas (n = 6) fungié como control y recibi6 p.o. solucidn salina isoténica - Tween 0.05 %. En
el transcurso del experimento, las ratas tuvieron acceso a alimento estandar y a la solucién de
fructosa al 10%. Al término de la semana de tratamiento (semana 15), las ratas fueron
privadas de alimento durante 4 h con acceso a agua simple, y anestesiadas con ketamina-
xilazina (80 mg/kg-10 mg/kg ip.; Sigma Aldrich, E.U.A.) para obtener 1.5 ml de sangre por
puncion retro-orbital. Se separo el suero del paquete celular mediante centrifugaciéon a 3000
rpm durante 5 min. Posteriormente, se obtuvieron el higado y la grasa abdominal. La grasa
abdominal fue pesada y descartada. El suero y el tejido hepatico fueron almacenados a -80 °C

hasta que se realizé la determinacion de parametros bioquimicos.

4.6.6.4 Determinacion de pardmetros bioquimicos, niveles de insulina y glucégeno hepdtico

Se realiz6 la determinaciéon colorimétrica de glucosa, triglicéridos, colesterol total y

acido drico séricos empleando reactivos comerciales (Randox Laboratories, E.U.A.). Los
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niveles de insulina sérica se estimaron con un kit comercial (ALPCO Rat Insulin ELISA, E.U.A.).
El glucégeno hepatico fue cuantificado de acuerdo a un método descrito en la literatura
(Cristians et al., 2009), en el cual 50 mg de tejido fueron homogenizados en buffer de citratos
frio (0.1 M, pH 4.2), y diluidos hasta obtener una solucién de concentracion igual a 5 mg de
tejido/ml. A diez microlitros de esta soluciéon se adicionaron 10 pl de una solucién de la
enzima amiloglucosidasa (exo-1,4-a-glucosidasa, EC 3.2.1.3; 1 mg/ml; Sigma Aldrich, E.U.A.);
la mezcla se dejo a temperatura ambiente por 2 h. Se cuantific6 la glucosa hepatica mediante
el método de glucosa oxidasa (Glucosa TR, Spinreact, Espafia), relacionado la glucosa presente
en el homogenado, y la cuantificada en la mezcla de éste con la amiloglucosidasa. El contenido

de glucégeno se expres6 como mg de glucosa/mg de tejido hepatico.

4.6.7 Evaluacion del potencial antinociceptivo y antihiperalgésico de S. humilis

Los efectos antinociceptivo y antihiperalgésico de S. humilis (DSH) se establecieron
mediante el modelo de formalina, usando ratones normoglucémicos e hiperglucémicos (NA-
STZ, 50-130 mg/kg), respectivamente (Hunskaar y Hole, 1987). Los animales hiperglucémicos

se emplearon tras 14 dias del tratamiento con NA-STZ.

4.6.7.1 Modelo de formalina

El dispositivo donde se desarrolld el experimento consistié en un cilindro de acrilico de
20 x 40 cm con dos espejos de 40 x 40 cm situados de forma perpendicular a la base; el
dispositivo se mantuvo a 25 °C. Los ratones fueron colocados individualmente dentro del
cilindro durante 15 min. Luego de la adaptacién al dispositivo, los animales recibieron en la
pata posterior derecha por via subcutinea (s.c.), 40 pl de soluciones de la decoccién de S.
humilis, DSH (10, 25, 31.6, 80 y 100 pug en ratones normoglucémicos, o 10, 31.6, 56.2, 100 y
177 ug en ratones hiperglucémicos) o soluciones de mexicanélida 12 (0.5, 1, 2, 3y 3.5 pg en
ratones hiperglucémicos); los animales fueron devueltos al cilindro. Todas las
concentraciones utilizadas se seleccionaron en escalas logaritmicas (Frode y Medeiros, 2008;
Wojcikowski y Gobe, 2014). Tras quince minutos, los ratones recibieron 40 pl de una solucién
de formaldehido (2% para ratones normoglucémicos, y 1% para hiperglucémicos) en la

misma pata que los tratamientos. La respuesta bifasica inducida por la solucion de
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formaldehido (lamer la pata inyectada) se cuantificé cada 5 min durante 30 min. Como control
positivo se us6 gabapentina (GBP, 30 pg/pata; Sigma Aldrich, E.U.A.). Se calculé el area bajo la
curva de los cursos temporales para la fase 1, la fase 2 y el area bajo la curva total con la

Férmula 5.

ty

ABC (segxmin) = Z (to i ) (5) + ( ) (5) +-

to
Formula 5: Calculo del area bajo la curva empleando el método de los trapezoides

donde los subindices 0, i, j, n, representan los tiempos de lamida (¢t) alos 0, 5, 10, n minutos de
medicién. Para la fase 1, el periodo de tiempo considerado fue de los 0 a los 10 min, para la
fase 2 de 10 a 30 min; el area total comprendié de los 0 a los 30 min luego de la

administracion de la soluciéon de formaldehido.

4.6.7.2 Establecimiento del posible mecanismo de accion como antihiperalgésico de la

mexicandlida 12

Los ratones hiperglucémicos fueron asignados a grupos (n = 12) que recibieron por via
subcutanea alguno de los siguientes firmacos: ketanserina (KET, antagonista 5-HT2a/2c; 6
ug/pata), flumazenilo (FLU, antagonista GABAAa/BDZ; 6 ug/pata), naloxona (NLX, antagonista
opioide; 3 pg/pata), glibenclamida (GLI, bloqueador de canales Karp; 50 pg/pata), 1-H-
[1,2,4]oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-ona (ODQ, inhibidor reversible de la guanilato ciclasa;
75 pg/pata), éster metilico de L-nitroarginina (L-NAME, inhibidor de la éxido nitrico sintasa;
150 pg/pata), L-arginina (ARG, precursor en la sintesis de 6xido nitrico; 50 pg/pata), o 3-
morfolinosidnonimina (SIN-1, donador de 6xido nitrico; 200 pg/pata). Quince minutos
después de los pre-tratamientos, los ratones recibieron en la misma pata o el vehiculo (40 pl;
n = 6) o la mexicandlida 12 (3 pug/pata; n = 6); los animales fueron devueltos al cilindro por 15
min adicionales. Al cabo de ese tiempo, los ratones recibieron s.c. 40 pl de una solucién de
formaldehido al 1%; se registré el tiempo de lamida como se indicé en la seccién anterior, y se

calcularon las ABC total y de las fases 1y 2 con la Formula 5.
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4.7 Analisis estadistico de las evaluaciones in vivo

Los resultados de los experimentos del potencial hipoglucemiante, antihiperglucémico
e hipolipemiante, estan expresados como el promedio * error estandar de la media (EEM) del
area bajo la curva, o del porcentaje de variacion de glucemia, o del incremento de glucemia de
grupos de animales de n = 6. Los resultados de la evaluacién antinociceptiva y
antihiperalgésica estan expresados como el promedio + EEM del area bajo la curva de grupos
de n = 6, para las fases 1, 2 y area total. Las diferencias estadisticas significativas (p < 0.05)
entre los tratamientos se calcularon con el programa GraphPad Prism (versién 6.0; GraphPad
Inc,, E.U.A.), usando andlisis de varianza (ANADEVA) y alguna prueba post hoc (Dunnett o

Tukey), o bien, mediante un ANADEVA de dos vias seguido de una prueba Bonferroni.

4.8 Evaluacién farmacolégica in vitro
4.8.1 Potencial antioxidante

Para determinar la capacidad de atrapamiento de radicales peroxilo de la decoccién de
S. humilis (DSH) y de los compuestos 12, 1 y 3, se realiz6 el método ORAC (Oxygen Radical
Absorbance Capacity) segun lo descrito en la literatura (De la Rosa et al., 2014; Huang et al.,
2002). En este ensayo, 25 pl de las muestras [agua, solucién estdndar de Trolox, DSH (2.5
mg/ml), 12, 1, y 3 (1.25 mg/ml)] se mezclaron con 25 pl de una solucién 153 mM del
generador de radicales peroxilo AAPH [diclorhidrato de 2,2'-azobis(2-amidinopropano)] y
con 150 ul de una solucién 50 nM de fluoresceina (sonda fluorescente). Las mezclas
resultantes se incubaron a 37 °C por 10 min. Se midi6 la fluorescencia cada minuto durante 35
min empleando filtros de 485 nm y 520 nm, y un lector de microplacas (BioRad Benchmark
Plus, BioRad Laboratories, Inc., E.U.A.). Los valores ORAC se calcularon a partir del area total
de las curvas de decaimiento de fluorescencia. Los resultados se expresaron como el

promedio + EEM de los umol equivalentes de Trolox por gramo de muestra (n = 4).

4.8.2 Ensayos basados en células

Se emplearon células H4IIE (hepatocitos de rata) y C2C12 (mioblastos de ratén)

adquiridas a The American Type Culture Collection (ATCC, E.U.A.), que fueron cultivadas en
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placas de 12 o 24 pozos con medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) con antibiéticos
(0.5 %; penicilina 100 U/ml, estreptomicina 100 pg/ml) suplementado con suero fetal bovino
(FBS, 10%) para los hepatocitos, o con FBS 10% y suero de caballo (HS, 10%) para mioblastos,
a 37 °C en una atmosfera 95%-5% COz-aire humidificada. Cuando los hepatocitos alcanzaron
un 90% de confluencia se trataron con las soluciones de las muestras a evaluar contenidas en
DMEM libre de FBS. Los mioblastos fueron cultivados hasta que alcanzaron un 60% de
confluencia, y luego fueron diferenciados a miotubos durante 6 dias con medio de
diferenciacion (DMEM con 2% HS y antibiodticos). El dia 6, los miotubos fueron tratados con

las muestras a evaluar contenidas en medio de diferenciacién (Shang et al., 2015).

En todos los ensayos, las diferencias estadisticamente significativas respecto al grupo
vehiculo (DMSO) se obtuvieron con el programa GraphPad Prism (version 6.0; GraphPad Inc.,

E.U.A.), mediante un ANADEVA de una via seguido de un prueba Dunnett (p < 0.05).

4.8.2.1 Citotoxicidad

Se establecieron las concentraciones 6ptimas no tdéxicas de la decoccién de S. humilis
(DSH) y de los compuestos puros 12, 15 y 3 mediante una prueba de citotoxicidad basada en
la liberacion de la enzima lactacto deshidrogenasa (LDH) (Nachar et al, 2013). Los
hepatocitos o los miotubos fueron tratados entre 16 y 18 h con concentraciones geométricas
de DSH (20 - 200 pg/ml) o de los compuestos 12, 15, 0 3 (1.25 - 15 pg/ml). El grupo control
recibi6 DMSO al 0.1%. Al cabo de ese tiempo, los medios fueron recolectados en tubos
Eppendorf y mantenidos en hielo hasta el momento del andlisis (LDH liberada). Luego, las
células se lisaron con 500 ul de DMEM libre de FBS adicionado con Triton X-100 al 1%. Tras
10 min de incubacidn sobre hielo, las células lisadas fueron desprendidas por raspado de las
placas de cultivo y colocadas en tubos Eppendorf (LDH celular). Todas las muestras se
centrifugaron a 1000 rpm a 4 °C durante 10 min. Los sobrenadantes obtenidos fueron
analizados usando un kit comercial (LDH Colorimetric kit; Roche, Alemania), midiendo su
absorbancias a 492 nm. Los resultados del ensayo de citotoxicidad estan expresados como el
promedio + EEM del porcentaje de muerte correspondiente a la proporciéon entre la LDH
liberada respecto a la total (LDH liberada + LDH celular) de dos o tres experimentos

independientes (n=6 0n=9).



Parte experimental | 49

4.8.2.2 Ensayo de inhibicion de la enzima glucosa-6-fosfatasa (G6Pasa) en células HIIE4

El ensayo de inhibicién de la enzima glucosa-6-fosfatasa se realizé de acuerdo lo
descrito en la literatura (Nachar et al., 2013). Los hepatocitos se trataron durante 16 h con
DSH (100 y 200 pg/ml), o con las mexicanoélidas 12, 15,y 3 (5 pg/ml). Como grupo control se
utilizé DMSO al 0.1%; el grupo control positivo se trat6 con insulina (100 nM). Transcurrido el
tiempo del tratamiento, las células se lavaron con una solucién salina buffer HEPES (pH 7.4).
Posteriormente, se adicionaron 200 ul de buffer de un kit para la determinacién de glucosa
(Autokit Glucose, Wako, E.U.A.) y 50 pl buffer de una soluciéon de Triton X-100 (0.05%). A
continuacion, se adicionaron a las células tratadas o 25 ul de agua desionizada ultrafiltrada o
25 pl de una soluciéon 200 mM de D-glucosa-6-fosfato (Sigma Aldrich, E.U.A.). Las células se
incubaron durante 40 min de acuerdo a las instrucciones de un kit comercial a 37 °C en una
atmoésfera 95%-5% COz-aire. Transcurrido ese tiempo, se adicionaron 200 pl del reactivo de
desarrollo de color del kit; las células se incubaron 5 min mas en las condiciones descritas. Al
finalizar esta incubacion, la mezcla de reaccién fue centrifugada a 10 000 rpm por 5 min a
temperatura ambiente. La absorbancia de los sobrenadantes se determin6 a 505 nm. Los
resultados de este ensayo estan expresados como el promedio + EEM del porcentaje de

inhibicion de la enzima glucosa-6-fosfatasa de tres experimentos independientes (n = 6).

4.8.2.3 Ensayo de captacidn de glucosa en células C2C12

El experimento de captacion de glucosa en miotubos C2C12 se desarrollé de acuerdo a
reportes previos (Martineau et al., 2006). En su sexto dia de diferenciacion, las células se
trataron durante 18 h con soluciones de la decoccién de S. humilis (200 pg/ml) o de las
mexicandlidas 12, 3 y 15 (10 pg/ml); se empleé metformina (400 pM) como uno de los
controles positivos; el grupo control recibi6 DMSO al 0.1%. Tras este periodo, las células se
lavaron tres veces con una solucién buffer de Krebs-fosfatos, pH 7.4, a 37 °C (BKF; HEPES 20
mM, Na;HP044.05 mM, NaH;P040.95 mM, NaCl 136 mM, KCl 4.7 mM, CaCl; 1 mM, MgS0, 1
mM, y glucosa 5 mM). Luego del lavado, algunos pozos de células fueron tratados con 500 pl
de una solucién de insulina 100 nM en BKF durante 30 min a 37 °C en una atmésfera 95%-5%
CO;-aire; el resto de los pozos se mantuvo sélo con BKF en las mismas condiciones. Al término
de esta incubacioén, las células se lavaron por triplicado con BKF sin glucosa (37 °C) y se

trataron con una solucién 10 uM de 2-deoxi-D-[1-3H]-glucosa (0.5 pCi/ml). Algunos pozos
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fueron tratados con BKF sin glucosa con 2-deoxi-D-[1-3H]-glucosa y citocalasina B (10 uM), un
inhibidor del transporte de glucosa no especifico. Las células se incubaron exactamente 10
min a 37 °C en una atmosfera 95%-5% CO:-aire. Luego, las placas fueron colocadas sobre
hielo y las células se lavaron tres veces con BKF frio. Posteriormente, se adicionaron a las
células 500 pl de una solucién de NaOH 0.1 M. Tras 30 minutos se obtuvo el lisado celular, el
cual se adicion6 a 4 ml de liquido de centelleo (Ready-Gel 586601; Beckman Coulter, E.U.A.).
La radioactividad incorporada en cada muestra se midié en un contador de centelleos Perkin
Elmer (LKB Wallac 1219, Canada). Los resultados de esta evaluacion estan presentados como
el promedio + EEM del porcentaje de captacion de 2-deoxi-D-[1-3H]-glucosa de cinco

experimentos independientes (n = 10).

4.8.2.4 Efecto de las mexicandlidas 12, 3 y 15 sobre la activacién de la proteina cinasa activada

por adenosina 5-monofosfato (AMPK) en células C2C12

La evaluacién de la capacidad de las mexicandélidas 12, 3 y 15 para activar a la cinasa
AMPK en células musculares, se realizé mediante la cuantificacion de expresion de las formas
total y fosforilada de esta enzima empleando la técnica de Western blot (Nachar et al.,, 2013;

Shang et al., 2015).

4.8.2.4.1 Obtencién y cuantificacién de proteinas

Las células C2C12 se trataron durante 18 h con DMSO (0.1%), metformina (400 pM), o
con las mexicandlidas 12, 3 y 15 (10 pg/ml) el sexto dia de diferenciaciéon. Luego de este
periodo, algunos pozos con células fueron incubados durante 30 min con 25 pl de una
solucion 2 pM de AICAR (ribonucleétido de 5-aminoimidazol-4-carboxamida).
Posteriormente, las células se colocaron en hielo y se lavaron tres veces con buffer de fosfatos
salino frio, pH 7.4 (PBS, KCI 2.68 mM, KH,P04 1.47 mM, NaCl 137 nM, y Na;HPO4 8.09 mM).
Después, las células se lisaron con el amortiguador de lisado RIPA, pH 7.4 (HEPES 50 mM,
NaCl 150 mM, EDTA 5 mM, MgCl,-6H,0 2 mM, glicerol 5%, Triton X-100 1%, y dodecilsulfato
de sodio, SDS 0.2%), que contenia ademds una combinacién comercial de inhibidores de
proteasas (Complete Mini; Roche, Alemania), adicionado con fluoruro de fenilmetilsulfonilo, y

una mezcla de inhibidores de fosfatasas (ortovanadato de sodio 100 uM, pirofosfato de sodio
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1 mM, y fluoruro de sodio 10 mM). Los lisados celulares se mantuvieron en hielo y se
centrifugaron a 1500 rpm durante 15 min. La cuantificacién de las proteinas en los
sobrenadantes se realiz6 empleando un Kit comercial, usando albimina sérica bovina como
estdndar (Bio-Rad Protein Assay reagent; Bio-Rad Laboratories, E.U.A). Las proteinas

obtenidas se almacenaron a -80 °C hasta el momento del analisis.

4.8.2.4.2  Preparacion y analisis de las proteinas

Las muestras proteicas se diluyeron a un concentracion final de 1.0 pg/ul, y se
colocaron a ebullicién en un buffer reductor, pH 6.8 (Tris-HCI 62.5 mM, SDS 2%, glicerol 10%,
B-mercaptoetanol 5%, y azul de bromofenol 0.01%) durante tres minutos. Las muestras se
separaron por electroforesis durante 100 min en un aparato Mini Trans-Blot Cell (Bio-rad,
Bio-Rad Laboratories, E.U.A.), usado geles de poliacrilamida al 10% de SDS, y un buffer de
migracion (Tris base 24.8 mM, glicina 0.192 M, SDS 3.46 mM). Una vez concluida la
electroforesis, las proteinas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (0.045 um; Bio-
Rad Laboratories, Alemania) empleando una solucién amortiguadora de transferencia (Tris
base 25 mM, glicina 192 mM, metanol 20%). Luego, se evalu6 la transferencia de las proteinas
a la membrana empleando la tincién de rojo Ponceau S. Posteriormente, las membranas
fueron lavadas con buffer Tris salino-Tween, pH 7.6 (TBST; Tris base 200 mM, NaCl 1.37 mM,
y Tween-20 al 0.1%). A continuacién, las membranas se bloquearon con una solucién de leche
descremada al 5% en TBST por 1.5 h. Tras el bloqueo y lavado con TBST, las membranas se
incubaron a 4 °C en agitacion durante 18 h con los anticuerpos primarios fosfo-AMPKa
(Thr172), 1:250, y AMPKa, 1:500 (Cell Signaling, E.U.A.). Luego del periodo de incubacidn, las
membranas se lavaron con TBST y se expusieron durante 1 h a temperatura ambiente a un
anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa de rdbano (anti-conejo, 1:20000; Jackson,
E.U.A.). Seguido de este proceso, las membranas se lavaron nuevamente con TBST y las
bandas se detectaron empleando un kit de quimioluminiscencia (Western Lightning® Plus-
ECL, PerkinElmer Inc., E.U.A.). La adquisicién de las imagenes de las bandas se hizo en el
sistema ImageQuant LAS4000 (General Electric Healthcare Life Sciences, E.U.A.)). La
cuantificacién de las bandas detectadas se efectud en el programa NIH Image ] software (v.
1.49, National Institutes of Health, E.U.A.). Los resultados se presentan como el promedio *

EEM de la expresion relativa de p-AMPK/AMPK total de tres experimentos independientes.
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4.9 Estudios tedricos de modelado molecular
4.9.1 Preparacion de las estructuras

Las estructuras de las mexicandlidas 1-3, 6, y 12-15, de la ketanserina, y la serotonina
se construyeron usando el programa Spartan’10 (Wavefunction Inc., E.U.A.). La bisqueda de
la conformacién mas estables se realiz6 en el mismo programa de modelado usando un campo
de fuerza MMFF. Las estructuras de minima energia se optimizaron geométricamente usando
teoria de funcionales de la densidad (DFT) con un campo de fuerza B3LYP/DGDZVP con el
programa Gaussian 09 (Gaussian Inc., E.U.A.). Las estructuras optimizadas sirvieron como

base para los estudios teéricos de acoplamiento molecular.

4.9.2 Modelado por homologia del receptor serotoninérgico 5-HTxc

Debido a que a la fecha la estructura cristalografica del receptor 5-HT2c no se encuentra
reportada en el Protein Dat Bank (PDB, RCSB), se realizé6 un modelado por homologia del
mismo usando el programa Modeller 9.14. La secuencia de aminoacidos para el receptor 5-
HT,c se obtuvo de la base de datos UniProt (www.uniprot.org, ID P28335). La busqueda de
secuencias homologas se realizd6 usando el servidor en linea Swiss-Model
(http://swissmodel.expasy.org/). La secuencia con mayor porcentaje de identidad (54.03%)
correspondi6 a la estructura cristalizada del receptor 5-HT2s humano en complejo con la
ergotamina (c6digo PDB: 4NC3, resolucién de 2.804). Se generaron 100 modelos del receptor
con el programa Modeller; el mejor modelo se optimizé geométricamente y refind con el
programa HyperChem 8 (LaskowskKi et al., 1993). Finalmente, se realizé una evaluacién de la
calidad del modelo del receptor 5-HT:c usando la herramienta en linea QMEAN
(http://swissmodel.expasy.org/) (Benkert et al, 2009), asi como con la revisiéon de la
conformaciéon de su estructura secundaria a través de la obtencién de sus diagramas de
Ramachandran usando la herramienta en linea MolProbity

(http://molprobity.biochem.duke.edu) (Lovell et al., 2003).
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4.9.3 Preparacion de las estructuras para el modelado molecular

Para los estudios teéricos de acoplamiento molecular, las estructuras de minima energia
de las mexicandlidas se prepararon con la asignaciéon de cargas de Gasteiger-Marsilli, la
adicién de hidrégenos no polares y de nimeros de torsién, usando el programa Autodock
Tools package v1.5.4 (ADT, http://mgltools.scripps.edu/) (Morris et al, 2009). Los
hidrégenos (polares y no polares), cargas Kollman y parametros de solvataciéon del receptor

se seleccionaron a partir de las caracteristicas preestablecidas del programa Autodock.

4.9.4 Estudios de acoplamiento molecular

Los estudios de acoplamiento molecular (docking) se realizaron con el programa
AutoDock Vina v1.1.2 (Trott y Olson, 2010). Inicialmente, se llevd a cabo un docking ciego con
la finalidad de establecer un sitio comun de interaccién de las mexicanoélidas con los dominios
transmembranales de receptor 5-HTz¢ (5-HT2c-TM). Se construy6 una caja de reconocimiento
molecular de 58 x 38 x 60 A en las dimensiones x, y y z, con un espacio de 1.0 A y con el
receptor en el centro de la caja. Posteriormente, se realizé un refinamiento con un tamafio de
caja menor (20 x 38 x 60 A), dejando fijos los residuos de aminoacido comunes en todas las
posiciones de acoplamiento de las mexicanoélidas (Trp130, Val208, Leu209, Glu347, Leu350 y
Asn351). Las posiciones de acoplamiento obtenidas se analizaron con el programa ADT; de
manera adicional, se identificaron las interacciones de tipo puente de hidrégeno y van der
Waals entre el sitio activo de los 5-HT2c-TM y los ligandos. Se eligieron como complejos de
acoplamiento predichos (proteina - ligando) aquellas conformaciones que tuvieran menores
energias de union. Las constantes de inhibicién (K;) estimadas se calcularon a partir de la
energia de acoplamiento mostrada por AutoDock Vina con la ecuacion Ki = exp(AGx1000/RT),
donde AG es la energia de acoplamiento, R es la constante universal del gas ideal (1.98719 cal
K1 mol?1), y T es la temperatura (298.15 K). La preparacién de las figuras se hizo con la
herramienta de visualizacién del programa PyMOL (The PyMOL Molecular Graphics System,
Version 1.7.4 Schrodinger, LLC) (Seeliger y De Groot, 2010).
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V. Resultadosy discusion

Los resultados obtenidos en la presente investigacion se discutirdn en cuatro secciones.
En la primera se describe la contribucion relacionada con el desarrollo de pruebas de
identidad y composicion de la droga cruda de Swietenia humilis. La segunda seccién contiene
los resultados de las evaluaciones sobre el potencial téxico, hipoglucemiante,
antihiperglucémico e hipolipemiante, del extracto acuoso y de mexicanoélidas selectas; en este
apartado también se resumen los resultados de la exploracion de los posibles mecanismos de
accion antidiabéticos en modelos in vivo e in vitro y un estudio tedrico de acoplamiento
molecular de las mexicandlidas aisladas de las semillas de la planta con un receptor
serotoninérgico construido por homologia. Posteriormente, se analizan los resultados de la
interaccion del preparado tradicional de S. humilis y de uno de sus productos mayoritarios, la
mexicandlida acetato de 2-hidroxi-6-desoxi-destigloilswietenina (12), con los farmacos
metformina y glibenclamida. Finalmente, se presentan y discuten los resultados in vivo de la

accion antinociceptiva y antihiperalgésica de un extracto acuoso y de la mexicanélida 12.

51 Parametros de composicion: estudio fitoquimico y perfiles cromatograficos de S.

humilis

El establecimiento de la composicién quimica de una especie medicinal empleando
técnicas cromatogréaficas, espectroscdpicas y espectrométricas, constituye la base para el
aseguramiento de la calidad tanto de las drogas crudas como de los preparados a base de
ellas; la seguridad y la eficacia de las plantas medicinales se sustenta en la identificaciéon y
cuantificacién de sus metabolitos marcadores (activos o no) (Ciésla y Waksmundzka-Hajnos,
2009). En esta seccion se describen los resultados del estudio fitoquimico de las semillas de S.
humilis, asf como la deteccidn y cuantificacién de sus principios activos por Cromatografia de

Liquidos de Alta Eficiencia (CLAE).
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5.1.1 Aislamiento y elucidacién estructural de las humilinélidas G (13) y H (15)

Con la finalidad de obtener los metabolitos presentes en las semillas de S. humilis se
preparé un extracto de naturaleza organica [CH2Cl,:CH30H (1:1)]. Este se sometié a varios
fraccionamientos sucesivos mediante cromatografia en columna abierta sobre gel de silice. La
purificacién de los metabolitos de las semillas se logré empleando CLAE en fase reversa. Al
cabo de estos procedimientos se aislaron ocho mexicandlidas (Cuadro 4); un grupo presenta
una doble ligadura entre los carbonos C-8 y C-30 (compuestos 12, 2, 3, 13, y 6) y las otras
poseen una funcién epéxido en las mismas posiciones (compuestos 1, 14 y 15). Los productos
1, 2, 3, 6, y 14, se identificaron por la aplicacién de métodos espectroscépicos (RMN de 1H y
13C, e IR) y espectrométricos (EM-IE), utilizando como base los datos reportados previamente
en la literatura (Jimenez et al., 1998; Mulholland y Taylor, 1988; Segura-Correa et al., 1993); el
compuesto 12 se describe por primera vez para la especie (Anexo 1). Los compuestos 13 y

15 son nuevas entidades quimicas, por lo tanto su caracterizacion se describe a continuacion.

Cuadro 4. Limonoides aislados de Swietenia humilis en la presente investigacion.

023
A\,

Ri R: R; R: R; R3
1 OH Q H 12 OH 0 H
14 OH o H 2 OH H

15 Q j’\( H 3 OH %/\ H

o k 2 N,
6 Q 9 H

O)J\ /%‘KK\Z_/
13 Q Q H

Referencias: Jiménez et al., 1998; Mulholland y Taylor, 1988; Okorie y Taylor, 1971; Ovalle-Magallanes
etal., 2015b; Segura-Correa et al., 1993.
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Los espectros de masas generados por la técnica de impacto electrénico de los
compuestos 13 y 15 (Anexo 2, Figuras A1 y A3) presentaron iones moleculares en relaciones
masa carga (m/z) de 598 y 614 uma, correspondientes a las formulas moleculares C33H42010 y
C33H42011, respectivamente. En los espectros de infrarrojo se registraron bandas intensas de
absorcidn en Umax 1725, 1223, 1504 y 1197 cm-! caracteristicas de la presencia de grupos
cetona, carboximetilo, furano y éster, respectivamente (Anexo 2, Figura A2). El andlisis de los
datos espectroscdpicos de resonancia magnética nuclear revelé6 que ambos metabolitos se
diferenciaban fundamentalmente en las sefiales correspondientes a los nucleos en C-8 y C-30

(Tabla 1).

Por otro lado, la comparacion de los espectros de RMN de 13C y 'H de 13 y de la
humilinélida C (6) reveld que los compuestos diferian en las sefiales del residuo de acido en C-
3. Asi, en los espectros del compuesto 13 se observaron sefiales caracteristicas para un
residuo isobutilo [6c 176.1, 34.1, 18.7,y 19.3; 8u 2.65 (m), 1.18 (d) y 1.17 (d)] en lugar de las
sefiales del grupo tigloilo del compuesto 6. Los espectros de 13C y 1H de 13 también mostraron
las sefiales tipicas de una olefina trisustituida entre C-8 y C-30 (8¢ 137.7 y 125.7; 6u 5.38),y la
de un carbono cuaternario base de grupo acetilo [6¢ 169.3, 85.1 y 21.7; 6u 2.12 (s)]. Las
absorciones de H-3 (8u 5.54) y H-30 (81 5.38) aparecieron como sefiales singulete y triplete,
respectivamente, y fueron consistentes con la presencia de un residuo de éster en C-2 (Figura
4). La ubicacién del grupo isobutilo en C-3 se confirm6 con base en el andlisis del de las
correlaciones observadas en los experimentos de correlacion heteronuclear HMBC. De tal
forma que el doblete en 6y 1.17 (H-27) y la sefial en 6u 5.54 (H-3) mostraron una clara
correlacién con el carbonilo en C-24 (8¢ 176.1) (Figuras 5 y 6). La obtencién cristales
apropiados del compuesto 13 para un anadlisis por difracciéon de rayos X permitié confirmar
inequivocamente su estructura como la de una mexicandlida no reportada en la literatura

(Figura 7; Anexo 3, Tablas A1-A6 y Figura A1).
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Figura 4. Panel A. Espectro de tH-RMN (400 MHz, CDCl3) de la Humilinélida G (13).
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Figura 5. Panel B. Espectro de 13C-RMN (100 MHz, CDCl3) de la Humilinélida G (13).



Resultados y discusion | 59

H-3

e s t———— e

100
r110
120

130

150
160

C-24 ; -170

r180

75 7n 6.5 6.0 55 5.0 4.5

Figura 7. Principales correlaciones observadas en los experimentos HMBC (flechas verdes) y COSY
(lineas sdlidas azules) para la Humilinélida G (13).
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Figura 8. Estructura tridimensional de la Humilinélida G (13) resuelta por difraccién de rayos X.

Los espectros de RMN del compuesto 15 presentan diferencias respecto a los del
compuesto 13 tan so6lo en las sefales atribuibles a C-8 y H-8/C-30. Asf, las sefiales de la olefina
8(30)-trisustituida fueron reemplazadas por las de una funcionalidad epo6xido (6¢c 62.9 y 65.4;

Ou 3.66) (Figura 8).

La localizaciéon del residuo isobutilo en C-3 y la del acetilo en C-2 del nicleo metil-2,3-
dihidroxi-1-oxiomeliacato fue confirmado por el andlisis del experimento HMBC; se
encontraron correlaciones relevantes entre H-3 y C-24, C-27 y C-28. (Figura 9). Ademas, el
espectro obtenido mediante el experimento NOESY mostré la interaccién entre H-30 (8u
3.66)/H-12 (64 2.91), y H-14 (8u 1.60), apoyando la orientacion o del epéxido (Figuras 10 y
11).
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Figura 8. Panel A. Espectro de 1H-RMN (400 MHz, CDCl3) de la Humilinélida H (15).
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Figura 9. Espectro de (A) *H-RMN (400 MHz, CDCl3) y (B) 3C-RMN (100 MHz, CDCl3) de la Humilinélida H (15).
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Figura 10. Correlaciones selectas del espectro bidimensional HMBC de la Humilinélida H (15).
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Figura 11. Principales correlaciones observadas en los experimentos HMBC (flechas verdes) y COSY
(lineas sdlidas azules) para la Humilinélida H (15).
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La configuraciéon absoluta de los centros estereogénicos de 13 y 15 se determind
mediante el andlisis de los espectros de dicroismo circular; en ambos casos los espectros
presentaron un efecto Cotton negativo en 290 nm (Figura 12) al igual que las humilinélidas
previamente descritas (Jimenez et al., 1998). Los compuestos 13 y 15 se designaron con los

nombres triviales de humilindlidas G y H, respectivamente (Ovalle-Magallanes et al., 2015b).

F5.0

Figura 12. Principales correlaciones observadas en el espectro bidimensional NOESY de la
Humilinélida H (15).

212 nm,4.29142

235n0m,0.97291

cD o

290 nm,-4.99425
291 nm,-13.0964

204 nm,-15.6546

11
200 250 300 350 400 -20
Wavelength{nm] 200 250 300 350 400

Wavelength[nm]

Figura 13. Espectros de dicroismo circular de las humilinélidas G (panel A) (13) y H (Panel B) (15).
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Tabla 1. Datos espectroscopicos de RMN de las humilindlidas G y H (compuestos 13 y 15) en CDCI; [H

(400 MHz), 13C (100 MHz)].

13 15
Posiciéon ¢, tipo Ou (J en Hz) ¢, tipo Ou (J en Hz)
1 2081, C 205.1, C
2 85.1, C 855, C
3 79.3, CH 5.54 (s) 79.7, CH 5.84 (s)
4 40.5, C 411, C
5 41.6, CH 3.32(dd, 9.73,1.86) 42.1, CH 3.11 (m)
6a 32.8, CH: 2.41(dd, 17.03,9.77) 33.1, CH: g:zz)(dd’ 16.82,
6b 2.32 (m)e 2.31 (m)@
7 174.0, C 174.2, C
8 137.7, C 629, C
9 56.5, CH 2.27 (m) 55.6, CH 1.90 (m)«
10 50.5, C 504, C
11a 20.5, CH: 2.08 (m) 19.6, CH: 1.90 (m)«
11b 1.68 (m) 1.82 (m)
12a 344, CH: 1.68 (m) 33.4, CH: 2.0 (m)

1.42 (ddd, 17.18, 7.85,

12b 3_34)( 1.2 (m)
13 37.0, C 36.5, C
14 453, CH 2.27 (m)e 459, CH 1.60 (m)
15 30.0, CH: 291 (dd, 5.71, 3.93) 334, CH: 291 (m)
16 169.5, C 1718, C
17 77.4, CH 5.70 (s) 79.1, CH 5.15 (s)
18 22.1, CHs 1.11 (s) 26.7, CHs 1.01 (s)
19 15.8, CH3 1.22 (s) 16.3, CH3 1.16 (s)
20 120.7, C 120.2, C
21 142.1, CH 7.79 (m) 1411, CH 7.46 (m)
22 109.8, CH 6.46 (dd, 1.86, 0.80) 110.3, CH 6.44 (dd, 1.67, 0.63)
23 143.1, CH 742 (t,1.72) 143.3, CH 7.43 (t, 1.68)
24 176.1, C 1758, C
25 341, CH 2.65 (m) 343, CH 2.80 (m)
26 18.7, CH3 1.18 (d, 1.74) 19.6, CH3 1.31(d, 2.85)
27 19.3, CHs3 1.17 (d, 1.58) 19.4, CH3 1.29 (d, 2.73)
28 209, CHs3 0.98 (s) 21.1, CHs 0.99 (s)
29 22.2, CHs 0.75 (s) 22.2, CHs 0.78 (s)
30 125.7, CH 5.38 (t, 2.06) 65.4, CH 3.66 (s)
31 52.4, CHs 3.70 (s) 52.5, CHs 3.72 (s)
2-COCHs 169.3, C 1694, C
2-COCH3 21.7, CHs 2.12 (s) 21.5, CHs 2.17 (s)

a Sefial traslapada parcialmente
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5.1.2 Desarrollo de un método por CLAE para la cuantificaciéon de las mexicanélidas de S.

humilis

El perfil cromatografico de una fraccién organica (acetato de etilo) obtenida por reparto
de la decoccién de las semillas de S. humilis se generé por CLAE. El cromatograma
caracteristico (Figura 13) obtenido para este preparado es el resultado de diferentes ensayos
utilizando varias fases moéviles y estacionarias. La mejor resolucion de los componentes del
extracto acuoso se obtuvo en una columna de fase reversa, empleando un sistema de eluciéon
gradiente lineal ternario constituido por metanol, acetonitrilo y agua. La fraccién del extracto
acuoso analizado esta constituida principalmente por las mexicanélidas, que se seleccionaron

entonces como los compuestos marcadores activos de la especie.

0.207
14
0.15- 3
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Figura 14. Perfil cromatografico por CLAE de la decoccion de S. humilis con las mexicandlidas 1-3, 6,
12-15 identificadas. Columna Synergi™ 4 ym Hydro-RP 80 A (150 x 4.6 mm, d.i. 4 um). Fase mévil,
CH30H-H20 (A) (30:70) y CH3CN (B) de 45% B (0 min), a 55% B (10 min), a 100% B (30 min). Tipo de
eluciéon gradiente lineal. A = 208.7 nm. Velocidad de flujo 0.4 ml/min. Volumen de inyeccién 20 pl.
Mexicanélida 3 en tg = 19.997 min.

La identificacion de los picos del cromatograma se realizé mediante la coelucion de
soluciones de 0.5 mg/ml de los compuestos aislados en la presente investigaciéon (1-3, 6, 12-
15) con una solucién de 1.0 mg/ml de la fraccién orgénica. Se selecciond a la mexicandlida 3

como compuesto de referencia para cuantificar a las mexicandlidas identificadas, ello porque



Resultados y discusion | 67

la respuesta analitica de todas las mexicanélidas fue similar, es decir, presentaron el mismo

maximo de absorcién en el rango de longitudes de onda analizadas (205-360 nm).

Se determinaron varios parametros estadisticos para validar el método de
cuantificacién desarrollado, los cuales se presentan en la Tabla 2. En primera instancia, la
selectividad se comprobd porque la respuesta analitica registrada se debia Gnicamente a la
presencia de las mexicandlidas de S. humilis en la muestra analizada. Tal aseveraciéon se
sustenta en que los maximos de absorcién de los compuestos fueron iguales cuando se
analizaron como estandares puros (1 mg/ml) y cuando se coeluyeron con el extracto de S.

humilis (0.5 g/ml) (Anexo 4, Figura A1).

Tabla 2. Parametros de regresion, limites de deteccidn, cuantificacién, precisién y exactitud para la
mexicanolida metil-2-hidroxi-3-$-tigloiloxi-1-oxomeliac-8(30)-enato (3) en S. humilis.

Parametro Método por CLAE, mexicandlida 3
Coeficiente de determinacién, R? 0.9988
(n=6)

Ecuacion de regresion 85813x + 69353
LD,ugmli(n=15)« 0.46
LC,ugmli(n=15)% 1.39

Ecuacidn de regresion de los 1.0127x - 0.8275
experimentos de recobro
Coeficiente de determinacion del 0.9998
recobro, R2 (n = 3)
Coeficiente de variacién de la 0.07
regresion de recobro
Porcentaje de recobro promedio 98.2-101.9
Repetibilidad, porcentaje de 1.0
desviacion estdndar relativa
(n=11)

aL.D: Limite de deteccidn, 3.3 x (desviaciéon estandar de la respuesta/pendiente de la curva de
calibracion).
bL,C: Limite de cuantificaciéon, 10 x (desviacidén estandar de la respuesta/pendiente de la curva de
calibracion).

La linealidad del sistema de cuantificacién se determin6 por un andlisis de regresidon
simple, al demostrarse que la respuesta analitica era directamente proporcional a la
concentracion de las mexicanolidas en el extracto de S. humilis. La linealidad y exactitud del
método se obtuvieron mediante la adicion de soluciones de 3 en el rango entre 25 ug/mly
200 pg/ml a la matriz de trabajo; de estos experimentos se calcularon el coeficiente de

variacion y el porcentaje de recobro promedio, los cuales estuvieron dentro de los rangos
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aceptados por las guifas consultadas (98-102% y < 2%, respectivamente). La precisiéon del
método se midi6 en términos de repetibilidad mediante el analisis de réplicas independientes
de una solucién estandar de 3. De esta manera, el método disefiado fue selectivo, lineal, exacto

y preciso en el rango de concentraciones ensayadas.

La cuantificacién de las mexicanoélidas identificadas se logré tras la interpolacion de los
valores de las areas bajo la curva de cada pico en la ecuacién de regresion del compuesto 3. El
contenido total de mexicanélidas en las muestras analizadas, equivalentes a mexicanélida 3,

fue de 330.19 + 40.4 mg por gramo de semilla de S. humilis (Tabla 3).

Tabla 3. Resultado de la cuantificacion por CLAE de las mexicanoélidas de S. humilis. @

Mexicanélida Concentracién (pg/ml) mg/g de semilla
1 9.39+1.8 28.18+9.7
2 2017 £2.4 59.85 +15.4
3 24.07 £3.4 71.52 +20.2
6 2.39+0.5 7.07 £2.4
12 19.96 +3.1 59.63 +18.9
13 0.89+0.4 2.60+1.3
14 33.46 £ 6.5 99.42 + 32.5
15 0.67 £0.3 1.92£0.7
Total 111.0+17.4 330.19 + 40.4

a Los datos estan expresados como equivalentes de mexicanoélida 3, y son el promedio * desviacién
estandar de seis determinaciones.

5.2 Evaluacion farmacolégica: seguridad y eficacia antidiabética de S. humilis

El reconocimiento de la relevancia de las plantas medicinales en el tratamiento de la
diabetes ha conducido al desarrollo de metodologias que sustentan su seguridad y eficacia
como agentes hipoglucemiantes y/o antihiperglucémicos. Las pruebas empleadas en la
evaluacién farmacolégica preclinica de estos recursos terapéuticos con frecuencia se basan en
los modelos usados en el disefio de farmacos alopaticos; por ende, las experimentaciones in
vivo son el punto de partida en la validacién cientifica de la inocuidad y de los efectos
farmacoldgicos atribuidos de forma empirica a las plantas medicinales. En este apartado se
presentan y discuten los resultados de las evaluaciones de S. humilis en modelos animales
selectos, empleando ratones normoglucémicos y/o hiperglucémicos, y/o ratas con sindrome

metabdlico.
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5.2.1 Seguridad: Toxicidad aguda en ratones

Con la finalidad de establecer las dosis letales medias (DLso) de la droga cruda de S.
humilis (semillas) y de un extracto acuoso de la misma (decoccién, DSH) en ratones, se emple6
el protocolo descrito por Lorke. El uso de dosis logaritmicas de los fitopreparados y de pocas
unidades de experimentacion, confieren a este modelo caracteristicas que lo hacen idéneo
para analizar en un periodo reducido de tiempo y con el nimero minimo de animales, la
toxicidad aguda de una sustancia (Lorke, 1983). Los resultados obtenidos en el ensayo,
presentados en la Tabla 4, permitieron estimar que las DLso de los preparados eran mayores
a 5 g/kg, ya que a las dosis evaluadas no se observaron ni cambios conductuales relacionados
a efectos toxicos agudos ni muertes; ademds, en los catorce dias posteriores a la
administracion de los preparados no hubo cambios en el peso, mortalidad o dafios
macroscépicos en los principales 6rganos analizados. Las evidencias recabadas sugirieron que
ambos fitopreparados son inocuos en el modelo y dosis evaluados. La seguridad demostrada
para el extracto acuoso de S. humilis dio pauta a la eleccién del rango de dosis a utilizar en los

experimentos de potencial antidiabético.

Tabla 4. Toxicidad aguda de la droga cruda y de la decoccidn de S. humilis (DSH).

Droga cruda DSH
Etapa 1 Etapa 2 Etapa 1 Etapa 2
Dosis Mortalidad Dosis Mortalidad Dosis Mortalidad Dosis Mortalidad
(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
10 0/3 1500 0/3 10 0/3 1500 0/3
100 0/3 2600 0/3 100 0/3 2600 0/3
1000 0/3 5000 0/3 1000 0/3 5000 0/3

5.2.2 Eficacia antidiabética en ratones

Los medicamentos hipoglucemiantes para el tratamiento de la diabetes mellitus tipo 2
se valen de la modificacién de los mecanismos homeostaticos de la glucosa, principalmente de
los relacionados con la secrecién de insulina y con la sensibilizacién de los 6rganos periféricos
a la accion de esta hormona, para contrarrestar el estado de hiperglucemia crénica
caracteristica de este padecimiento. Como premisa inicial se considera que las plantas

medicinales pueden actuar del mismo modo en que lo hacen los medicamentos
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hipoglucemiantes alopaticos. Por ello, la eficacia de la decoccién de S. humilis y de tres
mexicandlidas selectas (acetato de 2-hidroxi-6-desoxi-destigloilswietenina, 12; humilina B, 1,
y metil-2-hidroxi-3-tigloiloximeliac-8(30)-enato, 3) para reducir los niveles de glucemia en
ratones nomoglucémicos e hiperglucémicos se evalué en dos modelos farmacolégicos
ampliamente descritos en la literatura: hipoglucemiante agudo, y tolerancia oral a
carbohidratos (glucosa y sacarosa) (Brown et al.,, 2011; Frode y Medeiros, 2008; Tahara et al,
2008). Estas pruebas fueron seleccionadas considerando que proporcionan informacién
fundamental sobre el potencial hipoglucemiante y/o antihiperglucémico de preparados a base

plantas y de sus compuestos puros bajo distintas condiciones experimentales.

5.2.2.1 Efecto hipoglucemiante agudo

El modelo hipoglucemiante agudo empleado evalué la capacidad de la decoccién de S.
humilis (DSH), forma tradicional de consumo, de un extracto hexanico (HSH), y de dos de sus
mexicandlidas (12 y 3) para reducir la glucemia en condiciones de ayuno controladas; se
utiliz6 a la glibenclamida como farmaco hipoglucemiante de referencia. Las graficas de area
bajo la curva de este modelo representan la concentraciéon de glucemia acumulada en el

tiempo de experimentacidn.

Los resultados, presentados en la Figura 14, muestran que cuando se administré a
ratones normoglucémicos, sélo la dosis de 100 mg/kg fue capaz de reducir la glucemia de
forma significativa (Panel A; p < 0.001). La capacidad hipoglucemiante de esta dosis se
present6 a todos los tiempos de medicion (reduccién de glucemia de -24,23 a -46.47%; Anexo
5, Figura A1). Por otra parte, la evaluacién en animales hiperglucémicos demostré que las
dosis de 31.6 y 100 mg/kg tuvieron efectos hipoglucemiantes significativos durante todo el
experimento (Panel B; p < 0.01). Si bien la dosis de 316 mg/kg redujo la glucemia desde las
1.5 y hasta las 7 h del experimento (reducciéon de glucemia de -47.76 a -42.44%; Anexo 5,
Figura A1), el efecto hipoglucemiante global no fue estadisticamente significativo, pero si se

observo una clara tendencia en la reduccion de la glucemia en el transcurso de la evaluacion.
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Figura 15. Efecto hipoglucemiante agudo de la decocciéon de S. humilis (DSH) en ratones
normoglucémicos (Panel A) e hiperglucémicos (Panel B). VEH, vehiculo (NaCl 0.9%); GLI
(glibenclamida, 15 mg/kg). Cada barra representa el promedio del area bajo la curva * EEM de los
animales de cada grupo (n = 6). ANADEVA de 1 via, post hoc Dunnett, *p < 0.05, **p < 0.01, y ***p <

0.001.

En el caso de HSH, sdlo las dosis de 100 mg/kg, y de 31.6 mg/kg demostraron un efecto
hipoglucemiante significativo en animales normoglucémicos e hiperglucémicos,
respectivamente (p < 0.05) (Figura 15). En el primer tipo de animales, HSH redujo la
glucemia a las 1.5, 3 y 9 h del experimento (-34.84, -41.57 y -44.50%); en el segundo, alas 5, 7
y9h(-39.12,-48.79 y -53-3%) (Anexo 5, Figura A2).
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Figura 16. Efecto hipoglucemiante agudo del extracto hexanico de S. humilis (HSH) en ratones
normoglucémicos (Panel A) e hiperglucémicos (Panel B). VEH, vehiculo (NaCl 0.9%); GLI, glibenclamida
(15 mg/kg). el promedio del area bajo la curva * EEM de los animales de cada grupo (n = 6). ANADEVA
de 1 via, post hoc Dunnett, *p < 0.05, **p < 0.01, y ***p < 0.001.
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Posteriormente, se evaluaron las mexicanélidas 12 y 3 (Figuras 16 y Anexo 5, Figuras
A3 y A4). Los resultados obtenidos indicaron que en ratones normoglucémicos (Panel A), el
compuesto 12 redujo la glucemia durante todo el experimento a las dosis de 3.16 y 10 mg/kg;
el compuesto 3 presentd este mismo efecto a las dosis de 3.16 y 31.6 mg/kg (p < 0.05). En
ratones hiperglucémicos (Panel B), el compuesto 12 sélo tuvo efecto hipoglucemiante
significativo a la dosis mas alta evaluada (31.6 mg/kg, p < 0.05), mientras que el 3 fue eficaz

Unicamente a la dosis de 10 mg/kg (p < 0.05).
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Figura 17. Efecto hipoglucemiante agudo de las mexicandlidas 12 y 3 de S. humilis en ratones
normoglucémicos (Panel A) e hiperglucémicos (Panel B). VEH, vehiculo (NaCl 0.9%); GLI, glibenclamida
(15 mg/kg). Cada barra representa el promedio del area bajo la curva + EEM de los animales de cada
grupo (n = 6). ANADEVA de 1 via, post hoc Dunnett comparado con el grupo vehiculo, *p < 0.05, **p <
0.01, y ***p < 0.001.

Los resultados obtenidos en esta prueba para los dos preparados de S. humilis y para las
mexicandlidas 12 y 3, dan pauta a varias propuestas. Primero, las diferencias de actividad
observadas entre el extracto acuoso y el hexanico permiten establecer que la eficacia
hipoglucemiante de la especie se debe principalmente a las mexicanélidas. Como se describe
en la seccién 4.1.2, estos metabolitos constituyen un tercio del extracto acuoso; en cambio el
extracto hexanico contiene principalmente acidos grasos de acuerdo al estudio de Pérez-
Rubio y colaboradores (2012). Segundo, el efecto hipoglucemiante de las mexicanélidas 12 y
3 fue menor que el observado para el extracto acuoso, lo cual sugiere que la actividad

hipoglucemiante de este preparado es el resultado de la accién de las mexicanélidas y otros
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productos por determinar. Tercero, los mecanismos detras de la eficacia hipoglucemiante de
S. humilis pueden estar relacionados con la secrecién de insulina (en particular, en animales
normoglucémicos), o bien, con la reduccién de la liberacién de glucosa hepatica. La accién
conjunta de estos mecanismos regula la glucemia en los periodos de ayuno (Bone y Mills,

2013).

5.2.2.2 Efecto antihiperglucémico agudo: tolerancia a la glucosa y a la sacarosa orales

Las pruebas de tolerancia a la glucosa (PTGO) y a la sacarosa orales (PTSO) sirvieron
para evaluar el potencial antihiperglucémico de la decoccidn de S. humilis y las mexicanoélidas
12, 1 y 3, empleando metformina y acarbosa como fidrmacos de referencia, respectivamente.
Los cursos temporales construidos para estos modelos representan las variaciones de

glucemia de cada grupo experimental.

Los resultados obtenidos en la PTGO para el extracto acuoso de S. humilis (DSH)
indicaron que la administraciéon de la dosis de 316 mg/kg a animales normoglucémicos
produjo un pico posprandial significativamente menor al del grupo tratado con vehiculo
(14.7% de incremento de glucemia respecto al 40.0% observado en el vehiculo, p < 0.001)
(Figura 17, Panel A). En ratones hiperglucémicos, todas las dosis de DSH evaluadas fueron
capaces de mermar de forma significativa el aumento en los niveles de glucosa inducidos por
la carga de este monosacarido (incremento de glucemia de 39%, 100 mg/kg; de 39%, 177

mg/kg; y de 28.2 %, 316 mg/kg; p < 0.001) (Figura 17, Panel B).
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Figura 18. Prueba de tolerancia a la glucosa de la decocciéon de S. humilis (DSH) en ratones
normoglucémicos (Panel A) e hiperglucémicos (Panel B). VEH, vehiculo (NaCl 0.9%); MTF, metformina
(200 mg/kg). Cada punto representa el promedio + EEM para los animales de cada grupo (n = 6).
ANADEVA de 2 vias, post hoc Bonferroni, *p < 0.05, **p < 0.01, y ***p < 0.001.

Cuando los compuestos puros se evaluaron usando ratones normoglucémicos en la
PTGO, se observd que la mexicandélida 12 fue capaz de reducir significativamente la magnitud
del pico posprandial a todas las dosis ensayadas (Figura 18, Panel A: aumento del 36.2%,
3.16 mg/kg; 42.2%, 10 mg/kg; v 25.8%, 31.6 mg/kg, respecto al 65.2% de incremento de
glucemia del vehiculo; p < 0.001); la mexicandlida 1 s6lo tuvo efecto antihiperglucémico
significativo a la dosis de 10 mg/kg (Figura 19, Panel A: variacién del 18.3% respecto al
32.5% del vehiculo; p < 0.05). Por su parte, la mexicano6lida 3 practicamente aboli6 la
aparicién del pico posprandial a las dosis de 10 y de 31.6 mg/kg (Figura 20, Panel A:
aumento del 2.9%, 10 mg/kg; v 4.9%, 31.6 mg/kg, respecto al 27.4% de variacion del
vehiculo; p < 0.01).
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Figura 19. Prueba de tolerancia a la glucosa de la mexicanélida 12 en ratones normoglucémicos (Panel
A) e hiperglucémicos (Panel B). VEH, vehiculo (NaCl 0.9%); MTF, metformina (200 mg/kg). Cada punto
representa el promedio +# EEM para los animales de cada grupo (n = 6). ANADEVA de 2 vias, post hoc
Bonferroni, *p < 0.05, **p < 0.01, y ***p < 0.001.

En animales hiperglucémicos, las dosis de 10 mg/kg v 31.6 mg/kg del compuesto 12
presentaron un efecto antihiperglucémico significativo (Figura 18, Panel B: variacion de
glucemia del 32.5% y de 54.7%, respectivamente, comparado con el 86.8% de incremento de
glucemia del vehiculo; p < 0.001). De manera similar a la condicién normoglucémica, sélo la
dosis de 10 mg/kg de la mexicandlida 1 tuvo efecto significativo (Figura 19, Panel B:
aumento del 37.9% respecto al 73.4% del vehiculo; p < 0.05). Unicamente la dosis de 31.6
mg/kg de la mexicandlida 3 fue capaz de reducir la magnitud del pico posprandial en ratones
hiperglucémicos (Figura 20, Panel B: aumento del 44.7%, comparado con el 91.7% de

variacién del vehiculo; p < 0.05).
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Figura 20. Prueba de tolerancia a la glucosa de la mexicandlida 1 en ratones normoglucémicos (Panel
A) e hiperglucémicos (Panel B). VEH, vehiculo (NaCl 0.9%); MTF, metformina (200 mg/kg). Cada punto
representa el promedio + EEM para los animales de cada grupo (n = 6). ANADEVA de 2 vias, post hoc
Bonferroni, *p < 0.05, **p < 0.01, y ***p < 0.001.
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Figura 21. Prueba de tolerancia a la glucosa de la mexicandlida 3 en ratones normoglucémicos (Panel
A) e hiperglucémicos (Panel B). VEH, vehiculo (NaCl 0.9%); MTF, metformina (200 mg/kg). Cada punto
representa el promedio + EEM para los animales de cada grupo (n = 6). ANADEVA de 2 vias, post hoc
Bonferroni, *p < 0.05, **p < 0.01, y ***p < 0.001.
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El andlisis de los cursos temporales construidos para las PTGO de la decoccién de S.
humilis (DSH) y de las mexicanélidas 12, 1 y 3, permite especular acerca de los mecanismos
involucrados en la reduccién del pico posprandial generado por la administraciéon de una
carga de glucosa. El efecto antihiperglucémico observado en ratones normoglucémicos puede
relacionarse en primera instancia con la secrecion de insulina estimulada por glucosa; éste es
el mecanismo primario de regulacién ante el incremento de la glucemia posprandial. A su vez,
la insulina liberada induce la captacién de glucosa en tejido muscular o adiposo (Leto y Saltiel,
2012). Al reducir la glucemia posprandial en animales hiperglucémicos (que son intolerantes
a la glucosa), los tetranortriterpenoides de S. humilis podrian estar regulando la captura de
glucosa por los 6rganos periféricos mediante mecanismos relacionados o no con las vias

metabdlicas de la insulina.

Por su parte, la evaluacién de la decoccion de S. humilis (DSH) en la prueba de tolerancia
a la sacarosa indic6 que el preparado no poseia efecto antihiperglucémico significativo en
ratones normoglucémicos (Figura 21, Panel A). Sin embargo, en ratones hiperglucémicos se
observo que todas las dosis de DSH evaluadas redujeron significativamente la magnitud del
pico posprandial (variacién del 33.1%, 100 mg/kg; del 43.4%, 177 mg/kg; y del 47.5%, 316
mg/kg, respecto al 73.4% de incremento del vehiculo, p < 0.01) (Figura 21, Panel B).

Los resultados de la PTSO en ratones normoglucémicos dan pauta a descartar que la
inhibicién de las enzimas a-glucosidasas intestinales contribuye a la accién
antihiperglucémica de S. humilis. El efecto observado en ratones hiperglucémicos podria

deberse a los mecanismos descritos para las PTGO.
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Figura 22. Prueba de tolerancia a la sacarosa de la decocciéon de S. humilis (DSH) en ratones
normoglucémicos (Panel A) e hiperglucémicos (Panel B). VEH, vehiculo (NaCl 0.9%); ACA, acarbosa (5
mg/kg). Cada punto representa el promedio + EEM para los animales de cada grupo (n = 6). ANADEVA
de 2 vias, post hoc Bonferroni, **p < 0.01, y ***p < 0.001.

5.2.2.3 Tolerancia a la insulina intraperitoneal

La prueba de tolerancia a la insulina intraperitoneal (PTI) se usé para evaluar el
potencial de la mexicanélida 12 como sensibilizadora a la accién de la insulina. Se empled
metformina como fairmaco de referencia. Los cursos temporales construidos para este modelo
representan la disminucién de los niveles de glucosa en los tiempos de mediciéon de cada
grupo experimental. En animales normoglucémicos, cuando el compuesto 12 se dio en
combinacién con insulina, las dos dosis evaluadas produjeron un descenso significativo en la
glucemia en todos los tiempos de medicién, del mismo modo en que lo hizo la metformina
administrada en conjunto con la insulina (Figura 22, Panel A). La reduccién maxima de
glucemia se obtuvo a los 45 min (-101.7 mg/dl con 10 mg/kg de 12; -100 mg/dl con 2 mg/kg
de 12; -105.3 mg/dl con metformina + insulina; -81.3 mg/dl con insulina). En ratones
hiperglucémicos, la mexicandlida 12 evaluada a la dosis de 2 mg/kg tuvo este mismo
comportamiento hipoglucemiante (Figura 22, Panel B). El efecto maximo se midi6 a los 45
min (-111.7 mg/dl con 2 mg/kg de 12; -102.4 mg/dl con metformina + insulina; -75.5 mg/dl

con insulina).
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Figura 23. Prueba de tolerancia a la insulina de la mexicanélida 12 en ratones normoglucémicos (Panel
A) e hiperglucémicos (Panel B). VEH, vehiculo (NaCl 0.9%); INS, insulina (1 U/kg); MTF, metformina
(200 mg/kg o 57.75 mg/kg). Cada punto representa el promedio + EEM para los animales de cada
grupo (n = 6). ANADEVA de 2 vias, post hoc Bonferroni, **p < 0.01, y ***p < 0.001.

Como el efecto hipoglucemiante inducido por la combinacién de 12 con la insulina fue
de mayor magnitud que el provocado por la hormona ex6gena, y con el mismo perfil que la
combinacién metformina-insulina, puede proponerse que la mexicanélida 12 aumenta los
efectos hipoglucemiantes de la hormona mediante un mecanismo sensibilizador parecido al

de la metformina.

5.2.3 Eficacia antihiperglucémica, hipoglucemiante e hipolipemiante en ratas con sindrome

metabdlico

El sindrome metabdlico, la manifestacién de hiperglucemia, obesidad, hipertensién y
dislipidemias en un mismo paciente, es una de las condiciones de mayor prevalencia en
nuestro pais, y es una de las principales causas de diabetes mellitus tipo 2 (ENSANUT, 2012).
Puesto que las semillas de S. humilis se usan en las practicas médicas populares como
“depurativas de la sangre”, un término coloquial aplicado a plantas capaces de reducir los
niveles de glucosa, colesterol y triglicéridos sanguineos (Biblioteca Digital de la Medicina
Tradicional Mexicana, 2009), se evalud la capacidad de la decoccién de las semillas (DSH) para

modificar estos parametros en ratas con sindrome metabdlico inducido por fructosa.
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Luego de la administracion crénica de una solucién al 10% de fructosa a ratas Sprague-
Dawley, los animales desarrollaron caracteristicas fisicas y bioquimicas que los definian como
individuos con sindrome metabdlico, SM-IF (Ferreira de Moura et al,, 2009; Wilson e Islam,
2012) (Tabla 5). El primer experimento realizado en estos animales fue una prueba de
tolerancia a la glucosa; pudo determinarse que las ratas tratadas con fructosa eran
intolerantes a la glucosa (Figura 23, Panel A). Posteriormente, se evalud el potencial
antihiperglucémico de la decoccién de S. humilis (DSH) (Figura 23, Panel B). Las dos dosis
evaluadas de DSH disminuyeron la magnitud del pico posprandial respecto al generado en el
grupo vehiculo (variacién del 49.2% con 100 mg/kg; 61.1% con 316 mg/kg; y 87.4% del
vehiculo, p < 0.01).

La administracién durante una semana de DSH a las ratas SM-IF indujo cambios
metabdlicos significativos en los animales (Tabla 5). La decoccion (dosis de 100 y 316 mg/kg)
disminuy6 los niveles de glucemia de los animales tratados a valores similares a los de los
animales de dieta chow. Ademads, DSH fue capaz de reducir los niveles séricos de triglicéridos

y de acido urico, asi como la grasa abdominal (100 mg/kg; p < 0.05).

Tabla 5. Efecto de la decoccidn de S. humilis (DSH) en ratas Sprague Dawley con sindrome metabdlico

inducido por fructosa (SM-IF) en algunos parametros metabdlicos ¢

Dieta chow SM-IF DSH DSH

100 mg/kg 316 mg/kg

Peso corporal (g) 381.7+5.2 426.0 £ 2.6° 421.0 £5.8° 435.7 £9.8°

Peso del higado (g) 9.5+1.2 12.5+0.2b 16.1 £ 0.5 15.8 £ 0.95

Grasa abdominal (g) 8.9+1.0 14.4 + 0.6 8.9+0.9¢ 9.6 £ 1.0¢

Indice de Lee 297127 3114 +1.1% 312.2+1.4b 313.7 £ 2.7b

Glucosa (mmol/L) 6.7 +0.2 7.9 + 0.40 6.4 +0.1¢ 6.8 + 0.3¢

Triglicéridos 0.89 + 0.06 1.60 + 0.08> 1.28+0.12¢ 1.5+0.08

(mmol/L)

Colesterol total 2.52+0.03 2.48 +0.07 2.48 +0.07 2.44 +0.07

(mmol/L)

Acido tirico 0.07 £ 0.01 0.05+0.01 0.03 £0.003¢ 0.03 £0.01¢

(mmol/L)

Insulina (ng/ml) 0.885 + 0.070 0.710 + 0.032b 0.681 +0.038 0.724 + 0.043

Glucégeno hepatico 38.26 £ 6.10 24.24 +£2.02 47.54 + 4.0¢ 25.64 +£1.97

(mg glucosa /g tejido

hepatico)

aCada valor es el promedio + EEM de seis ratas por grupo y corresponden a datos en ayuno. ’p < 0.05
diferente respecto a las ratas chow. ¢p < 0.05 diferente respecto a las ratas SM-IF. ANADEVA seguido de
una prueba post hoc Dunnett.
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Figura 24. Panel A. Tolerancia a la glucosa oral en ratas con sindrome metabdlico inducido por fructosa
(SM-IF) y en ratas sin sindrome metabélico (dieta chow). Panel B. Tolerancia a la glucosa oral de la
decoccién de S. humilis (DSH) en ratas SM-IF. VEH, vehiculo (NaCl 0.9%); MTF, metformina (200
mg/kg). Cada punto representa el promedio + EEM para los animales de cada grupo (n = 6). ANADEVA
de 2 vias, post hoc Bonferroni, **p < 0.01, y ***p < 0.001.

Dos de los hallazgos mas relevantes en este modelo fueron que la decocciéon no modificé
los niveles séricos de insulina, pero si produjo un incremento significativo en el glucégeno
hepatico (dosis de 100 mg/kg). Estos resultados y los obtenidos en los modelos en ratones,
permiten sugerir que los mecanismos primarios por los cuales S. humilis reduce la glucemia
son muy parecidos a los de la metformina, es decir, que la especie podria actuar como

sensibilizadora a la accién de la insulina (Foretz et al., 2014).

5.2.4 Aproximacion in vivo al mecanismo de accién antidiabético de S. humilis

Con la finalidad de explicar la eficacia antidiabética de S. humilis se disefiaron
experimentos basados en una prueba de tolerancia a la glucosa en ratones hiperglucémicos.
Esta seleccion obedecié al hecho de que las mexicandlidas fueron mejores agentes
antihiperglucémicos que hipoglucemiantes (secciones 4.2.2.1 y 4.2.2.2), es decir, sus efectos
parecen estar ligados a la liberacién de insulina estimulada por glucosa (Henquin et al., 2006;
Henquin, 2000; Prentki et al, 2013). En este fendmeno participan las vias clasicas de
despolarizacion en las células [ pancreaticas, asi como mecanismos hormonales,
adrenérgicos, colinérgicos y serotoninérgicos (Ahrén, 2000; Henquin et al., 2006; Rodriguez-

Diaz et al., 2011). Entonces, se analiz6 la participacion de los canales Karpy/0 la modulacion
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de los receptores serotoninérgicos 5-HTzac en el efecto antihiperglucémico de las
mexicandlidas 12 y 3. Las graficas construidas para estos experimentos representan las areas

bajo la curva de los picos posprandiales cuantificados para cada tratamiento.

5.2.4.1 Activacién y antagonismo

Como se describi6 en la seccidn de antecedentes, el bloqueo de los canales Karp es uno
de los eventos clave para la secrecion de insulina estimulada por glucosa. Para determinar si
la mexicandlida 12 tenia como blanco farmacolégico a estos canales, los ratones fueron pre-
tratados con diazdxido, un activador que se une selectivamente a la subunidad SUR1 de los
canales Karp. Cuando los canales Karp se abren por accién del diazéxido, la secrecién de
insulina se ve inhibida porque las membranas celulares de las células  pancreaticas se
hiperpolarizan, los canales de calcio sensibles a voltaje no se abren, y por ende las

concentraciones intracelulares de calcio no se incrementan (Henquin, 2000).

En la Figura 24, Panel A se muestra el resultado de este experimento. Aunque el efecto
antihiperglucémico de 12 disminuyd, éste no fue abatido, como fue el caso de la
glibenclamida. Estas observaciones permiten proponer que 12 no posee un mecanismo
secretagogo de tipo sulfonilurea, y que otros mecanismos participan en su efecto

farmacolégico.

De acuerdo con esta propuesta, se evalué si la modulacién serotoninérgica estaba
asociada a los efectos antihiperglucémicos de los compuestos 12 y 3. La participacion de la
serotonina en la homeostasis de la glucosa ha sido evidenciada en multiples reportes de la
literatura; no obstante los mecanismos precisos por los cuales esta amina es capaz de
modificar la secrecidn de insulina y la captacién de glucosa no han sido establecidos (Deeney
et al.,, 2007; Jensen et al.,, 2010; Liu et al.,, 2010; Pytliak et al., 2011). Asi por ejemplo, se ha
descrito la produccién pancreatica de serotonina y la liberacidn de ésta junto con la insulina
en respuesta a la hiperglucemia (Richmond et al., 1996). Por otra parte, se ha reportado que la
supresion de la sintesis de serotonina pancreatica en animales de experimentaciéon conduce al
desarrollo de diabetes, mientras que la administracién de serotonina restablece la secrecion

de insulina (Paulmann et al., 2009).
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Figura 25. Establecimiento del posible mecanismo de accién de los compuestos 12 (2 mg/kg) y 3 (31.6
mg/kg). VEH, vehiculo (NaCl 0.9%). Panel A: GLI, glibenclamida (9.47 mg/kg); DZX, diaz6xido (2
mg/kg). Panel B: KET, ketanserina (2.5 mg/kg). Cada barra representa el promedio + EEM para los
animales de cada grupo (n = 6). ANADEVA de 1 via, post hoc Tukey comparado con el grupo vehiculo
respectivo, ***p < 0.001.

En el Panel B de la Figura 24 se muestran los resultados de la evaluacién de la
participacidn serotoninérgica, en la cual se pre-trat6 a los ratones con el antagonista 5-HT24/c
ketanserina. Cuando se administré una carga de glucosa al grupo vehiculo pre-tratado, se
observo un aumento significativo de la glucemia en comparacién con el grupo vehiculo sin
pre-tratamiento. Esto concuerda con lo reportado por Hahn y colaboradores (2011), quienes
describieron que este antagonista reduce la secrecién de insulina en roedores (Hahn et al,
2011). Puesto que las mexicanoélidas 12 y 3 no fueron capaces de contrarrestar la condicién
hiperglucémica inducida en animales pre-tratados con ketanserina, se propone que estos

compuestos pueden ser agonistas de los receptores 5-HT2a/c.

Debido a la distribucién de los receptores 5-HT2a/c tanto en el sistema nervioso central
como en los tejidos periféricos, varios mecanismos pueden contribuir al efecto
antihiperglucémico que exhiben los agonistas de estos receptores. En modelos in vitro, se
determind que la serotonina estimulaba la captacién de glucosa en células musculares a
través de la expresion de los receptores 5-HT:a (Hajduch et al, 1999). También se ha
reportado que en ratas, los receptores 5-HTz participan en la secrecién de insulina, mientras
que los del subtipo 2C parecen sensibilizar a los 6rganos periféricos a la accién de esta

hormona (Guenette et al., 2013). Ademas, en ratones, la modulacién central de los receptores
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5-HT,c esta relacionada con la reduccion de la intolerancia a la glucosa y de la
hiperinsulinemia en los animales de experimentacién (Zhou et al., 2007). Entonces, el efecto
antihiperglucémico de las mexicanélidas 12 y 3 puede ser el resultado tanto de la secrecion
de insulina estimulada por glucosa, como del aumento de la captacién de este monosacarido

por los 6rganos periféricos.

5.2.5 Estudio de acoplamiento molecular de las mexicandlidas de S. humilis

Para explicar de manera tedrica la propuesta de que las mexicanélidas 12 y 3 actian
como agonistas de los receptores 5-HTxc, se realiz6 un estudio de acoplamiento molecular de
los ocho compuestos aislados en la presente investigacion con un receptor 5-HT¢ construido
mediante modelado por homologia, usando la estructura cristalografica del receptor 5-HT2s
en complejo con ergotamina como base (Protein Data Bank, RCSB; c6digo 4NC3). Ambos
receptores poseen aproximadamente 80% de identidad en su secuencia transmembranal

(TM) (Figura 25).

SHT2C 1SIGVSVPIPVIGLRDEEKVEFVNNTTCVLNDPE NFVLIGSFVAFFIPLTIMVITYCLT 237

4NC3 [ISIGIHIPVPIRGIZTDV-DNENNIBCVLI[RERFGDFULEGSLAAFFIPLAIMIVIYELT 215
SBHT2C 1 ¥YVLRRQALMLLHGHTEEPPGL SLDFLKC zge
4NC3 THZLQRERARDLEDNWETLNDNLEKVIERADNRBAQVRDALTKMRARALDAQRATPPKLEDKS 275
5HT2C CRRNTAEEE SANPNQDQNARR -REKRKRERRPRGTMQAINNE 30¢
4NC3 VEQIDDALRLANEGE EAQAAREQLEKTTR i 'ZQTISNE 335

S5HT2C RRASKVLGIVFFVFLIMWCPFFITNILSVLCEKSCNQRLMERLLNVEVWIGYVCSGINPL 3&¢
4NC3 [0RASRVLGIVFFLFLMWCPEFITNIZ_VLCD SCNQIILQULLEIFVWIGYVSSGVINPY 394

S5HT2C vYTLFNKIYRRAFSNYLRCNYKVEKKPPVRQIPRVAATALSG!

Figura 26. Alineamiento de las secuencias de aminoacidos del receptor cristalizado 5-HT2z (c6digo PDB
4NC3) y del receptor 5-HT,¢ (c6digo UniProtKB P28335) usando la herramienta Template Alignment
Tool del servidor Swiss-Model.
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La comparacién de los diagramas de Ramachandran (Carrascoza et al., 2014) de los
receptores 5-HT2g y 5-HT,c (Figura 26 y Anexo 6, Figura A1-A2) mostr6é que el modelo
tridimensional del receptor 5-HT2c generado por homologia poseia 92.8% de sus aminoacidos
en regiones favorecidas (respecto al 96.4% del 5-HT3g), mientras que 98.5% de los mismos se
ubicaron en regiones permitidas (respecto al 100% del 5-HTzg). Las diferencias obtenidas se
debieron a los residuos Phe46, Asp117, 11e192, Lys199, Asp211, Lys388 e Ile415, ubicados

todos ellos en las asas del receptor construido (Anexo 6, Figura A3).
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Figura 27. Diagramas de Ramachandran (casos generales) del receptor 5-HT¢ (Panel A) y del receptor
5-HT2g (Panel B) obtenidos usando la herramienta MolProbity.

En reportes previos se emplearon como modelos para la construccion del receptor 5-
HT2c las estructuras cristalograficas de los receptores z-adrenérgico y rodopsina bovino, en
los cuales se identificaron los principales aminoacidos involucrados en las interacciones

ligando-receptor 5-HT,¢ (Cérdova-Sintjago et al., 2014, 2012; Lu et al., 2011; Zuo et al., 2007).

La validaciéon del modelo tridimensional construido para el receptor 5-HT¢ se realizé
mediante los andlisis de acoplamiento del agonista endégeno serotonina y del antagonista 5-
HT2a/c ketanserina con el receptor generado (Figura 27, Paneles A-C). Estos permitieron
establecer que los sitios tedricos de unidn para ambos compuestos coincidian en gran medida
con lo reportado en la literatura (Cérdova-Sintjago et al., 2012, 2014; Galeazzi et al., 2014).

Los principales aminoacidos en el sitio ortostérico fueron los residuos aromaticos Trp324 y
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Phe328, los cuales estdn altamente conservados entre los receptores 5-HT2a,c (Cérdova-
Sintjago et al., 2014). Ademas, este sitio de unién de la serotonina incluia los residuos de los
aminodacidos Asp134, Vall35, y Ser138; éste ultimo formé un puente de hidrégeno con la

serotonina (distancia = 2.01 A) (Figura 27, Panel B).

Por su parte, la ketanserina interactué con el receptor modelado en un sitio similar al de
la serotonina. La funcionalidad quinazolindiona se alineé de forma similar al indol de la
serotonina, mientras que la porcion fluorobencénica lo hizo en el sitio extendido de unién
(regiones TM3 y TM5) a través de contactos hidrofébicos. Los residuos aminoacidos mas
relevantes en estas interacciones fueron Trp130, Asp134, Val135, Ser138, Phe214, Phe328,
Leu350 y Val354 (Figura 27, Panel C). La afinidad de unidn calculada para la ketanserina fue

de -12.1 kcal/mol, mientras que la de la serotonina fue de -7.1 kcal/mol (Tabla 6).

Las mexicanélidas 1-3, 6, 12-15 se unieron en un sitio comun con el receptor 5-HT
construido (Figura 27, Panel D y Figura 28). Este sitio de interaccion se ubicé en el sitio
extendido de unién del receptor, muy cerca de aquél de la ketanserina, e involucré la mayoria
de los residuos de aminodacido descrito para otros agonistas 5-HTzc (Lu et al,, 2011; Zuo et al,
2007). De forma tedrica, el furano presente en todos los compuestos interactué con el
aminoacido Phe327. Los residuos de éster en la posicion C-3 de las mexicandélidas
interaccionaron con la Tyr118, de la misma manera que la ketanserina (Galeazzi et al., 2014).
Otras interacciones entre las mexicandlidas y el receptor modelado detectadas fueron con los
residuos Ser110, Ala113, lle114, Trp130, Val208, Leu209, Phe327, Glu347, Leu350, Asn351 y
Val 354 (Figura 28).
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TM4

TM5

Figura 28. Modelos para el acoplamiento de la serotonina, ketanserina y las mexicanoélidas (1-3, 6, 12-
15). Panel A: comparaciéon del sitio de unién de la serotonina (bastones verdes), la ketanserina
(bastones amarillos) y 3 (bastones azules). Se muestran los siete dominios transmembranales del
receptor (TM, cartén gris). En el panel lateral se muestran de forma detallada las interacciones de la
serotonina (Panel B), la ketanserina (Panel C), y 3 (Panel D) en el sitio de unién; los bastones blancos
muestran los principales residuos de interaccién. Los residuos de interaccién se muestran en barras
blancas. Imagen preparada con PyMOL.
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5-HTzc (cartén gris). Los residuos de interaccién se muestran en bastones blanco.




Resultados y discusion | 89

Las variaciones obtenidas en la afinidad calculada para las mexicanélidas (desde -9.4
hasta -12.7 kcal/mol, Tabla 6) sugieren que de forma teodrica, la presencia de un doble enlace
entre las posiciones C-30 y C-8, y una cadena larga en C-3 (isobutirato o tiglato), como en el
caso de los compuestos 3, 6, 13 y 2, parecen ser las caracteristicas estructurales requeridas
para favorecer la afinidad con de las mexicandlidas con el receptor 5-HT¢. De esta manera, el
compuesto 12, que posee un doble enlace entre las posiciones C-30 y C-8 pero un residuo de
acetato en C-3 mostrd la menor afinidad por el receptor modelado. Los analogos epoxidados
1,14 y 15, independientemente de la longitud de su éster en C-3, presentaron menor afinidad
con el receptor. Los resultados obtenidos en este estudio teérico predicen la probable
interaccion de las mexicanélidas con los receptores serotoninérgicos de tipo 2C, lo cual
apoyaria los resultados obtenidos in vivo que sugieren que este tipo de compuestos son

agonistas 5-HTc.

Tabla 6. Parametros de acoplamiento molecular de las mexicandélidas de S. humilis, serotonina y
ketanserina calculados con Autodock Vina. Se presentan la energia libre de union (AGumisn) y la
constante de inhibicion K; estimadas para la interacciéon de los compuestos con la estructura del
receptor 5-HT,¢c modelado.

Compuesto AGunisn (kcal/mol) Ki (nM)
1 -10.7 14.35
2 -11.4 4.4
3 -12.7 0.49
6 -12.2 1.14
12 -9.4 128.7
13 -11.6 3.14
14 -10.9 10.24
15 -10.0 46.76

Serotonina -7.7 2270

Ketanserina -12.1 1.35

5.2.6 Aproximacion in vitro al mecanismo de accion antidiabético de S. humilis

Los resultados de los experimentos in vivo descritos en las secciones anteriores
sugieren que las mexicandélidas de S. humilis son polifarmacolégicas, es decir, que producen
sus efectos antidiabéticos a través de la accién sobre multiples blancos terapéuticos. Esta

caracteristica dio pauta a ampliar el andlisis de la eficacia antidiabética observada en los
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modelos animales a modelos in vitro. En este contexto, se plante6 la evaluacién de la
capacidad antioxidante de la decoccion de S. humilis (DSH) y de las mexicanélidas acetato de
2-hidroxi-destigloil-6-deoxiswietenina (12), humilina B (1) y metil-2-hidroxi-3-g-tigloiloxi-1-
oxomeliac-8(30)-enato (3), asi como el establecimiento de los efectos de DSH y de las

mexicandlidas 12, 3 y 15 (humilinélida H) en ensayos a nivel celular.

5.2.6.1 Potencial antioxidante

La hiperglucemia postprandial persistente que desarrollan los pacientes pre-diabéticos
provoca glucotoxicidad, un fenémeno de estrés oxidativo que conduce al deterioro de las
células B pancreaticas; en consecuencia, disminuye la secrecién de insulina y aumenta la
resistencia a su accion, contribuyendo a la aparicién de diabetes mellitus tipo 2 (DMT2)
(Hogan etal, 2010; Kawahito et al., 2009). Se ha sugerido que la glucotoxicidad puede ser
atenuada por compuestos antioxidantes (Robertson et al, 2003). Con base en estas
consideraciones se determiné el potencial antioxidante de las mexicanélidas 12, 1 y 3, asi

como de la decoccién de S. humilis por el método ORAC.

Los resultados obtenidos mostraron que DSH, 12, 1 y 3, poseen una capacidad
antioxidante moderada (DSH, 115.64 + 6.45; 12, 2.02 * 0.29; 1, 16.24 + 0.30; 3, 12.29 * 0.54
umol equivalentes de Trolox por gramo). Los mecanismos antioxidantes de S. humilis pueden
involucrar la reduccion de las especies reactivas de oxigeno y/o la reduccién de productos de
glicaciéon avanzada. Previamente, De y colaboradores (2011) reportaron que un extracto
hidrometandlico de las semillas de la especie relacionada S. mahagoni poseia eficacia
antioxidante en ratas diabéticas; tal efecto se explic6 por el incremento de la actividad de
enzimas catalasa y peroxidasa hepatica, renal y muscular (De et al, 2011). Entonces, las
caracteristicas antioxidantes de S. humilis podrian contribuir al restablecimiento de la

funcionalidad de las células  pancredticas al reducir la glucotoxicidad.

5.2.6.2 Ensayos basados en células

Los modelos basados en células permiten establecer las actividades antidiabéticas
primarias de las plantas medicinales, mediante el andlisis de los efectos de sus preparados y

compuestos sobre las células que producen insulina (pancreaticas), o las que responden a su
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accion, como son las musculares, hepaticas, y adiposas. También se pueden utilizar aquellas
células involucradas en la absorcién intestinal de glucosa. Estos bioensayos pueden
complementar estudios in vivo, y permiten explorar los mecanismos de accién moleculares
precisos de las plantas medicinales antidiabéticas (Haddad et al., 2012). Asi pues, la decoccién
de S. humilis (DSH) y las mexicandlidas 12, 3 y 15 fueron evaluadas para descartar posibles
efectos citotdxicos; posteriormente se ensayaron en células derivadas de tejidos hepatico y
muscular para establecer su potencial inhibitorio de la enzima glucosa-6-fosfatasa, y su

capacidad para estimular de la captacion de glucosa, respectivamente.

5.2.6.2.1 Ensayo de citotoxicidad

La citotoxicidad de DSH, 12, 3 y 15 se determiné al detectar la presencia de la enzima
lactato deshidrogenasa (LDH) en cultivos de células H4IIE (hepatocitos) y C2C12 (miotubos).
Esta enzima es liberada al medio extracelular cuando existe dafio en las membranas
plasmaticas (Weyermann et al., 2005). Los resultados obtenidos en estos ensayos permitieron
determinar que ni la decoccién ni los compuestos provocaron dafos significativos a ninguna
de las lineas celulares a las concentraciones evaluadas (Figura 29). Con base en éstos, se
seleccionaron las concentraciones éptimas no toxicas para proseguir con las evaluaciones. En
las células H4IIE éstas fueron: 100 y 200 pug/ml para DSH, y 5 pg/ml para los compuestos; y en
las células C2C12 200 pg/ml para DSH, y 10 pg/ml para las mexicandlidas.
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Figura 30. Ensayo LDH. Panel A, células H4IIE, y Panel B, células C2C12. DSH: decoccién de S.
humilis; 12, 3 y 15, mexicandélidas. Cada barra es el promedio del porcentaje de muerte + EEM de tres
experimentos independientes (triplicados). ANADEVA de 1 via, post hoc Dunnett.
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5.2.6.2.2 Ensayo de inhibicién de la enzima glucosa-6-fosfatasa en células HIIE4

La enzima glucosa-6-fosfatasa (G6Pasa) cataliza la hidroélisis de la glucosa-6-fosfato a
glucosa; éste es el paso final tanto de la gluconeogénesis como de la glucogendlisis hepaticas,
por lo que de su actividad depende la liberacion de glucosa del higado hacia el torrente
sanguineo (Schmoll et al., 2000). El efecto inhibitorio de DSH y de las mexicandlidas 12,3 y 15
sobre la G6Pasa se evalu6 en las células hepaticas H4IIE. Como se observa en la Figura 30,
todas las muestras analizadas provocaron una inhibicién significativa de la actividad de la
enzima entre 38% y 61%. La insulina (100 nM), empleada como control positivo, produjo una
inhibicién del 78% en la actividad de la enzima. La inhibicién de la G6Pasa demostrada por
DSH y por las mexicandlidas evaluadas estd relacionada con el efecto hipoglucemiante
demostrado in vivo, en particular con el observado a tiempos prolongados de ayuno, pues se
ha descrito que en animales de experimentacién, esta condiciéon induce la activacién de la
enzima G6Pasa (Nordlie et al., 1999). Por ello, el efecto inhibitorio de la G6Pasa de S. humilis
contribuye a su eficacia antidiabética en condiciones de ayuno. Es también probable que la
inhibicion de la G6Pasa favorezca la sintesis de gluc6geno hepatico, ya que la glucosa-6-fosfato
es sustrato de la enzima glucogeno sintasa (GS). Tal propuesta podria explicar el incremento
de glucégeno hepatico provocado por la decoccién de S. humilis. Ademas, muchos inhibidores

de la G6Pasa son también activadores de la GS (Nachar et al,, 2013).
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Figura 31. Ensayo de inhibicion de la enzima G6Pasa en células hepaticas H4IIE. INS: insulina (100 nM,
18 h); DSH: decoccidn de S. humilis (18 h); 12, 3 y 15, mexicandlidas (18 h). Cada barra es el promedio
del porcentaje de actividad G6Pasa + EEM de tres experimentos independientes (duplicados).
ANADEVA de 1 via, post hoc Dunnett (** p < 0.01 y *** p < 0.001).
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5.2.6.2.3 Ensayo de captaciéon de glucosa en células C2C12

La captura de glucosa por los tejidos muscular y adiposo es uno de los mecanismos
regulatorios de la glucemia postprandial, e involucra la activaciéon de vias de sefializacion
dependientes e independientes de insulina. Puesto que casi la totalidad de tal captacion
ocurre en musculo esquelético, se evalué el potencial de la decoccidn y las mexicandlidas 12,
3 y 15 para incrementar el transporte de glucosa en mioblastos C2C12, una linea celular

sensible a la insulina (Martineau et al., 2006).

La insulina (100 nM, 30 min), y la metformina (400 pM, 18 h), usados como controles
positivos, estimularon significativamente el transporte de glucosa en un 49.8% y 56.3%,
respectivamente, en relacién a los valores del vehiculo de DMSO (***p < 0.001). Las
mexicandlidas (10 pg/ml, 18 h) también produjeron un incremento significativo en la
captacion de glucosa en estas células (*p < 0.05, y **p < 0.01); los incrementos fueron del
31.8% (12), 23.5% (3), y 23.9% (15) con respecto a los valores del DMSO (Figura 31). Estos
resultados demostraron que en el efecto antihiperglucémico in vivo de S. humilis esta
involucrada la captaciéon de glucosa en musculo esquelético, lo cual explica su potencial

antidiabético en condiciones postprandiales.
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Figura 32. Ensayo de captacion de glucosa en células musculares C2C12. INS: insulina (100 nM, 30
min); MTF: metformina (400 pM, 18 h); DSH: decoccidn de S. humilis (18 h); 12, 3, y 15, mexicandlidas
(18 h). Cada barra es el promedio + EEM de cinco experimentos independientes (duplicados)
normalizados al grupo DMSO. ANADEVA de 1 via, post hoc Dunnett (* p < 0.05, * p < 0.01, y ** p <
0.001).
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5.2.6.2.4  Efecto de las mexicandlidas 12, 3 y 15 en la fosforilacion de AMPK en células
C2C12

Para explicar los mecanismos moleculares detras de la captacién de glucosa inducida
por las mexicanolidas 12, 3 y 15, se analizd la expresién de la proteina cinasa activada por
adenosina 5-monofosfato (AMPK) en células C2C12. La seleccién de esta proteina obedecié a
que los resultados in vivo sugirieron que las mexicanélidas actuaban de forma muy parecida a
la metformina, la cual es un activador de AMPK (Jalving et al., 2010). Esta proteina juega un
papel importante en la activacién de varias proteinas que regulan la captura de glucosa
independiente de insulina (Saltiel y Kahn, 2001). Como se observa en la Figura 32, aunque los
controles positivos metformina y AICAR (ribonucleétido de 5-aminoimidazol-4-carboxamida)
provocaron un ligero aumento de la fosforilacién de AMPK (p-AMPK) respecto al control de
DMSO (2.3 y 1.9 veces, respectivamente), el efecto no fue estadisticamente significativo,
debido a la dispersiéon de los valores obtenidos en los andlisis densitométricos que
permitieron detectar especificamente la proteina fosforilada. La misma tendencia en la
estimulacién de la expresiéon de p-AMPK se observé para la mexicanolida 12 (incremento de
1.8 veces). Este tipo de variaciones se han reportado en la literatura, puesto que la expresién
de la forma fosforilada de la AMPK en células musculares varia dependiendo del tiempo de
exposicion al tratamiento y de la concentracion de éste (Martineau et al., 2010; Vuong et al,

2009).
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Figura 33. Efecto de las mexicanoélidas 12, 3 y 15 en la expresion de p-AMPK en células C2C12. MTF:
metformina (400 uM, 18 h); AICAR: ribonucleétido de 5-aminoimidazol-4-carboxamida (2 pM, 30 min);
12, 3 y 15, mexicanélidas (10 pg/ml, 18 h). La fosforilacion de AMPK se midié por western blot (parte
superior de la figura), y esta expresada como el promedio + EEM de tres experimentos independientes,
normalizados al grupo DMSO. ANADEVA de 1 via, post hoc Dunnett.
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En este punto es necesario destacar que no se realizaron ensayos para valorar los
mejores tiempos de expresion de p-AMPK ni se evaluaron distintas concentraciones de las
mexicandlidas, sino que se eligieron las condiciones empleadas en los experimentos de
captacién de glucosa (18 h, de exposicién, concentracién de 10 pg/ml). Entonces, para
aseverar que la mexicanélida 12 es un activador de AMPK deberia analizarse la expresion de
p-AMPK a distintos tiempos de incubacién usando varias concentraciones del metabolito, sin
descartar la expresion de otras proteinas involucradas en la activacion de AMPK y en el
transporte de glucosa, como GLUT-4 o CaMKK. Por otra parte, resultaria conveniente evaluar
si las mexicanolidas actiian como insulinomiméticas, a través de la activacién de la via
PI3K/Akt (dependiente de insulina), o bien, si son sensibilizadoras a la accién de la insulina al
inducir la captacién de glucosa a través de la expresion de receptores 5-HTzac, ello en
relacién con la propuesta de que las mexicanélidas son agonistas de este tipo de receptores

(Hajduch et al,, 1999).

5.3 Interacciones planta medicinal-fAirmaco alopatico: el caso de S. humilis

La combinacién de medicamentos con plantas medicinales es una practica frecuente
entre los pacientes diabéticos; sin embargo, la informacién sobre el resultado de tales
asociaciones no es muy abundante. Para evaluar el resultado de la interaccion entre la
mexicandlida 12, la decoccién cuantificada de S. humilis (DSH) y los farmacos glibenclamida
(GLI) y metformina (MTF), se disefié un experimento basado en una curva de tolerancia a la
glucosa. En primera instancia, se construyeron curvas dosis-respuesta (CDR) con cinco niveles
de dosis de 12, DSH, GLI y MTF. En la Figura 33 se presentan las CDR lineales graficadas tras

la estandarizacién al efecto maximo observado (alcanzado con MTF, 300 mg/kg).

Si bien las caracteristicas de las CDR generadas no permitieron llevar a cabo un analisis
isobolografico (Tallarida, 2000), si fue posible estimar dosis equiefectivas de la parte lineal de
las curvas, mismas que se utilizaron en las distintas evaluaciones (por separado o en
combinacidén). De esta manera en los tratamientos por separado las dosis utilizadas fueron las
siguientes: 12 (2 mg/kg), DSH (864 mg/kg), GLI (9.47 mg/kg) y MTF (57.75 mg/kg); en el
caso de los tratamientos en combinaciéon (12+GLI; 12+MTF, GLI+MTF) se utilizaron las
siguientes dosis: 12, 1 mg/kg; DSH, 432 mg/kg; GLI, 4.735mg/kg; y MTF, 28.875 mg/kg; es

decir la mitad de las dosis.
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Figura 34. Curvas dosis-respuesta del efecto antihiperglucémico de la mexicanélida 12, glibenclamida
(GLI), metformina (MTF), y la decoccion de S. humilis (DSH). Cada punto representa el promedio + EEM
de n = 6 ratones.

Los resultados de los experimentos de interaccidén se presentan en la Figura 34. En

primera instancia, la co-administraciéon de MTF y GLI provocd una disminucién significativa

de la glucemia (60% de reduccién respecto al vehiculo, p < 0.01), de forma similar en que lo

hizo cada farmaco cuando se administré individualmente.

La comparacién entre el area bajo la curva de la mexicandlida 12 con las areas bajo la

curva resultantes de las distintas de las combinaciones reveld lo siguiente:

()

(i)

(iii)

La administraciéon individual de 12 indujo una reduccidn de la glucemia del 66%
(p <0.01).

La combinacién de 12 y GLI provocé la desaparicion del efecto
antihiperglucémico. Este resultado concuerda con el obtenido en los
experimentos de activacion de los canales Karp. Es entonces probable que la
mexicandlida 12 interactte con los canales Karp pancreaticos en un sitio distinto
al de las sulfonilureas (como los secretagogos de tipo meglitinida), lo cual podria
provocar un impedimento estérico para la unién de la glibenclamida, o
viceversa.

La co-administracién de 12 con metformina provocé un 88% de disminucién de

los niveles de glucosa (p < 0.001). Debido a que la reduccién en la glucemia de la
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combinacién 12 + MTF fue 20% superior que la provocada por la combinacién
GLI + MTF, se propone que el mecanismo de accién antihiperglucémico de 12 es
distinto al de la metformina. Esta propuesta coincide con aquélla que sugiere

que las mexicandlidas son agonistas de los receptores 5-HT24/c.

Este mismo tipo de efectos se observaron con la co-administraciéon de la decoccién
(DSH) con MTF y con GLI. Los ratones tratados con DSH presentaron un 33% de reduccién de
glucemia; en combinacién con MTF, se alcanzé un 53% de disminucién (p < 0.01), y con GLI,
se perdio el efecto farmacoldgico. Por tanto, es probable que las mexicanélidas interactien

con la glibenclamida y con la metformina de la misma manera en que lo hizo el compuesto 12.
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Figura 35. Efecto en la glucemia del compuesto 12 (2 mg/kg), de la glibenclamida (GLI, 9.47 mg/kg), de
la metformina (MTF, 57.75 mg/kg), de la decoccion de S. humilis (DSH, 864 mg/kg), y combinaciones,
durante un experimento de interaccién. Las dosis de 12, GLI, MTF, y DSH usadasen las combinaciones
fueron: 1 mg/kg, 4.735 mg/kg, 28.875 mg/kg, y 432 mg/kg, respectivamente. VEH, vehiculo (NaCl
0.9%). Cada barra representa el promedio del drea bajo la curva (ABC, glucemia vs. tiempo, mg/dl x
min) + EEM de n = 6. ANADEVA de 1 via, post hoc Dunnett, *p < 0.05, **p < 0.01 y *** p < 0.001.
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5.4 Eficacia antinociceptiva y antihiperalgésica de S. humilis

Como se sefialé en la seccion de antecedentes, la neuropatia diabética periférica es una
de las complicaciones mas dificiles de tratar en los pacientes con DMT2. Los medicamentos
alopaticos que se usan para tratar este padecimiento muchas veces son ineficientes y
costosos. El uso de preparados a base de capsaicina ha dado pauta a buscar agentes utiles
para el tratamiento de la neuropatia diabética en plantas medicinales usadas para tratar el
dolor, y constituyen una opcién para desarrollar terapias integrales que puedan reducir la
sintomatologia de la DMT2 y a la vez, atenuar la neuropatia diabética; esto en virtud de los
fenomenos de polifarmacologia o sinergia que caracterizan a estos remedios (Wagner y
Ulrich-Merzenich, 2009). En este contexto, se planted la evaluacién del potencial
antinociceptivo y antihiperalgésico de la decoccion de S. humilis y de la mexicanélida 12

usando la prueba de la formalina en ratones normoglucémicos e hiperglucémicos.

5.4.1 Establecimiento del modelo de hiperalgesia

Los ratones hiperglucémicos (glucemia 421.2 + 12.6 mg/dl) desarrollaron hiperalgesia
tras dos semanas de la administracién con STZ-NA (50-130 mg/kg, i.p.). Esta aseveracion se
basa en el hecho de que la administracién de una solucién diluida de formaldehido (formalina,
1%) a este tipo de animales produjo un incremento significativo en el tiempo de lamida (p <
0.01), en comparacién con los ratones normoglucémicos que exhiben una respuesta
nociceptiva menor al ser tratados con una solucién de formalina de mayor concentraciéon
(2%) (Figura 35). Estos resultados son consistentes con los reportados previamente para las
mismas condiciones experimentales. Se ha descrito que en este tipo de animales prevalece el
incremento de la actividad de las enzimas aldosa reductasa, poli(ADP-ribosa) polimerasa, y
cicloxigenasa-2, asi como la deplecién de transportadores de potasio KCC-2 a nivel espinal
(Obrosova, 2009). Todos estos mecanismos inducen procesos de sensibilizacién central y
periférica que desencadenan un estado hiperalgésico (Calcutt et al., 1996; Freshwater et al,

2002; Hao y Ogawa, 1998).



Resultados y discusion | 99

1251 -0~ Normoglucémicos (formalina 2%)

g sk -o- Hiperglucémicos (formalina 1%)
L 100

1]

S

E 754

3

P 504

£

Q251

i=

0 T T T T T .
0 5 10 15 20 25 30

Tiempo (minutos)

Figura 36. Curso temporal del comportamiento nociceptivo inducido por una inyeccién s.c. de una
solucién diluida de formaldehido (formalina) a ratones normoglucémicos (2%) e hiperglucémicos
(1%). Cada punto es el promedio del tiempo de lamida + EEM de n = 6 ratones. ANADEVA de 2 vias, post
hoc Bonferroni.

5.4.2 Efecto de DSH y de la mexicandélida 12 en el modelo de la formalina

El efecto antinociceptivo de la decoccidn de S. humilis (DSH) se muestra en la Figura 36
(Paneles A-C). DSH disminuy6 el comportamiento nociceptivo producido por la formalina de
modo dependiente de la concentracion (p < 0.05), tanto en la fase neurogénica (Panel A),
como en la inflamatoria (Panel B). El efecto antinociceptivo maximo se alcanzé a la
concentraciéon de 100 pg/pata (51.4%); dicho efecto fue similar al de la gabapentina (30
pg/pata, 50.8%), un farmaco anticonvulsivante de amplio uso para el tratamiento de la
neuropatia diabética (Backonja et al., 1999). La CEsp antinociceptiva calculada para DSH fue de
44.4 ng/pata. Ahora bien, cuando se evalud en ratones hiperglucémicos (Paneles D-F), DSH
mostr6 un efecto antihiperalgésico significativo dependiente de la concentracién (p < 0.05),
tanto en la fase 1 (Panel D) como en la 2 (Panel E); la antihiperalgesia maxima se alcanzé a la
concentracion de 177 pg/pata (65.1%), y fue superior a la que tuvo la gabapentina (37.5%).
La CEso antihiperalgésica calculada para DSH fue de 130.4 pg/pata.

Como el efecto antihiperalgésico de la especie era de interés por su potencial en el
tratamiento de la neuropatia diabética, se evalué a 12, una de las mexicanélidas mayoritarias,
en ratones hiperalgésicos. Los resultados de esta evaluacion se muestran en la Figura 37. Este
compuesto provocod una disminucion significativa en el tiempo de lamida durante todo el
experimento, tanto en la fase neurogénica como en la inflamatoria (Paneles A-C, p < 0.05). La

accién antihiperalgésica central de la concentracion mas alta de 12 (3.5 pg/pata) fue
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equiefectiva a la de la gabapentina (30 pg/pata) (51.8% y 47.1%, respectivamente). La CEso
antihiperalgésica calculada para 12 fue de 2.91 ug/pata. Tras establecer la eficacia
antihiperalgésica central y periférica de 12, se decidieron establecer sus posibles mecanismos
de accion, seleccionando para las evaluaciones la concentracion de 3 pg/pata a partir de las
curvas concentracion-respuesta. El curso temporal del efecto antihiperalgésico de 12 a esta

concentracién se muestra en la Figura 38.
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Figura 37. Prueba de la formalina. Efecto antinociceptivo de la decoccién de S. humilis en ratones
normoglucémicos durante las fases 1 (Panel A), 2 (Panel B) y drea bajo la curva total (Panel C), y efecto
antihiperalgésico de la decoccién de S. humilis en ratones hiperglucémicos durante las fases 1 (Panel D),
2 (Panel E), y area bajo la curva total (Panel F). VEH: vehiculo (NaCl 0.9%); GBP: gabapentina (30
ug/pata, control positivo). Cada barra es el promedio del area bajo la curva (ABC, tiempo de lamida
contra tiempo, seg x min) * EEM de n = 6 ratones. ANADEVA de 1 via, post hoc Dunnett (**p < 0.01 y
***p < 0.001).
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Figura 38. Prueba de la formalina. Efecto antihiperalgésico de la mexicandlida 12 ratones
hiperglucémicos durante las fases 1 (Panel A), 2 (Panel B), y area bajo la curva total (Panel C). VEH:
vehiculo (NaCl 0.9%); GBP: gabapentina (30 ug/pata, control positivo). Cada barra es el promedio del
area bajo la curva (ABC, tiempo de lamida contra tiempo, seg x min) + EEM de n = 6 ratones. ANADEVA
de 1 via, post hoc Dunnett (**p < 0.01 y ***p < 0.001).

-o- VEH (NaCl 0.9%)

100+ -0- 12 (3 ug/pata)
Fi
o 801
©
K=l
£ 601
i}
)
T 40
o
3
2 201 Hokok
|_ KKk
04 T T T T T g
0 5 10 15 20 25 30

Tiempo (minutos)

Figura 39. Curso temporal del efecto antihiperalgésico de la mexicanoélida 12 (3 pg/pata) en ratones
hiperglucémicos. Cada punto es el promedio del tiempo de lamida + EEM de n = 6 ratones. ANADEVA de
2 vias, post hoc Bonferroni (***p < 0.001).

5.4.3 Mecanismo de accién antihiperalgésico de la mexicandlida 12 en la prueba de la

formalina

Los sistemas serotoninérgico, GABAérgico, opioide y nitrérgico regulan en conjunto la
transmisiéon y modulacién central y periférica de los estimulos nociceptivos, por lo que los
farmacos que ejercen su accion sobre sus receptores son usados en la clinica para aliviar los

sintomas de la neuropatia diabética (Obrosova, 2009). Puesto que no existen reportes en la
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literatura de los mecanismos de accién antihiperalgésicos de compuestos del tipo
mexicandlida, se analizaron los posibles efectos de la mexicanélida 12 en estas vias de

sefializacion nociceptiva.

En primer lugar, se evalu6 la participacidn de las vias serotoninérgicas y GABAérgicas
en el efecto antihiperalgésico de 12; los resultados de dichos experimentos se presentan en la
Figura 39, Paneles A-C. El tratamiento con los antagonistas ketanserina (KET, antagonista 5-
HT2a/2c; 6 pg/pata;), o con flumazenilo (FLU, antagonista GABAa/BZD; 6 pg/pata), no modificé
el comportamiento de lamida en los animales de experimentacién. Sin embargo, los efectos

centrales y periféricos 12 fueron abolidos en ratones pre-tratados con estos antagonistas.

La participacidn serotoninérgica en los mecanismos modulatorios de nocicepcién es
muy compleja; se ha sugerido que la mayoria de los receptores serotoninérgicos (5-HT1a/s/p/F,
5-HT2as8/c, 5-HT3, 5-HT4, 5-HTsa, 5-HTe, y 5-HT7) estan involucrados en estos procesos; el
efecto neto de su modulacion por ligandos exdgenos (nocicepcion o analgesia) dependera no
s6lo del tipo de receptor involucrado, sino del estado fisiolégico del animal en que se evalien
(Millan, 2002). Puesto que el efecto antihiperalgésico de la mexicanéldia 12 fue abolido en
ratones pre-tratados con el antagonista 5-HT2a,c ketanserina (6 pg/pata), es posible que estos
receptores participen en la acciéon antihiperalgésica de 12. Se ha reportado que el agonismo
de los receptores 5-HT2a en neuronas GABAérgicas produjo un efecto antihiperalgésico en
ratas con neuropatia diabética; el agonismo de este mismo tipo de receptores en ratas con
neuropatia inducida quirdrgicamente redujo la alodinia a través de mediacién muscarinica
(Obata et al., 2002; Pichon et al.,, 2010). También se ha descrito que el agonismo 5-HT,¢ poseia
acciones antialodinicas y antihiperalgésicas en ratas; dichas acciones se relacionaron con la
estimulacién de receptores GABAA y con la inhibicién de la liberacién de serotonina en las
fibras C del asta dorsal, mediante mecanismos de activacion o-adrenérgica (Nakai et al,

2010).

Los reportes anteriores sugieren que otros mecanismos analgésicos se activan luego de
la estimulacidn de los receptores 5-HT2a/c. Por ello, se evalu6 si los receptores GABA, estaban
involucrados en la accién antihiperalgésica de la mexicanélida 12. Se ha documentado que la
activacion de estos receptores por agonistas GABA4 reduce la nocicepcién inducida por
formalina, y que los antagonistas de dicho receptor revierten dicho efecto (Lee et al.,, 2010;
Munro et al, 2009; Zeilhofer et al, 2009). En el modelo de hiperalgesia empleado, el

antagonismo con flumazenilo (6 pg/pata) dio como resultado la pérdida del efecto
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antihiperalgésico de 12, lo cual permite sugerir que la eficacia de este compuesto puede

deberse a vias inhibitorias activadas por la modulacién de los receptores GABAA.

Entonces, es probable que la mexicandlida 12 ejerza su efecto antihiperalgésico
valiéndose tanto del agonismo de los receptores 5-HT2a/,c como de los receptores GABA,,
mediante los mecanismos modulatorios que estos receptores ejercen al interactuar entre si,

en particular a nivel central.
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Figura 40. Posible mecanismo de accién antihiperalgésico de la mexicandlida 12 (3 pg/pata) en
ratones hiperglucémicos. Modulacion serotoninérgica (Paneles A y C) y GABAérgica (Paneles B y C).
VEH: vehiculo (NaCl 0.9%), KET: ketanserina (6 ug/pata), FLU: flumazenilo (6 ug/pata). Paneles Ay B:
cada punto representa el tiempo de lamida promedio (seg) + EEM de n = 6 ratones. ANADEVA de 2 vias,
post hoc Bonferroni (**p < 0.01 y ***p < 0.001); Panel C: cada barra representa el promedio del area
bajo la curva (ABC, tiempo de lamida contra el tiempo, seg x min) + EEM de n = 6 ratones. ANADEVA de
1 via, post hoc Dunnett, ***p < 0.001. ##p < 0.001 diferente de la administracién de la mexicanélida 12

(ANADEVA de 1 via, post hoc Tukey).

Se ha demostrado que las modulaciones serotoninérgicas y GABAérgicas participan en
la analgesia opioide. Asi, mientras que el aumento de los niveles centrales de serotonina
potencian la analgesia p- y x-opioide, el agonismo de la morfina sobre los receptores p-

opioides en las neuronas GABAérgicas centrales inhibe la liberacién de GABA; asimismo, la



Resultados y discusion | 104

modulacién alostérica de los receptores GABAa por el diazepam atenua la analgesia p- y -
opioide (Nemmani y Mogil, 2003; Viguier et al, 2012). Estos efectos serotoninérgicos-
GABAérgicos sobre la analgesia opioide nos llevaron a explorar si estas ultimas vias
participaban en el efecto antihiperalgésico de la mexicandlida 12; para tal efecto se pre-trat6 a
los ratones con el antagonista no selectivo naloxona (NLX, 3 pg/pata). En Figura 40, Panel A,
que ilustra los resultados del experimento se puede observar que el antagonista no afecté el
tiempo de lamida de los ratones. El pre-tratamiento con NLX redujo el efecto antihiperalgésico
global de 12 (Figura 40, Panel B), aunque con menor significancia que en el caso del pre-
tratamiento con KET y FLU. Estos resultados son consistentes con los anteriores que sugieren
que los mecanismos antihiperalgésicos primarios de 12 son serotoninérgicos y GABAérgicos.
Se propone que la participacién de los receptores opioides en la acciéon antihiperalgésica de
12 es secundaria, probablemente mediada por el agonismo de los receptores del tipo 8- y x-
opioide, pues se ha descrito que la analgesia opioide en ratones con hiperglucemia inducida
por estreptozotocina estd asociada a tales receptores, no asi a los del tipo p-opioide (Kamei et

al., 1992).
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Figura 41. Posible mecanismo de accién antihiperalgésico de la mexicandlida 12 (3 pg/pata) en
ratones hiperglucémicos. Modulacidn opioide. VEH: vehiculo (NaCl 0.9%), NLX: naloxona (3 ug/pata).
Panel A: cada punto representa el tiempo de lamida promedio (seg) + EEM de n = 6 ratones. ANADEVA
de 2 vias, post hoc Bonferroni (**p < 0.01 y ***p < 0.001). Panel B: Cada barra representa el promedio
del area bajo la curva (ABC, tiempo de lamida contra el tiempo, seg x min) + EEM de n = 6 ratones.
ANADEVA de 1 via, post hoc Dunnett, **p < 0.001. #*p < 0.05 diferente de la administraciéon de la
mexicanolida 12 (ANADEVA de 1 via, post hoc Tukey).
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Puesto que la via arginina/NO/GMPc/PKG/Karp estd asociada al efecto antinociceptivo
de farmacos como la morfina, el metamizol, y el diclofenaco (Sachs et al., 2004), se explor6 si
el efecto antihiperalgésico de 12 se debia a su accion sobre alguna de las proteinas efectoras
de esta via. En primera instancia, se evalud la participacién a nivel de la sintesis de 6xido
nitrico (NO). En nuestro modelo, la administracién de L-NAME (éster metilico de L-
nitroarginina, inhibidor de la 6xido nitrico sintasa, 150 pg/pata) redujo la hiperalgesia
periférica (Figura 41, Paneles A y E); por otra parte, el pre-tratamiento con L-arginina
(precursor de la sintesis de NO, 50 pg/pata), o con SIN-1 (donador de NO, 3-
morfolinosidnonimina, 200 pg/pata) produjo efectos antihiperalgésicos significativos (Figura
41, Paneles B-E). Estos efectos analgésicos coinciden con los reportados en la literatura
(Cury et al, 2011, inter alia; Kolesnikov et al.,, 2009; Sachs et al., 2004; Shi et al, 2005;
Tassorelli et al., 2006).

Aunque los efectos antihiperalgésicos centrales de la mexicandlida 12 en ratones pre-
tratados con L-NAME no fueron estadisticamente significativos, resulté evidente que la
mexicandlida ejercié un efecto antihiperalgésico, en comparacién con los animales que sé6lo
recibieron L-NAME (Figura 41, Paneles A y D). Por tanto, es muy poco probable que 12
inhiba la sintesis de NO, en virtud de que el efecto antihiperalgésico de 12 se ve atenuado y no
abolido en presencia de L-NAME, es decir, 12 es capaz de reducir la hiperalgesia que exhiben
los ratones pre-tratados mediante mecanismos que no dependen directamente de la
produccién enzimatica de NO.

Los resultados de la evaluacién de 12 con los precursores de la sintesis de NO revelaron
el comportamiento dual de este neurotransmisor en el modulacién del dolor, puesto que se
observo la atenuacién (en ratones pre-tratados con L-arginina) y la abolicion del efecto
antihiperalgésico central de 12 (en animales pre-tratados con SIN-1) (Figura 41, Paneles B-
F). Estos resultados pueden explicarse con las evidencias que sefialan que 12 activa las vias
opioides. Mediante estas rutas de sefializacién, 12 estimularia la sintesis de NO,
contribuyendo al incremento de las concentraciones de dicho neurotransmisor. Varios
estudios sugieren que niveles elevados de NO producen hiperalgesia central al incrementar la
liberacion de sustancia P en el asta dorsal, y al reducir la vias inhibitorias GABAérgicas.
Ademads, se ha propuesto que el aumento de las concentraciones de NO desencadena la
sintesis de prostaglandinas, en particular PGE; y PGy, las cuales actian como sensibilizadores
a niveles central y periférico (Cury et al.,, 2011; Ndengele et al.,, 2008). Asi, es probable que los

mecanismos antihiperalgésicos de la mexicandlida 12 fueran abolidos a la concentracion del
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donador de NO empleado.

Posteriormente se analiz6 la posible intervencién del receptor de NO, la enzima
guanilato ciclasa (GC), y de los canales de potasio sensibles a ATP (Karp) en el efecto
antihiperalgésico de 12. El pre-tratamiento con el inhibidor de GC, ODQ (1-H-
[1,2,4]oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-ona, 75 pg/pata), o con el bloqueador de canales Karp,
glibenclamida (GLI, 50 pg/pata) no provocé efecto antihiperalgésico alguno, de acuerdo a lo
reportado previamente en la literatura (Galdino et al,, 2015; Sachs et al,, 2004) (Figura 42,
Paneles C-F).

Los resultados obtenidos muestran que el efecto antihiperalgésico central de 12 no esta
relacionado directamente ni con la activaciéon de la GC ni con la apertura de canales Karp,
puesto que la antihiperalgesia inducida por la mexicandlida 12 se preserva en ratones pre-
tratados con ODQ o con GLI (Figura 42, Paneles A y B). La ligera reduccién del efecto
antihiperalgésico central de 12 en ratones tratados con GLI, y del periférico en ratones pre-
tratados con ODQ, apoya la propuesta de que 12 activa vias opioides, pues el resultado tanto
del bloqueo de canales Karp como de la inhibicidn de la sintesis de GMPc, seria la reducciéon de
la apertura de los canales Karp y de la consecuente hiperpolarizacién de las neuronas

inhibitorias; dichos eventos son necesarios para la analgesia opioide.
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Figura 42. Posible mecanismo de accién antihiperalgésico de la mexicandlida 12 (3 pg/pata) en ratones hiperglucémicos. Modulacién nitrérgica. VEH:
vehiculo (NaCl 0.9%), L-NAME: éster metilico de L-nitroarginina (150 ug/pata), ARG: L-arginina (50 ug/pata), y SIN-1: 3-morfolinosidnonimina (200
ug/pata). Paneles A-C: cada punto representa el tiempo de lamida promedio (seg) + EEM de n = 6 ratones. ANADEVA de 2 vias, post hoc Bonferroni (*p <
0.05, **p < 0.01 y ***p < 0.001). Paneles D-F: cada barra representa el promedio del area bajo la curva (ABC, tiempo de lamida contra el tiempo, seg x
min) + EEM de n = 6 ratones. #*p < 0.05 y ##p < 0.01 diferente de la administracién de la mexicané6lida 12 (ANADEVA de 1 via, post hoc Tukey)
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Figura 43. Posible mecanismo de accién antihiperalgésico de la mexicandlida 12 (3 pg/pata). Modulacién via guanilato ciclasa y canales Karp. VEH:
vehiculo (NaCl 0.9%), ODQ: 1-H-[1,2,4]oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-ona (75 ug/pata), GLI: glibenclamida (50 pg/pata). Paneles A-B: cada punto
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Paneles C-E: cada barra representa el promedio del area bajo la curva (ABC, tiempo de lamida contra el tiempo, seg x min) + EEM de n = 6 ratones. #p <
0.05 y ##p < 0.01 diferente de la administracion de la mexicandélida 12 (ANADEVA de 1 via, post hoc Tukey).
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VI. Conclusiones

El estudio fitoquimico de las semillas de la especie Swietenia humilis condujo al
aislamiento y caracterizaciéon de ocho mexicanélidas, incluyendo: acetato de 2-hidroxi-
destigloil-6-deoxiswietenina (12), humilina B (1), metil-2-hidroxi-3-B-isobutiroxi-1-
oxomeliac-8(30)-enato (2), metil-2-hidroxi-3-g-tigloiloxi-1-oxomeliac-8(30)-enato
(3), metil-2-hidroxi-3-g-isobutiroxi-8a,30a-epoxi-1-oxomeliac-8(30)-enato  (13),
humilinélida C (6), humilinélida G (14) y humilinélida H (15). Los compuestos 14 y
15 son nuevas entidades moleculares, en tanto que el 12 se describe por primera vez

en la especie.

Se desarrollé y validé6 un método analitico por CLAE para la cuantificaciéon de las
mexicandlidas presentes en el extracto acuoso de las semillas de S. humilis. Este
método constituye una prueba de composicién para la especie y puede aplicarse para
el control de calidad de la droga cruda derivada de S. humilis. Asimismo, la aplicacion
de este método permitird el desarrollo de fitomedicamentos estandarizados y/o

cuantificados que tengan como base la droga cruda de S. humilis.

Los estudios in vivo desarrollados permitieron establecer la inocuidad y eficacia de la
decoccion de las semillas como agente hipoglucemiante, antihiperglucémico e
hipolipemiante. Los estudios de toxicidad en ratones indicaron que la DLso del
preparado es mayor a 5 g/kg. Las mexicandlidas aisladas fueron caracterizadas como
los principios activos de la especie, en particular, como agentes antihiperglucémicos
(compuestos 12, 1 y 3), puesto que presentaron mejor actividad en los ensayos de
tolerancia a la glucosa oral respecto a la observada en los ensayos utilizados para
determinar su potencial hipoglucemiante. Esta propiedad farmacolégica conferiria a la
especie mayor seguridad, al suponer bajos riesgos de provocar hipoglucemia entre

quienes la consumen.

Mediante estudios in vivo, in vitro e in silico selectos se exploraron los posibles
mecanismos de accién antidiabéticos de 12, una de las mexicandélidas mayoritarias de

S. humilis. Estos incluyeron:

a. El bloqueo de los canales de Karp pancreaticos en un sitio de unién distinto al
de las sulfonilureas.
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b. Elagonismo de los receptores serotoninérgicos 5-HT2a/c.
c. Lainhibicién de la enzima glucosa-6-fosfatasa hepatica.

d. La estimulacién de la captacién de glucosa por las células de musculo
esquelético.

e. Capacidad antioxidante moderada.

Estos resultados dan cuenta del caracter polifarmacolégico de las mexicandlidas de S.
humilis, de modo que el efecto farmacolégico de la especie es el resultado de la accion

conjunta de sus metabolitos sobre multiples blancos moleculares.

Los estudios de interaccidn en ratones indicaron que la co-administraciéon tanto de la
mexicandlida 12 como del preparado tradicional de las semillas de S. humilis con
glibenclamida provoca la abolicién del efecto farmacolégico del producto natural, del
preparado, y del farmaco de referencia, mientras que la co-administracién con
metformina causa un aumento significativo del efecto antihiperglucémico. Tales
observaciones estan en concordancia con los mecanismos de accién propuestos para
12. La informacién generada en estos estudios son relevantes dado el gran nimero de
pacientes que combinan la terapia alopatica con plantas medicinales y a la escasa

informacidn existente al respecto.

Se estableci6 el potencial antinociceptivo y antihiperalgésico de la decoccién de S.
humilis. La mexicandlida 12 es un agente antihiperalgésico cuyos posibles
mecanismos de accién involucran primordialmente la modulacién serotoninérgica,
GABAérgica y opioide a niveles central y periférico. La participaciéon de las vias
nitrérgicas en el efecto de 12 parece deberse a la molulacién de las vias antes

sefialadas.

La eficacia preclinica como agente antidiabético demostrada para la decocci6én de las
semillas de S. humilis sustenta de manera preliminar su uso tradicional para tratar la
diabetes mellitus tipo 2 y las dislipidemias. Los distintos blancos farmacolégicos de los
metabolitos de S. humilis, ademas de su potencial como agente antihiperalgésico,
convierten a la especie en un candidato idéneo para el desarrollo de fitomedicamentos

polifarmacolégicos seguros para tratar la diabetes mellitus y sus complicaciones.
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Anexo 1: Espectros de RMN de las mexicandlidas aisladas en la presente investigacion.
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Figura A1l. Espectro de 'H-RMN (400 MHz, CDCl3) del acetato de 2-hidroxi-destigloil-6-
deoxiswietenina (12).
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Figura A2. Espectro de 13C-RMN (100 MHz, CDCl3) del acetato de 2-hidroxi-destigloil-6-
deoxiswietenina (12).
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Figura A3. Espectro de 1H-RMN (400 MHz, CDCl3) de la humilina B (1).
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Figura A11. Espectro de tH-RMN (400 MHz, CDCl3) de la humilinélida C (6).
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Figura A12. Espectro de 13C-RMN (100 MHz, CDCl3) de la humilinélida C (6).
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Anexo 2: Espectros de masas y de infrarrojo de las humilinélidas G (13) y H (15)
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Figura Al. Espectro de masas obtenido por la técnica de impacto electrénico de la

Humilinélida G (13).
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Anexo 3: Datos cristalograficos de la Humilindlida G (13)

Tabla A1. Datos cristalograficos y refinamiento para la humilinélida G (13).

Anexos

Férmula empirica

Peso molecular

Temperatura

Longitud de onda

Sistema cristalino

Space group

Dimensiones de la celda unitaria

Volumen

Z

Densidad (calculada)

Coeficiente de absorcion

F(000)

Tamafio del cristal / color / forma
Rango theta para coleccidn de datos
Rangos de indice

Reflecciones colectadas
Reflecciones independientes
Integridad para theta = 25.242°
Dispositivo de medicion
Correccion de absorcion
Transmisién max. y min

Método de refinamiento

Datos / restricciones / parametros
Ajuste en F2

Indices R finales [I>2s(])]

Indices R (todos los datos)
Pardmetro de estructura absoluta
Mayor diferencia

Notas

C33H42010
598.66

298(2) K
0.71073 A
Orthorhombic
P212121
a=125734(2) A
b=15.7095(3) A
c=16.0262(3) A
3165.52(10) A3
4

1.256 Mg/m?3
0.092 mm™
1280

0.476 x 0.378 x 0.330 mm / incoloro / prisma
2.433a27.491°

-16 < h<16,-20<k<20,-20<1< 20

31115

7263 [R(int) = 0.0394]

99.8 %

Bruker Smart Apex CCD diffractometer 01-670-01
Semi-empirical from equivalents

0.9713 and 0.9589

Full-matrix least-squares on F2

7263 /179 /474

1.024

R1=0.0466, wR2 =0.1148

R1=0.0646, wR2 =0.1284

? (Merged data)

0.206 and -0.251 e.A3

a=90°
p=90°
y=90°

Desorden residual medio 14%
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Tabla A2. Coordenadas atémicas (x104) y pardmetros de desplazamiento isotrépicos

equivalente (A2x103) para la humilinélida G (13). U(eq) es un tercio de la traza del tensor

ortogonalizado Uj.

X y z U(eq)
0(1) 8726(2) 3044(1) 5389(1) 66(1)
0(2) 9072(2) 4724(1) 5711(1) 56(1)
0(3) 8181(2) 5001(1) 7563(1) 51(1)
0(4) 6006(2) 3444(2) 8805(1) 66(1)
0(5) 6675(3) 2317(2) 9466(1) 80(1)
0(6) 5443(2) 6732(2) 6577(2) 78(1)
0(7) 4623(2) 5600(1) 7026(1) 54(1)
0(8) 2527(2) 3913(2) 8553(2) 87(1)
(1) 8288(2) 3324(2) 6002(2) 49(1)
C(2) 8409(2) 4244(2) 6275(2) 45(1)
c(3) 8788(2) 4309(2) 7191(2) 46(1)
C(4) 8595(2) 3486(2) 7692(2) 49(1)
C(5) 7487(2) 3134(2) 7441(2) 44(1)
C(6) 7078(3) 2442(2) 8046(2) 56(1)
c(7) 6532(3) 2809(2) 8795(2) 57(1)
C(8) 6431(2) 4188(2) 5993(2) 42(1)
C(9) 6391(2) 3225(2) 6086(2) 48(1)
C(10) 7436(2) 2866(2) 6492(2) 48(1)
c(11) 5369(2) 2929(2) 6531(2) 57(1)
C(12) 4381(3) 3329(2) 6165(2) 61(1)
C(13) 4404(2) 4309(2) 6131(2) 50(1)
C(14) 5409(2) 4596(2) 5663(2) 49(1)
C(15) 5434(3) 5572(2) 5636(2) 55(1)
C(16) 5201(2) 6007(2) 6442(2) 53(1)
C(17) 4483(2) 4668(2) 7020(2) 45(1)



C(18)
C(19)
C(20)
C(21)
C(22)
C(23)
010a
C24a
C25a
C26a
C27a
010Bb
C24Bb
C25Bb
C26Bb
C27Bb
C267b
C(28)
C(29)
C(30)
C(31)
C(32)
09a
C33a
09Bb

C33Bb

3398(3)
7526(3)
3547(2)
3498(3)
2528(3)
1965(3)
9604(13)
8680(20)
7889(8)
6812(9)
8219(14)
9643(15)
8680(20)
7947(7)
6904(11)
8370(20)
7789(8)
9508(3)
8645(3)
7317(2)
6153(5)
10102(3)
10520(20)
10500(20)
10579(13)

10650(30)

4628(3)
1905(2)
4497(2)
3904(3)
4905(2)
4534(3)
5522(12)
5551(18)
6123(6)
5798(10)
7027(7)
5700(10)
5646(13)
6321(5)
6044(10)
6892(12)
6893(6)
2857(2)
3691(2)
4625(2)
2604(4)
4498(3)
3910(20)
4890(20)
4045(18)

5110(30)

5681(2)
6332(2)
7569(2)
8174(2)
7566(2)
8170(3)
8247(9)
8091(15)
8576(8)
8625(10)
8570(10)
7951(10)
7916(12)
8186(5)
8485(11)
8845(8)
7476(6)
7512(2)
8624(2)
6117(2)
10217(3)
5596(2)
5982(15)
4841(16)
6034(10)

4980(20)
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68(1)
67(1)
49(1)
72(1)
64(1)
77(1)
76(3)
63(3)
73(2)
85(4)
86(3)
113(4)
72(3)
76(2)
94(4)
107(5)
82(3)
67(1)
63(1)
43(1)
113(2)
67(1)
94(7)
85(5)
62(3)

108(9)




Tabla A3. Longitudes de enlace [A] y 4ngulos [°] para la humilinélida G (13).

Anexos

0(1)-C(1)
0(2)-C(32)
0(2)-C(2)
0(3)-C24Bb
0(3)-C24a
0(3)-C(3)
0(4)-C(7)
0(5)-C(7)
0(5)-C(31)
0(6)-C(16)
0(7)-C(16)
0(7)-C(17)
0(8)-C(23)
0(8)-C(21)
C(1)-C(10)
c(1)-C(2)
C(2)-C(30)
C(2)-C(3)
C(3)-C(4)
C(3)-H(3)
C(4)-C(29)
C(4)-C(28)
C(4)-C(5)
C(5)-C(6)
C(5)-C(10)
C(5)-H(5)
C(6)-C(7)
C(6)-H(6A)
C(6)-H(6B)

C(8)-C(30)

1.209(3)
1.356(4)
1.443(3)
1.32(2)

1.36(3)

1.455(3)
1.197(4)
1.336(4)
1.444(5)
1.199(4)
1.346(4)
1.474(3)
1.351(5)
1.363(4)
1.511(4)
1.517(4)
1.520(4)
1.547(4)
1.541(4)
0.9800

1.530(4)
1.542(4)
1.551(4)
1.545(4)
1.581(4)
0.9800

1.498(4)
0.9700

0.9700

1.323(4)

C(9)-H(9)
C(10)-C(19)
C(11)-C(12)
C(11)-H(11A)
C(11)-H(11B)
C(12)-C(13)
C(12)-H(124)
C(12)-H(12B)
C(13)-C(17)
C(13)-C(14)
C(13)-C(18)
C(14)-C(15)
C(14)-H(14)
C(15)-C(16)
C(15)-H(15A)
C(15)-H(15B)
C(17)-C(20)
C(17)-H(17)
C(18)-H(18A)
C(18)-H(18B)
C(18)-H(18C)
C(19)-H(19A)
C(19)-H(19B)
C(19)-H(19C)
C(20)-C(21)
C(20)-C(22)
C(21)-H(21)
C(22)-C(23)
C(22)-H(22)

C(23)-H(23)

0.9800
1.536(4)
1.510(5)
0.9700
0.9700
1.541(4)
0.9700
0.9700
1.536(4)
1.537(4)
1.540(4)
1.534(4)
0.9800
1.491(4)
0.9700
0.9700
1.494(4)
0.9800
0.9600
0.9600
0.9600
0.9600
0.9600
0.9600
1.345(5)
1.432(4)
0.9300
1.333(5)
0.9300

0.9300

133



C(8)-C(9)
C(8)-C(14)
C(9)-C(11)
C(9)-C(10)
C25a-H25a
C26a-H26Aa
C26a-H26Ba
C26a-H26Ca
C27a-H27Aa
C27a-H27Ba
C27a-H27Ca
010Bb-C24Bb
C24Bb-C25Bb
C25Bb-C26Bb
C25Bb-C267b
C25Bb-C27Bb
C25Bb-H25Ab
C25Bb-H25Bb
C25Bb-H25Cb
C26Bb-H25Cb
C26Bb-H26Ab
C26Bb-H26Bb
C26Bb-H26Cb
C27Bb-H25Bb
C27Bb-H27Ab
C27Bb-H27Bb
C27Bb-H27Cb
C267b-H25Ab
C(32)-0(2)-C(2)

C24Bb-0(3)-C(3)

C24a-0(3)-C(3)
C(7)-0(5)-C(31)

1.521(4)
1.531(4)
1.541(4)
1.570(4)
0.9800
0.9600
0.9600
0.9600
0.9600
0.9600
0.9600
1.21(3)
1.47(2)
1.463(7)
1.463(6)
1.482(7)
0.9799
0.9799
0.9800
0.5015
0.9600
0.9600
0.9600
0.5221
0.9600
0.9600
0.9600
0.4892
120.0(2)
119.8(11)
119.2(12)

115.4(3)

010a-C24a
C24a-C25a
C25a-C26a
C25a-C27a
C267b-H26Db
C267b-H26Eb
C267b-H26FDb
C(28)-H(28A)
C(28)-H(28B)
C(28)-H(28C)
C(29)-H(294)
C(29)-H(29B)
C(29)-H(29Q)
C(30)-H(30)
C(31)-H(31A)
C(31)-H(31B)
C(31)-H(31Q)
C(32)-09Bb
C(32)-09a
C(32)-C33a
C(32)-C33Bb
C33a-H33Aa
C33a-H33Ba
C33a-H33Ca
C33Bb-H33Ab
C33Bb-H33Bb

C33Bb-H33Cb

C(4)-C(5)-H(5)
C(10)-C(5)-H(5)
C(7)-C(6)-C(5)
C(7)-C(6)-H(6A)
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1.19(3)
1.55(3)
1.449(6)
1.481(7)
0.9600
0.9600
0.9600
0.9600
0.9600
0.9600
0.9600
0.9600
0.9600
0.9300
0.9600
0.9600
0.9600
1.166(17)
1.23(2)
1.45(2)
1.55(2)
0.9600
0.9600
0.9600
0.9600
0.9600

0.9600

105.7
105.7
112.6(2)

109.1



C(16)-0(7)-C(17)
C(23)-0(8)-C(21)
0(1)-C(1)-C(10)
0(1)-C(1)-C(2)
C(10)-C(1)-C(2)
0(2)-C(2)-C(1)
0(2)-C(2)-C(30)
C(1)-C(2)-C(30)
0(2)-C(2)-C(3)
C(1)-C(2)-C(3)
C(30)-C(2)-C(3)
0(3)-C(3)-C(4)
0(3)-C(3)-C(2)
C(4)-C(3)-C(2)
0(3)-C(3)-H(3)
C(4)-C(3)-H(3)
C(2)-C(3)-H(3)
C(29)-C(4)-C(3)
C(29)-C(4)-C(28)
C(3)-C(4)-C(28)
C(29)-C(4)-C(5)
C(3)-C(4)-C(5)
C(28)-C(4)-C(5)
C(6)-C(5)-C(4)
C(6)-C(5)-C(10)
C(4)-C(5)-C(10)
C(6)-C(5)-H(5)
H(11A)-C(11)-H(11B)
C(11)-C(12)-C(13)
C(11)-C(12)-H(12A)
C(13)-C(12)-H(12A)

C(11)-C(12)-H(12B)

122.2(2)
105.8(3)
124.9(3)
122.4(3)
112.0(2)
112.0(2)
102.2(2)
103.7(2)
112.5(2)
111.6(2)
114.2(2)
109.4(2)
106.1(2)
113.0(2)
109.5

109.5

109.5

108.9(2)
106.7(3)
108.9(2)
111.4(2)
107.8(2)
113.1(2)
112.8(2)
113.7(2)
112.4(2)
105.7

107.9

114.5(2)
108.6

108.6

108.6

C(5)-C(6)-H(6A)
C(7)-C(6)-H(6B)
C(5)-C(6)-H(6B)
H(6A)-C(6)-H(6B)
0(4)-C(7)-0(5)
0(4)-C(7)-C(6)
0(5)-C(7)-C(6)
C(30)-C(8)-C(9)
C(30)-C(8)-C(14)
C(9)-C(8)-C(14)
C(8)-C(9)-C(11)
C(8)-C(9)-C(10)
C(11)-C(9)-C(10)
C(8)-C(9)-H(9)
C(11)-C(9)-H(9)
C(10)-C(9)-H(9)
C(1)-C(10)-C(19)
C(1)-C(10)-C(9)
C(19)-C(10)-C(9)
C(1)-C(10)-C(5)
C(19)-C(10)-C(5)
C(9)-C(10)-C(5)
C(12)-C(11)-C(9)
C(12)-C(11)-H(11A)
C(9)-C(11)-H(11A)
C(12)-C(11)-H(11B)
C(9)-C(11)-H(11B)
0(7)-C(17)-H(17)
C(20)-C(17)-H(17)
C(13)-C(17)-H(17)
C(13)-C(18)-H(18A)
C(13)-C(18)-H(18B)

109.1
109.1
109.1
107.8
123.1(3)
125.7(3)
111.1(3)
122.0(2)
122.8(2)
115.0(2)
111.9(2)
111.7(2)
113.4(2)
106.4
106.4
106.4
109.2(2)
101.9(2)
110.3(2)
110.1(2)
114.8(2)
109.7(2)
112.4(3)
109.1
109.1
109.1
109.1
107.8
107.8
107.8
109.5
109.5
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C(13)-C(12)-H(12B)
H(12A)-C(12)-H(12B)
C(17)-C(13)-C(14)
C(17)-C(13)-C(18)
C(14)-C(13)-C(18)
C(17)-C(13)-C(12)
C(14)-C(13)-C(12)
C(18)-C(13)-C(12)
C(8)-C(14)-C(15)
C(8)-C(14)-C(13)
C(15)-C(14)-C(13)
C(8)-C(14)-H(14)
C(15)-C(14)-H(14)
C(13)-C(14)-H(14)
C(16)-C(15)-C(14)
C(16)-C(15)-H(15A)
C(14)-C(15)-H(15A)
C(16)-C(15)-H(15B)
C(14)-C(15)-H(15B)
H(15A)-C(15)-H(15B)
0(6)-C(16)-0(7)
0(6)-C(16)-C(15)
0(7)-C(16)-C(15)
0(7)-C(17)-C(20)
0(7)-C(17)-C(13)
C(20)-C(17)-C(13)
C26a-C25a-C24a
C27a-C25a-C24a
C26a-C25a-H25a
C27a-C25a-H25a
C24a-C25a-H25a

C25a-C26a-H26Aa

108.6
107.6
107.0(2)
111.6(2)
110.6(3)
109.6(2)
109.0(2)
109.0(2)
114.3(2)
113.5(2)
108.9(2)
106.5
106.5
106.5
115.4(2)
108.4
108.4
108.4
108.4
107.5
117.6(3)
122.8(3)
119.4(3)
105.7(2)
112.2(2)
115.4(2)
114.9(13)
111.9(14)
98.3
98.3
98.3

109.5

H(18A)-C(18)-H(18B)
C(13)-C(18)-H(18C)
H(18A)-C(18)-H(18C)
H(18B)-C(18)-H(18C)
C(10)-C(19)-H(19A)
C(10)-C(19)-H(19B)
H(19A)-C(19)-H(19B)
C(10)-C(19)-H(19C)
H(19A)-C(19)-H(19C)
H(19B)-C(19)-H(19C)
C(21)-C(20)-C(22)
C(21)-C(20)-C(17)
C(22)-C(20)-C(17)
C(20)-C(21)-0(8)
010a-C24a-C25a
C(20)-C(21)-H(21)
0(8)-C(21)-H(21)
C(23)-C(22)-C(20)
C(23)-C(22)-H(22)
C(20)-C(22)-H(22)
C(22)-C(23)-0(8)
C(22)-C(23)-H(23)
0(8)-C(23)-H(23)
010a-C24a-0(3)
0(3)-C24a-C25a
C26a-C25a-C27a
C24Bb-C25Bb-H25Bb
H25Ab-C25Bb-H25Bb
C267b-C25Bb-H25Ch
C24Bb-C25Bb-H25Ch
C27Bb-C25Bb-H25Ch

H25Ab-C25Bb-H25Cb

109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
105.7(3)
125.8(3)
128.5(3)
110.8(3)
123(2)
124.6
124.6
106.1(3)
127.0
127.0
111.6(3)
1242
124.2
124(2)
112.7(19)
126.9(11)
108.3
111.4
110.4
110.1
110.4

108.0
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C25a-C26a-H26Ba
H26Aa-C26a-H26Ba
C25a-C26a-H26Ca
H26Aa-C26a-H26Ca
H26Ba-C26a-H26Ca
C25a-C27a-H27Aa
C25a-C27a-H27Ba
H27Aa-C27a-H27Ba
C25a-C27a-H27Ca
H27Aa-C27a-H27Ca
H27Ba-C27a-H27Ca
010Bb-C24Bb-0(3)
010Bb-C24Bb-C25Bb
0(3)-C24Bb-C25Bb
C26Bb-C25Bb-C267b
C26Bb-C25Bb-C24Bb
C267b-C25Bb-C24Bb
C26Bb-C25Bb-C27Bb
C267b-C25Bb-C27Bb
C24Bb-C25Bb-C27Bb
C26Bb-C25Bb-H25Ab
C24Bb-C25Bb-H25Ab
C27Bb-C25Bb-H25Ab
C26Bb-C25Bb-H25Bb
C267b-C25Bb-H25Bb
H25Ab-C267b-H26Fb
H26Db-C267b-H26Fb
H26Eb-C267b-H26Fb
C(4)-C(28)-H(28A)
C(4)-C(28)-H(28B)
H(28A)-C(28)-H(28B)
C(4)-C(28)-H(28C)

109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
123.4(19)
124.2(19)
112.2(19)
108.4(8)
116.4(12)
107.3(9)
105.5(8)
103.4(8)
114.9(15)
106.3
106.3
106.9
108.2
107.9
1125
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5

H25Bb-C25Bb-H25Cb
C25Bb-C26Bb-H26Ab
H25Cb-C26Bb-H26Ab
C25Bb-C26Bb-H26Bb
H25Cb-C26Bb-H26Bb
H26Ab-C26Bb-H26Bb
C25Bb-C26Bb-H26Cb
H25Cb-C26Bb-H26Cb
H26Ab-C26Bb-H26Cb
H26Bb-C26Bb-H26Cb
C25Bb-C27Bb-H27Ab
H25Bb-C27Bb-H27Ab
C25Bb-C27Bb-H27Bb
H25Bb-C27Bb-H27Bb
H27Ab-C27Bb-H27Bb
C25Bb-C27Bb-H27Cb
H25Bb-C27Bb-H27Cb
H27Ab-C27Bb-H27Cb
H27Bb-C27Bb-H27Cb
C25Bb-C267b-H26Db
H25Ab-C267b-H26Db
C25Bb-C267b-H26Eb
H25Ab-C267b-H26Eb
H26Db-C267b-H26Eb
C25Bb-C267b-H26Fb
C(32)-C33a-H33Aa
C(32)-C33a-H33Ba
H33Aa-C33a-H33Ba
C(32)-C33a-H33Ca
H33Aa-C33a-H33Ca
H33Ba-C33a-H33Ca

C(32)-C33Bb-H33Ab

112.5
109.5
103.9
109.5
122.1
109.5
109.5
101.8
109.5
109.5
109.5
109.2
109.5
98.1

109.5
109.5
120.3
109.5
109.5
109.5
102.3
109.5
113.3
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
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H(28A)-C(28)-H(28C)
H(28B)-C(28)-H(28C)
C(4)-C(29)-H(29A)
C(4)-C(29)-H(29B)
H(29A)-C(29)-H(29B)
C(4)-C(29)-H(29C)
H(29A)-C(29)-H(29C)
H(29B)-C(29)-H(29C)
C(8)-C(30)-C(2)
C(8)-C(30)-H(30)
C(2)-C(30)-H(30)
0(5)-C(31)-H(31A)
0(5)-C(31)-H(31B)
H(31A)-C(31)-H(31B)
0(5)-C(31)-H(31C)
H(31A)-C(31)-H(31C)
H(31B)-C(31)-H(31C)
09Bb-C(32)-0(2)
09a-C(32)-0(2)
09a-C(32)-C33a
0(2)-C(32)-C33a
09Bb-C(32)-C33Bb

109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
125.5(2)
117.2
117.2
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
124.7(7)
122.6(11)
126.2(16)
109.5(12)
122.5(15)

C(32)-C33Bb-H33Bb
H33Ab-C33Bb-H33Bb
C(32)-C33Bb-H33Cb
H33Ab-C33Bb-H33Cb

H33Bb-C33Bb-H33Cb

109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
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Tabla A4. Parametros de desplazamiento anisotrépico (A2 x 103) [°] para la humilinélida G
(13). El exponente del factor de desplazamiento anisotrépico tiene la forma: -2m2 [h2a*2U11 +

w2 hka* b* U]

U1 Uz Uss Uzs Uiz U1z
0(1) 76(2) 69(1) 55(1) “11(1) 19(1) 16(1)
0(2) 44(1) 63(1) 60(1) 11(1) 11(1) 4(1)
0(3) 48(1) 48(1) 58(1) -13(1) 1(1) 5(1)
0(4) 78(2) 64(1) 58(1) 1(1) 13(1) 10(1)
0(5) 107(2) 83(2) 51(1) 19(1) 5(1) 10(2)
0(6) 79(2) 54(1) 101(2) -1(1) 7(1) -13(1)
0(7) 53(1) 50(1) 59(1) 12(1) 6(1) -9(1)
0(8) 76(2) 99(2) 85(2) 11(2) 27(2) -10(2)
c(1) 51(2) 50(2) 44(1) 3(1) 4(1) 13(1)
c(2) 41(1) 48(1) 46(1) 3(1) 8(1) 4(1)
c(3) 39(1) 49(1) 51(2) -6(1) 4(1) 6(1)
C(4) 50(2) 51(1) 47(1) 0(1) 1(1) 10(1)
c(5) 54(2) 36(1) 41(1) 2(1) 6(1) 6(1)
c(6) 72(2) 44(1) 53(2) 9(1) 9(2) 5(1)
c(7) 67(2) 56(2) 48(2) 9(1) 1(2) -3(2)
c(8) 46(1) 46(1) 33(1) 5(1) 4(1) 3(1)
C(9) 58(2) 44(1) 42(1) -15(1) o) -2(1)
C(10) 62(2) 38(1) 46(1) -8(1) 5(1) 5(1)
c(11) 62(2) 43(1) 66(2) 12(1) 5(2) 12(1)
C(12) 55(2) 65(2) 62(2) -26(2) -1(1) -16(1)
c(13) 41(1) 61(2) 47(1) 13(1) 7(1) -5(1)
C(14) 50(2) 61(2) 36(1) -5(1) -2(1) 3(1)
C(15) 45(2) 63(2) 58(2) 15(1) -2(1) 10(1)
C(16) 41(1) 52(2) 66(2) 1(1) 3(1) 1(1)

C(17) 39(1) 46(1) 49(1) -9(1) -3(1) -5(1)
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Tabla A4 (continuacién). Parametros de desplazamiento anisotrépico (A2 x 103) [°] para la
humilinélida G (13). El exponente del factor de desplazamiento anisotrdpico tiene la forma: -

2m2[h2a*2U11 + ... + 2 h k a* b* Uy].

U1 Uz Uss Uzs Uiz U1z
c(18) 48(2) 97(3) 60(2) 17(2) 16(1) “4(2)
c(19) 89(2) 42(1) 70(2) -14(1) 7(2) 7(2)
C(20) 44(1) 53(1) 50(1) -14(1) 3(1) -8(1)
c(21) 64(2) 89(2) 63(2) 11(2) 12(2) 0(2)
c(22) 51(2) 62(2) 78(2) 9(2) 8(2) 2(1)
c(23) 55(2) 83(2) 93(3) 20(2) 19(2) 11(2)
010a 47(4) 83(8) 100(7) -32(5) -10(4) -5(5)
C24a 51(4) 66(6) 74(7) -18(5) -6(5) -3(5)
C25a 73(4) 65(4) 80(6) -26(4) -8(5) 5(4)
C26a 86(5) 65(9) 105(7) -7(6) 57(6) 0(4)
C27a 81(7) 69(4) 107(8) -5(6) 14(7) 2(4)
010Bb 85(4) 80(6) 175(12) -37(7) 11(8) -22(4)
C24Bb 74(4) 51(4) 90(8) -14(4) 7(6) -3(3)
C25Bb 103(4) 57(4) 66(4) 17(3) 13(4) 6(3)
C26Bb 104(6) 45(7) 133(10) -25(6) 59(7) -1(5)
C27Bb 124(10) 102(9) 96(8) -35(7) -2(8) -5(8)
C267b 80(6) 62(5) 104(6) 3(4) 7(5) 11(4)
c(28) 64(2) 66(2) 72(2) 5(2) 0(2) 21(2)
c(29) 66(2) 75(2) 46(2) 1(1) 7(1) -3(2)
C(30) 45(1) 41(1) 43(1) 1(1) 6(1) 6(1)
c(31) 157(5) 128(4) 53(2) 17(2) 26(3) 11(4)
c(32) 47(2) 84(2) 70(2) 9(2) 9(2) 8(2)
09a 75(9) 88(8) 118(11) 15(6) 9(7) 22(6)
C33a 40(7) 116(12) 98(8) 28(7) 21(6) -4(7)
09Bb 38(5) 88(8) 61(5) 19(5) 13(4) 17(4)

C33Bb 55(11) 146(18) 121(14) 80(14) 18(9) 7(11)
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Tabla A5. Coordinadas de hidrégeno (x104) y parametros de desplazamiento isotrépico (A2 x

103) para la humilinélida G (13).

H(3)
H(5)
H(6A)
H(6B)
H(9)
H(11A)
H(11B)
H(124)
H(12B)
H(14)
H(15A)
H(15B)
H(17)
H(18A)
H(18B)
H(18C)
H(19A)
H(19B)
H(19C)
H(21)
H(22)
H(23)
H25a
H26Aa
H26Ba
H26Ca

H27Aa

X y A U(eq)
9547 4450 7203 56
6994 3614 7499 53
6585 2074 7751 67
7673 2096 8229 67
6360 2991 5519 58
5314 2315 6489 68
5415 3075 7118 68
3772 3152 6493 73
4283 3113 5603 73
5327 4403 5085 59
6133 5750 5447 66
4922 5764 5224 66
5110 4414 7286 54
3451 4503 5096 102
3331 5232 5757 102
2784 4348 5909 102
7510 1798 5742 100
6941 1617 6594 100
8183 1698 6560 100
4051 3538 8314 87
2305 5340 7214 77
1273 4684 8311 92
8118 5980 9144 87
6766 5386 9065 128
6626 5534 8104 128
6331 6259 8736 128
7855 7328 9006 129




Anexos

Tabla A5 (Continuacién). Coordinadas de hidrégeno (x104) y parametros de desplazamiento
isotrépico (A2 x 103) para la humilinélida G (13).

X y z U(eq)
H27Ba 8042 7277 8040 129
H27Ca 8972 7064 8658 129
H25Ab 7814 6676 7694 91
H25Bb 8290 6647 8633 91
H25Cb 7269 6072 8361 91
H26Ab 6463 5899 8017 141
H26Bb 6577 6496 8796 141
H26Cb 6987 5554 8837 141
H27Ab 8868 7282 8604 161
H27Bb 8714 6558 9267 161
H27Cb 7791 7205 9091 161
H26Db 7387 6605 7052 123
H26Eb 8468 7058 7254 123
H26Fb 7410 7390 7655 123
H(28A) 9559 2761 6922 101
H(28B) 9369 2327 7790 101
H(28C) 10166 3091 7713 101
H(29A) 9288 3998 8742 94
H(29B) 8637 3171 8939 94
H(29C) 8043 4033 8776 94
H(30) 7267 5216 6107 52
H(31A) 6357 3181 10332 169
H(31B) 6360 2247 10676 169
H(31C) 5396 2574 10144 169
H33Aa 11265 4918 4864 127
H33Ba 10221 5458 4794 127
H33Ca 10288 4563 4366 127
H33Ab 11225 4822 4700 161
H33Bb 10929 5595 5274 161
H33Cb 10146 5304 4569 161
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Tabla A6. Enlaces de hidrégeno para para la humilinélida G (13) [A y °].

Anexos

D-H..A d(D-H) d(H...A) d(D...A) <(DHA)
C(3)-H(3)..09a 0.98 2.46 2.99 (2) 113.1
C(3)-H(3)..09Bb 0.98 2.37 2.947(14) 117.2
C(21)-H(21)..0(4) 0.93 2.59 3.390(5) 145.1
C(23)-H(23)..010a#1 0.93 2.48 3.353(18) 156.5
C(23)-H(23)..010Bb#1 0.93 2.66 3.465(19) 145.2
C(31)-H(31B)..0(8)#2 0.96 2.65 3.542(6) 155.5

Transformaciones de simetria usadas para generar los atomos equivalentes: #1 x-1,y,z #2 x+1/2,-

y+1/2,-2+2

Figura A1. Celda cristalografica de la humilinélida G (13).

143



Anexos | 144

Anexo 4: Parametros de selectividad del método CLAE para la cuantificacién de las
mexicandlidas de S. humilis

\ oz \
\ \
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\ \ \
o1 \ o \ \
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Figura A1l. Espectros UV de la mexicanélida metil-2-hidroxi-3-f-tigloiloxi-1-oxomeliac-8(30)-
enato (3) (panel A, 1 mg/ml), de 3 en la matriz de trabajo (panel B, 1 mg/ml) y de una mezcla
de 3 con la matriz de trabajo (panel C, 0.5 mg/ml).
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Anexo 5: Cursos temporales del efecto hipoglucemiante agudo de preparados y compuestos
de S. humilis en ratones normoglucémicos e hiperglucémicos.
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Figura A1l. Efecto hipoglucemiante agudo de la decoccién de S. humilis (DSH) en ratones
normoglucémicos (Panel A) e hiperglucémicos (Panel B). VEH, vehiculo (NaCl 0.9%); GLI, glibenclamida
(15 mg/kg). Cada punto representa el promedio + EEM para los animales de cada grupo (n = 6).
ANADEVA de 2 vias, post hoc Bonferroni, *p < 0.05, **p < 0.01, y ***p < 0.001.
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Figura A2. Efecto hipoglucemiante agudo del extracto hexanico de S. humilis (HSH) en ratones
normoglucémicos (Panel A) e hiperglucémicos (Panel B). VEH, vehiculo (NaCl 0.9%); GLI, glibenclamida
(15 mg/kg). Cada punto representa el promedio + EEM para los animales de cada grupo (n = 6).
ANADEVA de 2 vias, post hoc Bonferroni, *p < 0.05, **p < 0.01, y ***p < 0.001.
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Figura A3. Efecto hipoglucemiante agudo de la mexicandlida 12 en ratones normoglucémicos (Panel A)
e hiperglucémicos (Panel B). VEH, vehiculo (NaCl 0.9%); GLI, glibenclamida (15 mg/kg). Cada punto
representa el promedio * EEM para los animales de cada grupo (n = 6). ANADEVA de 2 vias, post hoc
Bonferroni, *p < 0.05, **p < 0.01, y ***p < 0.001.
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Figura A4. Efecto hipoglucemiante agudo de la mexicanoélida 3 en ratones normoglucémicos (Panel A)
e hiperglucémicos (Panel B). VEH, vehiculo (NaCl 0.9%); GLI, glibenclamida (15 mg/kg). Cada punto
representa el promedio +# EEM para los animales de cada grupo (n = 6). ANADEVA de 2 vias, post hoc
Bonferroni, *p < 0.05, **p < 0.01, y ***p < 0.001.
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Anexo 6: Diagramas de Ramachandran de los receptores 5-HT2¢ y 5-HT2z.
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Figura Al. Diagramas de Ramachandran del receptor 5-HT,c obtenidos usando la herramienta
MolProbity.
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7 Ls-199

ILE-192

Figura A3. Modelo del receptor 5-HT¢ con los residuos de aminoacido que no pertenecen a regiones
permitidas y/o favorecidas sefialados. Se muestran los siete dominios transmembranales (cartén gris)
y los aminoacidos en bastones naranja. Imagen preparada con PyMOL.
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An aqueous extract from the seeds of Swietenia humilis (31.6-100 mg/kg bw) lowered (p < 0.05) blood
glucose levels in normal and nicotinamide-streptozotocin (NA-STZ)-induced hyperglycemic mice. Fur-
thermore, when administered to fructose-fed rats with metabolic syndrome, the decoction showed sig-
nificant antihyperglycemic, hypoglycemic and hypolipidemic effects, as well as an augmentation of
hepatic glycogen. Limonoids 2-hydroxy-destigloyl-6-deoxyswietenine acetate (1), humulin B (2),
methyl-2-hydroxy-3-g-isobutyroxy-1-oxomeliac-8(30)-enate (3), methyl-2-hydroxy-3-p-tigloyloxy-1-

?\fv);::::ii;:humilis oxomeliac-8(30)-enate (4), humilinolide G (5), humilinolide C (6), methyl-2-hydroxy-3-p-isobutyoyl-
Meliaceae 80,,300-epoxy-1-oxo-meliacate (7), and humilinolide H (8), were isolated from a CH,Cl,-MeOH (1:1)

extract of the seeds. Compounds 5 and 8 are analogs of compounds 6 and 7. The structure of 5 was
unequivocally established by X-ray analysis. When tested in normal and NA-STZ-hyperglycemic mice,
compounds 1, 2, and 4 (3.16-31.6 mg/kg bw) decreased glycemia during an oral glucose tolerance test.
The present investigation sustains the contemporary popular uses of S. humilis seeds for treating meta-
bolic disorders, including diabetes and dyslipidemia and demonstrates the potential of the mexicanolides
as antihyperglycemic agents.

Mexicanolides
Type 2 diabetes mellitus
Antihyperglycemic agent

© 2014 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

The prevalence of chronic metabolic disorders, such as obesity,
dyslipidemia, hypertension and fasting hyperglycemia, is dramati-
cally increasing worldwide. These conditions, clustered as meta-
bolic syndrome, are among the major economic and medical
burdens in middle-income countries. They are also related to an
augmentation in morbidity and mortality of cancer, cardiovascular
accidents, and type 2 diabetes mellitus (T2DM) (Guarente, 2008).
According to the International Diabetes Federation, T2DM affects
382 million people (IDF, 2013). As a result, diabetic patients are
demanding safer and more efficient treatments to ameliorate their
impaired glycemic condition. In this context, plants used in tradi-
tional medicine are valuable sources of phytotherapeutic prepara-
tions and leads for development of new antidiabetic drugs (Hung
et al., 2012). Of the nearly 3500 species medicinally used in Mexi-
can folk medicine, up to 383 species are employed for the treat-
ment of T2DM (Andrade-Cetto and Heinrich, 2005; Mata et al.,
2013). One of these species is Swietenia humilis Zucc. (Meliaceae),

I " o«

commonly named as “zopilote”, “gateado”, “cobano” and “caobil-
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la”, a medium size tree grown in the tropical areas of Mexico.
The seeds of the plant are valued as “blood depuratives”, a popular
way to define hypoglycemic and hypolipidemic agents (Andrade-
Cetto and Heinrich, 2005; Romero-Cerecero et al., 2009). Previous
phytochemical investigations of the seeds of S. humilis led to the
isolation and identification of several tetranortriterpenoids of the
mexicanolide group, including humulin B (2), methyl-2-hydroxy-
3-p-isobutyroxy-1-oxomeliac-8(30)-enate (3), methyl-2-hydroxy-
3-B-tigloyloxy-1-oxomeliac-8(30)-enate (4), and humilinolide C
(6) (Jiménez et al., 1998; Okorie and Taylor, 1971; Segura-Correa
et al,, 1993) (Scheme 1).

As part of our efforts to establish the efficacy of selected Mexi-
can plants as hypoglycemic agents, in this work the hypoglycemic,
antihyperglycemic and hypolipidemic effects of an aqueous extract
and compounds from the seeds of S. humilis are described.

2. Results and discussion
2.1. In vivo assays with the aqueous extract
2.1.1. Acute oral toxicity in mice
Raw and dried (crude drug) S. humilis seeds and their decoctions

(phytopreparation obtained by boiling the drug with water) are
consumed as antidiabetic agents in Mexican folk medicine. Thus,
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dried seeds and the corresponding decoction (SHD) were assessed
for their potential acute toxicity according to the Lorke procedure
(Lorke, 1983). Mice received a single intragastric dose (10-
5000 mg/kg) of the phytopreparation or crude drug in two inde-
pendent stages. In each case, the animals were observed during
14 days. The results showed there were neither changes in behav-
ioral patterns and body weight, nor mice death. Furthermore, no
signs of macroscopic organs damage were detected. The calculated
LDsg’s of the preparation and crude drug were higher than
5000 mg/kg (Lorke, 1983). Therefore, the seeds did not provoke
acute toxicity in mice.

2.1.2. Hypoglycemic and antihyperglycemic potential of S. humilis
decoction (SHD) in mice

The hypoglycemic and antihyperglycemic effects of SHD were
evaluated in normoglycemic and nicotinamide-streptozotocin
(NA-STZ)-hyperglycemic mice using logarithmic doses chosen
according to standard protocols (Frode and Medeiros, 2008;
Kecskemeti et al., 2002; Wojcikowski and Gobe, 2014). The NA-
STZ model is widely used for evaluating potential antidiabetic drugs
since the cytotoxic action of STZ in pancreatic B-cells is partially
diminished by NA, affording mice with hyperglycemia and glucose
intolerance as in T2DM (Szkudelski, 2001; Tahara et al., 2008). As
shownin Figs.S1 and 1, SHD (100 mg/kg) caused a significant reduc-
tion in blood glucose levels in both normal and hyperglycemic mice
when compared with vehicle-treated groups (p < 0.05); hyperglyce-
mic mice treated with 31.6 mg/kg and 316 mg/kg of SHD also
showed an attenuation in glycemia (Table S1). The antihyperglyce-
mic action of SHD (100-316 mg/kg) was established during an oral
glucose tolerance test (OGTT); all doses tested inhibited the post-
prandial peak provoked by the glucose load in normal and hypergly-
cemic mice, although the effect was not dose-dependent (Figs. S2A
and 2A, respectively). On the other hand, SHD (100-316 mg/kg)
did not inhibit the postprandial peak at any of the doses tested dur-
ing an oral sucrose tolerance test in normoglycemic mice; but when
tested in hyperglycemic mice a significant reduction of the post-
prandial peak was observed (Table S2).

22001
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18001
1600 T L - L
14001 . l 5

12001 ]
10001
8001
600
400/
200

AUC [(mg x hy/dI]

VEH GLI 316 100 316 316 10 316 316 10 316
SHD (mg/kg) 1 (mg/kg) 4 (mg/kg)

Fig. 1. Hypoglycemic action of SHD and compounds 1 and 4 from S. humilis in NA-
STZ-hyperglycemic mice. AUC: area under the curve; VEH: vehicle; GLI: glibencla-
mide. Each bar represents the mean + SEM for 6 mice in each group. *p <0.05 and
**p<0.01 significantly different ANOVA followed by Dunnett post hoc test for
comparison with respect to vehicle control.

2.1.3. Antihyperglycemic, hypoglycemic and hypolipidemic potential of
SHD in rats

The antihyperglycemic, hypoglycemic and hypolipidemic effects
of S. humilis in rats fed with fructose were assessed. This model was
alsoincluded considering that fructose induces metabolic syndrome
in rats (fructose-fed metabolic syndrome, FF-MS); the animals
developed typical features of this condition including body weight
increment, impaired glucose tolerance, dyslipidemia and hypergly-
cemia (Lim et al., 2010; Panchal and Brown, 2011; Wilson and Islam,
2012). As shown in Table 1, SHD (100 and 316 mg/kg) caused a sig-
nificant inhibition of the postprandial peak during an OGTT when
compared with vehicle-treated group (p <0.01). Moreover, daily
administration of SHD (100 mg/kg) during a week provoked a signif-
icant hypoglycemic effect, reduction in both serum triglycerides and

R, R,
2 H Ac
(0]
7 H NG
(@]
8 Ac N

Scheme 1. Mexicanolides isolated from S. humilis seeds.
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Fig. 2. Effect of SHD (A), 1 (B), 2 (C), and 4 (D) on blood glucose levels in NA-STZ-hyperglycemic mice during an OGTT. VEH: vehicle; MTF: metformin. Each point represents
the mean + SEM for 6 mice in each group. *p < 0.05, **p < 0.01 and ***p < 0.001 significantly different two-way ANOVA followed by Bonferroni post hoc test for comparison with

respect to vehicle control at the same time.

Table 1

Effect of the decoction of the seeds of S. humilis (SHD) on blood glucose levels in Sprague Dawley rats with metabolic syndrome induced with fructose feeding (FF-MS) during an

OGTT.?

Test samples Dose (mg/kg) Initial glycemia (mg/dL)

% Variation of glycemia

0 min 30 min 60 min 90 min 120 min
Vehicle 96.7 +4.4 87.4+99 293 +11.1 12.2+35 12.6+48
SHD 100 91.3+23 492+4.7" 459+3.8 25.2+88 11.6+1.1
SHD 316 91.8+3.1 61.2+4.5" 39.2+4.4 23.8+5.0 13.7+3.8
Metformin 200 92.2+5.1 304+22° 22.8+2.8 9.9+3.1 6.5+2.7

2 Each value is the mean + SEM for six rats in each group.

b p<0.01 significantly different two-way ANOVA followed by Bonferroni post hoc test for comparison with respect to vehicle group values at the same time.

uric acid, without any significant changes in fasting insulin levels or
body weight. However, an augmentation of glycogen content and a
reduction in abdominal fat were observed when compared with rats
fed only with fructose (Table 2). This result contrasts with the effect
reported by De and collaborators for an aqueous-methanolic extract
of the related species S. mahagoni; they found that administration of
this extract to STZ-diabetic rats during 21 days lowered glycogen
levels (De et al., 2011).

Altogether, the above results showed that the amelioration of
the impaired glycemic condition provoked by SHD in NA-STZ mice
and in FF-MS rats is due to modifications in peripheral glucose
uptake, rather than by inhibition of the intestinal a-glucosidases.
The reduction of the postprandial peak observed during the OGTTs,
as well as the increment of hepatic glycogen in FF-MS rats indi-
cated that the hypoglycemic effect of the decoction involves an

insulin-sensitizing mechanism (Wilson and Islam, 2012). The fact
that the levels of insulin did not increase in treated FF-MS rats is
in agreement with this proposal. Furthermore, the reduction in
blood triglycerides is compatible with an increment in glucose-
uptake in adipose tissue, where energy is stored as triglycerides
(Leto and Saltiel, 2012; Lim et al., 2010). These effects are also
consistent with the use of this species as blood depurative agent.

2.2. Phytochemical investigation

In order to identify the compounds responsible for the observed
antihyperglycemic and hypoglycemic effects of the species, an
organic extract prepared from the seeds was subjected to chromato-
graphic fractionation. This process led to the isolation of eight limo-
noids of the mexicanolide type, of which 5 and 8 (humilinolides G
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Table 2
Effect of the decoction of the seeds of S. humilis (SHD) on several metabolic parameters in FF-MS rats.”
Standard diet FF-MS SHD 100 mg/kg SHD 316 mg/kg

Body weight (g) 381.7 5.2 426.0+2.6° 421.0+5.8° 435.7+9.8"
Liver weight (g) 95+1.2 12.5+0.2" 16.1£0.5" 15.8 +0.9°
Abdominal fat (g) 89+1.0 14.4%0.6° 8.9+0.9° 9.6 £1.0°
Lee index 297.1£27 3114+1.1° 3122+14° 313.7£2.7°
Fasting glucose (mmol/L) 6.7+0.2 7.9+04° 6.4+0.1° 6.8 £0.3¢
Fasting triglycerides (mmol/L) 0.89 +0.06 1.60 £ 0.08" 1.28 +0.12¢ 1.5+0.08
Fasting total cholesterol (mmol/L) 2.52+0.03 2.48 £0.07 2.48 £0.07 2.44+0.07
Fasting uric acid (mmol/L) 0.07 £0.01 0.05+0.01 0.03 + 0.003¢ 0.03 £0.01°¢
Fasting insulin (ng/ml) 0.885 +0.070 0.7100.032" 0.681+0.038 0.724 £ 0.043
Glycogen content (mg glucose/g hepatic tissue) 38.26+6.10 2424 +2.02 47.54 +4.0° 25.64+1.97

2 Each value is the mean + SEM for six rats in each group.

b p<0.05 significantly different ANOVA followed by Dunnett post hoc test for comparison with respect to standard diet-fed rats.
¢ p<0.05 significantly different ANOVA followed by Dunnett post hoc test for comparison with respect to fructose-fed rats.

and H, respectively) are reported for the first time and 1 is new to the
species. All structures were elucidated using one- and two-dimen-
sional NMR spectroscopic techniques and by comparison of their
spectroscopic and spectrometric data with those previously
described (Jiménez et al., 1998; Segura-Correa et al., 1993;
Mulholland and Taylor, 1988).

Compounds 5 and 8 showed molecular formulas of C33H42010
and Cs33H4,014, respectively. The IR spectra of both compounds
exhibited typical absorptions related to the presence of ketone
(1725 cm™1), carboxymethyl (1223 cm™!), furan (1504 cm™1), and
ester (1197 cm™ ') Moieties. Analysis of the NMR spectroscopic data
(Table 3) clearly indicated that both compounds were limonoids
from the mexicanolide group. Comparative analysis of the '3C and

'H NMR spectra indicated that compounds 5 and 6 were very similar
(Segura-Correa et al., 1993), varying only in the signals for the acid
residue esterifying the hydroxyl group at C-3. Thus, the resonances
for the tigloyl group in 6 were replaced by those of an isobutyryl
moiety [6c 176.1, 34.1, 18.7, and 19.3; Jy 2.65 (m), 1.18 (d) and
1.17 (d)] in 5. The NMR spectra of 5 also showed common signals
for a trisubstituted olefin (6c 137.7 and 125.7; 5y 5.38), and a quater-
nary carbon bearing an acetoxy group (¢ 169.3, 85.1 and 21.7; oy
2.12). The resonances due to H-3 (dy 5.54) and H-30 (éy 5.38)
appeared as a sharp singlet and as a triplet, respectively, and were
consistent with the presence of an ester residue at C-2. The place-
ment of the isobutyryloxy group at C-3 was confirmed by analysis
of the HMBC spectrum, since the carbonyl signal at 176.1 (C-24)

Table 3
NMR spectroscopic data ['H (400 MHz), *C (100 MHz)] for 5 and 8 in CDCls.
Position 5 8
dc, Type ou (J in Hz) dc, Type on (J in Hz)
1 208.1, C 205.1,C
2 85.1,C 85.5,C
3 79.3, CH 5.54 (s) 79.7, CH 5.84 (s)
4 405, C 41.1,C
5 41.6, CH 3.32 (dd, 9.73,1.86) 421, CH 3.11 (m)
6a 32.8, CH, 2.41 (dd, 17.03,9.77) 33.1, CH, 2.39 (dd, 16.82, 9.66)
6b 2.32 (m)® 2.31 (m)*
7 174.0,C 1742, C
8 137.7,C 629, C
9 56.5, CH 2.27 (m) 55.6, CH 1.90 (m)*
10 50.5, C 504, C
11a 20.5, CH, 2.08 (m) 19.6, CH, 1.90 (m)?
11b 1.68 (m) 1.82 (m)
12a 34.4, CH, 1.68 (m) 33.4, CH, 2.0 (m)
12b 1.42 (ddd, 17.18, 7.85, 3.34) 1.2 (m)
13 37.0,C 36.5,C
14 45.3, CH 2.27 (m)* 45.9, CH 1.60 (m)
15 30.0, CH» 2.91 (dd, 5.71, 3.93) 334, CH, 2.91 (m)
16 169.5, C 1718, C
17 77.4, CH 5.70 (s) 79.1, CH 5.15 (s)
18 22.1, CHs 1.11 (s) 26.7, CHs 1.01 (s)
19 15.8, CHs 1.22 (s) 16.3, CH; 1.16 (s)
20 120.7, C 120.2,C
21 142.1, CH 7.79 (m) 141.1, CH 7.46 (m)
22 109.8, CH 6.46 (dd, 1.86, 0.80) 110.3, CH 6.44 (dd, 1.67, 0.63)
23 143.1, CH 742 (t, 1.72) 143.3, CH 7.43 (t, 1.68)
24 176.1, C 1758, C
25 34.1, CH 2.65 (m) 34.3, CH 2.80 (m)
26 18.7, CH3 1.18 (d, 1.74) 19.6, CH; 1.31(d, 2.85)
27 19.3, CH3 1.17 (d, 1.58) 19.4, CH3 1.29 (d, 2.73)
28 20.9, CH; 0.98 (s) 21.1,CHs 0.99 (s)
29 222, CHs 0.75 (s) 22.2,CHs 0.78 (s)
30 125.7, CH 5.38 (t, 2.06) 65.4, CH 3.66 (s)
31 52.4, CHs 3.70 (s) 52.5, CHs 3.72 (s)
2-COCH; 169.3, C 169.4, C
2-COCH3 21.7, CHs 2.12 (s) 21.5, CHs 2.17 (s)

2 Signal partially obscured.
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Fig. 3. ORTEP drawing of crystal structure of humilinolide G (5).

showed a long range correlation not only with the doublet at 5 1.17
(H-27) but also with the resonance at 5y 5.54 (H-3). The structure of
5 was confirmed by X-ray analysis (Fig. 3). The information regard-
ing the resolution of the structure is included in the Supplementary
material (Tables S3-S8).

Humilinolide H (8), on the other hand, differed from 5 in the sig-
nals attributable to C-8 and C-30 nuclei in the 'H and '>C NMR spec-
tra. Hence, the resonances for the 8(30)-trisubstituted olefin were
missing in the spectra of 8, and were replaced by those of an epoxy
moiety (5¢c 62.9 and 65.4; Jy 3.66). The placement of the isobutyryl-
oxy at C-3 and of the acetyl at C-2 of the methyl 2,3-dihydroxy-1-
oxomeliacate nucleus was also confirmed by analysis of the HMBC
experiment; relevant correlations were observed between H-3
and C-24, C-27 and C-28. Moreover, the NOESY spectrum showed
the interaction between H-30 (y 3.66)/H-12 (6y 2.91) and H-14
(oy 1.60), supporting the o orientation of the epoxy ring. The abso-
lute configuration at the stereogenic centers in both compounds
was determined considering the negative Cotton effect at 290 nm
in the CD spectra.

Since the active preparation was the decoction, the next step
was to identify its chemical composition via an HPLC analysis as
described in Section 4. According to the chromatogram obtained
(Fig. S3), compounds 1, 2 and 4 are the major components of the
decoction, although the remaining limonoids isolated from the
organic extract were also identified. Thus, the limonoids are the
major active principles found in the decoction of the seeds. It is
important to point out that the compounds were isolated from
the organic extract in order to secure better yields for the pharma-
cological investigation.

2.2.1. Hypoglycemic and antihyperglycemic potential of compounds 1,
2, and 4 in mice

The hypoglycemic and antihyperglycemic effects of 1, 2 and 4
(3.16-31.6 mg/kg) were evaluated in the NA-STZ mice model
using the acute hypoglycemic assay and the OGTT, respectively.
These limonoids were selected for testing because they repre-
sented the main constituents of the decoction (Fig. S3) and were
isolated in adequate amounts to perform in vivo assays. As shown
in Fig. S1 and Fig. 1, compounds 1 and 4 caused a significant

hypoglycemic effect in normoglycemic and hyperglycemic mice
when compared with vehicle-treated groups (p < 0.05). The effect
was not dose-dependent. When tested in normoglycemic mice
during an OGTT (Fig. S2B-D), compounds 1, 2, and 4 diminished
the postprandial peak in a dose-dependent fashion (p < 0.05); com-
pound 4 showed the maximum antihyperglycemic effect since it
almost completely abolished the postprandial peak (augmentation
of 1.0% and 0.44% of glycemia for the doses of 10 and 31.6 mg/kg,
respectively). In hyperglycemic mice (Fig. 2B-D), compounds 1
and 2 (3.16-31.6 mg/kg) reduced the postprandial peak in an inde-
pendent dose-manner; and 4 was only active at the higher dose
evaluated (p < 0.05, 31.6 mg/kg). Thus, mexicanolides are not only
hypoglycemic but also antihyperglycemic agents. Previously, it
was reported that swietenine (25 and 50 mg/kg), a mexicanolide
isolated from the seeds of the related species S. macrophylia,
showed a moderate hypoglycemic action in a neonatal-STZ dia-
betic rat model (Dewanjee et al., 2009); however its antihypergly-
cemic action was not tested.

Although limonoids 1, 2 and 4 were the major hypoglycemic
and antihyperglycemic limonoids of the decoction, the remaining
compounds could also contribute to the pharmacological action
displayed by SHD. Furthermore, they could be acting synergisti-
cally on different molecular targets to produce antidiabetic and
hypolipidemic effects (Wagner and Merzenich, 2009). Likewise,
the mixture of components in SHD could enhance the bioavailabil-
ity of one or several compounds of the extract, thus improving
their pharmacological actions (Wagner and Merzenich, 2009).

2.3. Oxygen radical absorbance capacity (ORAC) of SHD, and
compounds 1, 2, and 4

Many reports have documented that oxidative stress is partially
responsible for diminution of insulin secretion and impairment of
glucose utilization in peripheral tissues, accelerating the develop-
ment and progression of T2DM. Because of these presumptions,
antioxidants could be ideal supplements to reverse oxidative stress
and its consequences. Along these lines, SHD and compounds from S.
humilis were tested for their radical scavenging actions using the
Oxygen Radical Absorbance Capacity (ORAC) assay (De la Rosa
et al., 2014; Huang et al., 2002). The results obtained for the decoc-
tion and compounds 1, 2, and 4, demonstrated a moderate capacity
(SHD, 115.64+6.45; 1, 2.02+0.29; 2, 16.24+0.30; 4,
12.29 + 0.54 pmol Trolox equivalent per gram) to inhibit free radical
damage to fluorescein induced by 2,2’-azobis(2-methylpropionam-
idine) dihydrochloride (AAPH). This action could be of benefit for
eliminating reactive oxygen species (ROS), and in turn for attenuat-
ing the complications of T2DM.

3. Concluding remarks

This is the first report of the preclinical efficacy of S. humilis and
some of its limonoids as hypoglycemic and antihyperglycemic
agents, which in turn supports the use of its seeds for treating dia-
betes in contemporary Mexico. Compounds 5 and 8, identified in
the aqueous active extract along with compounds 1-4, 6 and 7,
are new chemical entities. The results of this investigation are rel-
evant considering that almost ten percent of the Mexican popula-
tion is affected by T2DM (IDF, 2013). S. humilis and/or its limonoids
could be a suitable alternative for the development of safer and
cheaper phytotherapeutic agents.

4. Experimental
4.1. Reagents

Analytical grade solvents (CH,Cl,, EtOAc, and n-hexane) and
high performance liquid chromatography (HPLC) grade solvents
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(CH3CN and H,0) were purchased from Tecrom (Mexico City,
Mexico). Analytical reagents [amyloglucosidase, glibenclamide
(GLI), metformin (MTF), glucose, nicotinamide (NA), streptozotocin
(STZ), Tween 80, Trolox, and AAPH] were purchased from Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, USA) or from EMD Millipore (Millipore
Corp., Billerica, MA, USA).

4.2. General experimental procedures

Melting points were determined using a Fisher-Johns apparatus
and are uncorrected. IR spectra were obtained in a Fourier Transform
Infrared (FTIR) 1605 Perkin-Elmer apparatus (4000-400 cm™ ).
Nuclear Magnetic Resonance (NMR) experiments ('H, '*C, HMBC,
HSQC, COSY, and NOESY) were recorded in CDCl; on a Varian Unity
Plus 400 spectrometer operating at 400 MHz for "H and 100 MHz for
13C. Tetramethylsilane (TMS) was used as internal standard. Mass
spectra were obtained on an Agilent 6890 N series gas chromato-
graph coupled with a LECO time of flight mass spectrometer detector
(MS-TOF; Agilent Technology, CA, USA) with ionization voltage of
70 eV. X-ray diffraction analysis was conducted on a Bruker Smart
Apex CCD diffractometer 01-670-01. Column chromatography
(CC) was accomplished using silica gel 60 (Merck, 70-230 mesh;
Darmstadt, Germany). Reversed-phase HPLC was carried out using
a Waters liquid chromatography system equipped with a Waters
996 UV photodiode array detector (HPLC-PDA), a quaternary pump,
and a manual injector (Waters Corp., Milford, MA, USA). Waters
Empower 2 software was used for data handling and setting of chro-
matographic conditions. Analytical chromatography was performed
using either a Symmetry® C-18 column (250 mm x 4.6 mm, i.d.,
5 pm; Waters), a gradient elution mode with CH3;CN-H,0 (65-
35 - 70-30 in 15 min or CH;CN-H,0 80-20 — 75-25 in 10 min)
at a flow rate of 1.0 ml min~’, or a Hibar® RT LiChrospher® 100 RP-
18 column (250 mm x 4.0 mm, i.d., 5 pm; Merck), a gradient elution
mode with CH30H-CH3CN-H,0 acidified with HCO,H at 0.05% (6-
55-39 — 6-60-341in 30 min, pH 4) at a flow rate of 0.4 ml/min. Sep-
arations with semi-preparative RP-HPLC were achieved using a
Symmetry Prep™ C-18 column (300 mm x 7.8 mm, id., 7 pm;
Waters) and a gradient elution mode with CH3CN-H,0 (65-
35 —» 70-30 in 15 min or CH3CN-H,0 80-20 — 75-25 in 10 min)
at a flow rate of 3.45 mlmin~'. Detection was carried out from
210 to 400 nm.

4.3. Plant material and preparation of the extracts

Seeds of S. humilis were collected in Santa Ursula, Temixco
Municipality (Morelos, Mexico) on April 2013. A voucher specimen
(1355304) is deposited at the National Herbarium (MEXU). For
compound isolation, an organic extract was prepared. Seeds
(1 kg) were grounded (mesh 2 mm) and defatted with n-hexane
(7 L) four times. The defatted plant material was then exhaustively
extracted by maceration at room temperature with CH,Cl,-MeOH
(1:1; 7 L) during 10 days. After filtration, the extract was concen-
trated under reduced pressure to yield a yellow residue (112 g).
For biological testing an aqueous extract was prepared by heating
15 g of ground seeds in H,O (300 ml) during 45 min at 70 °C. The
extract (SHD) was filtrated and concentrated in vacuo to yield a
brownish residue (0.75 g); the process was repeated as needed.

4.4. Isolation of compounds 1-8

The organic extract (100 g) was fractionated by silica gel CC
(2.0 kg) eluting with hexane-CH,Cl, (80:20 — 20:80) to yield 10
primary fractions (F-Fx). Fraction Fyy (22 g) was further fractionated
by silica gel CC (850 g) using hexane-EtOAc (100:0 — 0:100) and
EtOAc-MeOH (100:0 — 80:20) to afford 10 secondary fractions
(Fvi-1=Fyvi-10). From fraction Fyy_s crystallized 1.2 g of 2-hydroxy-des-

tigloyl-6-deoxyswietenine acetate (1), a crystalline solid, mp 248-
250 °C (Mulholland and Taylor, 1992). Fraction Fy;4 (6 g) was frac-
tionated by silica gel (320g) CC eluting with hexane-EtOAc
(100:0 — 0:100) to obtain seven tertiary fractions (Fyisa—Fviiag)-
From fraction Fyy_44 precipitated [hexane-EtOAc (99.5:0.5)] a white
powder (2.8 g) which was purified using semi-preparative RP-
HPLC-PDA (gradient elution mode: CH;CN-H,0 65-35 — 70-30 in
15 min; flow rate of 3.45 ml min—') to yield compounds humulin B
(2, 20 mg), methyl-2-hydroxy-3-p-isobutyroxy-1-oxomeliac-8(30)-
enate (3, 14 mg), and methyl-2-hydroxy-3-p-tigloyloxy-1-oxomeli-
ac-8(30)-enate (4, 20 mg). Fraction Fy; (8 g) was fractionated using
silica gel (410 g) CC using hexane-EtOAc (100:0 — 50:50) to yield
10 secondary fractions (Fyj.1—Fyi-10). RP-HPLC-PDA of fraction Fy; 4
(600 mg; gradient elution mode: CH;CN-H,0O 80-20 — 77-23 in
3 min and 77-23 — 75-25 in 10 min; flow rate of 3.45 ml min!)
yielded new compound humilinolide G (5, 15 mg) and humilinolide
C (6, 15mg). Fraction Fyy3 (3 g) was fractionated by silica gel
(200 g) CC using hexane-EtOAc (100:0 — 60:40) to yield six tertiary
fractions (Fyy_3a—Fvi-sf). Analytical RP-HPLC-PDA chromatography of
fraction Fyy_3c (1.2 g) showed a complex mixture. 100 mg of this frac-
tion were resolved using argentation chromatography (Cardoso-
Taketa et al., 2004; Morris, 1966) on silica gel eluting with hexane-
EtOAc(90:10 — 70:30). Three groups of fractions were obtained, ana-
lyzed and purified using RP-HPLC (gradient elution mode: CH3CN-
H,0 65-35 — 70-30 in 15 min; flow rate of 3.45 ml min~') to yield
compound methyl-2-hydroxy-3g-isobutyoyl-8c,300-epoxy-1-0xo-
meliacate (7, 11 mg). Finally, fraction Fy (10 g) was further fraction-
ated using silica gel (510 g) CC with hexane-EtOAc (100:0 — 60:40)
as eluents; this process yielded six secondary fractions (Fy_;—Fy_s).
RP-HPLC-PDA of secondary fraction Fy_s (450 mg; isocratic elution
mode: CH3CN-H,0 73-27 in 10 min; flow rate of 4.0 ml min~!) affor-
ded 5 (10 mg), 6 (15 mg), and new compound humilinolide H (8,
15 mg). The structures of the isolates were characterized by spectro-
scopic and spectrometric analyses and by comparison with literature
data.

4.5. Humilinolide G (5)

Colorless crystal; m.p. 245 °C; [a]&®> —124.77 (c. 1.0, MeOH); UV
(MeOH) Amax (log €): 208 (0.728) nm; IR (FTIR) viax: 3604, 2976,
2951, 1725, 1504, 1470, 1434, 1293, 1221, 1197 cm™!; for 'H and
13C NMR spectroscopic data (CDCls), see Table 3; EIMS m/z (rel.
int.): 598 (3, [M]"), 71 (100), 95 (96), 134 (30), 379 (15); HREIMS
m/z 598.2775 (calcd. for C33H4,010, 598.2778).

4.6. Humilinolide H (8)

White powder; m.p. 203-204 °C; [ot]3> —104.27 (c. 1.0, MeOH); UV
(MeOH) max (l0g ): 207.6 (0.609) nm; IR (FTIR) Vmax: 3444, 2950,
1725, 1506, 1139 cm™'; for 'H and '>C NMR spectroscopic data
(CDCl3), see Table 3; EIMS m/z (rel. int.): 614 (6, [M]"), 367 (63),
237(100); HREIMS m/z 614.2725 (calcd. for C33H42041, 614.2727).

4.7. Crystal data of compound 5

A suitable crystal for X-ray analysis of humilinolide G (5) was
obtained from a mixture hexane-EtOAc. Figures were plotted with
the aid of the ORTEP program. Crystallographic data for compound
5 was deposited in the Cambridge Crystallographic Data Center.
CCDC 1012328 contains the supplementary crystallographic data
for this paper. These data can be obtained free of charge via
http://www.ccdc.cam.ac.uk/conts/retrieving.html (or from the
CCDC, 12 Union Road, Cambridge CB2 1EZ, UK; fax: +44 1223
336033; e-mail: deposit@ccdc.cam.ac.uk).
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4.8. Establishment of the chromatographic profile of the aqueous
extract

The dried extract (0.5 g) was dissolved in distilled H,O (20 ml)
and defatted with hexane (20 ml). Next, the organic fraction of
the aqueous extract was obtained by means of a partition process
with EtOAc (20 ml). This fraction was concentrated under reduced
pressure to yield a yellowish residue (0.06 g). Nine milligrams of
this fraction were dissolved in CH3CN (500 pl) and filtered through
a 045 pum GHP filter (Milford, MA, USA) before HPLC analysis.
Peaks in the chromatogram were identified by co-elution with
compounds 1-8.

4.9. Pharmacological study

4.9.1. Animals

Male ICR mice weighing 25-30 g and male Sprague Dawley rats
(200-260 g) were obtained from Centro UNAM-Harlan (Harlan
Laboratories S.A. de C.V., Mexico). Animals were kept on a 12 h
light/dark cycle under controlled temperature (22 = 1 °C) and given
standard pellet diet and H,O ad libitum until the beginning of each
experiment. Animal experimental protocols followed recommen-
dations of the Mexican Official Norm for Animal Care and Handing
(NOM-062-Z00-1999) and were in conformity with international
ethical guidelines for the care and use of laboratory animals. The
Institutional Committee for Care and Use of Laboratory Animals
(CICUAL-FQ) of Facultad de Quimica, UNAM, approved the experi-
mental protocols (FQ/CICUAL/021/11).

4.9.2. Preparation of samples

Glibenclamide (GLI, 15 mg/kg) and metformin (MTF, 200 mg/
kg) were used as positive controls as hypoglycemic and antihyper-
glycemic drugs, respectively. These drugs as well as the crude drug
of S. humilis (seeds), the decoction prepared from it (SHD) and com-
pounds 1, 2 and 4 were suspended in the vehicle (VEH, 0.05%
Tween 80 in saline solution). A glucose solution (1.0 g/kg for mice
and 2.0 g/kg for rats) was used for the oral glucose tolerance test; a
sucrose solution (2 g/kg) was fed to mice during the oral sucrose
tolerance test. All treatments were administered by intragastric
route (0.2 ml/10 g bw for mice and 0.2 ml/100 g bw for rats).

4.9.3. Acute oral toxicity study in mice

Acute oral toxicity of the seeds and of the decoction of S. humilis
was assessed applying the Lorke procedure (Lorke, 1983). The sam-
ples were administered by intragastric route in two independent
phases; in both, twelve mice were divided into four groups
(n=3). Doses administered in the first phase were 10, 100, and
1000 mg/kg. In the second phase, the doses were 1600, 2900, and
5000 mg/kg. Control animals received 0.05% Tween 80 in saline
solution. In both phases animals were observed to identify acute
toxic effects, changes in behavior pattern or mortality. Mice weight
was registered daily during 14 days. At the end of the experiments
all animals were sacrificed in a CO, chamber in order to obtain
heart, lungs, liver and kidneys to detect macroscopic organ
damage.

4.9.4. Induction of experimental hyperglycemia in mice

Mice received a single intraperitoneal (i.p.) administration of
nicotinamide (50 mg/kg) dissolved in saline solution. Thirty min-
utes later, streptozotocin (130 mg/kg) dissolved in 0.1 M citrate
buffer (pH 4.5) was administrated i.p. to all animals. One week
later, blood glucose levels were measured using a commercial
glucometer.

4.9.5. Collection of blood samples and determination glycemia

Blood samples were collected by means of a small incision at
the end of the tail. Glycemia (mg/dL) was measured using a com-
mercial glucometer (One Touch Ultra 2, Johnson & Johnson, New
Brunswick, NJ, USA). The percentage variation of glycemia for each
animal was calculated with respect to its basal level as follows: %
variation of glycemia = [(G, — G;)/G;] x 100, where G; is the basal
glycemia and G; are the different glycemia values after treatment
administration.

4.9.6. Acute hypoglycemic assay in normoglycemic and hyperglycemic
mice

Normal and hyperglycemic mice were randomly divided in five
groups (n=6) and deprived of food before experimentation with
access to simple water ad libitum. SHD was tested in the range of
doses between 31.6 and 316 mg/kg; compounds 1 and 4 were
tested in the range of 3.16-31.6 mg/kg; GLI (15 mg/kg) was used
as positive control. Blood samples were collected at 0, 1.5, 3, 5, 7,
and 9 h after treatment administration. Percentage variation of gly-
cemia was calculated as previously stated. Area under the curve
(AUC) was calculated with the trapezoidal method applying the
following formula: AUC [(mg x h)/dL]=>" {[(Gr1 + Gr2)/
2] x (T, — T;)}, where Gr; and Gy, represent glycemia at 0, 1.5, 3,
5, 7, and 9 h after treatment administration.

4.9.7. Oral glucose tolerance test (OGTT) in normoglycemic and
hyperglycemic mice

Normal and hyperglycemic mice were deprived of food 4 h
before the experiment with free access to drinking water. SHD
was tested in the range of 100-316 mg/kg, and compounds 1, 2
and 4 in the range from 3.16 to 31.6 mg/kg. Vehicle group received
saline solution. MTF (200 mg/kg) was used as positive control.
Basal glycemia was recorded before intragastric administration of
treatments; 30 min later all animals received a glucose load (1 g/
kg). Blood samples were collected at 30, 60, 90, 120 and 180 min
after glucose load. Percentage variation of glycemia was calculated
as previously described.

4.9.8. Oral sucrose tolerance test (OSTT) in normoglycemic and
hyperglycemic mice

The procedure for evaluating SHD (100, 177 and 316 mg/kg)
during an OSTT was identical to that used for the OGTT. However,
in this case the carbohydrate load was sucrose (2 g/kg) and the
positive control was acarbose (5 mg/kg).

4.10. Induction of metabolic syndrome in Sprague Dawley rats (FF-MS)

After adaptation during seven days, rats were randomly divided
into four groups (n = 6) and housed as couples in acrylic cages. Rats
were given regular rodent chow (2018S pellets: 44.2% carbohy-
drate, 18% protein, 6.2% fat; 3.1 kcal/g; Teklad Global Diets, Harlan
Laboratories Inc., Indianapolis, IN, USA). In addition, control group I
received H,0, and control group II and groups III and IV were fed
with a 10% fructose solution as drinking H,0. The fructose solution
was administered throughout the experiment. The animals were
weighed and measured (nose to anus length) at the beginning
and at the end of the experiment period; Lee index was calculated
by dividing the cubic root of the final body weight (g) by the final
body length (cm) and multiplying by 1000 (Ferreira de Moura
et al,, 2009). The period for inducing metabolic syndrome was
12 weeks.

4.10.1. Oral glucose tolerance test in FF-MS-induced rats

OGTT was conducted as previously described. Twelve weeks FF-
MS-induced rats were divided in three groups (n = 6). Fructose con-
trol group (group II) received saline solution and groups III and IV
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were treated with SHD (100 mg/kg and 316 mg/kg). Metformin
was used as positive control. Basal glycemia was recorded before
intragastric administration of treatments; 30 min later all animals
received a glucose load (2 g/kg). Blood samples were collected at
30, 60, 90, and 120 min after glucose challenge. Percentage varia-
tion of glycemia was calculated as previously stated.

4.10.2. Effects of daily treatment with SHD in FF-MS-induced rats

After the OGTT the animals were allowed to recover during six
days while feeding with the fructose solution. At week 14 (day 98),
animals from groups Il and IV were treated during seven days with
the decoction of S. humilis (group IIl: 100 mg/kg and group IV:
316 mg/kg, n = 6) while maintaining the fructose feeding. Group I
was treated with 0.05% Tween 80 in saline solution, water and nor-
mal diet, whereas group Il received 0.05% Tween 80 in saline solu-
tion and the fructose solution until day 104.

4.10.3. Collection of blood and liver samples

At day 105, all animals were fasted during 4 h, with free access
to H,0, and anesthetized with ketamine-xilazine (80-10 mg/kg
i.p.) to obtain blood by means of a retro-orbital puncture. The
serum was separated by centrifuging the blood at 3000 rpm during
5 min. After collecting blood samples, livers were excised immedi-
ately. All serum and tissue samples were stored at —80 °C until use
for determination of biochemical parameters.

4.10.4. Determination of biochemical parameters

The serum glucose, triglycerides, total cholesterol and uric acid
levels were determined using colorimetric procedures and com-
mercial reagents (Glucose Randox, Triglyceride Assay Randox, Cho-
lesterol Randox, Uric acid assay Randox; Randox Laboratories-US,
Ltd., Kearneysville, WV, USA).

4.10.5. Measurement of hepatic glycogen content and serum insulin
levels

Hepatic glycogen content was analyzed according to the Murat
and Serfaty (1974) procedure (Murat and Serfaty, 1974). Briefly,
liver samples (50 mg) were homogenized in ice-cold citrate buffer
(1 ml, 0.1 M, pH 4.2). Homogenates were diluted with citrate buffer
to yield 5 mg of tissue/ml. Ten microliter of the latter sample was
mixed with 10 pl of amyloglucosidase (exo-1,4-o-glucosidase, EC
3.2.1.3; 1 mg/ml); the mixture was allowed to stand at room tem-
perature for 2 h; 10 pl of this mixture were employed to determine
free glucose by means of the glucose oxidase method (Glucose TR,
Spinreact, Girona, Spain). Glycogen content was expressed as mg of
glucose per mg of hepatic tissue. Plasma insulin levels were esti-
mated using a commercial kit (ALPCO Rat Insulin ELISA. ALPCO
Diagnostics, Salem, NH, USA).

4.11. Oxygen radical absorbance capacity (ORAC) of SHD, and
compounds 1, 2, and 4

The ORAC assay method was performed to assess peroxyl radi-
cal scavenging activity of the decoction of the seeds of S. humilis
(SHD) as well of compounds 1, 2, and 4, as previously described
(De la Rosa et al., 2014; Huang et al., 2002). Briefly, 25 pl of sam-
ples [water, Trolox standard, SHD (2.5 mg/ml), 1, 2, and 4
(1.25 mg/ml)] were mixed with 25 pl of 153 mM AAPH (peroxyl
radical generator) and with 150 pl of 50 nM fluorescein (fluores-
cent probe). Samples were incubated at 37 °C for 10 min. The fluo-
rescence was read every minute for 35 min using fluorescence
filters at 485 nm and 520 nm using a Multi-Mode Microplate
Reader (BioRad Benchmark Plus, BioRad Laboratories, Inc., USA).
The ORAC values were calculated using the net area under the
decay curves. Results were expressed as the mean = SEM of the
pmol equivalents of Trolox per gram of tested sample (n = 4).

4.12. Statistical analysis

The results of the biological evaluations are expressed as
mean + SEM (n =6). Statistical differences were evaluated using
one-way analysis of variance (ANOVA) followed by a Dunnett’s
post hoc test or two-way ANOVA followed by a Bonferroni post
hoc test (p < 0.05). For the analyses, Prism software was used (ver-
sion 5.0; GraphPad Inc., La Jolla, USA).
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