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ABREVIATURAS

pl: Microlitro.

KUM: Micromolar.

3-HACD: 3-hidroxiacil CoA Deshidrogenasa.
5- HMF: 5-Hidroximetil Furfural.

ACCLS: Acil-CoA de Cadena Larga Sintetasa.
ACD: Acil Co-A Desidrogenasa.

ACN: Acetonitrilo.

ACO: Acil Co-A Carboxilasa.

AcoEt: Acetato de Etilo.

ACS: Acil Co-A Sintetasa.

ADH: Hormona antidiurética.

ADIPOL1: Receptor de Adiponectina 1.
ADIPO2: Receptor de Adiponectina 2.

ADN: Acido Desoxirribonucleico.

AGL: Acidos Grasos Libres.

AICAR: 5-Aminoimidazol-4-carboxamida ribonucleétido.
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Akt: Proteina Cinasa Activada por el factor de crecimiento parecido a la insulina 1.

ALT: Alanina aminotransferasa.

AM: Acetato de Maturina.

AMPK: Proteina Cinasa dependiente de AMPc.

AST: Aspartato transaminasa.

C/EBPa: Proteina de Union y amplificacion de la caja CCAAT alfa.
C/EBP: Proteina de Union y amplificacion de la caja CCAAT beta.
C/EBP®: Proteina de Unién y amplificacion de la caja CCAAT delta.
C3G: Cianidina 3- Glucosido.

CACT: Ceto-acil-CoA Tiolasa.

CBP/p300: Proteina Coactivadora Transcripcional p 300.

CC: Cromatografia en Columna.

CCF: Cromatografia en Capa Fina.

cDNA: DNA complementario.

CK2: Proteina Caseina Cinasa 2.

CPT-I: Carnitin Palmitoil Transferasa 1.

CPT-II: Carnitin Palmitoil Transferasa 2.

CT: Control.
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DDP4: Dipeptidil Peptidasa 4.

DG: Diabetes gestacional.

DHA: Acido Eicosapentandico.

DI: Diabetes Insipida.

DM1: Diabetes mellitus tipo 1.

DM2: Diabetes mellitus tipo 2.

DMEM: Medio Modificado Eagle Dulbecco.

ECHD: Enoil-CoA Hidratasa/Deshidrigenasa.

EM: Enzima Malica.

EM: Espectrometria de Masas.

FABP: Proteina de Union a Acidos Grasos.
FAT/CD36: Proteina Translocadora de acidos grasos CD36.
FATP: proteina Transportadora de Acidos Grasos.
FEN: Fenofibrato:

FOS: Fraccion Rica en Oligosacéridos.

G3D: Glucosido de 3-delfinidina.

GIP: Peéptido Insulinotropico Dependiente de Glucosa.

GLP-1: Péptido Similar al Glucagon 1.
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GLUT4: Transportador de Glucosa 4.

GSK3: Glucégeno Sintasa Cinasa 3.

GSK3p: Glucogeno Sintasa Cinasa 3 beta.

GyK: proteina de captura de Glicerol.

HMGCSM: Hidroximetilglutaril-CoA Sintasa Mitocondrial.
HPLC: Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia.
HS-AC: Extracto acuoso de H. sabdariffa.
HS-CLF: Extracto cloroférmico de H. sabdariffa.
IFN-y: Interferon Gamma.

IL-6: Interleucina 6.

L-16504: agonista sintético de PPARS.

LPL: Lipoproteina Lipasa.

M: Molar.

MAPK: Proteina Cinasa Activada por Mitdgeno.
MCP-1: Proteina Quimiotrayente de Monaocitos 1.
mg: Miligramos.

mM: Milimolar.

MTT: Bromo de 3(4,5 dimetil-2-triazol-2,5) difenil tetrazoilo.



NCOR: Correpresor Nuclear.

NF-kB: Factor Nuclear Kappa B.

nm: Nandmetros.

OMS: Organizacion Mundial de la Salud.
PBP/TRAP220: Proteina de Union a PPAR TRAP220.
PBS: Buffer Salino de Fosfatos.

PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa.
PCR-RT: Reaccion en Cadena de la Polimerasa en Tiempo Real.
PD-AC: Extracto acuoso de P. decompositum.
PD-CLF: Extracto Cloroférmico de P. decompositum.
PDK4: Piruvato Deshidrogenasa Cinasa 4.

PEG: Polietilenglicol.

PEPCK: Proteina Fosfoenol Piruvato Carboxiquinasa.
PGC-1: Coactivador 1 de PPAR.

PI3K: Fosfatidil Inositol 3 cinasa.

P1O: Pioglitazona.

PKA: Proteina Cinasa A.

PKC: Proteina Cinasa C.
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PPARa: Receptores Activados por Proliferadores de Peroxisomas alfa.
PPARYy: Receptores Activados por Proliferadores de Peroxisomas gamma.
PPAR®: Receptores Activados por Proliferadores de Peroxisomas beta.
PPRE. Elementos de Respuesta a Proliferadores de Peroxisomas.

RGS2: Regulador de la Sefalizacion de Proteina G 2.

RI: Resistencia la Insulina.

RMN: Resonancia Magnética Nuclear.

RNAm: Acido Ribonucléico mensajero.

RT-PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa Retrotranscriptasa.

RXR: Receptor Retinoide X.

SB3D: Sambubiosido 3-Delfinidina.

SM: Sindrome Metabdlico.

SMRT: Mediador del Silenciamiento de Receptor de la hormona Tiroidea y Retinoide.
SRC-1: Coactivador del Receptor Nuclear 1.

TC: Colesterol total.

TFA: Acido Trifluoroacético.

TNF-a: Factor de Necrosis Tumoral alfa.

TR: Tiempo de Retencion.
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TU-AC: Extracto acuoso de T. usneoides.

TU-CLF: Extracto cloroférmico de T. usneoides.

TZD: Tiazolidinediona.
UCP-1: Proteina Desacoplante 1.
UCP-2: Proteina Desacoplante 2.

UCP-3: Proteina Desacoplante 3.
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1. RESUMEN

Los receptores activados por proliferadores de peroxisomas (PPARS) son factores de
expresion nuclear dependientes de ligando. Existen tres isoformas de PPAR, alfa (a),
delta/beta (&/B) y gamma (y), todos ellos involucrados en el balance de metabolismo
de lipidos y carbohidratos. Los PPARSs representan un blanco terapéutico interesante
para la prevencion y/o tratamiento de enfermedades como la diabetes mellitus tipo 2
(DM2), esteatosis, enfermedad cardiovascular y otras asociadas al sindrome
metabdlico (SM), ya que regulan la expresidon de genes involucrados en la
incorporacion y oxidacion de lipidos, asi como también en el metabolismo y
captacion de glucosa. La DM2 y otras asociadas al SM es caracterizada por el
desbalance en el metabolismo de lipidos y carbohidratos siendo este el principal
problema que engloba a estas enfermedades. H. sabdariffa, P. decompositum y T.
usneoides son plantas utilizadas en la medicina tradicional para el tratamiento de la
diabetes mellitus tipo 2 (DM2) y otras asociadas al sindrome metabdlico (SM), siendo
el objetivo de este trabajo evaluar el efecto de 2 tipos de extractos, acuoso y
cloroférmico sobre la glucemia en ratones CD1 sanos, asi como también el evaluar
su efecto sobre la expresion de RNAmM de PPAR®, PPARYy y algunos de sus genes
regulados; el transportador de glucosa 4 (GLUT4) y la proteina transportadora de
acidos grasos (FATP) mediante PCR-RT en la linea celular de adipocitos 3T3-L1. Se
estandarizaron los extractos con efecto sobre la expresion de PPARs y/o GLUT4 y
FATP; el extracto acuoso de H. sabdariffa tuvo efecto positivo con respecto al control

sobre la expresion de FATP fue estandarizado con delfinidina 3-sambubidsido (22.7
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mg/g de extracto); el extracto cloroférmico de P. decompositum tuvo efecto agonista
con respecto al control sobre la expresion de PPARy y GLUT4 estandarizado con
acetato de maturina (50.68 mg/g); siendo el extracto cloroférmico de H. sabdariffa
estandarizado con 5-hidroximetil furfural (9.93 mg/g) el que tuvo efecto agonista dual
de PPAROJ/y y sus genes regulados GLUT4 y FATP. Se utilizaron los siguientes
tratamientos como controles positivos: pioglitazona como agonista de PPARy (25
mM), para PPARa fenofibrato (10mM) y para PPAR® L-16504 (10 uM). Estos
resultados sugieren que el extracto cloroférmico de H. sabdariffa a través de su
efecto dual, favorece el transporte de glucosa y de acidos grasos (AG), sentando las
bases para el desarrollo de nuevos farmacos para el tratamiento de la DM2 y otras

enfermedades asociadas al SM.
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2. ABSTRACT

The peroxisome proliferator-activated receptors (PPARs) are ligand-dependent
factors nuclear expression. There are three PPAR isoforms alpha (a), delta / beta (& /
B) and gamma (y), all involved in the balance of lipid and carbohydrate metabolism.
PPARs represent an interesting therapeutic target for the prevention and / or
treatment of diseases such as type 2 diabetes mellitus (DM2), steatosis,
cardiovascular disease and other associated metabolic syndrome (MS), as they
regulate the expression of genes involved in the incorporation and lipid oxidation, as
well as metabolism and glucose uptake. DM2 and others diseases associated with
MS is characterized by an imbalance in the metabolism of lipids and carbohydrates
this being the main problem that encompasses these diseases. H. sabdariffa, P. and
T. usneoides decompositum are plants used in traditional medicine for the treatment
of type 2 diabetes mellitus (DM2) and associated with other diseases associated at
metabolic syndrome (MS), the aim of this study to evaluate the effect of 2 kinds of
extracts, aqueous and chloroformic on glycemia in healthy CD1 mice, as well as
assess their effect on the mRNA expression of PPARS, PPARy and some of the
regulated genes; glucose transporter 4 (GLUT4) and fatty acid transport protein
(FATP) by RT-PCR on cell line 3T3-L1 adipocytes. Extracts with effect on the
expression of PPARs and / or GLUT4 and FATP were standardized; the aqueous
extract of H. sabdariffa had positive effect with respect to control on the expression of

FATP was standardized with delphinidin 3-sambubioside (22.7 ug / g of extract); the
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chloroform extract of P. decompositum have an agonist effect over control on the
expression of GLUT4 and PPARYy, was standardized maturine acetate (50.68 mg/qg);
being the chloroform extract of H. sabdariffa standardized 5-hydroxymethyl furfural
(9.93 mg/g) which it had dual PPAR® / y agonist effect and GLUT4 and FATP
regulated genes. PPARYy positive control pioglitazone (25 mM), for PPARa fenofibrate
(10 mM) and L-16504 for PPAR® (10 uM) were used. These results suggest that the
chloroform extract of H. sabdariffa through its dual effect, promotes the transport of
glucose and fatty acid (FA), laying the foundation for the development of new drugs

for the treatment of DM2 and other diseases associated with the SM.
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3. INTRODUCCION

La diabetes es un reto de salud emergente en todo el mundo como resultado de la
urbanizacion, la alta prevalencia de la obesidad, el sedentarismo y el estrés,

asociado con otros con factores genéticos (Ghoshal y Bhattacharyya, 2015).

3.1 Diabetes Mellitus

La diabetes mellitus es una enfermedad cronica que aparece cuando el organismo
no puede producir suficiente insulina o no puede utilizarla eficazmente. La insulina es
una hormona producida en el pancreas que permite que la glucosa de los alimentos
entre en las células del cuerpo, donde es metabolizada, y convertida en la energia

necesaria para las funciones vitales del organismo (Ahmad, 2014).
3.2 Tipos de Diabetes

Son cuatro los tipos de diabetes con mayor incidencia: diabetes mellitus tipo 1
(DM1), diabetes mellitus tipo 2 (DM2), diabetes gestacional (DG) y diabetes insipida
(DI).

La DM1 es causada por una reaccion autoinmune, en la que el sistema inmune ataca
a las células B-pancreéticas productoras de insulina, por lo que al no producirse
insulina la glucosa no puede ingresar a las células; no se sabe con claridad cuél es la
causa de la reaccion autoinmune. Las personas con este tipo de diabetes, necesitan
insulina todos los dias para controlar la glucemia. La diabetes tipo 2 (DM2) es el tipo

de diabetes mas comun. Por lo general ocurre en adultos, pero cada vez aparece en
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nifios y adolescentes. En la DM2, el cuerpo puede producir insulina, sin embargo las
células del organismo no pueden responder a sus efectos, es decir, resistencia a la
insulina (RI), dando lugar a la acumulacion de glucosa en sangre (Guariguata, 2013).
La DG es definida como la intolerancia a los carbohidratos en el comienzo o primer
reconocimiento en el embarazo, generando RI, principalmente ocasionada por
obesidad y con historial familiar de DM2 (Ainuddin et al., 2015; Correa et al., 2014;
Flores-Padilla et al., 2014). La DI es caracterizada por excrecion de volumenes altos
de orina muy diluida, la cual puede ser causada por dos efectos fundamentales:
secrecion inadecuada o bien la inadecuada respuesta de por parte de los rifiones a la
hormona antidiurética (ADH) proveniente de la glandula pituitaria, por lo cual se
pierde la habilidad de retener agua y glucosa en sangre (Makaryus y McFarlane,
2006).

La DM2 es una enfermedad asociada con varios desordenes metabdlicos y factores
de riesgo cardiovascular, tales como la obesidad, RI, dislipidemia, hipertension,
ateroesclerosis, estado protrombotico y disfuncion endotelial; que en conjunto son
referidas como sindrome metabdlico (SM). La DM2 es caracterizada por
hiperglicemia debido a la RI periférica, compensada por la liberacion de insulina por
parte de las células B-pancreéticas (Gross y Staels, 2007; Janani y Ranjitha Kumari,

2015).
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3.3 Factores promotores de la DM2

Un factor de los defectos en la accion de la insulina sobre el metabolismo de la
glucosa y acidos grasos (AG) incluyen una deficiencia en la habilidad de la hormona
para suprimir la produccion hepatica y renal de glucosa, y mediar la captacion y el
metabolismo de la glucosa en tejidos insulinosensibles como el musculo esquelético,
higado, tejido adiposo y musculo cardiaco, ademas de que se inhibe la lipogénesis y
la sintesis de glucdégeno, lo que provoca dislipidemia e hiperglucemia; los cuales se
caracterizan por ser factores claves en el desarrollo de DM2.

Otro de los factores importantes que contribuyen al desarrollo de RI es el exceso de
acidos grasos libres (AGL) en sangre (Bastarrachea et al., 2007; Guo, 2014; Steppan
y Lazar, 2002) ocasionado por la obesidad debido a la alimentacion alta en grasas y
carbohidratos, el estilo de vida sedentario y factores genéticos. El exceso de AGL
inhiben la sefializacién de la insulina, lo que conduce a la reduccién en el transporte
de glucosa mediada por el transportador de glucosa tipo 4 (GLUT4) en el musculo
esquelético y tejido adiposo y otros tejidos, ademas tienen efecto lipotoxico en
muchos tejidos, como el higado, musculo esquelético y pancreas, sucesivamente se
reduce la captacion de glucosa, induciendo hiperglicemia y la gluconeogénesis,
limitando la secrecién de insulina (Boden y Shulman, 2002; Gross y Staels, 2007).
Ademas, el exceso de tejido adiposo favorece la sintesis de citocinas
proinflamatorias, como el factor de necrosis tumoral a (TNF-a), interleucina 6 (IL-6),

citocinas que inhiben la accion de la insulina, ademas de la proteina quimio
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atrayente de monocitos 1 (MCP-1), involucrada en el reclutamiento de macrofagos al

tejido adiposo, promoviendo un estado inflamatorio crénico.

3.4 Datos epidemiolégicos de la diabetes

Los célculos més recientes de la Federacion Internacional de Diabetes (FID) indican
que el 8,3% de los adultos 382 millones de personas tienen diabetes, y el nimero de
personas con la enfermedad se incrementard en mas de 592 millones en menos de
25 afios. Sin embargo, con 175 millones de casos no diagnosticados actualmente,
una gran cantidad de personas con diabetes van a desarrollar progresivamente
complicaciones en donde los sistemas de salud no estan preparados (Guariguata,
2013). Es la quinta causa de mortalidad en la mayoria de los paises desarrollados,
hay cerca de 246 millones de personas en el mundo que sufre esta enfermedad
(Ahmad, 2014), siendo la mayoria de estas personas de entre 40 y 59 afios, y el
80% de ellas vive en paises de ingresos medios y bajos. Todos los tipos de diabetes
aumentan, en particular la diabetes tipo 2: el nimero de personas con diabetes casi
se duplicara en el afio 2035. Se estima que otros 21 millones de casos de altos
niveles de glucosa en el embarazo contribuirdn a la carga mundial de la diabetes.
Las madres de 17% de nacidos vivos en 2013 tenian algun tipo de alto nivel de

glucemia durante el embarazo (Guariguata, 2013).

Tanto en términos humanos como financieros, la carga de la diabetes es enorme.

Provoca 5,1 millones de muertes y ha representado unos 548.000 millones de
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dolares en gastos de salud (11% del gasto total en todo el mundo) en 2013

(Guariguata, 2013).

Debido a que la DM2 es uno de los problemas crecientes de salud mundial, existe
una gran variedad de farmacos para su tratamiento, siendo su efecto principal
disminuir la glucosa en sangre, asi como también disminuir las concentraciones de
lipidos en sangre, favoreciendo la sensibilidad a la insulina, lo cual hacen a través de

varios mecanismos, mostrandose a continuacion.

3.5 Farmacos utilizados para el tratamiento de la DM2

3.5.1 Sulfonilureas

Las sulfonilureas son farmacos que actia a nivel pancreatico, mediante el bloqueo
de los canales de potasio (K"), lo que provoca la despolarizacién de la membrana,
evento que genera la apertura de canales de calcio (Ca®*) promoviendo la liberacion
de insulina (secretagogo); sin embargo, se puede inducir hipoglucemia, lo cual
puede llevar a estado de coma e incluso la muerte. La hipoglucemia causa la
liberacion de hormonas, como glucagoén, epinefrina, norepinefrina y cortisol; estas
incrementan la demanda de oxigeno del miocardio, pudiendo disminuir el suministro
de sangre al corazdn, promoviendo la vasoconstriccidon coronaria, ademas de

promover el agotamiento del pancreas y su deterioro (Chang et al., 2011).

3.5.2 Biguanidas
Otros farmacos influyen sobre el metabolismo de la glucosa, un ejemplo es la
metformina, inhibiendo la produccion de glucosa hepatica; sin embargo su uso esta
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asociado a efectos colaterales adversos gastrointestinales y se encuentra

contraindicado en pacientes con insuficiencia renal (Apovian, 2011).

3.5.3 Inhibidores de las alfa glucosidasas

Estos farmacos tienen como blanco principal la inhibicibn de las enzimas
glucoamilasa, sucrasa, maltolasa e isomaltosa del tracto digestivo, que se encargan
de degradar y convertir los carbohidratos en moléculas mas simples que puedan
absorberse a través del intestino; por lo que, al estar inhibidas, impiden la absorcion
de carbohidratos. Sin embargo, el incremento en la cantidad de carbohidratos en el
tubo digestivo, fomenta el desarrollo bacteriano, dolor abdominal, flatulencias y
diarrea, asi mismo, se ha observado que incrementan las transaminasas hepaticas

(Apovian, 2011; Bailey, 2000; Bano, 2013; Krentz y Bailey, 2005).

3.5.4 Inhibidores DDP4

Algunos otros farmacos acttan inhibiendo a la enzima dipeptidil peptidasa-4 (DDP4)
(dliptinas), estas anulan la accion de las DDP4, inhibiendo la degradacion de
hormonas incretinas, como el péptido similar al glucagébn (GLP-1), que tiene la
funcién de inhibir al glucagon, disminuyendo la glucogendlisis, y del péptido
insulinotrépico dependiente de glucosa (GIP), que favorece la liberacion de insulina.
Algunos estudios han asociado el uso de estos medicamentos con varios
padecimientos como reacciones alérgicas de la piel, disfuncion del sistema inmune,
vomito, diarrea y nausea, aunque no se ha dilucidado la causa de estos

padecimientos (Capuano et al., 2013; Gallwitz, 2013).
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3.5.5 Inhibidores SGLT2

Un ejemplo es la canagliflozina, son farmacos inhibidores de los transportadores de
Na'/glucosa, impiden la reabsorcion de glucosa a nivel renal sin embargo tienen
efectos adversos como deshidratacion, infecciones urinarias genitales, pérdida de

peso (Apovian, 2011).

3.5.6 Secuestradores de 4cidos biliares

El colesevelam es un tipo de medicamento que actla como secuestrador de acidos
biliares, lo que impide la reabsorcion de acidos grasos y colesterol, disminuyendo los
niveles de colesterol, actuando como hipolipidémico, favoreciendo la sensibilidad a la

insulina (Apovian, 2011).

3.5.7 Agonistas de PPARs

Otros medicamentos actian mediante la activacion de factores de expresion nuclear
PPAR (Receptores activados por proliferadores de peroxisomas), estos se encargan
de regular la expresion de genes involucrados en el transporte y metabolismo de
lipidos y carbohidratos disminuyendo glucosa y AGL en sangre, ademas de afectar la
sintesis de citocinas inflamatorias, caracteristicas del estado inflamatorio presente en
la diabetes y la obesidad, y que ademas afectan la sefializacion de la insulina.
Existen 3 tipos: los fibratos, agonistas de PPARa, las glitazonas, agonistas de
PPARy y los agonistas de PPAR®S, como el L-1654. Los PPARs son un blanco
terapéutico interesante, debido a que regulan el metabolismo de lipidos y
carbohidratos, siendo el desbalance de estos el problema principal de la DM2 y otras

enfermedades relacionadas al sindrome metabdlico (SM).
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3.6 Receptores activados por proliferadores de peroxisomas

(PPARS)

Los PPARs son factores de transcripcion nuclear dependientes de ligando, que
participan en la regulacion de la expresion de genes involucrados en el metabolismo
de lipidos y carbohidratos. La familia PPARSs tiene tres isoformas PPARa, PPAR /9,
(® en mamiferos) y PPARYy (Gilardi et al., 2014; Gross y Staels, 2007; Kelly, 2001;

Toyoda et al., 2008).

3.6.1 Mecanismo de activacion de los PPARs

Para que se activen los PPARs se necesitan una serie de eventos moleculares que
culminan con la expresion de diversos genes. Todos los miembros de la familia de
PPAR forman heterodimeros con el factor retinoide X 9-cis (RXR). En la ausencia de
ligando, el heterodimero PPAR-RXR se encuentra unido a un correpresor,
correpresor del receptor nuclear (NCOR) o el mediador del silenciamiento del
receptor de la hormona tiroidea y retinoide (SMRT), esta unién mantiene inactivo al
PPAR. Cuando el heterodimero PPAR-RXR es activado por su ligando, hay un
cambio conformacional del PPAR, lo que permite la liberacién del correpresor y se
recluta el complejo coactivador (potencia la union al ADN vy la transcripcion) formado
por el coactivador de receptor nuclear 1 (SCR-1), proteina coactivadora
transcripcional p300 (CBP/p300), el coactivador-1 de PPAR (PGC-1) y la proteina de

unién a PPAR (PBP/TRAP220). Una vez completa la maquinaria transcripcional se
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une el heterodimero PPAR-RXR al ADN en secuencias especificas llamadas
elementos de respuesta a proliferadores de peroxisomas (PPRE) las cuales tienen
una secuencia repetitiva AGGTCA (ver figura 1). Adicionalmente se ha demostrado
que la actividad de los PPAR puede ser regulada por eventos de fosforilacion, de lo
cual se hablarda mas adelante (Burns y Vanden Heuvel, 2007; Gross y Staels, 2007;

Kelly, 2001; Seimandi et al., 2005).
3.6.1 PPARa

Se expresa en higado, rifion, musculo esquelético, tejido adiposo subcutaneo y
visceral. Estd involucrado en la captacidon, activacion y oxidacion de los acidos
grasos (Berger y Moller, 2002; Fatehi-Hassanabad y Chan, 2005; Fievet et al., 2007;
Takahashi et al.,, 2002). PPARa regula la expresion de genes involucrados en el
transporte membranal de AGL, como proteina transportadora de &cidos grasos
(FATP), proteina transportadora de &cidos grasos CD36 (FAT/CD36) y proteina de
union a acidos grasos (FABP), la proteina piruvato deshidrogenasa cinasa 4 (PDK4)
que tiene un rol en la gluconeogénesis (Gross y Staels, 2007), ademas de las
proteinas involucradas en el transporte de acil CoA a través de la membrana
mitocondrial, como Acil-CoA sintetasa (ACS), las proteinas carnitin palmitoil
tranferasa | y Il (CPT 1y Il), ademas de enzimas que participan en la oxidaciéon de
acidos grasos en el peroxisoma, como la acil-CoA oxidasa (ACO), y otras
participantes en la B-oxidacion como Acil-CoA deshidrogenasa y 3 hidroxiacil-CoA

deshidrogenasa, enoil-CoA hidratasa/deshidrogenasa, ceto-acil-CoA tiolasa, enzima
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malica y hidroximetilglutaril-CoA sintasa mitocondrial; y las proteinas desacoplantes

2y 3 (UCP2y UCP3) (Barger y Kelly, 2000; Kelly, 2001; Komatsu et al., 2010).

La activacion de PPARa puede también ser regulada positivamente a travées de
eventos de fosforilacion mediante varias vias de sefializacion; dichas fosforilaciones
se dan en residuos de serina (Ser) y se llevan a cabo por varias cinasas, como la
proteina cinasa activada por mitégeno (MAPK), fosfatidil inositol 3 cinasa (PI3K),
proteina caseina cinasa 2 (CK2), glucégeno sintasa cinasa 3 (GSK3), proteina cinasa
A (PKA) y Proteina cinasa C (PKC), proteina cinasa activada por AMP-5" (AMPK)
(Burns y Vanden Heuvel, 2007; Kelly, 2001). Por lo tanto, PPARa funge como sensor
de AGL en sangre, disminuyendo el contenido de lipidos en sangre, a través de dos
mecanismos; promoviendo la sintesis de enzimas involucradas en la B-oxidacion y de
proteinas captadoras de acidos grasos, favoreciendo la accion de la insulina y
evitando la lipotoxicidad de AGL (Fatehi-Hassanabad y Chan, 2005; Park et al.,

2001).
3.6.2 PPAR®

El PPAR®Y interviene en la regulacion del colesterol y en el metabolismo de lipidos, se
encuentra distribuido de manera ubicua, siendo el tejido adiposo blanco y marrén,
musculo esquelético, tracto digestivo, los sitios en donde mayoritariamente se
expresan. Por otro lado, corazén, rifidn, higado, musculo esquelético y cerebro, son
los tejidos que presentan menor expresion (Reilly y Lee, 2008). PPARJ esta
implicado en la diferenciacion y proliferacion de adipocitos; en el musculo esquelético

participa en el catabolismo de lipidos. La activacion de PPAR® promueve la
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expresion de genes asociados con la incorporacion de lipidos, tales como FABP y
FATP, ademas de otras proteinas involucradas en la hidrdlisis de triglicéridos, como
la LPL, asi como en la oxidacion de AG como la enzima Acil-CoA de cadena larga
sintetasa (ACCLS), ACO y UCP1 y UCP3 involucradas en el desacoplamiento de la
membrana de la mitocondria, permitiendo la liberacion de H* en forma de calor;
evento llamado termogénesis (Barish et al., 2006; Benjamin y Spener, 2009; Fatehi-

Hassanabad y Chan, 2005).
3.6.3 PPARy

El PPARYy se expresa en tejido adiposo blanco y marrén, colon, células endoteliales,
musculo esquelético, porcién del ciego del intestino y macréfagos (Balakumar et al.,
2007). PPARYy es considerado uno de los maestros reguladores de la adipogénesis
junto con la proteina de unién y amplificacion de la caja CCAAT a (CEBP-a), ya que
regula la diferenciacion de los pre-adipocitos en adipocitos, favoreciendo la
constitucién genética del adipocito maduro (Gregoire et al., 1998). La activacion de
PPARy regula la expresion de muchos genes, que incluyen proteina
fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (PEPCK), enzima involucrada en el metabolismo de
la glucosa, asi como también de la proteina de captura de glicerol (GyK). Otro gen
que regula es la anexina Il, proteina involucrada en la proliferacién y crecimiento
celular; ademas del regulador de la sefializacién de proteina G 2 (RGS2) a la cual se
le ha atribuido efectos protectores contra la hipertrofia del miocardio (Sears et al.,
2007). También regula la sintesis de enzimas involucradas en la lipogénesis como la
lipoproteina lipasa (LPL), asi como transportadores de glucosa (GLUT1 y GLUT4),
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adiponectina, FATP, FAT/CD36. GLUT 1 y 4 son proteinas captadoras de glucosa, lo
que favorece el transporte de ésta dentro de las célula, la LPL se encarga de
hidrolizar triglicéridos (TG) en AGL, favoreciendo la captura de éstos, FATP y
FAT/CD36 son otras proteinas encargadas de la captura de acidos grasos,
disminuyendo la dislipidemia, favoreciendo la accion de la insulina. Por otro lado, la
adiponectina es una citocina antiinflamatoria que también es sintetizada a partir de la
activacion de PPARYy, es propia del tejido adiposo, y tiene efecto en 6rganos como el
higado, musculo esquelético y el mismo tejido adiposo, la cual favorece la biogénesis
mitocondrial y capacidad oxidativa, la cual es favorable para el metabolismo de la
glucosa y la oxidacion de &cidos grasos, también promueve la activacion y sintesis
de PPARy y PPARa mediante la activacion de sus receptores ADIPO1 (ubicuo) y
ADIPO2 (higado y musculo esquelético) via Akt, la translocaciéon de GLUT4 a la
membrana, en muasculo esquelético favorece el transporte de glucosa y sintesis de
glucégeno, lipogénesis, disminuyendo la gluconeogénesis, en tejido adiposo
promueve la translocacion de GLUT4 a la membrana, induciendo la glucolisis, la
sintesis de glucogeno y la adipogénesis, disminuyendo la lipdlisis(Bailey, 2000;
Ghoshal y Bhattacharyya, 2015). La activacion de PPARy también tiene funciones
inhibitorias, inhibe la activacion del factor nuclear kB (NF-kB), inhibiendo la sintesis
de citocinas proinflamatorias como el factor de necrosis tumoral a (TNF-a) e
interleucina 6 (IL-6) (Chiarelli y Di Marzio, 2008), a las cuales se les ha adjudicado

inhibir la acciéon de la insulina.
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Figura 1. Representacién general de la activacion de los PPARs. Imagen creada a
partir de (Barger y Kelly, 2000; Burns y Vanden Heuvel, 2007; Gross y Staels, 2007;

Kelly, 2001).

Como hemos visto los PPARs son un blanco interesante para el tratamiento de DM2
y otras asociadas al SM, por lo cual se ha buscado moléculas en plantas medicinales

y/o en sintetizar moléculas que activen a los PPARSs.

3.7 Agonistas de PPAR

3.7.1 Agonistas sintéticos de PPARa

Dentro de los agonistas de PPARa se encuentran los fibratos (fenofibrato, clofibrato,
bezafibrato, ciprofibrato, gemfibrozilo), utilizados como farmacos hipolipidémicos, ya
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gue disminuyen los lipidos en sangre e incrementa el la oxidacion de acidos grasos,
lo que favorece la sensibilidad a la insulina (Gross y Staels, 2007). El uso de estos
farmacos han sido asociados con algunos efectos adversos, como lesiones del
pancreas, problemas cardiacos, tumor en higado y edema (Alberti et al., 2007,
Balakumar et al., 2007; Bulchandani et al., 2012; Duval et al., 2004; Pinelli et al.,
2005) (Tabla 1), sin embargo aln no se sabe con claridad el origen de estos efectos
adversos, se sugiere que estos medicamentos puedan tener efecto toxico sobre otros
tejidos

3.7.2 Agonistas endbégenos y naturales de PPARa

Los ligandos naturales conocidos para PPARa son los acidos grasos insaturados,
como el acido araquidodnico, linoléico, oleico y, en menor proporcion, los acidos
grasos saturados, como el acido palmitico. Asi como eicosanoides, prostaglandinas y
algunos terpenos (farnesol, geraniol y geranilgeraniol) (Bassaganya-Riera et al.,
2004; Fatehi-Hassanabad y Chan, 2005; Takahashi et al., 2002). Algunos flavonoides
gue constituyen la raiz de la planta Sophora flavescens, promueven la
transactivacion de PPARa (Quang et al., 2013), el acido sargaquindico y el acido
sargahidroquindico, perteneciente a Sargassum yezoense han mostrado activar
PPARa en células 3T3-L1 (Kim et al., 2008). La flavonona hesperetina promueve la
expresion de PPARa en cultivo celular de la linea 3T3-L1 (Liu et al., 2008). En la
medicina coreana, el complejo herbal gyeongshingangjeehwan conformado por
cuatro plantas (Liriope platyphylla F.T. Wang & T. Tang (Liliaceae), Platycodon
grandiforum A. DC. (Campanulaceae), Schisandra chinensis K. Koch
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(Magnoliaceae), y Ephedra sinica Stapf (Ephedraceae), inhibe la acumulacion de
tejido adiposo mediante la activacién de PPARa en células HepG2 (Shin et al., 2010).
En estudios en células HepG2 transfectadas, algunos extractos de plantas, semillas y
frutos medicinales, tales como Arnica montana, Artemisia capillaris, Ceanothus
velutinus, Centella asiética, Coix lacryma-jobi, Cymbopogon citratus, Foeniculum
vulgarae, lllicium anisatum, Juniperus virginiana, Juniperus virginiana, Pimpinella
anisum, Platycladus orientalis, Rudbekia lanciniata, Sida acuta, Sida cordifolia,
Terminalia arjuna, Terminalia bellerica, Terminalia chebula, Terminalia pallida,
Thymelaea hirsuta, Veratum lobelianum promueven activacion de PPARa en células

de la linea celular 3T3-L1 (Yang et al., 2013).
3.7.3 Agonistas sintéticos de PPARd

Los agonistas sintéticos son la carbaprostaciclina y moléculas que derivan del acido
fenoxacético, como el GW501516 y GW0742. Otro agonista sintético es el L165041.
Actdan regulando positivamente la expresidbn de genes involucrados en el
catabolismo de lipidos, disminuyendo lipidos en sangre, favoreciendo la sensibilidad
a la insulina. Sin embargo se ha asociado su uso a cardiopatias, principalmente
arritmias, debido a que se ha descubierto que estos farmacos son agonistas de
receptores acoplados a proteinas G (GPCR), los cuales al activarse despolarizan la
membrana celular, activando el mecanismo de contraccion del musculo cardiaco.
Ademas, es importante mencionar que otros farmacos dirigidos a la activacion de

este PPAR se encuentran en fase de estudio clinico | y Il debido principalmente a
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estos problemas mencionados (Barish et al., 2006; Fatehi-Hassanabad y Chan,

2005; Luquet et al., 2005; Reilly y Lee, 2008).

3.7.4 Agonistas endégenos y naturales de PPAR®

Los agonistas enddégenos para PPARS son los acidos grasos de cadena larga de 14-
20 carbonos, acidos grasos poliinsaturados, e insaturados, eicosanoides,
prostaglandina Al (Barish et al., 2006). Los agonistas conocidos naturales son el
acido sargaquindico y el acido hidrosargaquindico quinonas constituyentes del alga
Sargassum yezoense tiene efecto en la expresion de PPARS en linea celular 3T3-L1
(Kim et al., 2008). Estudios han demostrado que los acidos grasos omega 3 activan
PPAR® en ratas Wistar alimentadas con una dieta rica en fructosa, disminuyendo
triglicéridos, colesterol en sangre y disminucién de triglicéridos en higado (Karsenty

et al., 2013).
3.7.5 Agonistas sintéticos de PPARy

Las glitazonas como rosiglitazona y pioglitazona, son agonistas de PPARy en el
tejido adiposo y musculo esquelético, actian como sensibilizadores de insulina. La
activacion de PPARYy regula la expresion de genes involucrados en la captura de
glucosa y lipidos, ademas inhiben la lipdlisis y la liberacion de AGL, aminorando la
lipotoxicidad son utilizados en el tratamiento de la DM2 (Apovian, 2011; Benz et al.,
2012; Kelly, 2001). Sin embargo, se ha asociado el uso de estos medicamentos al
aumento de peso corporal, riesgo cardiovascular, edema, pérdida de masa 0sea,
riesgo de cancer de vejiga (Apovian, 2011; Defronzo et al., 2013), se creé que la

ganancia de peso es debida a la acumulacién de triglicéridos y glucosa en el tejido
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adiposo. Sin embargo, se han asociado diversos padecimientos en el consumo de
estos medicamentos; como riesgo cardiovascular, edema, pérdida de masa Osea.
Aln no es claro porque estos farmacos pueden actuar en el desarrollo de estos
efectos adversos. Estudios en ratones knockout ob/ob han demostrado que los
agonistas pioglitazona y rosiglitazona incrementan el contenido hepatico de
triglicéridos y favorecen el desarrollo de esteatosis (Zhang et al., 2014). La
troglitazona fue retirada del mercado debido a que su consumo tenia efecto
hepatotoxico (Gross y Staels, 2007). En otro estudio se comprobdé que el uso de

tiazolinedinedionas (TZD) esta asociado a atrofia cardiaca (Gross y Staels, 2007).
3.7.6 Agonistas endégenos y naturales de PPARy

Los agonistas reportados son los acidos grasos principalmente insaturados, como el
acido oleico, linoleico, linoleato, oleato y el acido eicosapentandico. Un agonista
endoégeno es el &cido araquidonico (Fatehi-Hassanabad y Chan, 2005; Ortuno
Sahagun et al., 2012), asi mismo, derivados de prostaglandinas (Sears et al., 2007).
Otros agonistas naturales son los isoprenoides farnesol, geraniol y geranilgeraniol
actian como ligandos de PPARYy en células de la linea 3T3-L1 y HepG2 (Takahashi
et al., 2002). La Anandamida, un endocanabinoide demostré ser ligando de PPARy
en células 3T3-L1. Algunos polifenoles, como la curcumina aumenta la expresion de
PPARYy en células cancerosas de colon. Los acidos grasos omega 3 como el acido
decosahexanoico (DHA) y el acido eicosapentaendico (EPA) y el acido fitanico
aumentan la toma de glucosa y reduciendo la Rl (Janani y Ranjitha Kumari, 2015). La
genisteina, una isoflavona encontrada en la soya tiene efecto lipogénico mediante la
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compuesto encontrado en la raiz de la planta regaliz, demostr6 aumentar la
expresion de PPARy (Yoke Yin et al., 2010). Otros compuesto interesante que ha
mostrado ser agonista de PPARYy, es el dialil disulfido encontrado en el ajo y la
curcumina, constituyente mayoritario de la cadrcuma. Otros compuestos naturales
como el resveratrol, encontrado en las uvas, regulan negativamente la expresion de
PPARy en adipocitos viscerales humanos (Ortuno Sahagun et al., 2012). Los
flavonoides naringenina y hesperitina provenientes de la planta Citrus aurantium
promueven la expresion de PPARYy en linea celular U20s de osteosarcoma (Liu et al.,
2008). El honokiol, un neoglicano aislado de la planta Magnolia officinalis tiene efecto
agonista de PPARYy en células 3T3-L1 (Atanasov et al., 2013). El gingendsido Panax
ginseng promueve la adipogénesis y disminuye la Rl mediante la activacion de

PPARYy en cultivo celular 3T3-L1 (Gao et al., 2013).

Varios extractos de plantas utilizadas para el tratamiento de la DM2, han demostrado
ser agonistas de PPARYy en cultivo celular HepG2 transfectadas, tales como Arbutus
unedo, Arctostaphylos uva-ursi, Daphne gnidium, Foeniculum vulgarae, Juniperus
virginiana, Thymelaea hirsuta (Yang et al., 2013). Estudios computacionales
mediante docking molecular demostraron mediante la prediccion de acoplamiento
flavonoide-PPARYy, varios flavonoides que pueden ser agonistas de PPARYy, dentro
de los que destacan: 10-Gingediol, 10-gingediona, 4,5 dihidroxiflavona, 4,7
dometoxiisoflavona, genisteina, hesperidina, psi-baptigenina (Salam et al., 2008),

algunos otros actuan como antagonistas de PPARy, el protopanaxatriol, un

44



gingenosido constituyente de Panax ginseng, alivia la esteatosis en ratones Knockout
ob/ob y en ratones con dieta alta en grasa, inhibiendo la adipogénesis a través de

efecto antagonista de PPARy (Zhang et al., 2014).
3.7.7 Agonistas sintéticos duales de PPARs

El ragaglitazar un agonista dual de PPARa/y (Liu et al., 2013), ha demostrado tener
efectos sobre estos PPARs. En otros estudios, el muraglitazar, un agonista dual
similar al ragaglitazar, ha demostrado inducir ganancia de peso en ratones db/db e
incluso produce edema (Mittra et al., 2007). El tesaglitazar, otro agonista dual de
PPARy/a, se observd que en tejido adiposo de ratones induce fibrosarcoma
(Glinghammar et al., 2011), sin embargo aun no se ha descubierto el mecanismo por
el cual se desarrollan estos efectos adversos. El compuesto sintético hibrido
tiazolidin-2,4-dion/bifenilcarbonitrilo, mediante estudio in vivo como in silico demostré
aumentar la expresion de PPARa/y (Hidalgo-Figueroa et al., 2013). Otro agonista
sintético es el GFT505, el cual demostré disminuir lipidos y glucosa en sangre,
ademas de disminuir la Rl (Cariou et al., 2011). EI compuesto C333H indic6 ser
agonista dual de PPARaly, con efecto mayor que el fenofibrato y la rosiglitazona
respectivamente en células 3T3-L1 (Xu et al., 2006). El saroglitazar es un agonista
dual de PPARal/y recientemente aprobado en la India para el tratamiento de
pacientes con DM2, hiperlipidemia e hipertrigliceridemia en pacientes que no

pudieron ser controlados mediante estatinas (Bronson Joanne, 2014).
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3.7.8 Agonistas naturales duales de PPARs

El amorfastilbol un compuesto aislado de las semillas de la planta Robinia
pseudoacacia y algunos de sus derivados, tienen la capacidad de activar PPARa/y
en cultivo de células 3T3-L1 (Kim et al., 2012). Otro estudio demostré que los
isoprenoles geraniol, farnesol y geranilgeraniol, son agonistas duales de PPARa/y en
cultivo celular 3T3-L1 y HepG2 (Takahashi et al., 2002). Los extractos de las plantas
Daphne gnidium y Thymelaea hirsuta, los frutos lllicium anisatum, Juniperus
virginiana y Terminalia chebula poseen actividad agonista dual de PPARa/y en

células 3T3-L1 (Yang et al., 2013).

Como hemos visto, existen muchos farmacos sintéticos para el tratamiento de la
DM2, sin embargo sdélo disminuyen la hiperglucemia de manera temporal, originado
principalmente, por el hecho de que son agonistas potentes, ademas la mayoria de
ellos se encuentran en fase experimental (Berger et al., 2005; Chang et al., 2007;
Fredenrich y Grimaldi, 2005; Irons y Minze, 2014). Un punto importante es que no
hay agonistas duales de PPARS. Antes mencionado, algunos agonistas de PPARd
tienen efectos adversos como arritmias o problemas hepéticos, y por otro lado los
agonistas de PPARYy inclinan el balance energético hacia una sola direccion, es decir,
hacia la acumulacion de lipidos, provocando el aumento de peso y la consecuente
obesidad, que a largo plazo y en la mayoria de los casos, contribuye nuevamente al

origen de la DM2.
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4. ANTECEDENTES

El desbalance del metabolismo de lipidos y carbohidratos, generado por la
alimentacion alta en grasas y carbohidratos, el sedentarismo y algunos factores
genéticos, es una condicion que caracteriza a la obesidad y que promueve el

desarrollo de DM2.

Los PPARs representan un blanco terapéutico interesante, ya que se encargan de
regular la expresion de genes involucrados en el metabolismo de lipidos y
carbohidratos, principalmente en la toma y oxidacion de lipidos, asi como también en
metabolismo y captacién de glucosa (Bailey, 2000; Fatehi-Hassanabad y Chan,

2005; Flores et al., 2005; Janani y Ranjitha Kumari, 2015; Kelly, 2001).

Se calcula que en el mundo existen entre 200 mil y 500 mil especies de plantas
superiores y en México la diversidad se estima entre 23 mil y 30 mil especies. La
diversidad quimica en las plantas en muy amplia y poco estudiada, s6lo se ha
estudiado un porcentaje minimo de especies vegetales en relacion a la estructura
quimica y propiedades bioldgicas de sus compuestos. El conocimiento que se tiene
en la actualidad de las propiedades de los fitoquimicos ha contribuido enormemente
a resolver problemas de salud ya que una alta proporcién de los medicamentos que

se utilizan son derivados de plantas (Montes, 2009).

En la actualidad se ha intensificado la busqueda de moléculas dirigidas a la
activacion dual sobre los PPARs. En este sentido, las plantas medicinales

representan una fuente importante de nuevas moléculas. La terapéutica empleando
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agonistas duales de PPARs podria mejorar la condicion del paciente de manera
global, aumentando la sensibilidad a la insulina, favoreciendo la oxidacién de AGL e
incluso mejorando la condicion inflamatoria presente en los pacientes. Como hemos
revisado, la DM2 y otras enfermedades principalmente asociadas a la obesidad y el
SM, se caracterizan por el desbalance energético regulado por los PPARSs, siendo de
importancia la activacion dual de PPAR®/y, ya que esta favorece el equilibrio del
metabolismo, revirtiendo la condicion metabdlica a la cual se encuentran sometidos

estos individuos.

Se ha reportado que algunos extractos y compuestos derivados de plantas
medicinales, como son acidos grasos, flavonoides y terpenos, pueden ser agonistas
de PPARs (Atanasov et al., 2013; Balakumar et al., 2007; Banga et al., 2009;
Bassaganya-Riera et al., 2004; Berger et al., 2005; Kelly, 2001; Kim et al., 2008; Liu
et al., 2008; Ortuno Sahagun et al., 2012; Quang et al., 2013; Salam et al., 2008;
Takahashi et al.,, 2002). Por tal motivo, las plantas medicinales representan un
campo de estudio muy amplio para la busqueda de este tipo de farmacos ya que las
plantas contienen una gran variedad de compuestos con propiedades benéficas para
la salud, estableciendo a los que los acidos grasos, flavonoides, terpenos y otras

moléculas como potenciales agonistas de PPARs.

A nivel mundial se han reportado mas de 800 plantas utilizadas empiricamente para
el tratamiento de la DM2. Tan solo en México existen cerca de 170 plantas que se
usan empiricamente para el tratamiento de la diabetes, dentro de estas solo una
pequefia parte ha sido sometida a dilucidar su mecanismo de accion.
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Dentro de las plantas con potencial efecto agonista dual de PPARs se encuentran
Hibiscus sabdariffa, Tillandsia usneoides y Psacalium decompositum, quienes
presentan diversos efectos benéficos para la salud, principalmente son utilizadas
para el tratamiento de la obesidad y la DM2. A pesar de que se cuenta con diversos
estudios que respaldan su actividad biologica, el mecanismo de accién por el cual
actian no ha sido descrito, y es muy probable que involucre la participacion de

PPARs.

4.1 Plantas medicinales como posibles agonistas de PPAR vy

modelos de estudio

4.1.1 Hibiscus sabdariffa

Esta planta es originaria de Asia, perteneciente a la familia de las Malvaceas,
popularmente conocida en México como “Jamaica” o “flor de Jamaica”. En México se
cultiva en varios estados de la republica debido a que sus flores se utilizan para
preparar platillos y la preparacion de bebidas; los estados con mayor cultivo son
Guerrero, Hidalgo, Morelos, Nayarit, Puebla, Tabasco y Veracruz. Ha sido
ampliamente usada en la medicina tradicional como agente antiobesidad,
antihipertensivo, diaforético, diurético y coagulante. Sus principales constituyentes
guimicos son &cidos organicos, antocianinas, polisacéaridos y flavonoides (Da-Costa-
Rocha et al., 2014). La quercitina es un compuesto identificado en esta planta, a la
gue se le ha atribuido incrementar la vasorelajacion a nivel renal mediante el
incremento en la filtracion glomerular, mientras que su efecto diurético se ha
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asociado a la liberacién de 6xido nitrico (Alarcon-Alonso et al., 2012). Asimismo, se
ha reportado que reduce la hiperglucemia, hiperinsulinemia e hiperlipidemia (Da-
Costa-Rocha et al., 2014). Otros estudios han demostrado pérdida de peso y
decremento en los niveles de glucosa en sangre en ratas con diabetes experimental
inducida con estreptozotocina (Mohamed et al., 2013). Delfinidina-3-sambubiosido y
cianidina-3-sambubiosido son algunas antocianinas constitutivas de esta planta, a las
gue se les ha atribuido efectos hipertensivos, antioxidantes e hipocolesterolémicos
(Hopkins et al., 2013). También se ha comprobado una disminucién en colesterol,
triacilglicéridos y LDL en adolescentes con obesidad (Sabzghabaee et al., 2013). Se
ha reportado que el extracto acuoso de esta planta inhibe la diferenciacion de
adipocitos a través de cascadas de sefializacion PI3-K (de sus siglas en inglés
fosfatidil Inositol-3-fosfato) y MAPK (de sus siglas en inglés Mitogen-Activated Protein
Kinase) y consecuentemente se inhibe la adipogénesis (Gooda Sahib et al., 2012;
Kim et al.,, 2007). Se ha sugerido que al estar involucrada en la inhibicion de la
adipogénesis podria estar actuando a través de PPARy y C/EBPa, ya que estos son
reguladores en del metabolismo de lipidos (Alarcén-Aguilar et al., 2007; Kim et al.,
2007). Otros estudios han demostrado que las antocianinas cianidina 3 glucésido
(C3G) y cianidina (Cy) tienen efecto positivo en la expresion de leptina y
adiponectina, asimismo la Cy favorece la sintesis de LPL, proteina de anclaje de
acidos grasos (aP2), UCP2 y PPARy. Ademéas la administracion de estas
antocianinas en adipocitos, promueven la activacion de AMPK mediante su

fosforilacion, cinasa involucrada en procesos de oxidacion de acidos grasos (Tsuda
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et al.,, 2004). Al ser un agente antihiperglucémico, antiinflamatorio, y regular
negativamente la adipogénesis su mecanismo de accion probablemente sea a través

de los PPARs.
4.1.2 Tillandsia usneoides

Planta conocida comunmente como “heno” o “musgo espanol”, pertenece a la familia
Bromilaceae, originaria de México y el sur de E.U.A. Se ha utilizado para aliviar los
sintomas de la DM2, ya que algunos estudios han comprobado su efecto
hipoglucémico. Otros estudios han demostrado que el extracto acuoso produce su
maximo efecto hipoglucémico después de 4 a 7 dias a la exposicion crénica y
detiene el desarrollo de DM inducida por aloxana (de Queiroga et al., 2004; Marles y
Farnsworth, 1995). Previamente se han identificado constituyentes organicos tales
como azucares, acido ascorbico, caroteno, triterpenos, esteroles libres vy
esterificados, flavonoides y glucésidos (Witherup et al., 1995). Otros compuestos
identificados, se le han atribuido propiedades hipoglucemiantes, como son el 5,39-
Dihidroxi-6,7,8,49-tetrametoxiflavona , 1,3-di-O-cinnamoilglicerol y &cido caféico (de
Queiroga et al., 2004). Otros investigadores han identificado y propuesto algunos
otros compuestos activos, tales como alicina, alil- propil disulfuro y acido 3-hidroxi-3-
metil glutarico, tienen el mismo efecto hipoglucémico (Li et al., 2004). Debido a las
propiedades que posee esta planta, es necesario investigar acerca de su
mecanismo de accion. Algunos de sus principales constitutivos son terpenos, dentro

de los que se han identificado los triterpenos cicloeucalenol, cicloartenol y el 24-
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metilenecicloartanol pudiendo ser alguno de estos actuar sobre PPARS y/o PPARy

(Atallah, 1971).
4.1.3 Psacalium decompositum

Psacalium decompositum (A. Gray) H. Rob. y Brettell (Asteraceae) es un arbusto
originario del norte de México, principalmente distribuido en el estado de Chihuahua
y Sonora, nombrada comunmente como “matarique”. Es utilizada empiricamente
para tratar a la DM, ya que se le han atribuido propiedades hipoglucemiantes en
ratones sanos (Contreras-Weber et al., 2002). También, se han identificado
compuestos sesquiterpenos (eremofilanos y eremofilanos ramificados), como el
cacalol, cacalona, maturina, maturinona y maturonesona, que se han asociado con la
liberacion de insulina en las células B-pancreaticas, los cuales también se han
asociado con efectos antiinflamatorios, ademas se de tener efecto hipoglucemiante
en ratones diabéticos (Alarcon-Aguilar et al., 2000b; Campos et al., 2009; Delgado,
2006). Recientemente se ha reportado que una fraccién rica en oligosacaridos (FOS)
de P. decompositum promueve un descenso en los niveles de algunos marcadores
de inflamacién, como IL-6, interferén, (IFN-y) y MCP-1, asi como de triglicéridos y
peso corporal, mejorando incluso la tolerancia a la glucosa en ratas Wistar (Merino-
Aguilar et al., 2014). Como hemos visto P. decompositum es una planta que posee
dentro de sus componentes mayoritarios una gran cantidad de terpenos (Alarcén-
Aguilar et al., 2000a; Alarcéon-Aguilar et al., 2000b; Andrade-Cetto y Heinrich, 2005;

Delgado, 2006), siendo algunos de estos posibles agonistas de PPARs debido a los
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efectos ya mencionados que posee esta planta, siendo la activacion de los PPARs

uno de sus mecanismos posibles.

4.2 Tejido adiposo como modelo de estudio

El tejido adiposo es un tejido importante en la regulacion del metabolismo de lipidos y
carbohidratos, es considerado un tejido enddcrino debido a que produce diversas
moléculas, entre ellas hormonas (adiponectina y leptina) que afectan el metabolismo
y funcién de 6rganos vy tejidos incluyendo musculo, higado, vasculatura y cerebro
(Hajer et al., 2008). Es un tejido regulador de la sensibilidad a la insulina ya que de él
depende gran parte del almacenamiento, catabolismo vy liberacion de lipidos, y parte
de la captacién de glucosa, principalmente regulada por PPARS y PPARYy. El tejido
adiposo es el Unico 6rgano que libera adiponectina que como hemos visto es
sintetizada a partir de la activacion de PPARYy, ésta tiene efecto en varios 6rganos; el
musculo esquelético e higado. En el musculo esquelético promueve la oxidacion de
acidos grasos, activa la sintesis de PPARy favoreciendo la toma de glucosa y
translocacion de GLUT4, en el higado mediante su receptor AdipoR2 aumenta la
sintesis de glucégeno mediante AMPK, disminuye la gluconeogénesis, ademas un
agonista de AMPK, promueve la sintesis de PPARa, PPARS y PPARy. AMPK
también favorece la B-oxidacion, inhibiendo a la acetil CoA carboxilasa (ACC)
(Ceddia, 2013). La adiponectina es una hormona que favorece la sensibilidad a la
insulina (Ghoshal y Bhattacharyya, 2015; Palomer et al., 2005). La mayoria de los

extractos y/o moléculas con efecto agonista de estos PPARs, han sido evaluados en
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el tejido adiposo ya que es uno de los principales o6rganos que regulan el
metabolismo de AG y glucosa, siendo los reguladores maestros PPAR® y PPARYy,
ademas es donde se expresan mayoritariamente, de ahi la importancia de evaluarlos

en este tejido.

4. JUSTIFICACION

La incidencia de la DM2, tanto en México como a nivel mundial, se ha incrementado
drasticamente en los ultimos afios. Los farmacos utilizados para el tratamiento de la
DM2 controlan el problema sélo temporalmente y en la mayoria de los casos
producen efectos adversos. Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 1994)
las plantas medicinales son fundamentales para el desarrollo de nuevos farmacos,
recurriendo cada vez mas a las plantas como estrategia de busqueda de soluciones
nuevas y menos costosas para el cuidado de la salud. Las plantas medicinales con
propiedades antihiperglucemiantes y hipolipemiantes representan un buen campo de
investigacion para el desarrollo de farmacos que puedan utilizarse en el control de la
DM2. Un aspecto importante en el desarrollo de la DM2 es el desequilibrio
energético, lo cual implica un desbalance entre los principales reguladores del
metabolismo de lipidos y carbohidratos: PPARS y PPARy. Se ha mencionado que

algunos extractos y compuestos encontrados en las plantas medicinales, como
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acidos grasos, flavonoides y terpenos, pueden ser agonistas de los PPARs. La
obtencion e identificacion de compuestos vegetales con actividad agonista dual de
PPAR®/PPARYy podria ofrecer el desarrollo de nuevas moléculas de origen vegetal
gque promuevan la sensibilidad a la insulina y la oxidacidbn de acidos grasos,
conjuntamente un incremento en la captacion de glucosa vy lipidos, corrigiendo el
desbalance energético generado en la DM2, disminuyendo la obesidad y el proceso
inflamatorio, resultando en un aumento en la sensibilidad a la insulina para la

prevencion y/o tratamiento de la DM2.

5. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Cudl sera la influencia de H. sabdariffa, T. usneoides y P. decompositum sobre la

expresion de PPAR, y sus genes regulados FATP y GLUT4?

6. HIPOTESIS

Si los extractos de H. sabdariffa, T. usneoides y P. decompositum actian como
agonistas duales de PPAR, entonces aumentaran la expresiéon de PPARS y PPARYy,

incrementando produccion de FATP, GLUT4.
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OBJETIVOS

7.1 Objetivo general

Determinar que los extractos de H. sabdariffa, T. usneoides y P.

decompositum, actian como agonistas duales de PPAR en adipocitos 3T3-L1.

7.2 Objetivos particulares

Corroborar en ratones el efecto antihiperglucémico de los extractos activos

reportados en la literatura para H. sabdariffa, T. usneoides y P. decompositum.

Estandarizar los extractos con base en su contenido de al menos un

compuesto polifendlico o un acido graso, segun sea el caso.

Determinar el efecto de los extractos de H. sabdariffa, T. usneoides y P.
decompositum sobre la expresién del RNAm de PPARS y PPARYy en cultivo de

adipocitos.

Determinar el efecto de los extractos activos sobre la expresion del RNAm de

GLUT4 y FATP en cultivo de adipocitos.
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8. METODOLOGIA

8.1 Colecta, identificacion y preparacion del material vegetal

8.1.1 Colecta

Hibiscus sabdariffa L. fue colectada en diciembre de 2013 en el municipio de
Axochiapa en el Estado de Morelos, cuya ubicacion se encuentra bajo las siguientes

coordenadas: N 18°30.931’, W098°45.070’ a una altitud de 1,045 msnm.

Tillandsia usneoides L. fue colectada en marzo del 2014 en el municipio de
Nanacamilpa de Mariano Arista en el Estado de Tlaxcala, cuya ubicacion se
encuentra bajo las siguientes coordenadas: N 19°29.00°, O 98°32.023’ a una altitud

de 3,300 msnm.

Psacalium decompositum se adquiri6 comercialmente en el Mercado Sonora de la

Ciudad de México, el mes de marzo del 2014.
8.1.2 Identificacién de plantas

El cotejamiento y registro de las plantas se llevé a cabo por el M. C. Santiago Xolalpa
y la M. en C. Abigail Aguilar en el Herbario de plantas medicinales del IMSS del
Centro Médico Nacional Siglo XXl en la Ciudad de México (Herbario-IMSS-M). El
namero de registro de los ejemplares de herbario de H. sabdariffa fue 16000097, T.

usneoides fue 16000094 y P. decompositum 16000174.
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8.1.3 Preparacion del material vegetal

El material vegetal se secO bajo aireacion constante hasta asegurarnos que las

plantas estuvieran completamente secas.

Para Hibiscus sabdariffa se utilizaron los sépalos y célices.
Para Psacalium peltatum se utilizé la raiz y los rizomas.
Para Tillandsia usneoides se utiliz6 toda la planta.

El material seco se tritur6 en un molino eléctrico (Wiley modelo 4), usando una rejilla
de 1 mm de diametro. El material resultante se utiliz6 para la preparacion de los

extractos.

8.2 Obtencidén de los extractos acuosos

De cada planta por separado se tomaron 100 g del material seco y molido, se
adicion6 1000 mL de agua. La mezcla se coloc6é en un matraz de bola acoplado a un
tubo refrigerante de vidrio para evitar la pérdida de agua y se calentaron a 50°C por 1
h (Alarcén-Aguilar et al., 2007). Posteriormente se filtr6 con papel filtro mediante un
embudo acoplado a un matraz Kitazato y bomba de vacio. Concluido este proceso se

evaporo el agua mediante aireacion constante en una campana de flujo laminar.

8.3 Obtencidén de extractos cloroférmicos

De cada planta molida y seca se tomaron 300g; para H. sabdariffa y P.

decompositum, se agregaron 600 mL de cloroformo (Merck®); para T. usneoides se
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agregaron 1200 mL del mismo disolvente. La mezcla se colocé en un matraz de bola
acoplado a un tubo refrigerante para evitar la pérdida de cloroformo y se calent6 a 45
°C por 1 h. Posteriormente se filtré con papel filtro utilizando un embudo acoplado a
un matraz Kitazato y bomba de vacio. El filtrado se coloc6 en un evaporador rotatorio
(Buchi®) para concentrar el extracto, mediante la evaporacion del cloroformo,
posteriormente en una campana de flujo laminar con aireacién constante durante 2 a
4 dias para eliminar las trazas de cloroformo restantes. Los extractos resultantes se
usaron en los experimentos posteriores. El rendimiento de los extractos se muestra

en la tabla 4.

59



8.4 Estandarizacion de los extractos acuosos mediante CC, CCF y

HPLC

8.4.1 Condiciones cromatograficas

Unicamente los extractos con efecto sobre la expresion de PPARS y PPARYy y sus
genes regulados GLUT4 y FATP fueron sometidos a separacion por cromatografia
por columna (CC) , monitoreados por cromatografia en capa fina (CCF) para la
elucidacién de sus compuestos e identificados por cromatografia liquida de alta

eficiencia (HPLC) y resonancia magnética (RM).
8.4.2 Extractos acuosos

Para la identificacion de compuestos de los extractos acuosos de H. sabdariffa y P.
decompositum se realiz6 una extraccion con metanol a partir del extracto acuoso,
con la finalidad de separar los metabolitos primarios (azucares, proteinas, acidos
nucleicos y clorofilas) de los secundarios, esto utilizando como base la polaridad de

los compuestos.

Para H. sabdariffa, se fraccionaron mediante cromatografia por columna abierta fase
reversa utilizando una columna Waters Sep-Pak 35 cc C-18 10 g y sistema de fase
movil en gradiente agua-acido trifluoroacético 0.5% (TFA)/acetonitrilo (ACN, marca
Merck®), comenzando con agua/TFA 100% y diluyendo paulatinamente con ACN

(Tabla 1). Para la elucidacion de sus componentes fueron monitoreandose mediante
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cromatografia en capa fina (CCF) fase reversa (Silica gel RP-18, marca Millipore®).

Se eligieron las fracciones que contenian los compuestos mayoritarios de los

extractos (ej. revelado con reactivo NP/PEG en presencia de flavonoides, coloracion

naranja; reactivo de Komarovsky para detectar terpenos). Una vez elegidas las

fracciones, se analizaron mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)

en columna Prevail C18 5 pl de 150 mm de largo, ID 4.6 mm, marca GRACE.

Para P. decompositum el analisis se llevé a cabo mediante CC fase normal, silica gel

60, con un tamafo de particula granulométrica de 0.2-0.5 mm de la marca Merck,

con un sistema de elucién de diclorometano-metanol.

monitoreadas mediante CCF para la elucidacion de sus componentes.

Tabla 1. Condiciones de HPLC para los extractos. Inyeccién de muestra 10 L.

Tiempo(min) Flujo (mL) Agua 95 %/TFA 5% ACN %
(1) 1 100 (0]
2 1 100 0
3 1 Q0 o}
5 1 Q0 10
6 1 85 15
10 1 85 15
11 1 80 20
12 1 80 20
13 1 70 30
14 1 70 30
15 1 50 50
16 1 0] 100
18 1 (0] 100
19 1 100 o}
21 1 100 o}

Las fracciones fueron
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8.5 Condiciones para la separacion de los compuestos de los

extractos cloroformicos mediante CC, CCF y HPLC

Los extractos cloroférmicos de H. sabdariffa, T. usneoides y P. peltatum fueron
sometidos a Cromatografia en columna abierta (CC) para la separacion de sus

componentes.

El analisis se llevé a cabo CC fase normal, silica gel 60, con un tamafio de particula
granulométrica de 0.2-0.5 mm de la marca Merck, con un sistema de elucion de
hexano-acetato de etilo. Las fracciones fueron monitoreadas mediante cromatografia

en capa fina (CCF) para la elucidacion de sus componentes.

Para el analisis de los componentes de los extractos cloroférmicos mediante HPLC,

se realizaron bajo las mismas condiciones que el extracto acuoso.

8.5.1 Fraccionamiento de los extractos cloroférmicos
Se utiliz6 una columna de separacién de 50 cm de largo x 5 cm de diametro,
dependiendo la cantidad de gramos obtenidos se utilizé una proporcion de 20 a 1 de
silica gel 60 fase normal. El extracto fue disuelto en misma silica en proporcién 1 a 1.
Primero se coloco algodon dentro de la columna en la parte inferior, posteriormente
se adiciono la silica disuelta en hexano, posteriormente se agrego la mezcla de la
silica con el extracto, se tapd con un trozo de algodén y se llené con hexano, se dejé

correr 400 mL de hexano y se comenz0 a recuperar fracciones.
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8.6 Preparacion de reveladores para CCF

e 4-hidroxibenzaldehido

Se pesaron 0.5 g de 4-hidroxibenzaldehido (marca Sigma Aldrich) en un vaso de
precipitados previamente en hielo, se agregan 90 mL de etanol, manteniéndose en
agitacion, agregar 10 mL de &cido sulfurico al 96% muy lentamente, y dejamos en

agitacion por 10 minutos.
e Sulfato cérico

Pesar 12 g de sulfato cérico amoniacal 0.1 N (marca Baker), agregar 22 mL de acido

sulfurico concentrado, mezclar en un vaso de precipitados sentado en hielo.
e Reactivo de Ehrlich

En un vaso de precipitados se adicionan 50 mL de agua, 50 mL de etanol al 95%, 2 g

de dietilamina (PDMAB), 30 mL de HCI 99%, mezclar con mucho cuidado.
¢ Revelador de flavonoides

En un vaso de precipitados se agregan 5 mL de polietilenglicol (PEG) y se disuelven

en 35 mL de etanol, se agregaron 200 mL de difenilboriloxietilamina y se mezclaron.

8.6 Tratamiento de ratones cepa CD1 con los extractos

Se utilizaron ratones machos sanos de la cepa CD1, de 4 a 6 semanas de edad,
obtenidos del bioterio de la UAM-I. Se formaron 9 grupos de 6 animales cada uno.

Antes del estudio fueron dejados en ayuno por 12 horas y se les midio la glucosa
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(tiempo 0). A continuacion el grupo 1 recibi6 4 mL/Kg de solucion salina (el cual
fungidé como control para los extractos acuosos), el grupo 2 recibi6 4 mL/Kg de
solucion Tween al 5% (control para los extractos cloroférmicos); el grupo 3 (control
positivo) recibié 20 mg/kg de pioglitazona; los grupos del 4 al 9 recibieron 500 mg/kg
de cada uno de los extractos (acuoso y cloroférmico), como se muestra en la Tabla
2. Todos los tratamientos fueron administrados via intraperitoneal. Después de 20
minutos se administrd dextrosa (2 g/Kg) via intragastrica, después de este tiempo se

midio la glucemia a 30, 60, 90 y 120 minutos.

Tabla 2. Grupos y tratamientos para la prueba de tolerancia a la glucosa.

Grupo Tratamiento

1 Solucion salina (4mL/Kg).

2 Solucion de Tween al 5% (4mL/Kg).

3 20 mg/Kg Pioglitazona en solucion salina (4mL/Kg).

4 500 mg/Kg de extracto acuoso de H. sabdariffa en solucién salina (4mL/Kg).
5 500 mg/Kg de extracto cloroférmico de H. sabdariffa en Tween 5% (4mL/Kg).
6 500 mg/Kg de extracto acuoso de T. usneoides en solucion salina (4dmL/Kg).
7 500 mg/Kg de extracto cloroférmicode T. usneocides en Tween 5% (4mL/Kg).
8 500 mg/Kg de extracto acuoso de P. peltatum en solucion salina (4dmL/Kg).

9 500 mg/Kg de extracto cloroférmico de P. peltatum en Tween 5% (4mL/Kg).

8.8 Cultivo de lalinea celular 3T3-L1

Se cultivaron fibroblastos de la linea 3T3-L1 murina a confluencia a 37° C con
atmosfera de 5% de CO, en placas de cultivo de 6 pozos con medio Eagle

modificado por Dulbecco (DMEM) (8 X 10° células por pozo), con glucosa 25 mM,
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piruvato de sodio 1 mM, glutamina 2 mM, aminoacidos no esenciales (0.1 mM),
gentamicina, complementado con 10% de suero fetal bovino. EI medio fue cambiado
cada 2 dias, hasta que se llegd a confluencia. Una vez que las células llegaron a
confluencia, para inducir la diferenciaciéon de fibroblastos a adipocitos, se trataron
como se indica a continuacion. En el dia 0 se adicioné una mezcla conformada por
isobutil metil xantina (100 uM) de , dexametasona (200 mM), estos 2 compuestos
son inhibidores de la proliferacion y promotores de la diferenciacién induciendo la
expresion de genes especificos encargados de la diferenciacion, como la proteina de
union y amplificacion de la caja CAAT  (C/EBPB) y C/EBPS (Gregoire et al., 1998) e
insulina bovina (80 mM) en DMEM con 10% de suero fetal bovino. Al dia 3 se
adicion6 insulina (5 pg/mL) junto con medio DMEM y se continud incubando bajo las
mismas condiciones por 5 dias mas. La insulina, mediante la activacion de su
receptor, regula varias acciones que a través de vias que promueven la glucdlisis, la
sintesis de glucégeno y adipogénesis, ademas de activar factores nucleares
involucrados en la diferenciacion del fibroblasto en adipocito (Gregoire et al., 1998).
Durante toda la diferenciacion se cambié el medio cada 2 dias. Las células fueron
usadas para experimentacion al dia 8 de diferenciacion, al cual mas del 95% de las
células expresaron el fenotipo de adipocitos, presentando una forma circular-oval con

depdsitos de grasa en forma de pequefas esferas (Figura 2).
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Figura 2. Adipocitos diferenciados a partir de fibroblastos. Dia 8 (microscopio éptico,

40X). Se pueden observar las vesiculas lipidicas en el interior de las células.

8.9 Pruebade funcionalidad celular

Las células 3T3-L1 fueron cultivadas en placas de 96 pozos en 200 puL de medio
DMEM, a las que se les cambio el medio cada 2 dias; una vez que llegaron al 80%
de confluencia se utilizaron para la prueba de funcionalidad celular. Los extractos de
H. sabdariffa, T. usneoides y P. decompositum se utilizaron a concentraciones de 1,
10, 100, 1000 pg/mL (por triplicado cada dosis), para tener un amplio criterio de
funcionalidad celular. Los extractos acuosos se diluyeron en agua MiliQ, para los
extractos cloroférmicos se utilizdé DMSO (dimetilsulféxido) ya que es un buen
vehiculo para moléculas no miscibles en agua (no polares). Se incluyeron dos
controles: uno grupo solo recibié agua MiliQ y otro DMSO. Las células se incubaron
durante 24 horas. La funcionalidad celular se determiné mediante la prueba de MTT
(bromo de 3(4,5 dimetil-2-triazol-2,5) difenil tetrazoilo), compuesto que es reducido
por la enzima mitocondrial integrante de la cadena transportadora de electrones

(complejo II) (succinato deshidrogenasa) en formazan (figura 3), el cual colorea las
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células de violeta. Siendo las células metabdlicamente activas las que reducen el

MTT en formazan (Figura 3).

‘%’J}L MTT __d Formazan

§- &

]:l"”a‘:\ — Succinato deshidrogenasa HN "—N\
N's )
hm@ N:‘_—:N@
) ©/
Figura 3. Reduccion del MTT en formazan por la enzima mitocondrial del complejo 2,

succinato deshidrogenasa.

Se prepararon 20 ml de MTT a una concentracion de 0.1 mg/mL en PBS (Buffer
Salino de Fosfatos); una vez retirado el tratamiento con los extractos, se les agregé
200 pl de la preparacion de MTT a cada pozo, dejando en incubacion por 3 horas y
cubriendo la placa con papel aluminio. Transcurrido el tiempo se les retird la
preparacion de MTT y se agregaron 200 ul de isopropanol acidificado para solubilizar
el formazan con 3.2 pL/mL de HCI (0.04 M) y se mantuvo en agitacién ligera por 20
minutos. Se utilizé un lector de placas de Elisa (Thermo Scientific modelo Multiskan

FC) para medir la absorbancia del compuesto colorido a 590 nm.
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8.10 Tratamiento de adipocitos 3T3-L1 con los extractos de las

plantas

Una vez evaluados los extractos mediante la prueba de MTT, se -cultivaron
fibroblastos 3T3-L1 y diferenciados en adipocitos de la forma ya mencionada en
placas de 6 pozos. Los adipocitos se cultivaron en 1.5 mL de medio DMEM por cada
pozo (n=6); como controles positivos se utilizaran pioglitazona (25 mM]), fenofibrato
(10mM) y L-165041 (10 uM) en 1.5 ml de DMEM para cada uno de los pozos. Para
cada uno de los extractos (n=6), acuosos y cloroférmicos, se adicion6 10 mg/ml de
extracto de H. sabdariffa con una concentracion de sambubidsido de delfinidina de
2.2 pg/mL en 1.5 mL de DMEM por pozo, se incubaron por 24 h, transcurrido el

tratamiento, se utilizaron para estudios posteriores.

8.11 Aislamiento y cuantificacion del RNAm

Una vez pasado el tratamiento con los extractos se aislo el RNA total mediante el

meétodo de TRIZOL de la siguiente manera:

Homogenizacién. Se elimin6 el medio de los pozos, se agreg6 500 pyL de TRIZOL, el
cual es basado en el uso de una solucibn monofasica constituida por fenol,
isotiosinato de guanidina, que son facilitadores de la ruptura de la membrana

plasmatica y degradacion de proteinas.

Separacion. Una vez homogenizadas las células con TRIZOL, se transfirieron a

tubos eppendorf de 1.5 mL, se agregd 200 uL de cloroformo por cada mL de TRIZOL
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por cada tubo, se agitd vigorosamente 20 segundos y se dejé reposar 15 minutos a
temperatura ambiente. Y se realizé una centrifugacion a 12000 g por 15 min a 4°C,
lo que permitio la formacion de 3 fases, una superior de color claro, que contenia el
RNA, otra interface y una fase inferior roja en la que se encontraba el ADN y

proteinas, se aislo la fase superior acuosa.

Precipitacion. Se precipitdé el RNAm con 500 pL de isopropanol por cada mL de
TRIZOL, se agité suavemente por inversion. Se incubd en hielo por 30 minutos. Se
centrifugd a 12000 g por 10 minutos a 4°C. Se eliminé el sobrenadante y se recuperé

el pellet.

Lavado de RNAmM. Se agregé 1 mL de etanol al 70% por cada mL de TRIZOL
utilizado. Se resuspendié el pellet con agitacion (vortex) y se centrifugé a 7500 g por

5 minutos a 4°C.

Redisolucion de RNA. Se elimind el etanol y se dej6é evaporar los residuos de etanol.
Se agreg6 30 pL de agua libre de RNAsas y se guard6 a -70°C. Una vez aislado el

ARN se cuantificé con el uso de un NanoDrop 2000 marca Thermo Scientific.

8.12 Expresion del RNAm por RT-PCR tiempo real

La reaccion de transcripcion en reversa (RT) se llevd a cabo para sintetizar DNA
complementario (cDNA) a partir de RNA total, mediante la reaccion catalizada por la
enzima transcriptasa reversa (Estuche ImProm Il de Promega) a partir de una
concentracion de 2 yg de RNA (templado); se utilizaron primers al azar (random

primers 0.5 pug/uL) para obtener una cantidad abundante de cDNA total. Un volumen
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total de 20 pL de la mezcla de reaccidn, constituida por primers 0.5mM de cada uno
de los genes mostrados en la tabla 3, y la mezcla de reaccién 1X que contiene la
enzima Fast Start, amortiguador para PCR, SYBR Green y MgCl, 3.5 mM en un
volumen final de 10 pL. se incub6é bajo el siguiente programa de 45 ciclos:
desnaturalizacion 95°C por 10 segundos; alineamiento 60°C por 7 segundos;

elongacion 72°C por 10 segundos para cada ciclo.

Para el analisis de expresion se utilizaron primers disefiados a partir de secuencias
de genes de Mus musculus que se describen en la Tabla 4, utilizando como gen

constitutivo al 36B4.

Una vez obtenido los productos de PCR tiempo real se realizara una electroforesis
en gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio para la comprobacién de los

productos de PCR.
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Tabla 3. Caracteristicas de genes y primers utilizados para el analisis de expresion

en células 3T3L1.

Genes 3TL-1

Primer directo

Primer reverso

Tamafrio del producto

(pb)

36B4

Gene Bank
NM_007475.2

5-AAGCGCGTCCTGGCATTGTCT-3"

5'-CCGCAGGGGCAGCAGTGGT-3"

135

PPAR-a

Gene Bank
NM_011145

5'-TGGAGCTCGATGACAGTGAC-3’

5"-GTACTGGCTGTCAGGGTGGT-3’

161

PPAR-y

Gene Bank
NM_011146.1

5'-CCAGAGTCTGCTGATCTGCG-3"

5'-GCCACCTCTTTGCTCTGCTC -3

217

GLUT-4

Gene Bank
NM_009204.2

5"-GATTCTGCTGCCCTTCTGTC-3

5'-ATTGGACGCTCTCTCTCCAA-3"

168

FATP-1

Gene Bank
NM_011977.3

5'-ACCAGTGTCCAGGGGTACAG-3"

5'-TGTCTCCCAGCTGACATGAG-3

174

Adipo Q

Gene Bank
NM_009605.4

5'-GGCTCTGTGCTCCTCCATCT-3"

5'-AGAGTCGTTGACGTTATCTGCATAG3’

101

8.13 Analisis estadistico

Los resultados se analizaran mediante una prueba ANOVA complementada con una

prueba de Tukey-Kramer para comparar diferencias entre los controles y los

tratamientos, asi como entre los mismos tratamientos, considerando un intervalo de

confianza del 95% vy utilizando el paquete estadistico NCSS 2000 (NCSS software,

Kaysville, UT, USA).
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9 RESULTADOS

Una vez realizada la extraccion de cada una de las plantas se obtuvieron los

siguientes rendimientos:

Tabla 4. Rendimiento de los extractos de las plantas de estudio

Planta Extraccion Rendimiento (2%)

Acuosa 23.4

H. sabdariffa
Cloroférmica 0.9
Acuosa 9.1

T. usneoides
Cloroformica 1.4
Acuosa 7.6

P. decompositum

cloroférmica 4.4

9.1 Analisis y estandarizacion de los extractos acuosos

9.1.1 Extracto acuoso de H. sabdariffa

Se identifico y aisl6 un compuesto del extracto de H. sabdariffa; delfinidina 3-
sambubidsido (D3SB) (Grafico 1) mediante HPLC bajo condiciones de la tabla 1 con

un tiempo de retencion (TR) de 13.833 minutos, detectado a A=527 nm.

Se utilizé el estandar conocido delfinidina 3-sambubidsido (D3SB) para realizar una
curva de calibracion para conocer la concentracion de este compuesto en el extracto

acuoso (Grafico 2 y Tabla 5).
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Grafico 1. Espectros cromatogréaficos de D3SB a varias concentraciones 18, 36, 72 y

144 mg. Delfinidina 3-sambubiosido con un TR de 13.833 minutos detectado a A=527

nm.

73



3500000
y=21607x+ 41550
3000000 R?=0.9992

2500000
2000000

1500000

Area bajo la curva

1000000

500000

0 20 40 60 80 100 120 140 160

[mg de sambubidsido de delfinidina]

Gréafico 2. Curva de calibraciébn para estandarizacion de extracto acuoso de H.

sabdariffa utilizando D3SB como estandar en el programa Microsoft Excel 2010.

Figura 4. Estructura quimica de la delfinidina 3-sambubidsido. Imagen tomada

Pubchem.
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Tabla 5. Datos obtenidos del andlisis de HPLC para el D3SB. T.R.=tiempo de
retencion; Areal-3= areas bajo la curva de D3SB a diferentes concentraciones,

analizado a 527 nm.

[mg SD]

estandar

18

13.8

4143364

408650

414363

Promedio

412459.3

36

13.8

805147

805147

802088

804127

72.5

13.842

1668020

1654554

1661132

1661235.2

150

13.805

3266502

3281334

3240426

3262754

[mg de extracto]

700

13.871

530993

534731

530993

532239

Mediante la férmula de la grafica de la recta y=mx+b se calcul6 la concentracion de
D3SB en el extracto de H. sabdariffa acuoso siendo 22.7097237 mg de D3SB/ g de

extracto acuoso de H. sabdariffa.
9.1.2 Extracto acuoso de P. decompositum

Se eligieron 3 fracciones (fracciones 18, 19, 20), de acuerdo a la identificacion de
compuestos mayoritarios partir del andlisis de CCF y HPLC (Figura 5 y grafico 3). Se
revelaron con 4-hidroxibenzaldehido y observados con luz UV A-260nm y analizados
en HPLC (Gréafico 3) bajo condiciones de la tabla 1. Condiciones de CCF fase

reversa sistema agua 70 %/ ACN 30 %.
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Figura 5. CCF a partir de extracto acuoso de P. decompositum. Ext. P.d.= extracto
acuoso de P. decompositum; Fracciones 18-23. Marcado en rojo compuestos

mayoritarios, posibles cardendlidos.
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Grafico 3. Espectros de absorcion del extracto acuoso de P. decompositum
detectado a A-520 nm. Arriba: espectro de absorcion del extracto completo; en medio:

espectro de absorcion de la fraccion 18, pico con TR 17.01 acido ferdlico; abajo,

fraccién 20 posibles cardendlidos.
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9.2 Andlisis y estandarizacién de los extractos cloroférmicos

9.2.1 Extracto cloroférmico de T. usneoides

Mediante CCF se lograron identificar 3 fracciones ricas en terpenos (fracciones 9,10,

11) (Figura 6).

¥ <o\ O Fracciones 9-20
& & O
3 &S &’
A Q’b\ o
’be}'o 10
<
&

Figura 6. CCF del extracto cloroférmico de T. usneoides desarrollada en fase normal
en un sistema hexano 70%/AcoEt 30%, revelada con 4-hidroxibenzaldehido. Se
identificd el compuesto B-sitosterol en las fracciones 9 y 10 (enmarcado en rojo),

recuadro en negro se detectaron 3 fracciones ricas en terpenos.
9.2.2 Extracto cloroférmico de P. decompositum

Mediante la separacion por CC y el monitoreo por CCF se seleccionaron 3 fracciones
que tenian un solo compuesto (columna 1, fracciones 7-10), el cual cristalizo y fue
analizado e identificado mediante HPLC y RMN, el compuesto se trataba de acetato
de maturina (AM) (Figura 7), posteriormente fue corroborado mediante

espectrometria de masas (EM). Se utilizo el estandar AM, para realizar una curva de
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calibracion (115, 460 y 920 mg) para cuantificar la concentracion del compuesto
presente en el extracto cloroférmico de P. decompositum (Grafico 4). Mediante la

férmula de la grafica de la recta y=mx+b se calculé la concentracion de AM (Tabla

6, grafico 5).
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Grafico 4. Espectro cromatografico del AM. T.R. de 19.420 minutos, detectado a A-
277 nm a diferentes concentraciones. 3 primeros graficos AM a diferentes
concentraciones (115, 460, 920 mg respectivamente) Abajo, espectro cromatografico

del extracto cloroférmico de P. decompositum.
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Tabla 6. Datos obtenidos del analisis de HPLC del AM. T.R.=tiempo de retencion;
Areal-3= éareas bajo la curva de acetato de maturina a diferentes

concentraciones.

[mg de AM] Areal Area2 Area3 Promedio
estandar

19.431 2501043 2501787 2501787 2501539

230 19.395 5009015 5009015 5009015 5009015
460 19.613 10065185 10017404 10017409  10033332.7
920 19.379 15043537 15043537 15043537 15043537
Extracto
10 19.464 9929066 9814457 9616892 9786805

Mediante la férmula de la gréafica de la recta y=mx+b se calcul6 la concentracion de
AM en el extracto cloroférmico de P. decompositum siendo 50.68 mg de AM por cada

g de extracto.

18000000
y = 15364x+ 2E+06
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Gréfico 5. Curva de calibracion para estandarizacion de extracto cloroférmico de P.

decompositum utilizando AM como estandar en el programa Microsoft Excel 2010.
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Figura 7. Estructura quimica del AM.
9.2.3 Extracto cloroférmico de H. sabdariffa

Mediante la separacién por CC y el monitoreo por CCF se identifico el compuesto 5-
hidroximetil furfural ((5-HMF, figura 8) el cual fue analizado y detectado mediante
HPLC (Figura 11), RMN, posteriormente fue corroborado mediante EM. La tabla 7
muestra los valores de las areas bajo la curva obtenidas en el andlisis mediante
HPLC a diferentes concentraciones del 5-HMF (Gréfico 6), y se realiz6 una curva de

calibracién de la cual se obtuvo la concentracion de éste en el extracto (Grafico 7).
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Gréafico 6. Espectro cromatografico del 5-HMF detectado a A=285 nm del a

diferentes concentraciones (16, 32, 64, 128 mg), abajo se muestra el espectro
cromatografico del extracto cloroférmico de H. sabdariffa con un T.R. de 7.919

minutos.
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Tabla 7. Datos obtenidos del analisis de HPLC del 5-HMF. T.R.=tiempo de retencion;

Areal-3= areas bajo la curva a diferentes concentraciones, analizado a A-285 nm.

[mg de R. Promedio
HMF]
estandar
16 7.933 849419 84411 861408  598412.666
32 1.728 1632413 1641139 1632413  1635321.667
64 71.731 3008973 3001977 3001977 3004309
128 1.747 6175672 6175672 6175672 6175672
Extracto
2 7.919 916121 916121 917419  916553.666

Mediante la formula de la grafica de la recta y=mx+b (Grafico 7) se calculd la
concentracion de 5-HMF en el extracto cloroférmico de H. sabdariffa siendo 9.93 mg

por cada g de extracto cloroférmico de H. sabdariffa.

HOWO

Figura 8. Estructura quimica del 5-HMF.
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Gréfico 7. Curva de calibracion para estandarizacién de extracto cloroformico de H.

sabdariffa utilizando 5-HMF como estandar en el programa Microsoft Excel 2010.

Mediante HPLC se identificaron 6 grupos de compuestos principales del extracto
cloroférmico de H. sabdariffa, el extracto se estandarizé con el compuesto 5-HMF

mostrados en el gréafico 7.

Extracto estandarizado con 5-hidroximetil furfural. 285 nm
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Grafico 8. Espectro cromatografico del extracto cloroformico de H. sabdariffa.

Analizado en HPLC a A=285 nm. Se muestran 6 grupos de compuestos principales;
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de mas polar a menos polar, de izquierda a derecha: furanos, cumarinas, iridoides,
terpenos, esteroles y acidos grasos. El pico en rojo muestra al compuesto con el que

se estandariz6 el extracto; 5-HMF, con un T.R. de 7.918 minutos.

El siguiente grafico muestra el efecto de los extractos acuosos sobre la glucemia, en
donde se muestra que los extractos acuosos de H. sabdariffa y P. decompositum
disminuyen el pico hiperglucémico después de 30 minutos de la administracion, sin

embargo el extracto acuoso de T. usneoides aumentd la glucemia.

Extractos acuosos

250 ——CT
Pioglitazona
T 200- —— H. sabdariffa
T
D —¥— T. usneoides
= .
= 150- —* P decompositum
©
=
8 100
3 i T/
G ¥ T
50-
0 1 | I I 1
0 30 60 90 120
Tiempo (min)

Gréafico 9. Pruebas de tolerancia a la glucosa oral en ratones CD1 normales con
ayuno de 12 h, administracion intraperitoneal de los extractos acuosos. Media +

E.E.M. n=6. *Diferencia significativa respecto al control (p<0.05).
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El siguiente grafico muestra el efecto de los extractos cloroférmicos sobre la
glucemia, en donde se muestra que los extractos cloroformicos de las 3 plantas,
reducen significativamente la glucemia a los 30 minutos después de la

administracion, sin embargo no se comportaron como el control positivo

(Pioglitazona).
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Grafico 10. Prueba de tolerancia a la glucosa oral en ratones CD1 normales con
ayuno de 12 h, administraron intraperitoneal de los extractos cloroférmicos. Media +

E.E.M. n=6. *Diferencia significativa respecto al control (p<0.05).
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9.3 Prueba de funcionalidad celular

Como criterio para seleccionar la concentracion apropiada para continuar con los
experimentos posteriores, se consider6 a aquella cuya funcionalidad resultara >80%.

La concentracion seleccionada fue la de 10 pg/ml (Graficos 11-16).
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% funcionalidad celular
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Grafico 11. Efecto del extracto acuoso de H. sabdariffa sobre la funcionalidad celular
en fibroblastos 3T3-L1. Media + E.E.M. n=5. *Diferencia significativa respecto al

control (p<0.05).
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Grafico 12. Efecto del extracto cloroférmico de H. sabdariffa sobre la funcionalidad

celular en fibroblastos 3T3-L1. Media + E.E.M. n=5. *Diferencia significativa respecto

al control (p<0.05).
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Grafico 13. Efecto del extracto acuoso de T. usneoides sobre la funcionalidad celular

en fibroblastos 3T3-L1. Media + E.E.M. n=5. *Diferencia significativa respecto al

control (p<0.05).
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Grafico 14. Efecto del extracto cloroférmico de T. usneoides sobre la funcionalidad
celular de fibroblastos 3T3-L1. Media + E.E.M. n=5. *Diferencia significativa respecto

al control (p<0.05).

iy 1N 13

Gréafico 15. Efecto del extracto acuoso de P. decompositum sobre la funcionalidad
celular en fibroblastos 3T3-L1. Media + E.E.M. n=5. *Diferencia significativa respecto

al control (p<0.05).
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Gréafico 16. Efecto del extracto cloroférmico de P. decompositum sobre la
funcionalidad celular en fibroblastos 3T3-L1. Media + E.E.M. n=5. *Diferencia

significativa respecto al control (p<0.05).
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9.4 Efecto de los extractos acuosos sobre la expresiéon de PPARS,
PPARYy y sus genes regulados GLUT4 y FATP.

Los resultados a continuacion se obtuvieron a partir de los datos obtenidos de la

cuantificacion de los RNAm en PCR-RT tal como se indic6 en la metodologia.

El efecto de los extractos acuosos no tuvo efecto sobre la expresion de PPAR®S y
PPARYy, sin embargo, como era de esperarse, el agonista L-1654 aumento en mas
de 5 veces la expresion de PPARS (Gréfico 17) y la pioglitazona en mas de 2 veces

la expresion de PPARYy (Grafico 18).
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Grafico 17. Efecto de los extractos acuosos sobre la expresion de PPARS. CT:
control; FEN: fenofibrato; PIO: pioglitazona; L-1654: agonista de PPARY; HS-AC:
extracto acuoso de H. sabdariffa; TU-AC: extracto acuoso de T. usneoides; PD-AC:
extracto acuoso de P. decompositum. Media + E.E.M. n=5. *Diferencia significativa

respecto al control (p<0.05).
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Grafico 18. Efecto de los extractos acuosos sobre la expresion de RNAm de PPARYy.
CT: control; FEN: fenofibrato; P1O: pioglitazona; L-1654: agonista de PPARY; HS-AC:
extracto acuoso de H. sabdariffa; TU-AC: extracto acuoso de T. usneoides; PD-AC:
extracto acuoso de P. decompositum. Media + E.E.M. n=5. *Diferencia significativa

respecto al control (p<0.05).
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El grafico 19 muestra el efecto de los extractos acuosos sobre la expresion de
GLUT4; ningun extracto tuvo efecto positivo sobre la expresion de este transportador
de glucosa, Unicamente y como era de esperarse la pioglitazona tuvo un efecto

significativo con respecto al CT.
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Gréfico 19. Efecto de los extractos acuosos sobre la expresion de RNAmM de GLUTA4.
CT: control; FEN: fenofibrato; P1O: pioglitazona; L-1654: agonista de PPARY; HS-AC:
extracto acuoso de H. sabdariffa; TU-AC: extracto acuoso de T. usneoides; PD-AC:
extracto acuoso de P. decompositum. Media + E.E.M. n=5. *Diferencia significativa

respecto al control (p<0.05).
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El grafico 20 muestra el efecto de los extractos acuosos sobre la expresion de FATP.
Dentro de los controles positivos, la pioglitazona y el L-1654 tuvieron un efecto en el
aumento de la expresion de FATP y solamente el extracto acuoso de H. sabdariffa

tuvo un efecto positivo sobre la expresion de este transportador.
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Grafico 20. Efecto de los extractos acuosos sobre la expresion de RNAm de FATP.
CT: control; FEN: fenofibrato; P1O: pioglitazona; L-1654: agonista de PPARY; HS-AC:
extracto acuoso de H. sabdariffa; TU-AC: extracto acuoso de T. usneoides; PD-AC:
extracto acuoso de P. decompositum. Media + E.E.M. n=5. *Diferencia significativa

respecto al control (p<0.05).
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9.5 Efecto de los extractos cloroférmicos sobre la expresion de

PPAR®, PPARY y sus genes regulados GLUT4 y FATP.

El grafico siguiente muestra el efecto de los extractos cloroférmicos sobre la
expresion de PPAR®J; se puede observar que el agonista L-1654 tuvo un efecto,
aumentando la expresion de este PPAR en mas de 5 veces, de manera similar, el
extracto cloroférmico de H. sabdariffa aument6 en mas del doble la expresion de este
PPAR.
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Gréfico 21. Efecto de los extractos cloroférmicos sobre la expresion del RNAm de
PPAR®. CT: control; FEN: fenofibrato; PIO: pioglitazona; L-1654: agonista de PPARS;
HS-CLF: extracto cloroformico de H. sabdariffa; TU-CLF: extracto cloroférmico de T.
usneoides; PD-CLF: extracto cloroférmico de P. decompositum. Media + E.E.M. n=5.

*Diferencia significativa respecto al control (p<0.05).
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A continuacion se muestra el efecto de los extractos cloroformicos sobre la expresion
de PPARY, siendo los extractos de H. sabdariffa y P. decompositum los que tuvieron
efecto sobre la expresion de este PPAR, siendo importante destacar que el extracto
cloroférmico de H. sabdariffa posee efecto dual sobre la expresion de RNAmM de
PPAR®/y, con respecto al agonista sintético de PPARd L-1654 disminuyo la

expresion de este PPAR con respecto al CT (Grafico 22).
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Gréfico 22. Efecto de los extractos cloroférmicos sobre la expresion del RNAm de
PPARYy. CT: control; FEN: fenofibrato; P10O: pioglitazona; L-1654: agonista de PPARY;
HS-CLF: extracto cloroformico de H. sabdariffa; TU-CLF: extracto cloroférmico de T.
usneoides; PD-CLF: extracto cloroférmico de P. decompositum. Media + E.E.M. n=5.

*Diferencia significativa respecto al control (p<0.05).
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En el grafico 23 se muestra el efecto de los extractos cloroférmicos sobre la
expresion de GLUT4, en donde se muestra que los extractos cloroférmicos de H.
sabdariffa y P. decompositum poseen efecto positivo sobre la expresion de éste

trasportador de glucosa.
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Gréfico 23. Efecto de los extractos cloroférmicos sobre la expresion del RNAm de
GLUTA4. CT: control; FEN: fenofibrato; PIO: pioglitazona; L-1654: agonista de PPARGJ;
HS-CLF: extracto cloroférmico de H. sabdariffa; TU-CLF: extracto cloroférmico de T.

usneoides; PD-CLF: extracto cloroférmico de P. decompositum. Media + E.E.M. n=5.

*Diferencia significativa respecto al control (p<0.05).
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A continuacion se muestra el efecto de los extractos cloroformicos sobre la expresion
de FATP, en donde los controles positivos fenofibrato, Pioglitazona y L-1654 tienen
un efecto significativo con respecto al control, siendo el extracto cloroférmico de H.
sabdariffa el que tuvo mayor efecto sobre la expresion de este transportador de AG

(Gréafico 19).
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Grafico 23. Efecto de los extractos cloroférmicos sobre la expresion del RNAm de
FATP. CT: control; FEN: fenofibrato; P1O: pioglitazona; L-16504: agonista de PPARY;
HS-CLF: extracto cloroformico de H. sabdariffa; TU-CLF: extracto cloroférmico de T.
usneoides; PD-CLF: extracto cloroférmico de P. decompositum. Media + E.E.M. n=5.

*Diferencia significativa respecto al control (p<0.05).
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10. DISCUSION

La diversidad quimica en las plantas en muy amplia y poco estudiada, siendo el
conocimiento de la diversidad quimica de estas especies hasta el momento limitado.
Se calcula que se conoce la estructura quimica de alrededor de 100 mil metabolitos
secundarios y podria haber al menos un millén de ellos en todas las especies que
faltan por estudiar. Sin embargo el conocimiento que se tiene en la actualidad de las
propiedades de los fitoquimicos ha contribuido enormemente a resolver problemas
de salud ya que una alta proporciéon de los medicamentos que se utilizan son

derivados de plantas (Montes, 2009).

La gran variedad de metabolitos que producen las plantas ayudaran a enfrentarse al
ecosistema que los rodea, como las fluctuaciones de temperatura, desbalance
osmotico, hipoxia, radiacion UV, disponibilidad de minerales, patégenos y herbivoros,
por lo que tanto las concentraciones como la diversidad de compuestos en las
plantas varia (Iriti y Faoro, 2009). Siendo asi, el rendimiento de los extractos
obtenidos fue variado dependiendo el tipo de planta, la parte utilizada de estas, las
condiciones a las cuales se encontraban sometidas y el tipo por el cual se realizo la
extraccion. Por tal motivo, la proporcion y variedad de los constituyentes de cada
planta es diferente. Principalmente los extractos acuosos de H. sabdariffa, T.
usneoides y el extracto cloroférmico de P. decompositum fueron altos con respecto a
los demas extractos. Al realizar la separacion mediante CC e identificar compuestos

de manera cualitativa mediante CCF logramos identificar en los extractos acuosos de
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H. sabdariffa y T. usneoides una gran cantidad de carbohidratos. Mediante CCF se
identificaron una gran cantidad de compuestos polifendlicos en el extracto acuoso de
H. sabdariffa los cuales son moléculas importantes antioxidantes, asociadas a
disminuir el proceso inflamatorio ademas de tener efecto antiadipogénico (Da-Costa-
Rocha et al., 2014; Kao et al., 2009; Kim et al., 2007). Como se observa en el grafico
4, los extractos acuosos de H. sabdariffa y P. decompositum disminuyeron de
manera significativa la glucemia con respecto al CT después de 30 minutos de la
administracion de estos extractos, evitando el pico hiperglucémico inicial, evento
importante para el tratamiento de la DM2, ya que evita concentraciones altas en
sangre, asociadas a enfermedades como hipertension, ateroesclerosis, estado
protrombdtico y disfuncion endotelial, entre otras (Gross y Staels, 2007). Sin
embargo el extracto acuoso de T. usneoides aument6 la glucemia, lo que podria
deberse al alto contenido de carbohidratos que tiene este extracto, o que pudo haber
aumentado la glucemia. Todos los  extractos cloroférmicos poseen efecto
antihiperglucemiante con respecto al CT a los 30 minutos (Gréfico 5), evitando el pico
hiperglucémico con respecto al grupo CT, siendo el extracto acuoso de T. usneoides
el que no tuvo efecto sobre la glucemia. Es importante mencionar que el efecto que
tienen estos extractos sobre la glucemia es relevante, ya que en personas que
padecen DM2 podria ayudar a la regulacion del metabolismo de carbohidratos asi
como también la disminucion de la glucemia, la cual es problema fundamental de
ésta enfermedad, ademas también se sabe que la hiperglucemia puede inducir un

estado de coma diabético y otras complicaciones como retinopatias, nefropatias y
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otras complicaciones que acompafian a la DM2 y otras enfermedades asociadas al

SM (Alsahli y Gerich, 2014).

De acuerdo con los resultados obtenidos del ensayo de RT-PCR, el extracto acuoso
de H. sabdariffa tiene efecto sobre la expresiéon del RNAm de FATP (Gréfico 14), sin
embargo estudios han demostrado que el extracto acuoso, inhibe la expresion de
factores adipogénicos como PPARy y C/EBPa, ademas tiene efecto inhibitorio sobre
la cascada de sefializacion PI3K/Akt durante la adipogénesis (Kim et al., 2007), lo
gue es interesante, ya que la activacion de PPARy promueve la expresion de FATP,
considerandose que este extracto posee otras formas indirectas de promover la
activacion de PPARYy y la consecuente transcripcion de FATP. Sin embargo se cree
que el efecto de este extracto pudiera ser actuando a través de PPARq, ya que se
sabe que este PPAR promueve la transcripcion de FATP (Gross y Staels, 2007). Por
otra parte, el extracto acuoso de P. decompositum no tiene efecto sobre la expresion
de PPAR® y PPARYy ni sus genes regulados GLUT4 y FATP (Gréficos 15-18). Sin
embargo el extracto cloroférmico de la raiz de esta planta tiene un efecto agonista
sobre PPARy y ademas de promover su expresion, también promueve la expresion
de GLUT4 (Gréficos 16 y 17), sugiriendo que este extracto tiene una o varias
moléculas que activan a este PPAR. Por otro lado, los extractos acuoso y
cloroférmico de T. usneoides no tuvieron ningun efecto sobre la expresiéon de PPARS
y PPARYy ni alguno de sus genes regulados GLUT4 o FATP (Graficos 15-18), siendo
aun una interrogante el mecanismo de accién por el cual actlan, ya que existen

reportes que demuestran que el extracto acuoso de esta planta posee efecto
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hipoglucémico y antidiabético (Marles y Farnsworth, 1995; Witherup et al., 1995). El
extracto cloroférmico de H. sabdariffa mostro tener efecto dual sobre la expresién del
RNAmM de PPAR®, PPARYy y algunos de sus genes regulados (GLUT4 y FATP), lo
que sugiere fuertemente que éste extracto posea moléculas agonistas duales de
PPARd/y, ya que para la expresion del RNAm de estas dos proteinas
transportadoras de glucosa (GLUT4) y AG (FATP) respectivamente, se necesita de la
activacion de estos dos PPARs. Como se menciono en este trabajo, se identificaron
6 grupos de compuestos en el extracto cloroférmico de esta planta, dentro de los
cuales los terpenos y acidos grasos pudieran ser los encargados del efecto agonista
dual de PPARd y PPARYy (Barish et al., 2006; Fatehi-Hassanabad y Chan, 2005;
Janani y Ranjitha Kumari, 2015; Karsenty et al.,, 2013; Salam et al., 2008), sin
descartar que otro tipo de moléculas sean las encargadas de esta accién, por tal
motivo es importante descubrir que moléculas son las encargadas del efecto dual.
Otro punto importante es que el extracto cloroférmico de H. sabdariffa pudiera actuar
a través de vias de sefalizacién para la expresion y activacion de PPARS y PPARYy,
como es el caso de algunos farmacos, plantas o frutos que pueden estar regulando
tanto su expresion como la de sus genes que regulan. Por ejemplo, se sabe que la
expresion del RNAm de PPARS y algunos de sus genes regulados puede ser a
través de la activacion de AMPK (Ceddia, 2013; O'Neill et al., 2013). Otros
investigadores demostraron que algunos compuestos encontrados en la hoja del
arbol de mango regulan las vias AMPK y Akt, vias involucradas en el catabolismo de

lipidos, y catabolismo/anabolismo de glucosa respectivamente (Zhang et al., 2013),
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siendo estas vias las que también se encuentran involucradas en la activacion de
PPAR® y PPARYy respectivamente, sugiriendo la posible accion indirecta de este
extracto, dando como consecuencia la regulacion de PPAR® y PPARy. Otros
experimentos han demostrado que la activacion de la proteina cinasa dependiente de
AMPc (PKA) favorece la estabilidad de PPARa en el ADN, evento que promueve la
expresion de los genes que regula este PPAR y su misma expresion en cultivo de
células HepG2 (Hansen et al., 2001; Lazennec et al., 2000). También se sabe que la
activacion de PKA puede activar a AMPK, siendo una posibilidad de que alguna
molécula del extracto cloroférmico de H. sabdariffa tenga su efecto a través de
alguna de estas vias. Otro ejemplo es el 5-Aminoimidazol-4-carboxamida
ribonucledtido (AICAR) que es un analogo de AMP, el cual ha sido utilizado
clinicamente para activar a AMPK (ya que su sustrato es AMP), favoreciendo la
expresion y activacion de PPARS (Ceddia, 2013; Russo et al., 2013; Zhang et al.,
2009), siendo estas algunas maneras de efecto indirecto y posiblemente por las
cuales actia el extracto cloroférmico de que esta planta ejerza su accion. Es
importante mencionar que este extracto también puede actuar a través de la via Akt
o bien rio arriba en esta cascada de sefializacion, ya que se sabe que esta cinasa
actua fosforilando y activando a la proteina de unién del elemento esteroideo 1c
(SERBP1c) la cual es un factor de transcripcidbn que promueve la expresion de

PPARY y sus genes regulados (Hawley et al., 2014).

Otro punto importante es que las moléculas contenidas en el extracto cloroférmico de

H. sabdariffa favorezcan la expresion de otros factores de transcripcion como la
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proteinas de union y amplificacion de la caja CCAAT B (C/EBPB) y C/EBP9, las
cuales se conoce que promueven la transcripcion del ARNm de PPARYy y sus genes

regulados (Zuo et al., 2006).

Tanto la homeostasis y efecto sinérgico que tienen las vias AMPK y Akt sobre el
metabolismo de lipidos y carbohidratos es importante en la regulacion metabdlica,
generalmente cuando una via se encuentra encendida, la otra permanece
practicamente apagada, siendo logico, ya que el organismo activa una u otra
dependiendo las necesidades a las cuales se encuentra sometida la célula. Ambas
vias tienen regulacion sobre la otra, lo cual es importante en mantenerlas activas, de
tal manera que se regule el metabolismo tanto de lipidos como de glucosa. La
activacion dual de PPAR®S/y es importante en el tratamiento de enfermedades como
la DM2 y otras enfermedades asociadas al SM, ya que en estas, el metabolismo
tanto de lipidos como de carbohidratos se encuentra en desbalance, siendo
importante por un lado favorecer el transporte y utilizacion de AG a través de la [3-
oxidacion mediante la activacion de PPAR®S para evitar la acumulacion de estos y por
otro lado, promover la acumulacién y la toma de glucosa activando la homeostasis
metabdlica. Se sabe que los altos niveles de AG en sangre estan involucrados en la
RI, principalmente inhibiendo las acciones de la insulina, generalmente inhibiendo la
via Akt, impidiendo eventos como la toma de glucosa, glucogenogénesis y
adipogénesis, los cuales son importantes en la sensibilidad a la insulina, por lo cual,

la activacion dual de PPAR®/y mejora el trafico de estas vias. Asi mismo, la

activacion de PPARy promueve la expresion de adiponectina, una hormona que tiene
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efectos sensibilizadores a la insulina en otros érganos como el musculo esquelético,
higado y el mismo tejido adiposo. El efecto dual que ejerce el extracto cloroférmico
sobre la activacion de PPAR® y PPARy es importante, debido a que favorece de
manera general la homeostasis del metabolismo, lo cual es importante para
contrarrestar y revertir el desbalance metabodlico presente en la DM2 y otras
asociadas al SM, sin embargo es necesario continuar con la investigacion para
conocer cudles son las moléculas responsables de este efecto y cual es su
mecanismo de accion lo que permitira sentar las bases para el desarrollo de un

nuevo farmaco de origen natural para el tratamiento de estas enfermedades.

Se estandarizaron los extractos que tuvieron efecto sobre los PPARs o alguno que
tuviera efecto sobre la expresion de sus genes regulados. EI compuesto con el que
se estandarizé el extracto acuoso de H. sabdariffa, el D3SB es una antocianina
mayoritaria en este extracto, a la cual se le ha adjudicado tener propiedades
antihipercolesterolémicas, siendo una posibilidad que esta molécula tenga su efecto
mediante la inhibicion de PPARy y/o bien activando PPARJ, evitando el proceso
adipogénico y/o favoreciendo el catabolismo de AG. Ademas a esta molécula se le
ha adjudicado otras propiedades medicinales; como agente antihipertensivo y
antioxidante (Hopkins et al., 2013). La estandarizacién del extracto cloroférmico de P.
decompositum se realiz6 con el aislamiento de AM, sesquiterpeno al cual se le ha
adjudicado tener efecto antihiperglucemiante (Alarcén-Aguilar et al., 2000a), el cual
pudiera tener su efecto a través de la activacion de PPARs. EI compuesto con el que

se estandarizd el extracto cloroférmico de H. sabdariffa, el 5-HMF, ha sido
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identificado en algunos granos como el trigo, ademas en algunos otros productos
como los jugos de frutas embotellados, formado a partir de la descomposicion de los
glucidos, se ha demostrado que en ratones con dafio oxidativo hepatico inducido por
alcohol, éste compuesto disminuye la concentracion de ALT (alanina
aminotransferasa), AST (aspartato transaminasa), TC (colesterol total), TG
(triglicéridos), LDL (lipoproteina de baja densidad) en sangre y niveles de MDA
(malondialdeido) en tejido hepético (Li et al., 2015). Si bien se conocen algunos de
los efectos del extracto acuoso de H. sabdariffa, poco se sabe de las propiedades del
extracto cloroférmico, ya que este cuenta con caracteristicas quimicas diferentes al
acuoso y con ello diferentes constituyentes quimicos. Aunado a esto, se desconoce
las moléculas responsables de la activacion dual sobre PPAR®/y que ejerce el
extracto cloroférmico de H. sabdariffa. Otro punto importante es que no existen
agonistas duales comerciales de PPAR®&/y, por lo que es importante continuar en la
investigacion acerca del mecanismo de accién, asi como también descubrir que
moléculas estan involucradas en éste mecanismo. Siendo importante asentar las
bases para el desarrollo de nuevos farmacos a partir del extracto cloroférmico de H.

sabdariffa para el tratamiento de la DM2 y de otras enfermedades asociadas al SM.

105



11. CONCLUSIONES

Las plantas medicinales siguen siendo una fuente amplia de moléculas bioactivas
para el desarrollo de nuevos farmacos para el tratamiento de la DM2 y enfermedades

asociadas al SM.
Se logré estandarizar los extractos con efecto agonista de PPARSs.

El extracto acuoso de H. sabdariffa mostré tener efecto sobre la expresion de FATP,
sin embargo no se conoce el mecanismo de accion por el cual aumenta la expresion

de FATP ya que no se observo aumento en la expresion de PPARY.

El extracto cloroférmico de P. decompositum mostr6 efecto activador sobre PPARy y

la consecuente expresion de GLUTA4.

El extracto cloroformico de H. sabdariffa demostré tener efecto agonista dual de
PPARd/y y algunos de los genes que regulan (GLUT4 y FATP), en linea de
adipocitos 3T3-L1, lo cual muy posiblemente se encuentra favoreciendo el equilibrio
metabdlico, ya que el extracto cloroférmico de H. sabdariffa promueve la expresion
de los RNAm de GLUT4 y FATP evento que sugiere que aumentara la toma de

glucosa y AG, lo cual favoreceria la sensibilidad a la insulina.
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12. PERSPECTIVAS

1. Identificar las moléculas encargadas del efecto agonista dual del extracto
cloroférmico de H. sabdariffa.

2. Dilucidar el mecanismo de accion que ejercen la o las moléculas del extracto
cloroférmico de H. sabdariffa para la activacion de PPAR®J/y.

3. Evaluar el efecto de las moléculas responsables del efecto dual de PPARS/y
sobre algunos de los genes regulados por estos a nivel de proteina.

4. Evaluar el efecto de las moléculas agonistas de PPARS y PPARYy del extracto
cloroférmico de H. sabdariffa sobre las vias de sefializacion Akt y AMPK.

5. Demostrar que el efecto de las moléculas con efecto dual de PPAR®d/y regulan
la acumulacién de lipidos en adipocitos 3T3-L1.

6. Evaluar el efecto de las moléculas con efecto dual en linea de miocitos c2c12
sobre la expresion de PPARD® y PPARYy y algunos de sus genes regulados a
nivel de RNAm y proteina, ya que también es un tejido del cual depende en
gran medida la sensibilidad a la insulina.

7. Evaluar el efecto de las moléculas agonistas duales de PPARS/y en un modelo

in vivo diabético (DM2).
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