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1. RESUMEN

La diabetes es un grave problema de salud publica mundial que confiere un alto riesgo
de mortalidad por diversas complicaciones cronicas. Hay gran repertorio de
tratamientos farmacolégicos que en su mayoria han reportado diversos efectos
secundarios, por ello, surge la necesidad de buscar alternativas de tratamientos
preventivos y terapéuticos con bajos o inexistentes efectos adversos que sean de alta
accesibilidad para la poblacion. Por esta razén, el empleo de compuestos de origen
natural incrementa, dentro de los compuestos de origen natural con importantes
actividades biolégicas destacan los polifenoles, han sido reconocidos por sus
propiedades antioxidantes, ademas se ha demostrado que pueden impactar
favorablemente la ingesta y regulacion de la glucosa, adipogénesis, lipolisis,
metabolismo de los lipidos y el control del apetito. Gracias a todas estas caracteristicas
documentadas nos resultd de gran interés investigar si los ésteres de polifenol; los
acidos clorogénico, cafeico, p-cumarico, feralico y quinico podrian presentar efecto
antidiabético al actuar sobre algunos blancos terapéuticos implicados en la diabetes,
tales como el PPARYy, la DDP4 y/o la a-glucosidasa. Para el presente trabajo de tesis
se recurrio a herramientas in silico, para conocer las interacciones que se pudieran
presentan entre los compuestos y los blancos propuestos. Con base en los resultados
obtenidos en la evaluacion in silico seleccionamos a los polifenoles mas promisorios
para evaluar la toxicidad in vitro utilizando la linea celular 3T3-L1, para que a partir de
los valores obtenidos de las IC50 nos fuera posible proponer un compuesto lider como
potencial tratamiento alternativo que en un futuro pudiera ser evaluado su efecto

farmacol6gico en modelos in vivo y/o in vitro.



2. INTRODUCCION

Diabetes Mellitus

Generalidades

La diabetes es una enfermedad metabdlica que se caracteriza por hiperglucemia
cronica cuya causa subyacente varia segun el tipo, generalmente es debida a
defectos en la secrecion y/o accién de insulina que es la hormona reguladora de la
glucosa en la sangre y que es producida por las células B pancreéticas . Esta patologia
se asocia con el desarrollo de diversas complicaciones que se clasifican en micro y
macro vasculares (Figura 1), por lo tanto, conlleva una atencion médica continua por
las afectaciones que genera y requiere medidas enfocadas en reduccién de riesgos
multifactoriales y no Unicamente se centran en la reduccion de la hiperglucemia [ADA,

2020; Canadian Diabetes Association, 2013].

COMPLICACIONES DE LA DIABETES MELLITUS
MICROVASCULARES MACROVASCULARES

Retinopatia, cataratas Enfermedad
y glaucoma cerebrovascular

Sobrecarga renal que R
iesgo d

puede resultar en

nefropatia enlcrmednd coronaria

S5 T =~
s Dafio a nervios del
Infeccién
: p— - gg‘lp que resulta en probabllldad de
- = 14N _—— desarrollar gangrena

gor estrechamiento
) de vasos sanguineos

Figura 1. Complicaciones de la diabetes (Imagen del autor).

Clasificacién

La diabetes se puede clasificar en las siguientes categorias generales [ADA, 2021,

Mateos N y cols., 2002]:

> Diabetes tipo 1, también llamada diabetes juvenil o insulinodependiente, se

2



debe ala destruccion de las células  autoinmunes, que generalmente conduce
a una deficiencia absoluta de insulina.
A. Mediada inmunolégicamente
B. Idiopatica
> Diabetes tipo 2, se genera por causa de una pérdida progresiva de la secrecion
adecuada de insulina de las células B 6 por la resistencia a la insulina.
» Diabetes gestacional, es la alteracion en el metabolismo de los carbohidratos
detectado durante el segundo o tercer trimestre del embarazo, ésta no era una
diabetes manifiesta antes de la gestacion.

» Otros tipos especificos.

A. Defectos genéticos en la funcion de las células beta

w

Defectos genéticos en la accidn de la insulina

Enfermedades del pancreas exocrino

o 0

Endocrinopatias

m

Inducida por medicamentos o quimicos

F. Infecciones

G. Formas poco comunes de diabetes mediada inmunolégicamente

H. Otros sindromes genéticos, algunas veces asociados con diabetes
La diabetes tipo 1 y la diabetes tipo 2 son enfermedades en las que la progresion de
la enfermedad puede variar considerablemente. La clasificacién es importante para

determinar la terapia [ADA, 2021].

Sintomas y diagndstico

Entre los sintomas tipicos se pueden mencionar poliuria, polidipsia, pérdida de



peso,polifagia y vision borrosa [American Diabetes Association, 2014; Canadian
Diabetes Association, 2013].

La diabetes se puede diagnosticar aplicando los criterios (Tabla 1) en los niveles de
glucosa plasmatica, ya sea el valor de glucosa plasmatica en ayunas (FPG) o el valor
de glucosa plasmatica de 2h (PG de 2 h) durante una prueba de tolerancia oral a la

glucosa de 75 g (OGTT), o los criterios de A1C [ADA, 2021].

Tabla 1. Criterios para el diagnéstico de diabetes

FPG 2126 mg / dL (7.0 mmol / L).
El ayuno se define como la ausencia de ingesta calérica durante al menos 8 h. *
PG 2 h =200 mg / dL (11,1 mmol / L) durante OGTT.
La prueba debe realizarse como describe la OMS, utilizando una carga de glucosa que
contenga el equivalente a 75 g de glucosa anhidra disuelta en agua. *
A1C 26,5% (48 mmol / mol).
La prueba debe realizarse en un laboratorio utilizando un método que esté certificado
por NGSP y estandarizado para el ensayo DCCT. *
Glucosa plasmatica aleatoria = 200 mg / dL (11,1 mmol / L).

En un paciente con sintomas clasicos de hiperglucemia o crisis hiperglucémica.
Por sus siglas en inglés: DCCT, Ensayo de control y complicaciones de la diabetes; NGSP,
Programa Nacional de Estandarizacion de la Glicohemoglobina.

* En ausencia de hiperglucemia inequivoca, el diagnéstico requiere dos resultados de prueba
anormales de la misma muestra o en dos muestras de prueba separadas.

Epidemiologia

La diabetes es una las primeras causas de muerte en el mundo. En México es la
tercera causa de muerte (Figura 2), después de la mortalidad por enfermedades del
corazon y COVID-19. En 2011 se realizé la estimacion del costo de atencion a esta
patologia teniendo como resultado 7.7 mil millones de dolares. En 2016 la diabetes
fue declarada emergencia epidemiolégica en el pais. Segun la Encuesta Nacional de
Salud y Nutricion (Ensanut) en 2016 se analizaron 3,700 adultos participantes,

teniendo como resultado que la prevalencia total de diabetes fue de 13.7% (9.5%



diagnosticada, 4.1% no diagnosticada); 68.2% de los diagnosticados presenté

descontrol glucémico [Basto A. y cols., 2020].

Enfermedades del
corazon
41%

COVID-19
31%

Figura 2. Principales causas de muerte en México en el periodo de enero-agosto

2020 [Modificada de INEGI, 2021].

Fisiopatologia de la diabetes

Las anormalidades en el metabolismo de carbohidratos, grasas y proteinas tienen
origen en la accion deficiente de la insulina en los tejidos diana [American Diabetes
Association, 2011]. Dentro de los procesos patolégicos implicados en el desarrollo de
la diabetes podemos mencionar la hiperglicemia, glucotoxicidad, lipotoxicidad,
autoinmunidad, inflamacion, disminucion del efecto incretina, resistencia a la insulina,
el desequilibrio en concentracion de adipocinas (Figura 3) y estrés oxidativo; algunos
de éstos favorecen la destruccion autoinmune de las células B del pancreas [ADA,
2011; Cernea S. y cols., 2013].

Proinflamatorias

AGE, ASP, IL-6, leptina,
PAI-1, resistinay TNF—a -

Antiinflamatorias

Adiponectina

Figura 3. Desequilibrio en concentracion de adipocinas (Imagen del autor).
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La DT1 representa del 5-10% de la diabetes, es ocasionada por la destruccion
autoinmune celular mediada de las células B pancreaticas; tiene mdltiples
predisposiciones genéticas y también se relaciona con factores ambientales.
Los marcadores autoinmunes incluyen autoanticuerpos de células de los
islotes y autoanticuerpos contra GAD (GADG65), insulina, las tirosinas
fosfatasas IA-2 e 1A-2[3 y el transportador de zinc 8 (ZnT8). [ADA, 2021].

La DT2 representa del 90-95% del total de los diagnésticos de diabetes y
engloba a las personas que tienen una deficiencia de insulina relativa [ADA,
2021]. Se caracteriza por niveles glicémicos elevados de manera cronica y
alteracion en el metabolismo de lipidos [Nolan C.y cols., 2011]; la mayoria de
los pacientes con DT2 tienen sobrepeso u obesidad, el exceso de peso puede
conllevar a la resistencia a la insulina sobre tejidos periféricos y al deterioro de
la supresién de secrecién de glucagon en respuesta a la ingesta de glucosa
[Carrera A. y cols., 2013; Smushkin G. y cols., 2010].

La DT2 implica al menos dos mecanismos patologicos principales (Figura 4):

Disminucién progresiva de la funcidon celular de los

islotes pancreaticos
e Genera la reduccion de la secrecion de insulina

Resistencia periférica a la insulina

e Ocasiona disminucion de respuestas
metabdlicas a la insulina

Figura 4. Mecanismos patoldgicos principales de la DT2 (Imagen del autor).



Tanto en la diabetes tipo 1 como en el tipo 2, varios factores genéticos y ambientales
pueden ocasionar la pérdida progresiva de la masa y/o funcion de las células B que
clinicamente se manifiesta como hiperglucemia; una vez generada, los pacientes
corren el riesgo de desarrollar las mismas complicaciones crénicas, aunque podrian
diferir en las tasas de progresion [ADA, 2021].

La hiperglucemia que caracteriza a esta patologia promueve la generacion de
radicales libres, que en su mayoria estan conformados por especies reactivas de
oxigeno (ROS), como el radical hidroxilo (OH-) y el aniéon superdxido (02.-); su
formacion se debe a la autooxidacion de la glucosa y glicosilacion de proteinas [Al-
Faris y cols., 2010]. La formacion de estas ROS implica la activacion de vias
proinflamatorias en las que intervienen factores de transcripcion redox sensibles,
como, por ejemplo, el factor nuclear kappa B (NFkB), activador de la proteina-1 (AP- 1),
factor de crecimiento de respuesta temprana (EGR-1) y la proteina de union de la
tiorredoxina, una vez activados inducen a su vez la presencia de citocinas como el
factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) e interleucina 6 (IL-6) [Gonzalez y cols., 2011].
Al disminuir la actividad antioxidante, los biomarcadores de estrés oxidante sistémico
se incrementan [Mahmoud y cols., 2012]. Otro factor que favorece el estado
proinflamatorio es la secrecion de adiponectinas mediante el tejido adiposo; la leptina
modula la activacién y proliferacion de linfocitos T, tiene efectos antiapoptéticos en el
linfocito T, activa a los polimorfonucleares y potencia la produccion de citocinas como
interleucina 2 (IL-2), interleucina 12 (IL-12) e interferon gamma (INFy), estimula la
respuesta de linfocitos T helper 1 (Th1) al inhibir a interleucina 10 (IL-10) e interleucina
4 (IL-4) y ademas, estimula la proliferacién de monocitos que producen las citocinas

proinflamatorias IL-6 y TNFa [Gonzélez y cols., 2011].



Células B

La diabetes engloba varios padecimientos cronico—degenerativos y constituyen un
serio problema de salud publica, tanto la DT1 como la DT2 comparten como
caracteristica la hiperglucemia, debida a una disminucién y deterioro progresivo de la
masa de células B en los islotes pancreéticos o a una disminucién en la eficacia de
los mecanismos de sefializacion [Olvera G. y cols., 2008]. La masa de células 3
funcionales es resultado del nimero, tamafio y capacidad de células 3 para secretar
insulina de manera adecuada en un organismo y es determinante en la homeostasis de
la glucosa y la susceptibilidad a la diabetes [Johnson J. y cols., 2010]. La apoptosis
es probablemente la principal forma de muerte de las células 3 en la DT1 y DT2
[Johnson J.y cols., 2010; Cnop M. y cols., 2005], esta puede presentarse en respuesta
a diversas alteraciones que actuan mediante al menos tres vias:

1) Muerte celular inducida por citosinas mediada por receptores de muerte celular

presentes en la superficie [Lupi R. y cols., 2008].

2) Alteracion mitocondrial secundaria a radicales libres de oxigeno [Lupi R. y cols.,
2008].

3) Estrés del RE [Lupi R. y cols., 2008].
Las células B pancreaticas proporcionan la energia necesaria para la biosintesis de
insulina y la exocitosis utilizando el catabolismo de la glucosa, ademas generan dentro
de este metabolismo la sefial para la secrecion de insulina inducida por la glucosa;
necesitan de glucosa y un medio intracelular rico en oxigeno para emitirla sefial para
la secrecién de dicha hormona y el suministro adecuado en los tejidos diana
periféricos para la regulacion del metabolismo intermediario. Estas células estan

limitadas en la capacidad de inactivacion de las ERO’s por superéxido SOD, catalasa



y GPx [Lenzen S., 2008].

Estrés oxidativo
El estrés oxidativo juega un papel importante en el desarrollo de las complicaciones de
la diabetes [Giacco F. y cols., 2010], de igual manera, una actividad exacerbada en la
oxidacion esta relacionada con diversas etiologias de la resistencia a la insulina y con
el desarrollo de la diabetes [Henriksen E. J. y cols., 2011]. El estrés oxidativo se
produce por multiples factores provenientes de diversas fuentes, podemos mencionar
vias enzimaticas, no enzimaticas y mitocondriales; como factor dominante se tiene ala
autooxidacion de la glucosa, la cual genera radicales libres, otros son el desequilibrio
celular de oxidacion-reduccion y la disminucion de antioxidantes [Zatalia S. y cols.,

2013; Chaturvedi N., 2007].

Funcién endocrina del tejido adiposo

El tejido adiposo se consideraba como un simple depdésito de lipidos, actualmente es
reconocido como un importante 6rgano endocrino regulador del balanceMetabdlico,
comunica al cerebro el estado de las reservas energéticas mediante mensajeros
hormonales como la leptina [Trujillo ME. y cols., 2006; Torrades S., 2005], el tejido
adiposo blanco esté asociado a la obesidad y a diversos cuadros patologicos [Alessi
MC.y cols., 2003], se compone de diferentes tipos de células, tales como macrofagos,
monocitos, eritrocitos, pericitos y adipocitos (Figura 5); estos ultimos son las células
mas abundantes y tienen una gran importancia en la regulacion del metabolismo

general [Sanchez JC. y cols. 2015].



Adipocitos
Células madre derivadas
£ de tejido adiposo
AW, Pericitos
@» pre adipocitos
: :f Macréfagos
’ Células endoteliales

a Vasos sanguineos

Figura 5. Biologia del adipocito [Clipartkey, 2021].

El conocimiento de la biologia del adipocito es imprescindible para la comprension de
las bases moleculares de la obesidad y las patologias que se le asocian [Haque WA.
y cols., 2004], es la unidad béasica del tejido adiposo. Estas células funcionan como
una sola unidad respondiendo a las sefales aferentes de los sistemas endocrino y
nervioso para la movilizacion de sus lipidos, también secretan un sinnimero de
mediadores metabolicos, como citocinas y hormonas con funciones metabdlicas
primordiales en la regulacion del peso corporal, en la funcion vascular y en la

sensibilidad insulinica [Alcala H.C. y cols., 2015].

Ik - ©=Q

MSC Desarrollo preadipocito Adipocito inmaduro Adipocito maduro

Figura 6. Diferenciacion de los adipocitos (Flechas en ambos sentidos por la
capacidad de retroceder a fase anterior en situaciones de escasez de energia)

[Palomares C.B., 2016].
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Tratamientos convencionales

El tratamiento de la diabetes esta dirigido a aliviar los sintomas, mejorar la calidad de
vida y a la prevencién de complicaciones agudas y crdnicas. Las estrategias de
tratamiento se dividen en no farmacologicas, como la dieta y el ejercicio, y las
farmacolégicas que se clasifican en medicamentos orales y en medicamentos

inyectables, siendo la insulina la mas comun [Mateos N., 2002]

Antidiabéticos orales
Los anti hiperglucemiantes orales representan variados grupos farmacologicos que
se emplean para el control temporal de los niveles de glucosa en pacientes con DT2,
pero no disminuyen las concentraciones en la DT1. Existe gran variedad de
tratamientos, los cuales se clasifican de la siguiente manera (Figura 7) [Merck Sharp &

Dohme Corp., 2020; Ruiz G., 2019]:
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*Administrada por via inyectable
**Administrada por via inyectable y oral

Figura 7. Clasificacion de los anti hiperglucemiantes orales con su descripcion del
mecanismo de accion y ramificacion de las familias con sus farmacos

representativos (Imagen del autor).
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Antidiabéticos inyectables

La insulina es el farmaco anti hiperglucemiante inyectable mas utilizado, pero
existen otros dos tipos que tienen en comun retardar el paso de los alimentos por
el estbmago generando saciedad durante mas tiempo [Merck Sharp & Dohme
Corp., 2020]:

e Medicamentos tipo Glucagon-Like Peptide 1 (GLP-1): su accién es incrementar
la secrecion de insulina pancreatica, como efectos secundarios se han reportado
nauseas y vomitos, ademas aumentan el riesgo de pancreatitis.

e Farmacos analogos de la amilina (hormona pancreatica que regula los niveles de
glucosa postprandial en sangre). En la actualidad la pramlintida es el unico
farmaco disponible de este tipo, suprime la secrecion de glucagon, ayuda a

reducir la concentracion de glucosa en sangre.

Blancos moleculares

El tratamiento actual de la DT2 es de vital importancia, un cambio en el estilo de vida,
como la realizacion de ejercicio y dieta, asimismo, el uso de medicamentos que
incrementan la secrecion de insulina o que mejoran la accién de ésta en los érganos
diana. Dentro de ésta diversidad de tratamientos se encuentran los inhibidores la a-
glucosidasa y de DPP4, de igual manera, otro blanco importante es el PPARy; que al
unirse a ciertos ligandos es capaz de reducir la produccion de proteina C reactiva,
TNFaq, IL-6 y moléculas de adhesién vascular.

Respecto a los farmacos inhibidores de la a -glucosidasa (enzimas ubicadas enlas
vellosidades del tubo digestivo) actian inhibiendo a las enzimas del borde en cepillo
del enterocito; maltasas, sacarasas, dextrinasas y glucoamilasas que hidrolizan los
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oligosacaridos a disacaridos y monosacéridos (glucosa, fructosa, galactosa) que
posteriormente son absorbidos. Esta enzima es esencial para el catabolismo de
glucdgeno a glucosa en los lisosomas, ya que éste proceso de degradacion evita la

sobreacumulacion de glucogeno en diferentes células del cuerpo [De Juan RD., 2020].

El efecto de la inhibicion de DPP-4 en DT2 es que incrementa el nivel de GLP-1y GIP
prolongando su actividad, lo cual se traduce en un aumento de la secrecién de insulina
lo cual conlleva a la disminucion de los niveles de glucosa sanguinea [Yap CKy cols.,
2017].

El PPARY es un receptor nuclear que tiene la capacidad de acoplarse con una gran
variedad de moléculas e induce modificaciones estructurales segun la naturaleza del
ligando, ademas es fundamental para la diferenciacion y proliferacion de los
adipocitos, en consecuencia, produce una captura de &cidos grasos Yy
consecuentemente su almacenamiento. Asimismo aumenta la utilizacioén de glucosa y
favorece la accion metabdlica de la insulina; colateralmente incrementa la produccion
de adiponectina y decrece la 11 B-hidroxiesteroide-deshidrogenasa. A nivel de
musculo esquelético también incrementa la utilizacion de glucosa y el catabolismo de
acidos grasos; simultaneamente, a nivel hepatico ejerce un efecto positivo sobre el
metabolismo de glucosa y acidos grasos. En resumen, tiene una accion positiva sobre
el metabolismo de lipoproteinas y la oxidacion de acidos grasos; por otra parte
muestra un efecto inhibidor benéfico sobre procesos inflamatorios de la pared

vascular [Zarate Ay cols., 2005].
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Tratamientos terapéuticos alternativos

A través de los afos las plantas medicinales han sido consideradas como punto de
partida para el desarrollo de medicamentos, han contribuido al descubrimiento de
nuevas sustancias con actividad bioldgica y a la produccion de fitoterapicos, ademas
son la fuente de medicamentos mas economica y de mayor disponibilidad para la
mayoria de los paises. Segun la OMS, alrededor del 80 % de la poblacion
mundialutiliza las plantas como principal remedio medicinal, el uso de la medicina
complementaria y alternativa (MCA) ha incrementado durante los Ultimos afios,
teniendo como objetivo tanto la prevencion como el tratamiento de enfermedades, ya
sea agudas o crénicas, como la diabetes [Cuenca L y cols., 2020]. La busqueda de
tratamientos alternativos nos conduce a recurrir a ramas de la ciencia, como lo es la

guimica medicinal.

Quimica medicinal

La finalidad de la quimica medicinal es la busqueda de compuestos bioactivos
provenientes de fuentes naturales o sintesis organica mediante técnicas
computacionales, teniendo alta posibilidad de encontrar moléculas de estructuras
novedosas con posibilidad de interaccionar especificamente y con gran afinidad con
diversos blancos moleculares involucrados en procesos fisiopatologicos. Estos
compuestos pueden representar prototipos estructurales para el desarrollo de nuevos
farmacos [Facultad de quimica -UAQ, 2021].

Con el fin de desarrollar moléculas con posibilidades elevadas de presentar la
actividad biolégica deseada se recurrié al empleo de herramientas computacionales,

originando asi la quimica computacional, dicha rama de la quimica fue impulsada por
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las compafiias farmacéuticas importantes del mundo y ademas coincidié con la
innovacion tecnolégica en el area de computo. El disefio de farmacos esta basado en
métodos computacionales, los cuales han logrado que el valor predictivo de las
técnicas de modelado molecular tenga buenos avances a través del tiempo, se
destacan tres etapas importantes: Al inicio se limitaban a investigaciones en las que
las estructuras quimicas eran consideradas como cuerpos rigidos y se buscaba
establecer las posibles interacciones entre las moléculas, a finales de los afios setenta
ya existian herramientas mas avanzadas enfocadas en la dinamica molecular, lo que
permitia hacer célculos sobre aproximaciones mas avanzadas y la Ultima etapa
relevante se dio a mediados de los ochenta, caracterizandose por la aplicacion
detallada de los calculos de energias libres [Boker J. y cols., 1994; Giacobini E., 1997].
Actualmente, se recurre a este tipo de herramientas bioinformaticas que mediante
modelos y simulaciones computacionales de sistemas moleculares nos predicen
posibles actividades farmacoldgicas y toxicologicas, entre otras, lo cual facilita el
disefio racional de farmacos y por lo tanto agiliza la creacion de nuevas alternativas
terapéuticas, disminuyendo ademas la inversion tanto de tiempo como de dinero

[Garcia y cols., 2019].

Estudios in silico
Se conoce como modelos in silico al uso de herramientas de cémputo con el propdsito
de recreacion de estructuras complejas, haciendo referencia a la estructura interna de

las computadoras; silice [Scior T. y cols., 2007].

Se estima que el proceso estandar para producir un nuevo farmaco puede durar hasta

15 afos y requiere una enorme cantidad de dinero, por ello, las herramientas
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computacionales se han hecho imprescindibles para el desarrollo de farmacos; las
investigaciones se han acelerado al codificar con precision modelos teoricos gracias a
su capacidad de procesar grandes cantidades de informacion [Saldivar F., 2017]. El
disefio de farmacos tiene como principio entender la relacion farmacolégica
estructura-actividad de los compuestos quimicos. Uno de los métodos
computacionales que se emplean con frecuencia en la identificacion de
compuestoslider y su optimizacion es el acoplamiento molecular (docking), el cual
consiste en buscar la conformacion y posicion 6ptima de un ligando dentro de una
diana molecular, con la finalidad de encontrar el sitio mas idoneo y la union que
requiere menos energia. Este conjunto de métodos conforma el cribado virtual, el cual
permite aplicar una serie de filtros a los datos obtenidos; son analizados y se
consideraran diversos criterios, como las reglas 5 de Lipinski y de Veber, con el
propdsito de seleccionar a los mejores candidatos que se pueden llevar a evaluacion
experimental in vitro o in vivo para verificar los resultados previos. Para ser
considerados potencialmente farmacos orales, los compuestos quimicos deben de
cumplir ciertas reglas que describen las propiedades moleculares de importancia
farmacocinética, Christopher Lipinski establecié unas reglas conocidas como reglas 5
de Lipinski (Figura 8). Si dos 0 mas de estos parametros se encuentran fuera de rango
es muy probable que el compuesto presente escasa solubilidad o bien una pobre
absorcion y permeabilidad [Duchowicz, P. R., 2006]. De esta manera, reduce
significativamente el nimero de ensayos biol6gicos que se harian si no hubiera una

seleccién de compuestos [Saldivar F., 2017; Scior T. y cols., 2007].
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Figura 8. Reglas de Lipin"ski (Imagen del autor).

Estudios in vitro
Existen varios métodos in vivo e in vitro disponibles para la detecciéon de nuevos
farmacos antidiabéticos. Existe gran variedad de modelos experimentales in vivo,
tanto genéticos como no genéticos, siendo los no genéticos los mas empleados,
utilizan principalmente compuestos que degradan las células B pancreéticas, como
aloxano, ciproheptadina, clorozotocina, estreptozotocina, entre otros [Hemlata D. y
cols., 2017; Smirnov A. y cols., 2012]. Las técnicas in vitro muestran directamente el
efecto sobre las células implicadas en la diabetes, proporcionando datos mas precisos
y los posibles mecanismos implicados en la enfermedad [Hemlata D. y cols., 2017],
para ello se recurre al uso de herramientas de diagnéstico para evaluar el efecto

biolégico de determinados compuestos; los cultivos celulares.

Lineas celulares

Los cultivos celulares son el resultado del crecimiento in vitro de células obtenidas de

organismos pluricelulares, son agentes biolégicos y se dividen en cultivos celulares
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primarios y en cepas celulares bien definidas [Beltran V. Nohra, 2016]. Las diversas
lineas celulares comerciales derivadas de humanos y animales tienen protocolos de
mantenimiento y diferenciacion estandar, en el caso de preadipocitos se basan
principalmente en medios de cultivo suplementados con insulina y corticoides que
intervienen favorablemente en la maduracién del adipocito al promover su
metabolismo y la formaciéon de vacuolas que almacenan grasas, incrementando la
actividad adipogénica y por ende el numero de células maduras en el cultivo [Sanchez
JC. y cols. 2015]. El proceso de diferenciacion mediante el cual las células
mesenquimales precursoras multipotenciales dan origen adipocitosmaduros se
conoce como adipogénesis (Figura 9), sucede por la activacion de un programa
coordinado de expresion génica mediado por factores de transcripcion, el cual conduce
a cambios en la actividad y/o en la cantidad de proteinas clave en la fisiologia del

adipocito [Gregoire FM, 2001].

Adipogénesis
Etapas del Proceso de diferenciacion de adipocitos
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Adipocite Adipocito
Inmaduro Madura

Figura 9. Adipogenesis, esquema simplificado de las etapas de diferenciacion de
adipocitos. [Tomada de Rojas-Gémez y cols., 2016]

Cultivo celular 3T3-L1
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Las células 3T3-L1 cuando no estan diferenciadas presentan morfologia de
fibroblastos, por lo que también se les conoce como fibroblastos 3T3-L1, este cultivo
celular es desarrollado a través del aislamiento de un clon de 3T3, es una linea celular
derivada de células embrionarias de ratdon, es de crecimiento continuo de
preadipocitos que puede diferenciarse a adipocitos mediante una rapida division hasta
la confluencia, alcanzando un estado de inhibicién por contacto [Clavijo MA. y cols.,
2007; Clavijo M.A. y cols.,2007].

El proceso de diferenciacion de adipocitos (Figura 10) ha sido principalmente
estudiado usando modelos in vitro de adipogénesis, siendo las lineas celulares de
ratén 3T3-L1y 3T3 F442A las mas ampliamente utilizadas, estas células son aisladas

de embriones de ratones de la linea Swiss 3T3 [Alcala H.C. y cols., 2015].

Figura 10. Diferenciacion de fibroblastos a adipocitos estudio [Tomada de

NEXciencia, 2021].

La linea celular 3T3-L1 tiene como principal ventaja que todas las células estan en el

mismo estado de diferenciacion, lo que les permite responder de forma similar a
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diferentes tratamientos. Ademas, las células pueden ser sub cultivadas numerosas
veces, por lo cual provee una fuente continua de preadipocitos para la investigacion
[Alcala H.C. y cols., 2015].
Ensayo de MTT

Este ensayo se utiliza para la evaluacién de las propiedades citotdxicas, determina la
funcionabilidad mitocondrial de las células, ha sido bastante utilizado para medir
supervivencia y proliferacién celular.

Su fundamento se basa en la reduccién metabdlica (Figura 11) del bromuro de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT), cuando ésta sal de tetrazolio se
aflade al cultivo disuelta en PBS, las células viables la incorporan en su interior. Una
vez en el citoplasma atraviesa la doble membrana mitocondrial, donde la enzima
mitocondrial succinato-deshidrogenasa reduce el MTT soluble generando formazan
insoluble; es un compuesto color azul cuya concentracion es directamente
proporcional a la cantidad de células vivas. Las células muertas y las que presentan
dafios en su membrana plasmatica o una disfuncion mitocondrial en consecuencia a
la accion citotoxica de un xenobidtico no pueden reducir el MTT vy, por lo tanto, no
producen formazan. Una vez retirada la solucién de MTT, éste es disuelto al agregar
100 uL/pocillo de dimetil sulféxido (DMSO), se agita durante 10 segundos previo a la
lectura de absorbancia (densidad éptica). Este método fue desarrollado por Mosmann
(1983) y posteriormente modificado por Francois Denizot y Rita Lang en 1986

[ReserchGate, 2019; Peropadre LA, 2014].
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Figura 11. Reduccion de MTT (A) a formazan (B). (Imagen del autor).

Generalidades de los &cidos polifendélicos

En la naturaleza existe una amplia variedad de compuestos que presentan una
estructura molecular caracterizada por la presencia de uno o varios anillos fendlicos
gue se denominan polifenoles. Se originan principalmente en las plantas, que los
sintetizan en gran cantidad como producto de su metabolismo secundario, participan
en funciones de defensa ante situaciones de estrés y diversos estimulos bioldgicos.
Existen varias clases y subclases de polifenoles que se definen en funcién del nUmero
de anillos fendlicos que poseen y de los elementos estructurales que presentan estos
anillos. Los principales grupos de polifenoles son los acidos fendlicos (derivados del
acido hidroxibenzoico o del acido hidroxicinamico), los estilbenos, los lignanos,

alcoholes fendlicos y flavonoides [Quifiones M. y cols., 2012].

Actividad bioldgica
Los polifenoles naturales tienen una alta capacidad antioxidante y se consideran como

agentes potenciales para prevenir y tratar enfermedades relacionadas con el estrés
oxidativo. Poseen otras propiedades que los hacen benéficos para la DT2, pueden

participar en la inhibicion de la a-amilasa o a-glucosidasa (disminuyendo la digestion

22



del almidon y la glicacion avanzada), en la proteccion de células Bpancreaticas contra
la toxicidad de la glucosa y otros efectos antiinflamatorios (mejorando la sensibilidad
a lainsulina). El inconveniente es que varios de los beneficios fueron observados con
dosis bastante elevadas, tanto en modelos animales como en modelos celulares
[Carpéné et al., 2015; Xiao et al., 2015]. Uno de los mayores intereses se centra
particularmente en los efectos de los polifenoles en el tejido adiposo, ya que esta
involucrado principalmente de manera cualitativa en el control del metabolismo de la
glucosa, ademas es almacén del exceso de energia y la produccién de adipocinas que
realiza el TAB en individuos obesos esta fuertemente influenciada por la presencia de
macrofagos infiltrados; los cuales representan una fuente adicional de mediadores
solubles que puede contribuir y perpetuar tanto la inflamacion sistémica como la local
[GOmez R y cols., 2008]. Ademas, el tejido adiposo es de acceso relativamente facil
en individuos obesos y tiene mucha actividad amino oxidasa: monoamino oxidasa y
SSAO/VAP-1 (una proteina de membrana que participa en la adhesion de los
linfocitos a los vasos en los sitios de inflamacion). La forma soluble circulante de
SSAO/VAP-1 aumenta en la diabetes. Es de suma importancia mencionar que en
preadipocitos y adipocitos hay mucha sinergia cuando se asocian dos o varios
polifenoles, parece que el uso combinado de este tipo de compuestos puede ser una
buena via terapéutica para reducir las complicaciones asociadas a la diabetes u
obesidad, otro severo problema de salud publica a nivel mundial, especialmente

particular en la poblacion mexicana [Carpéné et al., 2015; Xiao et al., 2015].

Composicién quimica de los compuestos propuestos
> Acido clorogénico de nombre IUPAC é&cido (1 S, 3 R, 4 R, 5 R)-3-[(E)-3-(3,4
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dihidroxifenil) prop-2-enoil] oxi-1, 4, 5-trihidroxiciclohexano-1-carboxilico es el
principal compuesto polifendlico en el café, reconocido como antioxidante que
ademas tiene la caracteristica de ralentizar la liberacion de glucosa en el
torrente sanguineo posterior a una comida. Es un éster de cinamato obtenido
por condensaciéon formal del grupo carboxilo del &cido trans-cafeico con el
grupo 3-hidroxi del &cido quinico. Es un metabolito intermedio en la biosintesis
de lignina. Tiene un papel como metabolito vegetal y componente alimentario
[Biblioteca nacional de medicina, 2020].

HO, CO,H
0

OH
OH

Figura 12. Estructura del acido clorogénico (Imagen del autor)

Acido quinico de nombre IUPAC &cido (3R, 5R)-1, 3, 4, 5-
tetrahidroxiciclohexano-1-carboxilico se encuentra en la corteza de cinchona
y en otras partes de las plantas, es un acido conjugado de un (-)-quinato

[Biblioteca nacional de medicina, 2020].

Figura 13. Estructura del &cido quinico (Imagen del autor)
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> Acido cafeico de nombre IUPAC &cido (E)-3-(3,4-dihidroxifenil) prop-2- enoico,
es un derivado del &cido hidroxicinamico y polifenol, biodisponible por via oral,
con posibles actividades antioxidantes, antiinflamatorias y antineoplasicas.
Tras la administracién, el acido cafeico actiia como antioxidante y previene el
estrés oxidativo, evitando asi el dafio del ADN inducido por los radicales libres

[Biblioteca nacional de medicina, 2020].

HO

HO

Figura 14. Estructura del acido cafeico (Imagen del autor)

> Acido p-cuméarico (acido 4-hidroxicinamico) de nombre IUPAC &cido (E)-3- (4-
hidroxifenil) prop-2-enoico tiene un papel como metabolito vegetal, es un acido

conjugado de un 4-cumarato [Biblioteca nacional de medicina, 2020].

o,
HO

Figura 15. Estructura del &cido p-cumarico (Realizacion propia)

> Acido ferdlico de nombre de IUPAC éacido (E)-3-(4-hidroxi-3-metoxifenil) prop-
2-enoico también conocido como acido trans-feralico es un fitoquimico fendlico
muy abundante que estd presente en las paredes celulares de las plantas,

puede ser absorbido por el intestino delgado y excretado a través de la orina.
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Es uno de los acidos fendlicos mas abundantes en las plantas [Biblioteca

nacional de medicina, 2020].

Figura 16. Estructura del acido ferulico (Realizacion propia)
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2. JUSTIFICACION

Existe una gran variedad de tratamientos farmacologicos para una de las
enfermedades con mayor impacto a nivel mundial, la diabetes diabetes, sin embargo,
se han reportado diversos e importantes efectos adversos. Los polifenoles son
compuestos presentes en los alimentos de origen vegetal y pueden impactar
favorablemente la ingesta y regulacion de la glucosa, adipogénesis, lipolisis,
metabolismo de los lipidos y el control del apetito, debido a todas estas caracteristicas
documentadas nos resulté de gran interés investigar si los ésteres de polifenol; los
acidos clorogénico, cafeico, p-cumarico, ferulico y quinico podrian presentar efecto
antidiabético al actuar sobre algunos blancos terapéuticos implicados en la diabetes,

tales como el PPARYy, la DDP4 y/o la a-glucosidasa.
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3. HIPOTESIS

Los &cidos cafeico, clorogénico, ferdlico, quinico y p-cumarico, compuestos
polifendlicos que forman parte del grupo de los acidos cindmicos, presentaran in silico
interacciones moleculares de gran afinidad con las proteinas PPARy, DPP4 y a-
Glucosidasa, las cuales estan involucradas en la fisiopatologia de la diabetes. De ahi
qgue los resultados in silico permitiran seleccionar a los compuestos con mayor
potencial de efecto hipoglucemiante para posteriormente evaluar su citotoxicidad in

vitro empleando la linea celular 3T3-L1, utilizando el método de MTT.

28



4. OBJETIVOS

Objetivos generales
Estudiar in silico y evaluar la toxicidad in vitro de compuestos polifendlicos con
posible efecto hipoglucemiante.
Objetivos particulares

e Obtenerlos parametros fisicoquimicos, toxicolégicos y de metabolismo de una
familia de compuestos polifendlicos a través de un tamizaje virtual obtenido a
partir de diversas plataformas utilizadas en el disefio de farmacos asistido por
computadora.

e Realizar estudios de acoplamiento molecular (docking) y determinar las
interacciones intermoleculares de todos los compuestos de origen polifendlico
propuestos con proteinas asociadas a la fisiopatologia de la diabetes; PPARYy,
DDP4 y a-glucosidasa.

e Evaluar la toxicidad in vitro de los compuestos mas prometedores con base
en los resultados obtenidos en el acoplamiento molecular, empleando la linea

celular 3T3-L1
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5. METODOLOGIA

Este trabajo de investigacion de compuestos polifendlicos con posible efecto
antidiabético se realiz6 en dos etapas que consistieron en el estudio in silico y la
evaluacion toxicologica in vitro.
Estudio in silico

En la época actual existe gran diversidad de bases de datos y softwares que son
herramientas imprescindibles para el disefio racional de farmacos, cuyo beneficio
consiste en las predicciones que nos puede proporcionar acerca de informacién clave
de los compuestos de interés, como son, las propiedades fisicoquimicas,
farmacocinéticas, toxicolégicas y de bioactividad. Por ello, se recurrié al uso de
algunas de éstas herramientas para predecir las propiedades de los compuestos

polifendlicos propuestos.

Material

Hardware

e Una computadora con sistema operativo Windows 10, procesador Intel® Core ™i5
y memoria RAM 12GB, en la cual se permite el trabajo en plataformas en linea y
en Softwares para visualizar estructuras moleculares y realizar célculos de
propiedades quimicas, fisicoquimicas, toxicolégicas y metabdlicas.

e Una Workstation con sistema operativo Linux, procesador AMD A9 e Intel®
Core™i7 y memoria RAM 12 GB, para realizar los estudios de acoplamiento

molecular (docking).

Software

e Plataformas en linea para realizar célculos de las propiedades farmacocinéticas,
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de metabolismo y de toxicidad (Molinspiration Cheminformatics, SwissADME,
OSIRIS Property Explorer y way2drug).

e Base de datos en linea Protein Data Bank para obtener la estructura 3D de las
proteinas PPARy, DDP4 y a-glucosidasa.

e Programas computacionales para dibujar estructuras quimicas, calcular
propiedades fisicoquimicas, realizar estudios de acoplamiento molecular y
programas con interfaz para visualizacién de estructuras quimicas (Molinspiration
Cheminformatics, ChemDraw Ultra 12.0, DataWarrior, Gauss View 5.1, Gaussian

09, AutoDock tools, AutoDock 4.0 y Discovery Studio).

Métodos

Se dibujaron las estructuras quimicas de los compuestos polifendlicos y los farmacos
de referencia con los softwares Gauss View y Chemsketch, y se obtuvieron los
codigos de especificacion de introduccion lineal molecular simplificada (SMILE) para
posteriormente poder obtener la prediccidon de las demas propiedades. Se llevé a cabo
el screening virtual de los compuestos polifendlicos y los farmacos de referencia en
las plataformas en linea Molinspiration Cheminformatics
(https://www.molinspiration.com/cgi-bin/properties), DataWarrior, OSIRIS Property

Explorer y SwissADME.

Para la prediccion de las propiedades moleculares de los compuestos se ocupd la

base de datos Molinspiration (https://www.molinspiration.com/cgi-bin/properties) vy el

software DataWarrior, se calcularon las siguientes propiedades para determinar las
violaciones a los parametros de las reglas de Lipinskiy [Veber y cols., 2002]: la masa
molecular, el predictor de solubilidad cLog P, el numero de grupos funcionales

aceptores de puentes de hidrogeno, nimero de grupos funcionales donadores de
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puentes de hidrégeno, el numero de angulos rotables, el area de superficie polar
molecular [Cheng y cols., 2012]. Para la prediccién de parametros de toxicidad se
recurrid6 a las herramientas bioinformaticas DataWarrior (DW) y OSIRIS Property
Explorer (OPE), donde se determind la presencia o ausencia de mutagenicidad,
carcinogenicidad, efectos sobre la reproductividad e irritabilidad, ademéas se
determind una puntuacién de farmaco (Drug Score) para cada molécula que oscila en
elrangode 0 a 1.0.

Respecto a la prediccion de parametros de solubilidad acuosa, farmacocinética y
guimica medicinal de los farmacos hipoglucemiantes de referencia y los compuestos
polifendlicos propuestos fueron obtenidos con el servidor en linea SwissADME. Se
determind: LogsS, solubilidad, clase, Gl, BHE, P-gp, citocromo P450, biodisponibilidad,
similitud de farmacos (Lipinski, Ghose, Veber, Egan y Muegge) y quimica medicinal
(PAINS, Brenk y accesibilidad de sintesis).

Se optimizaron las estructuras 3D de los compuestos polifendlicos y los farmacos
hipoglucemiantes de referencia utilizando el software Gaussian 09. Se descargaron
las estructuras 3D de las proteinas de interés farmacolégico de la plataforma Protein
Data Bank y se les dio tratamiento bioinformatico con el software AutoDock Tools.
Se llevaron acabd los estudios de acoplamiento molecular (docking) entre las
estructuras optimizadas de los compuestos polifendlicos y los farmacos
hipoglucemiantes de referencia con los targets farmacologicos con el software
AutoDock 4.0.1 Obteniéndose los siguientes datos: AG (kcal/mol), Ki, aminoacidos
interaccién y target farmacologico.

Para el analisis del modo de interaccion de los compuestos con su receptor se

procedid de la siguiente manera: Las coordenadas atomicas de la estructura 3D del
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receptor-ligando fueron obtenidas de la base de datos del banco de proteinas RCSB
PDB (https://www.rcsb.org/); la estructura cristalina fue 2XKW (resolucion de 2.02 A)
para PPAR-y, 3WQH (resolucion de 2.85 A) para DPP-4 y 5NN3 (resolucion de 1.90
A) para a-glucosidasa [Cronet y cols., 2001]. Respecto a las estructuras 2D de los
ligandos (Pioglitazona, Anagliptina, Miglitol, Acido clorogénico, Acido cafeico, Acido
ferdlico, Acido quinico y Acido p-cumarico.) se dibujaron con el software ChemDraw
Profesional 15-1. Se selecciond el ligando completo y se limpio la estructura. Una vez
seleccionado el ligando, se optimizé y se agregaron los hidrégenos; cada ligando se
guarddé en formato.mol. Para realizar una optimizacion geométrica (minimizar la
energia) del ligando se ocup6 el software HyperChem y se guardé en formato pdb. Al
tener los formatos pdb, se utilizo el programa Autodock Tools 1.5.6. para preparar la
estructura de la proteina; se eliminaron las moléculas de agua; se preparo el ligando
en formato pdbqt. Se realizé6 un docking ciego con dimensiones de 126 A3,
posteriormente se colocaron los parametros utilizando el algoritmo genético
Lamarckiano con 100 corridas, 100 poblaciones y 10 000 000 de evaluaciones
[Figueroa y cols., 2013; Da Costa y cols. 2007]. Después se corrié el Grid en una
terminal Linux, para ejecutar los docking se utilizo el software AutoDock 4 [Figueroay
cols., 2013]. Finalmente, utilizando el visualizador del software AutoDockTools 1.5.6
se seleccionaron las estructuras con la conformacion energéticamente mas favorable
(menor AG), y se guardaron en formato pdb. Se utilizo el software Discovery Studio
2017, para obtener el diagrama 2D de las interacciones del ligando con los
aminoécidos [Elmazar y cols., 2013].

Se analizaron los resultados obtenidos para seleccionar a los compuestos mas

promisorios que posteriormente fueron evaluados in vitro.
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Evaluacion in vitro

Los cultivos celulares se almacenaron en incubadora refrigerada Heratherm (Thermo
Scientific™ 51031567) bajo las siguientes condiciones: Atmosfera de 5% CO2,
temperatura de 37°C y cambio de medio (DMEM) cada tercer dia.

Antes de ingresar cualquier material, reactivo y/o instrumento a la campana de flujo
laminar se rocié con solucién de etanol al 70% y se quité el exceso con una gasa

previamente esterilizada.

Reactivos y equipos
e Solucion de IBMX (3-isobutil-1-metilxantina) 0.5 M en dimetilsulféxido (DMSO).

e Solucion de insulina humana recombinante 10 mg/mL.

e Solucion de dexametasona 10 mM en etanol.

e Solucion de lavado tripsina 1X.

e Suero fetal bovino (SFB).

e Hybri-Max™.,

e Dimetil sulféxido de grado reactivo (DMSO).

e Bromuro de 3-(4,5-dimetil-2-thiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolio (MTT).

e Linea celular de preadipocitos 3T3-L1 (ATCC® CL-173™, linea derivada de
células embrionicas de raton y desarrollada a través del aislamiento de un clon
de 3T3; se mantuvo de acuerdo con las especificaciones de American Type

Culture Collection (ATCC).
e Medio para la propagacion de células 3T3-L1 (DMEM: Medio de Eagle modificado

por Dulbecco, es un medio de cultivo artificial basal, se le adicionan nutrientes y
no contiene proteinas o0 agentes que promuevan el crecimiento, se prepara con
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suero fetal bovino al 10% y antibioticos; penicilina 100 U/ml y estreptomicina 100
pg/ml).

e Solucion de azul tripano al 0.4% (en PBS).

e Medios basales de adipogénesis (DMEM con suero fetal bovino al 10% y
antibigticos).

e Medio de diferenciacion (medio de crecimiento suplementado con 3-isobutil-1-
metilxantina 0.5 mM, dexametasona 1 uM e insulina 1.7 uM).

e Acidos polifénolicos SIGMA-ALDRICH; acido cafeico, acido clorogénico y acido
ferdlico.

e Espectrofotometro o lector de multi modal de microplacas de 96 pocillos
(Thermoscientific-Multiskan Sky with Cuvette & Touch Screen).

e Contador de células automatico Corning

e Autoclave, balanza analitica, bafio Maria, campana de flujo laminar (NUAIRE A2
NU-543-400), centrifuga refrigerada de alta velocidad con rotores de angulo fijo
para tubos de distintas capacidades, incubadora de CO2 refrigerada Heratherm
(Thermo Scientific™ 51031567), microscopio 6ptico binocular invertido (MOTIC

AE-20), micropipetas de voliumenes variables, entre otros.

Métodos

A continuacion, en la figura 17 se muestran de manera general los métodos

empleados para la evaluacion in vitro.
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Cultivoy
Descongelacion propagacioén de las
células 3T3-L1

Cambio de medio
de cultivo

Conteo celulary Transferencia
sembrado en placas celular

Criopreservacion

Diferenciacion de
Ensayo de preadipocitos 3T3-
citotoxicidad L1 a adipocitos
maduros

Figura 17. Métodos empleados para la evaluacién in vitro (Imagen del autor)

Descongelacion de células 3T3-L1

Se retiraron los crioviales que contienen las células del REVCO (conservadas a -80 ° C
en SFB) para proceder a la descongelacion rapida; se introdujeron los crioviales a un
vaso de precipitados de 5 mL que contenia agua pura caliente, posteriormente se
introdujeron los crioviales dentro de la campana de flujo laminar y se re suspendio el
contenido de cada uno en 4 mL de DMEM =37°C (Con SFB al 10% y antibiéticos;
penicilina 100 U/mL y estreptomicina 100 ug/mL) en un tubo Falcon de 10mL. Se
adicionaron 4 mL mas de DMEM =37°C para homogenizar la solucion con ayuda de

una micropipeta con punta.

Cultivo y propagacion de las células 3T3-L1

Se sembraron las células en cajas Petri de 60 mm o 100 mm y/o botellas de 25 mm o
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100 mm, se adicion6 DMEM, la cantidad depende del tamafio del recipiente
contenedor del cultivo celular. Horas después, se observaron las células sembradas
bajo el microscopio invertido para verificar que ya se adhirieron a la caja y/o
botella,almacenar en la incubadora. Al tercer dia, se observo bajo el microscopio
invertido la morfologia y la proliferacién celular en los recipientes con cultivos
celulares, se realiz6 cambio de medio cada tercer dia hasta alcanzar una confluencia

de 80-90%.

Cambio de medio de cultivo

Tras observar bajo el microscopio invertido la morfologia y confluencia de las células se
introdujeron los recipientes con el cultivo celular dentro de la campana de flujo laminar,
se decanto la mitad de medio. Con ayuda de una micropipeta se vertio por la pared de
la caja Petri y/o botella la cantidad de DMEM =37°C necesario segun la capacidad de
la caja Petri y/o botella en la que se cultivd (60mm = 4mL, 100mm = 6mL; 25mm =
4mL, 100mm = 15mL), se tapo inmediatamente el recipiente.

Se observaron los recipientes bajo el microscopio invertido para corroborar el buen

estado del cultivo celular y posteriormente se almacenaron en la incubadora.

Criopreservacion

Una vez que el cultivo alcanz6 una confluencia =80%, se introdujeron los recipientes
con el cultivo celular dentro de la campana de flujo laminar, se decanté el medio de
cultivo, se lavaron las cajas Petri y/o botellas un par de veces con una solucién de

PBS = 37°C y se les adicion6 una solucion de Tripsina 1X = 37°C para desprender las
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células del fondo del recipiente; se almacenaron los recipientes en la incubadora
durante 5-7 minutos y transcurrido el tiempo se verificd bajo el microscopio invertido
que las células ya no estuvieran adheridas. Se introdujeron los recipientes que
contenian la solucion celular dentro de la campana de flujo laminar, se les adicion6
DMEM = 37°C en la misma cantidad adicionada de Tripsina 1X, se traspasaron las
células a tubos Falcon y se llevaron a centrifugacion durante 10 minutos a 4°C y 3000
RPM. Inmediatamente se decantd el mediocuidando que no se decantara también el
botén o parte de éste, se adicion6 1 mL de SFB =37°C y 10 pyL de Hybri-MaxTM a T
ambiente al tubo Falcon que contenia el boton celular, se homogeneizo la solucion
con ayuda de una micropipeta evitando la formacién de burbujas y se vertié el
contenido en un criovial previamente etiquetado. Se sell6 por fuera la tapa del criovial
con Parafilm, se almacend el criovial en el refrigerador a -8°C hasta que el contenido

se congelo y posteriormente se guardo en el REVCO.

Transferencia celular
Una vez que el cultivo alcanzé una confluencia =80%, se introdujeron los recipientes
con el cultivo celular dentro de la campana de flujo laminar, se decant6 el medio de
cultivo, se lavaron las cajas Petri y/o botellas un par de veces con una solucién de PBS
= 37°C y se les adiciond una solucién de Tripsina 1X = 37°C para desprender las
células del fondo del recipiente; se almacenaron los recipientes en la incubadora
durante 5-7 minutos y transcurrido el tiempo se verificd bajo el microscopio invertido
gue las células ya no estuvieran adheridas. Se introdujeron los recipientes que
contenian la solucion celular dentro de la campana de flujo laminar, se les adicion6

DMEM = 37°C en la misma cantidad adicionada de Tripsina 1X, se traspasaron las
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células a tubos Falcon y se centrifugaron durante 10 minutos a 4°C y 3000 RPM.
Inmediatamente se decant6 el medio cuidando que no se vertiera también el botén o
parte de éste, se adiciono la cantidad necesaria de DMEM = 37°C al tubo Falcon que
contiene el botdn celular; la cantidad depende del recipiente en el cual se realizara la
transferencia celular y en cuantos recipientes se repartira el contenido celular. Se
homogeneiz6 la solucidon con ayuda de una micropipeta evitando la formacion de
burbujas, se realizé el cultivo celular en los recipientes debidamente etiquetados y se

almacenaron los cultivos celulares en la incubadora.

Conteo celular y sembrado en placas
Una vez que el cultivo alcanzdé una confluencia del =80%, se introdujeron los
recipientes con el cultivo celular dentro de la campana de flujo laminar, se decant6 el
medio de cultivo, se lavaron las cajas Petri y/o botellas un par de veces con una
solucion de PBS = 37°C y se les adiciond una solucién de Tripsina 1X = 37°C para
desprender las células del fondo del recipiente; se almacenaron los recipientes en la
incubadora durante 5-7 minutos y transcurrido el tiempo se verificd bajo el microscopio
invertido que las células ya no estuvieran adheridas. Se introdujeron los recipientes
gue contenian la solucion celular dentro de la campana de flujo laminar, se les adicion6
DMEM = 37°C en la misma cantidad adicionada de Tripsina 1X, se traspasaron las
células a tubos Falcon y se centrifugaron durante 10 minutos a 4°C y 3000 RPM.
Inmediatamente se decant6 el medio cuidando que no se vertiera también el botén o
parte de éste, se le adicion6 1 mL de DMEM = 37°C al tubo Falcon que contiene el
boton celular y se homogenizo la solucién. Con ayuda de una micropipeta se tomaron

10 pL de la suspension celular para verterlos en un tubo ependorff, se mezclaron con
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10 pL de solucion de azul tripano al 0,4% (en PBS) en proporcion 1:1 y se
homogeneizaron evitando la formacion de burbujas; inmediatamente se colocaron en
la camara de conteo celular para calcular las células contenidas. Se realizaron los
calculos para dejar confluentes las placas de 96 pocillos, la cantidad depende de la
parte experimental en la que se encuentre: 6,000 células/pocillo para evaluacion en
fibroblastos y 3,000 células/pocillo para evaluacién en adipocitos, considerando
placas por triplicado por ensayo. Se tom6 el equivalente, se trasvasé en un tubo
Falcon, se llevé a 10 mL/placa con DMEM = 37°C y se homogeneizé lentamente. Se
vertid el contenido en una canaleta y con ayuda de una micropipeta multicanal se
llenaron los pocillos de las placas con 100 uL cada uno, se homogenizé en la canaleta
constantemente para que el contenido celular fuera uniforme en cada pocillo de las

placas. Se almacenaron las placas en laincubadora.

Diferenciacidon de preadipocitos 3T3-L1 a adipocitos maduros
Al tercer dia de haber sembrado 3,000 células/pocillo en placas de 96 pocillos se
procedio a la diferenciacién: se trataron las células con 100 uyL de medio de
diferenciacion = 37°C (medio de crecimiento suplementado con 3-isobutil-1-
metilxantina 0.5 mM, dexametasona 1 yM e insulina 1.7 uM). Se mantuvo el medio de
diferenciacion durante 48 horas, se cambi6 cada tercer dia la mitad del medio (50 L)
hasta el final del experimento; se llevé un monitoreo del proceso de adipogénesis, una

vez alcanzada la diferenciacion se procedié a los ensayos de citotoxicidad.

Ensayo de citotoxicidad

La citotoxicidad se determina mediante el ensayo colorimétrico del compuesto
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bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT), determina la cantidad
de células viables en estudios de proliferacion y citotoxicidad. Las coenzimas NADH
y NADPH convertiran al MTT en su formazan; compuesto de color azul, cuya cantidad
producida es directamente proporcional al nUmero de células vivas presentes tras la
exposicion a MTT, la cantidad sera determinada indirectamente al emplear un lector
de placas (Thermoscientific-Multiskan Sky with Cuvette & Touch Screen) a 550 nm
[técnica desarrollada por Mosmann en 1983 y modificada por Francois Denizot y Rita
Lang en 1986]

Para el ensayo de citotoxicidad se emplearon los acidos cafeico, clorogénico y

ferdlico; se prepararon las soluciones a las siguientes concentraciones:

Acido cafeico Acido clorogénico Acido ferulico

Figura 18. Concentraciones (uM) de las soluciones de los &cidos polifendlicos a

evaluar en fibroblastos y adipocitos (Imagen del autor).

> En fibroblastos 3T3-L1
Se prepararon las soluciones de los compuestos disolviendo cada acido polifendlico
en DMEM = 37°C y se vertio cada solucion en sus carriles correspondientes en cada

canaleta; dos canales para cada concentracion en orden creciente de
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concentracion, el medio DMEM = 37°C se coloco en los dos primeros carriles como
control. Con ayuda de una micropipeta multicanal y una canaleta se retiré el medio
contenido en las placas y se llenaron con 100 uL/pocillo de las soluciones del
compuesto correspondiente; se homogeneizaron en la canaleta constantemente
antes de tomar las soluciones para verterlas. Se guardaron las placas en la

incubadora.

Se retiré de la incubadora la placa correspondiente trascurridas 24, 48 y 72 horas, se
observaron los pocillos bajo el microscopio invertido y se tomaron fotografias para
capturar la morfologia de las células de cada carril de manera aleatoria para que
representara a cada una de las concentraciones contenidas.

Se introdujeron las placas dentro de la campana de flujo laminar para retirar las
soluciones de los pocillos con ayuda de una micropipeta multicanal.

Se pesaron 5 mg de MTT en un tubo Falcon, se introdujeron dentro de la campana de
flujo laminar y se disolvieron en 10 mL de PBS = 37°C, cuidando que no quedara
expuesto a la luz. Inmediatamente se vertio la solucion en una canaleta y con ayuda
de una micropipeta multicanal se colocaron 100 pL en cada uno de los pocillos de la
placa. Se tapo la placa y se envolvié con papel aluminio; se guardo en la incubadora.
Pasadas 4 horas, se retir6 lenta y cuidadosamente el sobrenadante de los pocillos
con ayuda de una micropipeta multicanal; cuidando de no pipetear los cristales de
formazan. Se agregdé 100 ulL/pocillo de DMSO y se midié la absorbancia en el
espectrofotometro: se leyo el punto final de la placa completa a una longitud de onda
de 550 nm, con agitacion previa durantel0 segundos.

Se guardaron los valores obtenidos en una memoria para posteriormente realizar los

célculos y el andlisis estadistico; se calcul6 el promedio y la desviacidén estandar y se
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identificd el nivel de citotoxicidad con base en la ISO 10993 donde se clasifica la
citotoxicidad respecto al porcentaje de viabilidad celular. Se calcul6 el valor de la

concentracion inhibitoria media (C150) con los valores de absorbancia.

> En adipocitos 3T3-L1
Tras llevar un monitoreo del proceso de adipogénesis, una vez alcanzada la

diferenciacién se procedio a los ensayos de citotoxicidad.

Se prepararon las soluciones de los compuestos disolviendo cada &cido polifendlico
en DMEM = 37°C y se vertio cada solucion en sus carriles correspondientes en cada
canaleta; dos canales para cada concentracion en orden creciente de concentracion,
colocar en los primeros 2 carriles el medio como control. Con ayuda de una
micropipeta multicanal y una canaleta, se procedio a llenar las placas que contenian
las células con 100 uL/pocillo de las soluciones del compuesto, se homogeneizo6 en
la canaleta constantemente antes de tomar las soluciones para verterlas. Se

almacenaron las placas en laincubadora.

Se sacO de la incubadora las placas correspondientes trascurridas 48 horas, se
observaron los pocillos bajo el microscopio invertido y se tomaron fotografias
representativas para capturar la morfologia de las células de cada carril para cada
una de las concentraciones contenidas.

Se introdujeron las placas (rociadas con solucién de etanol) dentro de la campana de
flujo laminar para retirar las soluciones de los pocillos con ayuda de una micropipeta

multicanal.

Se pesaron 5 mg de MTT en un tubo Falcon, se introdujeron (rociado con solucion de

etanol) dentro de la campana de flujo laminar y se disolvieron en 10 mL de PBS = 37°C,
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cuidando que no quedara expuesto a la luz. Inmediatamente se verti la solucion en
una canaleta y con ayuda de una micropipeta multicanal se colocaron 100 yL en cada
uno de los pocillos de la placa. Se tapoé la placa y se envolvié con papel aluminio; se
guardd en la incubadora. Pasadas 4 horas, se retird lenta y cuidadosamente el
sobrenadante de los pocillos con ayuda de una micropipeta multicanal evitando
pipetear los cristales de formazan. Se agregaron 100 uL/pocillo de DMSO y se midi6
la absorbancia en el espectrofotémetro: se leyd el punto final de la placa completa a

550 nm, con agitacion previa durantel0 segundos.

Se guardaron los valores obtenidos en una memoria para posteriormente realizar los
céalculos y el andlisis estadistico; se calculo el promedio y la desviacion estandar y se
identifico el nivel de citotoxicidad con base en la ISO 10993 donde se clasifica la
citotoxicidad respecto al porcentaje de viabilidad celular. Se calcul6 el valor de la

concentracion inhibitoria media (C150) con los valores de absorbancia.

Analisis estadistico
Los experimentos fueron realizados por triplicado, los datos se analizaron como las
medias + la desviacion estandar (D.E.).
Los datos fueron analizados en el programa GraphPad Prism 8.0. Se realizé la prueba
de analisis de varianza (ANOVA) de una via, y las medias de los diferentes grupos de
tratamiento fueron comparadas con la prueba de Tukey. Se estableciéo si hubo
diferencia estadisticamente significativa entre los grupos, todos los datos se
expresaron como: P <0.05.

Las graficas se realizaron con el programa GraphPad Prism 8.0.

44



6. RESULTADOS

Estudio in silico

En la Figura 19 se muestran las estructuras quimicas de los farmacos de
referencia y de los compuestos polifendlicos bajo estudio. Dichas estructuras

fueron dibujadas con el software ChemDraw Ultra 12.0.
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Figura 19. Estructuras quimicas de farmacos hipoglucemiantes: i) Metformina

o

(control de la produccién de glucosa hepatica, asi mismo, aumenta la transduccion
de sefales de la insulina) , ii) Pioglitazona (activador de receptores PPARY), iii)

Anagliptina (inhibidor de la dipeptidil peptidasa 4), iv) Miglitol (inhibidor de la a-
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glucosidasa intestinal), y compuestos polifendlicos con potencial antidiabético, v)
Acido clorogénico, vi) Acido cafeico, vii) Acido ferdlico, viii) Acido quinico, ix) Acido

p- cumarico.

A continuacién, se muestran en la Tabla 2 los parametros de las propiedades
fisicoquimicas y toxicolégicas de los compuestos polifendlicos y farmacos
antidiabéticos, los cuales fueron obtenidos con el software DataWarrior y la
plataforma en linea molinspiration. Asimismo, en la Tabla 3 se muestran los
parametros de solubilidad, absorcion, metabolismo, biodisponibilidad, asi como,
diversos criterios utilizados en el area de quimica para el disefio de nuevos farmacos,
dichos resultados se obtuvieron en el servidor en linea SwissADME.

En la Tabla 4. se presentan los datos del docking molecular de farmacos
hipoglucemiantes de referencia y de los compuestos polifendlicos propuestos que se

obtuvieron con el programa autodock tools 4. 0. 1.

46



Resultados

Tabla 2. Propiedades moleculares y parametros de toxicidad de farmacos hipoglucemiantes y compuestos polifendlicos calculados con las
herramientas bioinformaticas molinspiration y DataWarrior

Compuesto Smile PM LogP AH DH AR TPSA M DS

Metormina  (NCENNCEN) 5957 13 5 5 3 88.99 N 0.35
CCc3ccc(CCOc2ccc

Pioglitazona (CC1SC(=0O)NC1=0  356.45 3.07 5 1 7 68.30 X 0.76
)cc2)ne3
OCCNI1CC(O)[C@

Miglitol @H](O)C(O)[C@H]1  207.23 -2.79 6 5 3 104.38 X 0.98
CO
Cc3cc2nec(C(=0O)N

- CC(C)(C)NCC(=O)N

Anagliptina 1CCCIC@H]1CHN)C 383.46 0.09 9 2 6 115.42 X 0.86
n2n3

) 0=C(0)[C@@]1(0)

Acido quinico C[C@@H](O)C(O)C 192.17 -2.33 6 5 1 118.21 X 0.80
(O)c1

Acido ferdlico ~ COCLCC(C=CCEO) 19419 125 4 2 3 6676 X 0.84
O)ccclO

Acido cafeico ~ O7C(Q)C=CeleceO 18516 .04 4 3 2 7775 X 0.89
)c(O)cl

Acido O=C(O)C=Cclecc© 16416 143 3 2 2 5753 X 0.79

p-cumarico )ecl
O=C(C=Cclccc(O)c(

Acido O)cl)O[C@@H]2C[ )

clorogénico C@](0)(C(=0)0)CC 354.31 0.45 9 6 5 164.74 X 0.70

(0)C20

PM: peso molecular, cLogP: coeficiente de particion agua-octanol, AH: heterodtomos aceptores de protones, DH: heteroatomos
donadores de protones, AR: dngulos rotables, TPSA: area de superficie polar topoldgica, M: mutagenicidad, C: carcinogenicidad,
E: efectos sobre la reproductividad, I: irritabilidad, DS: drug score, X: no presenta el efecto toxicolégico, \: presenta el efecto
toxicoldgico.
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Tabla 3. Parametros de solubilidad acuosa, farmacocinética y quimica medicinal de farmacos hipoglucemiantes y compuestos polifendlicos
obtenidos con el servidor en linea SwissADME

Solubilidad acuosa

Farmacocinética

Compuesto ;
. Citocromo P450 - S
LogS Solubilidad Clase Gl BHE P-gp Biodisponibilidad
1A2 2C19 2C9 2D6 3A4

Metformina 0.22 2.17 mg/mL Vv A X X X X X X X 0.55
Pioglitazona -431  1.76 mg/mL I A X X \ \ \ \ \ 0.55
Miglitol /

0.69 1.02 mg/mL \ X N X X X X X 0.55
Anagliptina -1.95 4.34 mg/mL v A X \ X X X X X 0.55
Acido quinico 0.53  6.48 mg/mL \Y X X X X X X X 0.56
Acido fertlico -2.11 1.49 mg/mL " A \ X X X X X X 0.56
Acido cafeico -1.89  2.32mg/mL |\ A X X X X X X X 0.56
Acido 2.02  1.58 mg/mL 1l A N X X X X X X 0.56
p-cumarico
Acido -1.62  8.50 mg/mL \Y, X X X X X X X 0.11
clorogénico

LogS: logaritmo de la solubilidad acuosa, Clase: V (altamente soluble), IV (muy soluble) 1l (soluble), Il (moderadamente soluble) | (poco
: baja), BHE: permeabilidad de barrera hematoencefalica, P-gp: sustrato de
glucoproteina P, CYP450: inhibidor de citocromo (\: presenta actividad, X: no presenta actividad).

soluble), Gl: absorcion gastrointestinal (A: alta,
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Continuacion tabla 3.

Similitud de farmacos

Quimica medicinal

Compuesto A ———
o e ccesibilida
Lipinski Ghose Veber Egan Muegge PAINS Brenk de sintesis
PM<160, -
Metformina N LogP<-0.4 N N PM=<200, #C<5 - iminas 3.11
Pioglitazona v v N N v - tioéster 3.46
Miglitol V LogP=-0.4 v v LogP=-2 - - 3.17
Anagliptina \ v \ v v - - 3.46
. PM<200,
Acido quinico v LogP=-0.4 v v LogP<-2 - - 3.34
. aceptor de
Acido ferdlico v \ v v PM=<200 i MiF():haeI 1.93
catecol,
Acido cafeico N, v N N PM<200 catecol aceptor de 1.81
Michael
Acido N PM<200 i aceptor de 161
p-cumarico v v v Michael
TPSA2150 catecol,
Acido clorogénico DH=5 LogP=<-0.4 TPSA=140 TPSA=136.1 DH35 ’ catecol aceptor de 4.16
B Michael

Reglas de Lipinski 0 5's (Pfizer), Filtro Ghose, Filtro Veber, Filtro Egan (Pharmacia), Filtro Muegge (Bayer): \ (se cumplen los

pardmetros), X: en rojo se describen los pardmetros que se violan, PAINS: estructuras de interferencia en ensayos de panel (estructuras
gue pueden presentar un falso positivo en la actividad), Brenk: alerta estructural, accesibilidad de sintesis: 1 facil-10 dificil.
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Tabla 4. Docking molecular de farmacos hipoglucemiantes y compuestos polifendlicos con el programa autodock tools 4. 0. 1

AG ' NI 8,4 Target
Compuestos (kcal/mol) Ki Aminoéacidos Interaccion farmacolégico
-4.3 709.01 | GLU295, ILE 326 Electrostatica PPARy
Metformina
-4.94 238.15 | PRO104, THR106, VAL113 Electrostatica AMPK
Pioglitazona 922 | 175.66 | CYS285, SER289, PA:1B1478, HOH2025 E'ecggitj‘“ca’
Acido .84 693.33 ALA292, GLU295,ARG288, CYS285, LEU340, Electrostatica,
clorogénico ) ) PA1B1478, HOH2025, HOH2014, HOH2094, HOH2052 agua
Acido cafeico -5.95 43.51 | ARG288, GLU295 Electrostatica
PPARYy
Acido quinico -5.41 108.85 | ARG288, GLU295 Electrostatica
Acido ferdlico -6.32 23.11 | LYS367, TYR473 Electrostatica
Acido p- 582 | 53.86 | ARG288, GLU295 Electrosttica
cUmarico
Anagliptina -10.5 20.08 | TYR238, GLN123, ASP192, TYR195, ASN170, TRP124 Electrostatica
Acido o - 6.96 786 GLU206, ARG669, SER209, ARG358, ASN710, Electrostatica
clorogénico TYR662
Acido cafeico -4.71 350.12 | ARG125, ASP709 Electrostatica
DPP4
Acido quinico - 4.38 619.31 | SER630, TYR631, TYR666, TYR547, TYR662, ASN710 Electrostatica
Acido ferdlico - 4.68 370.63 | ARG382, ARG358 Electrostatica
Acido p- -461 | 415.60 | ARG125, ASP709 Electrostatica
cumarico
Miglitol -6.88 9.10 ASP404, ASP518, HIS674, MET519, TRP481, ASP616, Electrostatica
ARG600 :
— a-Glucosidasa
Acido .784 1.79 MET363, LEU868, HIS584, ARG594, GLU866, SER864, Electrostatica
clorogénico ' ' GLU869, VAL867, LEU865
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Acido cafeico - 6.50 17.32 | LYS418, PHE416, GLN509, GLU505 Electrostatica
Acido quinico -5.19 157.86 | ARG411, LEU405, TRP376, MET408, ASN417, ASP406 Electrostatica
Acido fertlico -6.39 20.59 | LYS418, GLN509, PHE416, GLU505 Electrostatica
Acido p- -

cimarico -6.31 23.57 | GLN509, PHE416, GLU505 Electrostatica

AG= energia libre de Gibbs, Ki = constante de inhibicién, PPARy = receptor activado por proliferadores peroxisomales gamma, AMPK=
proteina cinasa activada por adenosin monofosfato (AMP), DDP4= dipeptidil peptidasa 4, GLU= acido glutamico , ILE=isoleucina, PRO=
prolina, THR= treonina, VAL= valina, CYS= cisteina, SER= serina, ALA=, ARG= arginina, LEU= leucina, LYS= lisina, TYR= tirosina, GLN=

glutamina, ASP= acido aspartico, ASN= asparagina, TRP= triptéfano, HIS=histidina, MET= metionina, PHE=fenilalanina
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Evaluacion in vitro

La evaluacidn in vitro consistié en determinar el efecto toxico de los compuestos &cido
cafeico, clorogénico y ferulico en la linea celular 3T3-L1 (ATCC® CL-173™); tanto en
fibroblastos como en adipocitos maduros, mediante ensayos de viabilidad celular
(actividad metabdlica) por reduccion del compuesto MTT (sal de tetrazolio, soluble en
agua) que analiza principalmente el metabolismo oxidativo; consiste en determinar la
cantidad de células vivas, siendo proporcional a la cantidad de formazan producido.
Elformazan, compuesto de la familia formazanos, es insoluble en agua por lo que debe
disolverse en DMSO; disolvente organico. [Biomodel, 2021].

Segun los resultados estadisticos obtenidos:

En fibroblastos (Figuras 25, 29 y 33) se observa que ante la exposicion a los acidos
cafeico y clorogénico el niumero de células vivas presentes en el cultivo sufrieron una
caida moderada concentracion-dependiente, alcanzando en la concentracion de 500
MM valores =60% respecto al control, en la tendencia que se obtuvo al evaluar al acido
ferulico se visualiz6 un efecto contrario, incremento el porcentaje de viabilidad celular.
Este efecto se determind en lapsos de 24, 48 y 72 h posteriores al tratamiento, y se
observé que el niumero de células vivas presentes en el cultivo sufrieron una
disminucién moderada tiempo-dependiente en el caso de exposicion a los acidos
cafeico y clorogénico, mientras que para el acido ferulico increment6 el nimero de

células vivas presentes en el cultivo de manera tiempo-dependiente.

Respecto a la evaluacion en adipocitos (Figura 37), se observd que los tres acidos
incrementaron el porcentaje de viabilidad celular en diferente proporcién, este efecto se

determind a las 48 horas posteriores al tratamiento.
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Cultivo y propagacion de las células 3T3-L1

En la Figura 20 podemos observar una fotografia representativa de los fibroblastos
de la linea celular 3T3-L1 (ATCC® CL-173™) obtenidos tras la descongelacién
rapida, cultivo y propagacion. Estas células presentan una morfologia fusiforme o
estrellada con prolongaciones citoplasmaticas que pueden ser relativamente cortas y
anchas, o bien largas, delgadas y muy ramificadas, en este ultimo caso, los
fibroblastos pueden estar en contacto unos con otros por uniones tipo nexo o por

contactos fisicos simples.

Figura 20. Morfologia de fibroblastos obtenidos (Imagen tomada en un

microscopio invertido, ampliacién 10X)
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La observacion microscopica de células vivas se llevé a cabo durante un breve
periodo, aunque mediante observacién directa al recipiente de cultivo bajo un

microscopio optico binocular invertido (MOTIC AE-20).

Medicion de viabilidad celular
Para la evaluacion in vitro de este proyecto se empleé la linea celular 3T3-L1, se
evaluo el efecto de los compuestos polifendlicos sobre la viabilidad celular empleando
el método de MTT, que consiste en determinar el nUmero de células vivas tras haber
administrado los compuestos en diferentes concentraciones, puesto que solo éstas

pueden reducir el MTT a sales de formazan mediante enzimas deshidrogenasas.

Diferenciacidon de preadipocitos 3T3-L1 a adipocitos maduros

En la Figura 21 se pueden observar las fotografias representativas del proceso de
diferenciacion de fibroblastos a adipocitos maduros. Una vez que las células han
alcanzado la confluencia, el tratamiento con los inductores adecuados de la
diferenciacion conduce a un cambio drastico en la forma de las células, en los
preadipocitos 3T3-L1, la diferenciacion se ve acelerada tras el tratamiento durante 48
horas con dexametasona, un corticoide; isobutilmetilxantina (IBMX), un estimulante del
AMP-ciclico; y altas concentraciones de insulina, en presencia de suero fetal bovino. Los
preadipocitos se convierten en células de forma esférica que empiezan a acumular lipidos,
y que van adquiriendo progresivamente las caracteristicas morfologicas y bioquimicas

propias de los adipocitos maduros. Se dejaron transcurrir 3,5,7 y 9 dias.
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Figura 21. Proceso de diferenciacion de los fibroblastos a adipocitos maduros a

los dias (A) 3, (B) 5, (C) 7y (D) 9. (Fuente: Fotos tomadas en un microscopio

invertido, Ampliacion 10X)




Ensayo de citotoxicidad

La evaluacion de citotoxicidad en la linea celular 3T3-L1 se llevo a cabo exponiendo
las células a concentraciones crecientes durante distintos periodos: los acidos
cafeico y ferdlico en el rango de 0.1-1000 uM y el &cido clorogénico en el rango de
10-1000 uM; fibroblastos a 24, 48 y 72 h y adipocitos a 48 h. El efecto citotdxico
generado ante la exposicion a los compuestos acido cafeico, clorogénico y ferulico
puede ser visualizado con la morfologia celular resultante presentado en las figuras
22-24, 26-28, 30-32 (fibroblastos 3T3-L1) y 34-36 (adipocitos 3T3-L1). El calculo de
porcentaje de viabilidad celular se encuentra en las Figuras 25, 29, 33 y 37,

respectivamente.

En fibroblastos

< Acido cafeico
En las Figuras 22, 23 y 24 se pueden observar las fotografias representativas en las

gue se presenta el efecto del compuesto acido cafeico a las diferentes
concentraciones evaluadas (0.1, 10, 100, 500 y 10000 uM) sobre la morfologia de las
células 3T3-L1. A las 24 h se puede observar que a partir de la concentracién de 10
MM hay muerte celular evidente. Transcurridas las 48 h se puede observar que la
proporcion de células muertas incrementd pero no de manera considerable, comienza
a ser notorio a partir de la concentracion 100 uM , finalmente a las 72 h el
comportamiento contindo con la tendencia de disminucién del porcentaje de viabilidad

celular.
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Figura 22. Morfologia de fibroblastos 3T3-L1 24 h posteriores al tratamiento con

el compuesto acido cafeico. Control (A), 0.1 uM (B), 10 uM (C), 100 uM (D), 500
MM (E), 1000 uM (F). (Fuente: Fotos tomadas en un microscopio invertido,

Ampliacion 10X).




Figura 23. Morfologia de fibroblastos 3T3-L1 48 h posteriores al tratamiento con

el compuesto acido cafeico. Control (A), 0.1 uM (B), 10 uM (C), 100 uM (D), 500
MM (E), 1000 uM (F). (Fuente: Fotos tomadas en un microscopio invertido,

Ampliacion 10X).
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Figura 24. Morfologia de fibroblastos 3T3-L1 72 h posteriores al tratamiento con

el compuesto acido cafeico. Control (A), 0.1 uM (B), 10 uM (C), 100 uM (D), 500
MM (E), 1000 uM (F). (Fuente: Fotos tomadas en un microscopio invertido,

Ampliacion 10X).




Efecto del 4cido cafeico en fibroblastos 3T3-L1

Segun los resultados obtenidos mediante el ensayo colorimétrico se observa que el
acido cafeico en un lapso de 24, 48 y 72 h disminuye la viabilidad celular (Figuras 25-
27) y es dependiente de la concentracion y del tiempo de exposicion.

En la Figura 25 (A) se calcula que el IC50 se alcanza en la concentracién de 500 uM,
mientras que en (B) y (C) se observa que a la concentracién 500 uM ya se disminuyé

considerablemente el % de viabilidad celular a un valor inferior al 50%.

Citotoxicidad en fibloblastos 3T3-L1 en 24 h Citotoxicidad en fibloblastos 3T3-L1 en 48 h
150+ 150+
S 101 2 T
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2 2 —
g 5 a —
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Citotoxicidad en fibloblastos 3T3-L1en 72 h Citotoxicidad en fibloblastos 3T3-L1
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Figura 25. Porcentaje de viabilidad en fibroblastos 3T3-L1 ante la exposicion a
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concentraciones crecientes del acido cafeico durante 24 h (A), 48 h (B) y 72 h (C)
y los tres lapsos de tiempo (D). Se representan los valores medios (M£SD)
obtenidos; n=16 y N=48. ***Diferencias significativas con respecto al control (p <

0.0001). (Imagen del autor realizada con el programa GraphPad Prism 8.0)

< Acido clorogénico
En las figuras 26-28 se pueden observar las fotografias representativas en las que se
presenta el efecto del compuesto acido clorogénico a las diferentes concentraciones
evaluadas (10, 100, 500, 750 y 10000 uM) sobre la morfologia de las células 3T3-L1.
A las 24 h se puede observar que a partir de la concentracién de 500 uM hay muerte
celular evidente. Transcurridas las 48 h se puede observar que la proporcion de
células muertas increment6é de manera casi imperceptible, finalmente a paso de 72 h
el comportamiento continio con la tendencia de disminucion del porcentaje de

viabilidad, aunque no es tan evidente el cambio.
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Figura 26. Morfologia de fibroblastos 3T3-L1 24 h posteriores al tratamiento con

el compuesto &acido clorogénico. Control (A), 100 uM (B), 250 uM (C), 500 uM (D),
750 uM (E) y 1000 uM (F). (Fuente: Fotos tomadas en un microscopio invertido,

Ampliacion 10X).
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Figura 27. Morfologia de fibroblastos 3T3-L1 48 h posteriores al tratamiento con

el compuesto &cido clorogénico. Control (A), 100 uM (B), 250 pM (C), 500 uM (D),
750 uM (E) y 1000 uM (F). (Fuente: Fotos tomadas en un microscopio invertido,

Ampliacion 10X).
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Figura 28. Morfologia de fibroblastos 3T3-L1 72 h posteriores al tratamiento con

el compuesto acido clorogénico. Control (A), 100 uM (B), 250 uM (C), 500 uM (D),
750 uM (E) y 1000 uM (F). (Fuente: Fotos tomadas en un microscopio invertido,

Ampliacion 10X).
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Efecto del acido clorogénico en fibroblastos 3T3-L1

Segun los resultados obtenidos mediante el ensayo colorimétrico se observa que el
acido clorogénico en un lapso de 24, 48 y 72 h disminuye la viabilidad celular (Figura
29) y es dependiente de la concentracion y del tiempo de exposicion.

En la Figura 29 (A) se calcula que el IC50 no se alcanza ni en la concentracion mas
alta (1000 yM), mientras que en la Figura 29 (B) y Figura 29 (C) se observa que a la

concentracion 500 uM ya se alcanzo.

Citotoxicidad en fibloblastos 3T3-L1en 24 h Citotoxicidad en fibloblastos 3T3-L1en 48 h
1501 150
i B
2 2
g g
S S
Acido clorogénico [uM] Acido clorogénico [uM]
Citotoxicidad en fibloblastos 3T3-L1en 72 Citotoxicidad en fibloblastos 373-L1
150+
1507 + ACL24h
-+ ACl-48h
STy S 100 + ACMT2H
o T
g 3
2 8 50
S >
0 0 1 1 1 1 1
S O
¢ Acido clorogénico [pM] 1) 100, 2) 250, 3) 500, 4) 750, 5) 1000

Acido clorogénico [uM]
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Figura 29. Porcentaje de viabilidad de fibroblastos 3T3-L1 ante la exposicién a
concentraciones crecientes del acido clorogénico durante 24 horas (A), 48 horas (B)
y 72 horas (C) y los tres lapsos de tiempo (D). Se representan los valores medios
(M£SD) obtenidos; n=16 y N=48. ****Diferencias significativas con respecto al
control (p < 0.0001). (Imagen del autor realizada con el programa GraphPad Prism

8.0)

< Acido ferulico:
En las Figuras 30-32 se pueden observar las fotografias en las que se presenta el
efecto del compuesto &cido ferulico a las diferentes concentraciones evaluadas
(0.1, 10, 100, 500 y 10000 uM) sobre la morfologia de las células 3T3-L1. A las 24
h se puede observar que la muerte celular comienza a ser evidente a partir de la
concentracion de 500 uM. Transcurridas las 48 h se puede observar que a partir de
la concentracién de 100 uM la muerte celular comienza a ser mas marcada.
Finalmente, a las 72 h se observa un incremento en la confluencia y, a su vez, un

incremento de muerte celular.
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Figura 30. Morfologia de fibroblastos 3T3-L1 24 h posteriores al tratamiento con
el compuesto acido ferdlico. Control (A), 0.1 uM (B), 10 pM (C), 100 uM (D), 500
M M (E) y 1000 uM (F). (Fuente: Fotos tomadas en un microscopio invertido,

Ampliacion 10X).
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Figura 31. Morfologia de fibroblastos 3T3-L1 48 h posteriores al tratamiento con

el compuesto acido ferdlico. Control (A), 0.1 uM (B), 10 pM (C), 100 uM (D), 500

M M (E) y 1000 uM (F). (Fuente: Fotos tomadas en un microscopio invertido,

Ampliacion 10X).




Figura 32. Morfologia de fibroblastos 3T3-L1 72 h posteriores al tratamiento con

el compuesto acido ferdlico. Control (A), 0.1 uM (B), 10 pM (C), 100 pM (D), 500

M M (E) y 1000 uM (F). (Fuente: Fotos tomadas en un microscopio invertido,

Ampliacion 10X)




Efecto del acido ferulico en fibroblastos 3T3-L1

Segun los resultados obtenidos mediante el ensayo colorimétrico se observa que el &cido
ferdlico en un lapso de 48 h disminuye la viabilidad celular (Figura 33) y es dependiente de
la concentracion y del tiempo de exposicion.

En la Figura 33 (A), (B) y (C) no es posible calcular el IC50 debido a que en vez de presentar

muerte celular se determina el incremento en el porcentaje de viabilidad celular.
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Figura 33. Porcentaje de viabilidad de fibroblastos 3T3-L1 ante la exposicion a
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concentraciones crecientes del acido ferulico durante 24 horas (A), 48 horas (B) y
72 horas (C) y los tres lapsos de tiempo (D). Se representan los valores medios
(M£SD) obtenidos; n=16 y N=48. No hay diferencias estadisticamente
significativas con respecto al control. (Imagen del autor realizada con el programa

GraphPad Prism 8.0).

En adipocitos
En el dia 9 los adipocitos fueron tratados con las diferentes concentraciones, en el
caso de los acidos cafeico y ferulico se adicionaron en concentraciones de 0.1, 10,
100, 500 y 1000 uM para evaluar su viabilidad y observar su morfologia (Figuras 34
y 36, respectivamente); para el acido clorogénico se emplearon concentraciones de
10, 100, 500, 750 y 1000 pM (Figura 35). A continuacion, en las Figuras 34-36, se
muestran las imagenes de la morfologia de los adipocitos visualizadas a las 48
horas posteriores de que se agrego el tratamiento. Se observan células de forma

esférica que en su interior contienen lipidos.
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% Acido cafeico

compuesto acido cafeico. Control (A), 0.1 uM (B), 10 yM (C), 100 pM (D), 500
UM (E) y 1000 uM (F). (Fuente: Fotos tomadas en un microscopio invertido,

Ampliacion 40X).
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Figura 35. Morfologia de adipocitos 3T3-L1 48 h posteriores al tratamiento con el
compuesto acido clorogénico. Control (A), 10 uM (B), 100 pyM (C), 500 uM (D),
750 uM (E) y 1000 uM (F). (Fuente: Fotos tomadas en un microscopio invertido,

Ampliacion 40X).
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cido ferdlico

Figura 36. Morfologia de adipocitos 3T3-L1 48 h posteriores al tratamiento con el
compuesto acido ferulico. Control (A), 0.1 uM (B), 10 pM (C), 100 uM (D), 500 uM
(E) y 1000 uM (F). (Fuente: Fotos tomadas en un microscopio invertido,

Ampliacion 40X).
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Efecto de los acidos polifendlicos en adipocitos 3T3-L1

Segun los resultados obtenidos mediante el ensayo colorimétrico se observa que los

acidos polifendlicos en un lapso 48 h incrementan el porcentaje de viabilidad celular

(Figura 37) y es dependiente de la concentracion y del tiempo de exposicion.

En las figuras 37 acido cafeico (A), acido clorogénico (B) y &cido ferulico (C) no es

posible calcular el IC50 debido a que en vez de generar muerte celular se observa el

incremento en el porcentaje de viabilidad celular, presentando el siguiente orden

creciente: acido clorogénico< acido ferulico< acido cafeico.
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Figura 37. Porcentaje de viabilidad de adipocitos 3T3-L1 ante la exposicién a

concentraciones crecientes de los acidos cafeico (A), clorogénico (B) y ferulico
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(C) durante 48 horas y los tres compuestos (D). Se representan los valores
medios (M+SD) obtenidos; N=16. (Imagen del autor realizada con el programa

GraphPad Prism 8.0).
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8. DISCUSION

Estudio in silico

El proyecto consistio en el estudio computacional de los compuestos de farmacos
hipoglucemiantes metformina, pioglitazona, anagliptina y miglitol, los cuales
presentan su efecto farmacoldgico sobre diferentes proteinas involucradas en la
fisiopatologia de la diabetes, asimismo se muestran las estructuras de los acidos
polifendlicos: clorogénico, cafeico, ferdlico, quinico y p-cumarico que inicialmente
fueron aislados de productos naturales.

En la tabla 2 se muestran los resultados obtenidos en el servidor en linea
molinspiration y en el software DataWarrior de las propiedades moleculares y
parametros de toxicidad in silico, a este conjunto de datos se le denomina reglas de
Lipinski, las cuales deben ser cumplidas por las entidades quimicas para ser
consideradas como potenciales farmacos orales. El peso molecular debe ser menor a
500 g/mol, no debe tener mas de 10 aceptores ni mas de 5 donadores de puentes de
hidrogeno, el coeficiente de particion agua-octanol debe ser menor de 5 para
considerar una adecuada liposolubilidad a través de la membrana celular, no se debe
rebasar los 10 angulos rotables y el area de superficie polar debe ser menor a 150 lo
cual indica una adecuada permeabilidad en células de tracto digestivo, mientras que,
si el valor es menor a 95 se puede suponer una buena penetracion de la barrera
hematoencefélica. Al realizar el tamizaje virtual de los compuestos bajo estudio se
observa que la metformina puede presentar efectos de toxicidad en la reproduccion y
como un potencial agente mutagénico, mientras que el acido clorogénico viola las

reglas de Lipinski ya que en su estructura presenta 6
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heteroatomos que pueden formar puentes de hidrégeno y su &rea de superficie polar es
mayor a 150 lo cual podria afectar su actividad biol6gica; sin embargo, no se descarta
como un compuesto base para modificaciones estructurales de nuevos compuestos.
Los parametros de solubilidad acuosa, farmacocinética y quimica medicinal de los
compuestos analizados en el servidor en linea SwissSADME se presentan en la Tabla 3.
La solubilidad acuosa es una caracteristica de gran importancia farmacéutica en
moléculas que se plantean como potenciales farmacos enterales debido a que esta
propiedad facilita el manejo y la formulacion de estos compuestos, asimismo esta
propiedad influye en su absorcion intestinal mientras mayor solubilidad acuosa
presenten, menor absorcion tendran, ya que deben atravesar membranas lipofilicas,,
en este sentido, la metformina, miglitol y acido quinico presentan una alta solubilidad,
la anagliptina, acido cafeico y clorogénico son muy solubles, el acido ferdlico y p-
cumarico son solubles, mientras que la pioglitazona es moderadamente soluble, lo
cual empalma con su buena absorcion gastrointestinal y de las 9 moléculas sdlo el
acido ferdlico y p-cumarico podrian atravesar barrera hematoencefalica lo cual
concuerda con el valor de su TPSA. Dentro de los parametros de farmacocinética,
resulta de gran valor saber si un compuesto es 0 no sustrato de la glicoproteina P-gp
(proteina de mayor importancia de los transportadores ATP dependientes y ABC), es
importante destacar esta proteina por sus multiples funciones en el tubo digestivo, en el
sistema nervioso central y que se sobre expresa en distintos tipos de cancer
conduciendo a una multi drogo-resistencia, de los compuestos bajo estudio se
encontré que el miglitol y la anagliptina son sustrato de dicha glicoproteina, la cual,
contribuye a una disminucion de la absorcién y a un aumento de la eliminacion del
organismo de los farmacos que son sus sustratos , del mismo modo, es esencial
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conocer la interaccion de los xenobidticos con la super familia de citocromos
P450 (CYP), que es la principal super familia de isoenzimas encargadasde la
eliminacion de farmacos a través de la biotransformacion y la inhibicion de alguna o
algunas isoenzimas CYP esta relacionado con diversos farmacos que presentan
efectos toxicos y llevan a efectos adversos, de acuerdo con Li Di y Wolf et al., del 50
al 90% de farmacos interactian con cinco principales isoformas del CYP450 (1A2,
2C19, 2C9, 2D6, 3A4) y la inhibicion de alguna de estas conduce a efectos adversos
por toxicidad (Di, L., 2014; Wolf C.R.,2000), porlo cual, es de gran importancia destacar
gue la pioglitazona es el Unico compuesto de los evaluados que inhibe las cinco
isoformas CYP450 y se relaciona con lo reportado en 2012 por Chinnam et al., donde
encontraron que la pioglitazona origina hipertrofia ventricular y congestion hepatica y
renal en ratones albinos suizos (ChinnamP.,2012).

Para descartar compuestos con un perfil farmacocinético adecuado se emplea el
parametro de biodisponibilidad, teniendo en consideracion que los potenciales
farmacos cuando menos tengan un 10% de biodisponibilidad oral en ratas o
permeabilidad en células Caco-2, por lo tanto, derivado del analisis de los compuestos
polifendlicos y los farmacos empleados como tratamiento para la diabetes se muestra
gue a excepcidn del acido clorogénico todas las moléculas tienen por encima del 50%
de probabilidad, mientras que el &cido clorogénico solo es el 11%. Ademas de utilizar
parametros farmacocinéticos, toxicologicos y las reglas de Lipinski, las principales
compafias farmacéuticas han establecido diversos filtros para tener bibliotecas de
compuestos quimicos confiables y de alta calidad. En esta seccidén se muestra en la
Tabla 3, que el acido clorogénico es la tnica molécula que viola las reglas de Lipinski
(Pfizer), debido a que en su estructura tiene mas de 5 heteroatomos que pueden
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donar protones que formen puentes de hidrégeno.

Dentro de las mejoras que se han realizado a las reglas de 5 se publicaron en 1999
las reglas de Ghose (Amgen Inc), en las cuales se establece que el LogP debe
encontrarse entre -0.4 y +5.6, la refractividad molar debe tener un valor entre 40 y
130, el PM debe ser mayor de 160 y menor de 500 g/mol y el nUmero total de atomos
serd entre 20 y 70, tomando en cuenta estas consideraciones la metformina viola dos
apartados ya que tiene un peso molecular menor a 160 g/mol y el valor de LogP de la
metformina, miglitol, los &cido quinico y clorogénico no es adecuado por ser menor a
-0.4. La farmacéutica GlaxoSmithKline estableci6é las reglas de Veber que
principalmente indican que las moléculas deben tener un valor de TPSA menor a 140
y el numero de enlaces rotables debe ser menor a 10, con base en estos parametros
el &cido clorogénico es el compuesto que viola estas reglas por tener un TPSA mayor
a 140 y de igual manera viola las reglas de Egan establecidas por la compaiiia
farmacéutica y de biotecnologia Pharmacia ya que el valor permitido de TPSA debe
ser menor a 136.1 y el de LogP menor a 5.88 para considerar a una entidad quimica
como un potencial farmaco. En 2001, Bayer una de las farmacéuticas mas
importantes a nivel global estableci6 las reglas de Muegge las cuales establecen que
el PM debe ser mayor de 200 y menor de 600 g/mol, el LogP deber estar entre -2 y 5,
el TPSA debe ser menor a 150, el numero de anillos en una estructura tiene que ser
menos de 7, el nUmero de carbonos debe ser mayor a 4 y el nimero de heteroatomos
mayor a 1, no debe tener mas de 15 enlaces rotables, los aceptores y donadores de
hidrogenos que puedan formar puentes de hidrogeno no debe rebasar los 10 y 5,
respectivamente; teniendo en cuenta estas reglas solo la pioglitazona y anagliptina no
violan estas reglas.
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En la seccion de quimica medicinal se consideran tres aspectos, los PAINS que son
estructuras promiscuas que pueden tener actividad biologica frente a diversos targets
independiente del blanco farmacolégico, mientras que los parametros de Brenk es un
listado de 105 fragmentos que podrian originar toxicidad ademas de estar asociados
con propiedades farmacocinéticas deficientes, metabolismo deficiente y de alta
reactividad quimica, lo cual nos indica que los acidos cafeico y clorogénico en su
estructura tiene catecol como PAINS y las estructuras de Brenk la metformina
contiene iminas, la pioglitazona un grupo tioéster, mientras que los acido ferulico,
cafeico, p-cumarico y clorogénico tienen aceptores de Michael, dicha informacién nos
orienta a una posible modificacion quimica con el objetivo de aumentar la actividad
farmacologica y disminuir o evitar los efectos no deseados. Asimismo, un factor de
gran importancia en el disefio de farmacos es el proceso de sintesis quimica, si bien,
en este proyecto se analizan productos naturales un punto critico es valorar el tipo de
obtencion mas favorable, por extraccion de productos naturales o sintesis quimica,
por lo tanto la prediccidon de una alta tasa de éxito en la obtencidn de los compuestos
sintéticos se clasifica como 1 facil y 10 dificil sintesis, en este sentido todos los
compuestos tienen una accesibilidad buena o facil por sintesis quimica.

Por ultimo, los resultados obtenidos con en el software AutoDock Tools 4.1. de las
interacciones moleculares de los compuestos bajo estudio y las proteinas
involucradas en la fisiopatologia de la diabetes se presentan en la Tabla 4. Se realizé
el estudio de las proteinas PPARY, DPP4 y a-Glucosidasa, cada una con el farmaco
de referencia y los cinco compuestos polifendlicos. En el caso del receptor nuclear
activado por proliferadores peroxisomales gamma, la pioglitazona tiene el mejor valor
de energia de unién seguido por el acido clorogénico, en contraste las mejores
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constantes de inhibicidn las presentan el acido ferulico y el cafeico, respectivamente.
La mejor interaccion molecular con la dipeptidil peptidasa 4 est4d dada con la
anagliptina y seguida por la interaccion con el acido clorogénico, sin embargo, este
acido polifendlico tiene la menor y mejor constante de inhibicion. Los datos obtenidos
con la a-Glucosidasa muestran que la mejor constante de inhibicion e interaccién
molecular dada por el AG es con el acido clorogénico, seguida por el miglitol que es
el farmaco especifico de esta enzima. De igual manera en la Tabla 4 se muestran los
aminoacidos y atomos de los ligandos que participan en las interacciones moleculares
ligando-proteina, destacando que las interacciones electrostaticas son las principales
interacciones quimicas.
Evaluacion in vitro

Respecto a los resultados de la evaluacion in vitro, primero se evaluo el efecto de los
compuestos sobre la viabilidad de células 3T3-L1. Los resultados demuestran que
para los acidos cafeico y clorogénico a la concentracion 500 uM se alcanzoé el 50%
de muerte celular, demostrando estos compuestos son citotoxicos en fibroblastos
3T3-L1 a muy elevadas concentraciones.Por otra parte, respecto a los resultados del
ensayo de MTT mostraron que tras la exposicion de los adipocitos 3T3-L1 a las
concentraciones de los compuestos mencionadas anteriormente (100, 250, 500, 750,
1000 uM) durante un tiempo de 48 h se observé que la viabilidad se mantuvo al alza
a las diferentes concentraciones. Ademas, al igual que en el caso de los preadipocitos
expuestos a acido ferulico, no fue posible determinar el valor de la CI50 ya que no se
alcanzo el 50% de muerte celular a las concentraciones evaluadas. Por lo tanto, estos
resultados demuestran que estos compuestos no ejercen un efecto citotéxico en los

adipocitos maduros 3T3-L1.
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9. CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos en el estudio in silico se puede concluir que el
conjunto de compuestos polifendlicos analizados cumplen las reglas de Lipinski,
puntos criticos para el disefio o seleccidén de productos naturales como potenciales
farmacos. Asimismo, en la evaluacién in vitro, los acidos cafeico clorogénico y ferulico
no presentaron caracteristicas citotéxicas importantes, ya que el porcentaje de
viabilidad celular se vio disminuido en concentraciones bastante altas. Estos
resultados nos permiten aseverar una mayor seguridad respecto a los farmacos de
referencia como la metformina que puede ser un agente mutagénico o la pioglitazona
gue al inhibir las isoenzimas CYP450 y el miglitol y la anagliptina al ser sustratos de la
proteina P-gp pueden originar efectos adversos. De igual manera, las moléculas bajo
estudio presentan adecuada solubilidad, biodisponibilidad y alta accesibilidad para
sintesis quimica, pese a que en su estructura quimica tienen regiones no deseadas

estas se pueden modificar por sustituyentes que permitan obtener mejores moléculas.
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10. PROPUESTAS

De acuerdo con los resultados obtenidos, los compuestos propuestos son altamente
promisorios, por esta razon resulta alentador dar continuidad a la evaluacion del acido
cafeico, acido clorogénico y &cido ferulico y de ésta manera cerciorarnos de que los
efectos producidos por éstos se asocian a la interaccion con las dianas moleculares
implicadas en la DT2: a-glucosidasa, DPP4 y PPAR-y.
{Se propone:
1.Realizar estudios de dinamica molecular para corroborar las conformaciones e
interacciones intermoleculares de los complejos proteina-ligando.
2.Demostrar el efecto de los compuestos sobre la adipogénesis mediante la
técnica PCR en tiempo real o Western blot, detectando los genes o proteinas,
respectivamente, implicados en el proceso de diferenciacion de la linea celular
3T3-L1.

4. Evaluar los compuestos in vivo empleando un modelo murino diabético.
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12. ANEXOS

Interacciones obtenidas en el docking molecular para cada compuesto propuesto y

los farmacos de referencia, con su respectivo blanco.
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Figura 38. Interacciones de anagliptina-DPP4, con sus aminoacidos representado
en diagrama bidimensional (2D). (Imagen del autor mediante el software Discovery
Studio Visualizer).
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Figura 39. Interacciones de metformina-PPARYy, con sus aminoacidos
representado en diagrama bidimensional (2D). (Imagen del autor mediante el
software Discovery Studio Visualizer).
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Figura 40. Interacciones de metformina-AMPK, con sus aminoacidos
representado en diagrama bidimensional (2D). (Imagen del autor mediante el
software Discovery Studio Visualizer).
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Figura 41. Interacciones de Miglitol-a-glucosidasa, con sus aminoacidos
representado en diagrama bidimensional (2D). (Imagen del autor mediante el
software Discovery Studio Visualizer).
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Figura 42. Interacciones de pioglitazona-PPARY, con sus aminoacidos
representado en diagrama bidimensional (2D). (Imagen del autor mediante el
software Discovery Studio Visualizer).
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Figura 43. Interacciones de acido cafeico E - a-glucosidasa, con sus aminoacidos
representado en diagrama bidimensional (2D). (Imagen del autor mediante el
software Discovery Studio Visualizer).
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Figura 44. Interacciones de acido clorogénico SSSSE - a-glucosidasa, con sus
aminoacidos representado en diagrama bidimensional (2D). (Imagen del autor
mediante el software Discovery Studio Visualizer).

THR
A:415
PHE
A:414 | PHE
A:506
GLN
A:509 ARG
J A:456
LYS '
- MET
A:418, ! A:502
ks
PRO
0 A:457
0
PHE o+ - _(GLU
A:416 A:505

Figura 45. Interacciones de acido ferulico E - a-glucosidasa, con sus aminoacidos
representado en diagrama bidimensional (2D). (Imagen del autor mediante el
software Discovery Studio Visualizer).
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Figura 46. Interacciones de acido p-cumarico E - a-glucosidasa, con sus
aminoacidos representado en diagrama bidimensional (2D). (Imagen del autor
mediante el software Discovery Studio Visualizer).

ARG
A:411

an

S
TRP
A:376

TYR
A:407

ASP
A:409

LEU SER
A:405 A:410

O H MET
A:408

H
PHE
o A:421
» ASN
A:417

SER
ASP A:379
A:406

Figura 47. Interacciones de acido quinico SRRS - a-glucosidasa, con sus
aminoacidos representado en diagrama bidimensional (2D). (Imagen del autor
mediante el software Discovery Studio Visualize
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Figura 48. Interacciones de acido cafeico E — DPP4, con sus aminoacidos
representado en diagrama bidimensional (2D). (Imagen del autor mediante el
software Discovery Studio Visualizer).
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Figura 49. Interacciones de acido clorogénico RRSSE - a-glucosidasa, con sus
aminoécidos representado en diagrama bidimensional (2D). (Imagen del autor
mediante el software Discovery Studio Visualizer).
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Figura 50. Interacciones de 4cido ferulico E — DPP4, con sus aminoacidos
representado en diagrama bidimensional (2D). (Imagen del autor mediante el
software Discovery Studio Visualizer).
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Figura 51. Interacciones de acido p-cumarico Z — DPP4, con sus aminoacidos
representado en diagrama bidimensional (2D). (Imagen del autor mediante el
software Discovery Studio Visualizer).
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Figura 52. Interacciones de acido quinico RSRS — DPP4, con sus aminoacidos
representado en diagrama bidimensional (2D). (Imagen del autor mediante el
software Discovery Studio Visualize
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Figura 53. Interacciones de acido cafeico Z — PPARY, con sus aminoacidos
representado en diagrama bidimensional (2D). (Imagen del autor mediante el
software Discovery Studio Visualize
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Figura 54. Interacciones de acido clorogénico RSRRZ — PPARYy, con sus
aminoacidos representado en diagrama bidimensional (2D). (Imagen del autor
mediante el software Discovery Studio Visualize
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Figura 55. Interacciones de acido ferulico Z — PPARYy, con sus aminoacidos
representado en diagrama bidimensional (2D). (Imagen del autor mediante el
software Discovery Studio Visualize
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Figura 56. Interacciones de acido p-cumarico Z — PPARYy, con sus aminoacidos
representado en diagrama bidimensional (2D). (Imagen del autor mediante el
software Discovery Studio Visualize

PRO
PHE k
A:226 22
LEU
A:228
GLU
A:295
®H
MET <
A:329 H-:4) .2
. H
ILE o
A:296
(o} <
ALA i
- ARG
A:292 o - v heh
LEU -0
A:330
ILE
A:326
LEU
A:333

Figura 57. Interacciones de acido quinico RSRS — PPARYy, con sus aminoacidos
representado en diagrama bidimensional (2D). (Imagen del autor mediante el
software Discovery Studio Visualize
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