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Abreviaturas

pl: Microlitro.

MM: Micromolar.

ACCLS: Acil-CoA de cadena larga sintetasa.

ACD: Acil Co-A deshidrogenasa.

ACO: Acil Co-A carboxilasa.

AcoEt: Acetato de etilo.

ACS: Acil Co-A sintetasa.

ADH: Hormona antidiurética.

ADIPO1: Receptor de adiponectina 1.

ADIPO2: Receptor de adiponectina 2.

ADN: Acido desoxirribonucleico.

AGE: Productos avanzados de glicosilacion.

AGL: Acidos grasos libres.

AICAR: 5-aminoimidazol-4-carboxamida ribonucleotido.

Akt: Proteina cinasa activada por el factor de crecimiento parecido a la insulina 1.
ALT: Alanina aminotransferasa.

AMPK: Proteina cinasa dependiente de AMP.

AST: Aspartato transaminasa.

C/EBPa: Proteina de union y amplificacion de la caja CCAAT alfa.
C/EBP: Proteina de union y amplificacién de la caja CCAAT beta.
C/EBP®&: Proteina de union y amplificacion de la caja CCAAT delta.
C3G: Cianidina 3- glucosido.

CACT: Ceto-acil-CoA tiolasa.

CBP/p300: Proteina coactivadora transcripcional p 300.

13



CC: Cromatografia en columna.

CCF: Cromatografia en capa fina.

cDNA: DNA complementario.

CK2: Proteina caseina cinasa 2.

CG/EM: Cromatografia de gases/Espectrometria de masas.
CPT-I: Carnitin palmitoil transferasa 1.

CPT-II: Carnitin palmitoil transferasa 2.

CT: Control.

DPP4: Dipeptidil peptidasa 4.

DG: Diabetes gestacional.

DHA: Acido eicosapentandico.

DT1: Diabetes tipo 1.

DT2: Diabetes tipo 2.

DMEM: Dulbecco’s médium modified.

ECHD: Enoil-CoA hidratasa/deshidrigenasa.
FABP: Proteina de unién a acidos grasos.
FAT/CD36: Proteina translocadora de acidos grasos CD36.
FATP: Proteina transportadora de acidos grasos.
FEN: Fenofibrato.

FOS: Fraccion rica en oligosacaridos.

G3D: Glucosido de 3-delfinidina.

GLP-1: Péptido similar al glucagon 1.

GLUT4: Transportador de glucosa 4.

GSK3: Glucégeno sintasa cinasa 3.

GSK3p: Glucdgeno sintasa cinasa 3 beta.

GyK: Proteina de captura de glicerol.
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HMGC: 3Hidroxi-3-metilglutaril-CoA sintasa.

HPLC: Cromatografia liquida de alta eficiencia.
HS-AC: Extracto acuoso de H. sabdariffa.

HS-DCM: Extracto diclorometanico de H. sabdariffa.
IL-6: Interleucina 6.

L-16504: Agonista sintético de PPARD.

LPL: Lipoproteinlipasa.

M: Molar.

MAPK: Proteina cinasa activada por mitdégeno.
MCP-1: Proteina quimiotrayente de monocitos 1.
mg: Miligramos.

mM: Milimolar.

MM: Micromolar.

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.

PDK4: Piruvato deshidrogenasa cinasa 4.

PEPCK: Proteina fosfoenol piruvato carboxiquinasa.
PGC-1: Coactivador 1 de PPAR.

PI3K: Fosfatidil inositol 3 cinasa.

P10O: Pioglitazona.
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PKA: Proteina cinasa A.

PKC: Proteina cinasa C.

PPARa: Receptor activado por proliferadores de peroxisomas alfa.
PPARYy: Receptor activado por proliferadores de peroxisomas gamma.
PPAR®S: Receptor activado por proliferadores de peroxisomas beta.
PPRE. Elementos de respuesta a proliferadores de peroxisomas.
RGS2: Regulador de la sefializacion de proteina G2.

RI: Resistencia la Insulina.

RMN: Resonancia magnética nuclear.

RNAm: Acido ribonucléico mensajero.

RT-gPCR: Real time-quantitative Polimerase chain reaction.

RXR: Receptor retinoide X.

SB3D: Sambubiosido 3-delfinidina.

SM: Sindrome metabalico.

SMRT: Mediador del silenciamiento de receptor de la hormona tiroidea y retinoide.
SRC-1: Coactivador del receptor nuclear 1.

TBC1D1: Tre-2/Bub2/Cdc16 Domain 1.

TC: Colesterol total.

TFA: Acido trifluoroacético.

TNF-a: Factor de necrosis tumoral alfa.

TZD: Tiazolidinediona.

UCP-1: Proteina desacoplante 1.

UCP-2: Proteina desacoplante 2.

UCP-3: Proteina desacoplante 3.
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Resumen

Los receptores activados por proliferadores de peroxisomas (PPAR) son receptores
nucleares dependientes de ligando. Hasta la fecha se han descrito tres isoformas: alfa
(a), delta/beta (6/B) y gamma (y), que regulan la expresion de genes involucrados en
la incorporacion y oxidacion de lipidos (PPARa y PPARDS), asi como en el metabolismo

y captacion de glucosa (PPARY).

La diabetes tipo 2 (DT2) y otras enfermedades asociadas al sindrome metabdlico (SM)
se caracterizan por desbalance en el metabolismo de lipidos y carbohidratos. Por esta
razén, los PPAR se consideran blancos terapéuticos para el tratamiento de DT2,

obesidad, esteatosis hepatica, enfermedad cardiovascular y SM.

El tejido adiposo y el musculo esquelético participan en la homeostasis energética,
jugando un papel fundamental en el metabolismo de glucosa vy lipidos. Se trata de
tejidos insulinosensibles involucrados en la resistencia a la insulina, en la cual los

PPAR desempefian un papel importante.

Hibiscus sabdariffa L. es una planta cuyos calices son utilizados tradicionalmente como
diurético y agente antiobesidad. Estudios farmacolégicos indican que H. sabdariffa
tiene efecto antihipertensivo y diurético, asi como efectos sobre el metabolismo, como
agente antiobesidad y antidiabético. Por estos motivos, H. sabdariffa puede ser
considerada como una fuente interesante de compuestos con accion sobre los PPAR.
Estudios previos mostraron que el extracto diclorometanico de H. sabdariffa (HS-DCM)

posee efecto antihiperglucemiante, con accion dual sobre PPARS/y y sus genes rio
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abajo (FATP y GLUT4, respectivamente), en adipocitos 3T3-L1. Sin embargo, adn se
desconocen, tanto las moléculas responsables de dicha accion, como los mecanismos

de accién involucrados.

Los agonistas duales especificos de PPAR®&S/y tienen la posibilidad de revertir el
desbalance metabdlico presente en la DT2 y otras enfermedades metabdlicas, ya que,
por un lado, se favorece la incorporacion de glucosa y lipidos; mientras que, por otro
lado, se aumenta la oxidacion de lipidos a través de la B-oxidacidon, existiendo la
posibilidad de evitar los efectos adversos que se han observado con el uso de los

agonistas de PPARYy (glitazonas).

La via AMPKal es considerada una via principalmente involucrada en el catabolismo
de lipidos y la biogénesis mitocondrial. Ademas, se sabe que regula positivamente a
PPARS que, en conjunto, participan en dichos procesos. Por otro lado, la via Akt2
regula a PPARy y procesos metabdlicos como la adipogénesis, incorporacion de
glucosa y lipidos. Ambos procesos moleculares y metabdlicos se encuentran
asociados a procesos sensibilizadores de insulina. Por lo tanto, éstas son vias que
deben ser analizadas para elucidar los mecanismos por medio de los cuales el HS-

DCM ejerce su accion sobre PPARJ/y.

Para el aislamiento de los compuestos presentes en el HS-DCM, éste fue sometido a
cromatografia en columna abierta (CC), analizando las fracciones obtenidas por
cromatografia en capa fina (CCF). De este proceso se seleccionaron 4 fracciones
mayoritarias y se evaluo su efecto sobre la expresion del RNAm de PPARS, PPARYy,

FATP y GLUT4 en adipocitos 3T3-L1 y mioblastos C2C12. La fraccion F3 mostroé efecto
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dual PPARd/y en ambas lineas celulares. Esta fraccion se someti0 a un nuevo
fraccionamiento en CC, resultando en 2 subfracciones: F3-1 y F3-2. Ambas
subfracciones mostraron efecto dual PPAR®d/y, siendo F3-2 mas potente, incluso en
comparacion con L-165041 y pioglitazona en ambas lineas celulares. Se procedid
entonces a la identificacion de los componentes mayoritarios en F3-1 y F3-2 mediante
CGJ/EM. Los constituyentes principales en F3-1 fueron: acido linoleico, acido palmitico,
acido oleico y lupeol. En F3-2 fueron a-amirina y lupeol. Con estos compuestos se
realizd un docking molecular para PPAR, en donde a-amirina y lupeol mostraron una
fuerza de uniéon mayor a L-165041 y a-amirina mayor a pioglitazona. Posteriormente,
a-amirina y lupeol mostraron efecto sobre la expresion de RNAm y produccion de
proteinas de PPAR®, PPARy, FATP y GLUT4, ademas de activar la via AMPKal,
siendo a-amirina la mas activa, sin afectar la via Akt2. El efecto de a-amirina y lupeol
sobre GLUT4 fue corroborado mediante inmunodeteccion en cultivo de mioblastos
C2C12; nuevamente a-amirina exhibié mayor efecto que pioglitazona. Por su parte, el
lupeol mostré un efecto similar al de pioglitazona. Por dltimo, a-amirina y lupeol
redujeron la acumulacion de lipidos en adipocitos 3T3-L1 y tuvieron efecto
antihiperglucemiante en ratones CD1. LA a-amirina y el lupeol se perfilan como
moléculas interesantes con efectos antidiabéticos que involucran la activacion dual de
PPARJ/y que, en conjunto con AMPKal, regulan el metabolismo de la glucosa y de
lipidos, exhibiendo un buen potencial para el tratamiento de la DT2 y otras
enfermedades asociadas al SM. Ambos compuestos se proponen para el desarrollo
de nuevos farmacos multimodales, relevantes dentro de las nuevas tendencias de

tratamiento para enfermedades metabolicas.
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Abstract

Peroxisome proliferator-activated receptors (PPARs) are ligand-dependent nuclear
receptors. Three isoforms of PPAR, alpha (a), delta/beta (8/) and gamma (y), all
involved in the metabolism of glucose and lipids, have been described to date. PPARs
regulate the expression of genes involved in the incorporation and oxidation of lipids
(PPARa and PPARD), as well as in the metabolism and glucose uptake (PPARY).
Type 2 diabetes (T2D) and other diseases associated with the metabolic syndrome
(MS) are characterized by the imbalance of lipid and carbohydrate metabolism. This is
why PPAR are considered therapeutic targets in the treatment of diseases such as
T2D, obesity, hepatic steatosis, cardiovascular disease, and MS. Adipose tissue and
skeletal muscle are tissues that play an important role in energy homeostasis and have
a fundamental role in the metabolism of glucose and lipids. They are insulin-sensitive
tissues, being the most compromised tissues in insulin resistance, where PPARSs play

an important role.

Hibiscus sabdariffa L. is a plant whose chalices are traditionally used as a diuretic and
anti-obesity agent. Pharmacological studies report that H. sabdariffa has anti-
hypertensive and diuretic effect, and other properties with effects on metabolism, as
anti-obesity and anti-diabetic agents. H. sabdariffa is considered an interesting source
of compounds that can act through PPAR. Previous studies have reported that
dichloromethane extract of H. sabdariffa (HS-DCM) has anti-hyperglycemic activity and

dual effect on PPAR®S/y and their regulated FATP and GLUT4 genes, respectively, in
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3T3-L1 adipocytes. However, active molecules and the mechanisms by which HS-DCM

exerts their effects are yet unknown.

The finding of that the PPAR®/y dual agonists might reverse the metabolic imbalance
present in T2D and other metabolic diseases. On the one hand, the incorporation of
glucose and lipids is favored, and on the other, it increases the oxidation of the latter

through B-oxidation, avoiding the adverse effects observed in the use of glitazones.

The AMPKa1 pathway is mainly involved in lipid metabolism and mitochondrial
biogenesis; in addition, it is known that it regulates PPARJ, and that both participate in
these processes. On the other hand, the Akt2 pathway regulates PPARy and regulates
metabolic processes such as adipogenesis, incorporation of glucose and lipids. Both
molecular and metabolic processes are associated with insulin sensitizing processes
and are important ways for to elucidate the mechanism by which HS-DCM exerts the

dual effect on PPAR®d/y in association with AMPKa1 and Akt2.

HS-DCM was subjected to open-column (OC) chromatography and monitored by thin
layer chromatography (TLC), four major fractions of the extract were selected and
evaluated on mRNA expression of PPARY, PPARy, FATP and GLUT4 in 3T3
adipocytes -L1 and myoblasts C2C12. Fraction F3 showed dual effect of PPARS/y in a
similar manner in both cell lines. Subsequently F3 was subjected to new fractionation
in OC, resulting in 2 sub-fractions; F3-1 and F3-2. Both sub-fractions showed dual
effect PPARd/y, however, F3-2 had a more potent effect, including greater than L-
165041 and pioglitazone in both cell lines. Next, the major components of F3-1 and F3-

2 were elucidated through GCMS. The main constituents in F3-1 were linoleic acid,
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palmitic acid, oleic acid and lupeol, on the other hand, in F3-2 were a-amyrin and lupeol.
These compounds were subjected to molecular coupling with PPAR in silico, where a-
amyrin and lupeol showed a greater binding-strength than L-165041, being a-amyrin
greater than pioglitazone. Subsequently, a-amyrin and lupeol increased the mRNA
expression and production of PPAR®, PPARY, FATP and GLUT4, showing activation
of the AMPKal pathway, being the a-amyrin most active. The a-amyrin did not show
effect on Akt2. The effect of a-amyrin and lupeol on GLUT4 by immunohistochemistry
in culture of C2C12 myoblasts showed that a-amyrin has a greater effect than
pioglitazone. On the other hand, lupeol showed a similar effect as pioglitazone. Finally,
a-amyrin and lupeol decreased the accumulation of lipids in 3T3-L1 adipocytes and
had an anti-hyperglycaemic effect in normal CD1 mice. Therefore, a-amyrin and lupeol
can be proposed as two interesting molecules with antidiabetic effects through the dual
activation of PPARS/y, that together with AMPKal, may explain the effects on glucose
and lipids observed with H. sabdariffa, with possibilities for the T2D control. These
compounds can be proposed for the development of new multimodal drugs, relevants

in the new trends of treatment of metabolic diseases.

22



1. Introduccién

La diabetes mellitus 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 algunos factores genéticos [1]. La diabetes mellitus es una enfermedad
cronica que aparece cuando el organismo no puede producir insulina, o la produce
parcialmente, ademas de que no puede utilizarla eficazmente debido a una
desensibilizacion de las células a dicha hormona [2]. 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 [1].

1.1 Tipos de diabetes mellitus

Desde el punto de vista clinico se han descrito tres tipos principales de diabetes:
diabetes tipo 1 (DT1), diabetes mellitus tipo 2 (DT2) y diabetes gestacional (DG) [1,
3]. La DT1 es causada por una reaccién 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, sin embargo, se ha sugerido que infecciones virales
en el pancreas pueden desencadenar la respuesta autoinmune. Las personas con este

tipo de diabetes necesitan insulina todos los dias para controlar la glucemia [2].

La DT2 es el tipo de diabetes mas comun, asociado directamente a una dieta alta en

lipidos y carbohidratos, sedentarismo y factores genéticos. Por lo general ocurre en
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adultos, pero cada vez aparece mas en nifios y adolescentes. En la DT2 el cuerpo
puede producir insulina, sin embargo, las células del organismo no pueden responder
a sus efectos, debido a resistencia a la insulina (RI), dando lugar a la acumulacion de

glucosa en sangre [1].

La DG se define como la intolerancia a los carbohidratos en el embarazo, generando

RI, principalmente ocasionada por obesidad y con historial familiar de DT2 [4-6].

La DT2 es una enfermedad asociada con varios desordenes metabdlicos y factores de
riesgo cardiovascular, tales como la obesidad, RI, dislipidemia, hipertension,
ateroesclerosis, estado protrombdtico y disfuncién endotelial que, en conjunto, son

referidas como SM [7, 8].

1.2 Datos epidemioldgicos de la diabetes

Los datos mas recientes de la Federacion Internacional de Diabetes (FID) indican que
en el 2019 existen alrededor de 463 millones de personas con diabetes en todo el
mundo, y se calcula que este nimero se incrementard a 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, impactando en los sistemas de salud, los cuales no estan preparados
para atenderlos [9, 10]. Es la quinta causa de mortalidad en la mayoria de los paises
desarrollados, 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.
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Todos los tipos de diabetes tienen una incidencia en aumento. En relacion con la
diabetes tipo 2, ésta casi se duplicara en el afio 2035. Se estima que otros 21 millones
de casos de altos niveles de glucosa en el embarazo contribuiran a la carga mundial
de la diabetes. Cerca del 17% de las madres en 2013 tuvieron algun tipo de alteracion
de la glucemia durante el embarazo [1, 10]. Tanto en términos humanos como
financieros, la carga de la diabetes es enorme. Ha provocado 5.1 millones de muertes
y ha representado unos 851 billones de dodlares en gastos de salud (11% del gasto

total en todo el mundo) en 2017 [10].

1.3 Factores promotores de la DT2 y sus complicaciones

Un factor de los defectos en la accion de la insulina sobre el metabolismo de la glucosa
incluye la falla de la hormona para suprimir la produccién 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, generandose RI
[11]. La consecuencia directa de la Rl es la hiperglucemia, caracteristica fundamental

de la DT2.

Otro de los factores importantes que contribuyen al desarrollo de RI es la
hiperlipidemia, ocasionada principalmente por la obesidad debido a la alimentacion
alta en grasas y carbohidratos, el estilo de vida sedentario y factores genéticos. El
exceso de tejido adiposo, aunado a hiperlipidemia y algunos subproductos
consecuentes de las altas concentraciones de acidos grasos, como el diacilglicerol y
ceramidas, inhiben la sefalizacion de la insulina [11], que conduce a la reduccion en

el transporte de glucosa mediada por el transportador de glucosa tipo 4 (GLUT4),
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siendo el musculo esquelético y el tejido adiposo los mas afectados, ya que son

dependientes a la accidon de dicha hormona [12].

El exceso de tejido adiposo es uno de los principales promotores de la RI, ya que el
aumento de masa adiposa favorece la sintesis de citocinas proinflamatorias, como el
factor de necrosis tumoral a (TNF-a), interleucina 6 (IL-6), proteina quimioatrayente de
monocitos 1 (MCP-1), involucrada en el reclutamiento de macrofagos al tejido adiposo.
Dichas citocinas se encuentran involucradas en el desarrollo de un estado inflamatorio
a lo largo del aumento de masa corporal, el cual esta asociado a la RI [13, 14]. Otro
estudié mostré que IKK, una cinasa involucrada en la via proinflamatoria NFkB, puede
fosforilar al sustrato del receptor de la insulina 1 (ISR-1), disminuyendo su actividad y

con ello la expresion de GLUT4 [3].

El exceso de lipidos y carbohidratos genera un aumento en las especies reactivas de
oxigeno (ROS por sus siglas en inglés), llamado estrés nutricional, el cual genera
productos de lipoperoxidacién, lo que produce un decremento de maquinaria
antioxidante, generando un desbalance entre el sistema oxidativo/antioxidante. Dicho
desbalance genera un ambiente adverso para la correcta sefializacion celular, en
donde la via que activa la insulina se ve afectada y sus efectos se ven disminuidos o
anulados, promoviendo el desarrollo de DT2. El estrés oxidante no sélo tiene efectos
en tejidos insulinosensibles, sino también en otros érganos y tejidos como el cerebro,
higado, rifiones, musculo esquelético y pancreas [15]. El ambiente oxidante generado

por las altas concentraciones de glucosa también se encuentra relacionado con
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procesos neurodegenerativos y se ha sugerido como detonante en el desarrollo de

Alzheimer [16].

A nivel pancreatico, la hiperglucemia aumenta la secrecion de insulina de manera
compensatoria, sin embargo, suele ser temporal, ya que en un estado crénico
finalmente decae debido al agotamiento pancreéatico que, aunado al ambiente
oxidante, disminuye la actividad pancreatica y, por consecuencia, la secrecion de

insulina [8, 11, 17].

Las complicaciones de la DT2 generados por un estado de hiperglucemia cronica
promueve la formacién de productos de glicosilacion de proteinas tanto intracelular
como extracelular, modificando la estructura y funcién de proteinas. A nivel intracelular,
la glicacion de proteinas involucradas en la sefializacion de la insulina puede ocasionar
el desacoplamiento de la sefalizacion, inhibir sus efectos y generar RI. A nivel
vascular, la hiperglucemia y productos de glicosilacion avanzada promueve deterioro
del endotelio de los vasos sanguineos, incluyendo lesiones microvasculares y
macrovasculares. Dentro de las microvasculares mas comunes se encuentra la
nefropatia, neuropatia y retinopatia entre otros, mientras que las macrovasculares
conducen a enfermedades cardiovasculares, como la insuficiencia cardiaca, entre
otras consecuencias como infarto al miocardio, accidentes cerebrovasculares, entre
otros. Ademas, la glicacion de proteinas generada por la hiperglucemia se ha asociado
a la modificacion de las actividades celulares normales de manera general, lo cual, se

han asociado a enfermedades como el cancer y el envejecimiento acelerado [18].
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1.4 Farmacos utilizados para el tratamiento de laDT2

Debido a que la DT2 es uno de los problemas de salud con mayor incidencia tanto en
México como a nivel mundial, existe una gran variedad de farmacos para su
tratamiento, siendo su efecto principal disminuir la glucemia, asi como también
disminuir la hiperlipidemia. Esto se logra a través de varios mecanismos de accion,
con la finalidad de aumentar la sensibilidad a la insulina o bien aumentando la

secrecion de insulina, entre otros mecanismos, los cuales se muestran a continuacion.

1.4.1 Sulfonilureas

Las sulfonilureas son farmacos que actian 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®*), promueve la liberaciéon de insulina
(secretagogo) y la consecuente disminucion de la glucemia. 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 glucagén, epinefrina,
norepinefrina y cortisol; éstas incrementan la demanda de oxigeno del miocardio,
pudiendo disminuir el suministro de sangre al corazén, promoviendo la
vasoconstriccién coronaria, ademas de promover el agotamiento del pancreas y su

deterioro [19].

28



1.4.2 Biguanidas

Estos farmacos influyen sobre el metabolismo de la glucosa y lipidos. Un ejemplo es
la metformina, que inhibe la produccion de glucosa hepatica y aumenta la activacion
de la via AMPKa, resultando en efectos hipolipemiantes. Su uso esta asociado con
efectos adversos gastrointestinales y se encuentra contraindicado en pacientes con

insuficiencia renal [20].

1.4.3 Inhibidores de alfa glucosidasas

Estos farmacos tienen como blanco principal la inhibicién de las enzimas glucoamilasa,
sucrasa, maltolasa e isomaltosa del tracto digestivo, que se encargan de metabolizar
carbohidratos complejos (polisacaridos, oligosacaridos y disacéridos) en simples
(monosacéridos), de tal manera que puedan absorberse a través del intestino; por lo
que, al estar inhibidas, impiden la absorcion de monosacéridos. Sin embargo, el
incremento en la cantidad de carbohidratos en el tubo digestivo favorece el desarrollo
bacteriano, desequilibrando la flora intestinal, lo cual ocasiona dolor abdominal,
flatulencias y diarrea. Se ha observado también que incrementan las transaminasas

hepéticas [20-22].

1.4.4 Inhibidores DPP4

Algunos otros farmacos actian inhibiendo a la enzima dipeptidil peptidasa-4 (DPP4)
(gliptinas); éstas anulan la accién de las DPP4, inhibiendo la degradacion de hormonas
incretinas, como el péptido similar al glucagén (GLP-1), que tiene la funcién de inhibir

al glucagon, disminuyendo la glucogendlisis, y al péptido insulinotropico dependiente
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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 [23, 24].

1.4.5 Inhibidores SGLT2

Un ejemplo es la canagliflozina; se trata de farmacos inhibidores de los transportadores
de Na+t/glucosa que impiden la reabsorcion de glucosa a nivel renal. Entre sus efectos
adversos se tienen deshidratacion, infecciones urinarias y pérdida de peso, entre otros

[20].

1.4.6 Agonistas de PPARy

PPARYy es un factor de transcripcién nuclear dependiente de ligando que participan en
la regulacién de la expresion de genes involucrados en el metabolismo de lipidos y
carbohidratos. Las glitazonas, como rosiglitazona y pioglitazona, son agonistas de
PPARYy. Actian como sensibilizadores de insulina, como el tejido adiposo, musculo
esquelético e higado. La activacion de PPARy regula la expresibn de genes
involucrados en la captura de glucosa y lipidos; ademas inhiben la lipdlisis en tejido
adiposo y la liberacion de AGL, y la glucogendlisis por parte del higado, sus efectos
son antihiperglucemiantes e hipolipemiantes [20, 25, 26]. Su uso se ha asociado con
aumento del peso corporal, riesgo cardiovascular, edema, osteoporosis y cancer de
vejiga [20, 27, 28]. Se creé que la ganancia de peso es debida a la acumulacion de
triglicéridos y glucosa en el tejido adiposo. Estudios en ratones knockout ob/ob han

demostrado que pioglitazona y rosiglitazona incrementan el contenido hepatico de
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triglicéridos y favorecen el desarrollo de esteatosis [29]. La troglitazona fue retirada del
mercado debido a que su consumo tenia efecto hepatotdxico y también se comprobd

gue el uso de algunas tiazolinedinedionas (TZD) puede asociarse con atrofia cardiaca

[8].
1.5. Formas de PPAR, expresiéon y su participacion en el

metabolismo

En la actualidad se han descrito 3 formas: a, 8 y y. Estas se expresan en varios tejidos
y Organos, en los cuales participan en la regulacién del metabolismo energético,
principalmente de lipidos y glucosa. PPARa se expresa principalmente en higado,
rifdn y corazon y PPAR®S principalmente en tejido adiposo blanco y marrén, ademas
del musculo esquelético. Ambas isoformas regulan la expresion de genes que
participan en el metabolismo de lipidos, como la [B-oxidacién y el proceso de
termogénesis, aunque se expresan en proporciones diferentes, dependiendo del tejido
u érgano. PPARGO es la isoforma menos estudiada, sin embargo se ha demostrado que
participa un papel importante en el catabolismo de lipidos y se ha demostrado que
participa en la regulacion del colesterol [30]. PPARYy regula la expresion de genes que
participan en procesos principalmente anabdlicos, como la sintesis de lipidos y otros
procesos como la adipogénesis. La activacion de PPARy también tiene funciones
inhibitorias sobre la activacion del factor nuclear kappa B (Nf-kB), evitando la sintesis
de citocinas proinflamatorias como el factor de necrosis tumoral a (TNF-a) e
interleucina 6 (IL-6) [31], a las cuales se les ha adjudicado inhibicion de la accion de la

insulina [8, 26, 32, 33.
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Los PPAR son un blanco terapéutico interesante, debido a que regulan el metabolismo
de lipidos y carbohidratos, siendo el desbalance de éstos el problema principal de la

DT2 y otras enfermedades relacionadas al SM.

En la tabla 1, se muestra una recopilacion de los tejidos y 6rganos donde se expresan
mayoritariamente, los genes que regulan, su participacion metabdlica y las vias que se

encuentran involucradas en la modulacién de PPAR.

1.6. Mecanismo de activacion de los PPAR

Para que se activen los PPAR se necesita 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 al correpresor del receptor
nuclear (NCOR) o el mediador del silenciamiento del receptor de la hormona tiroidea
y retinoide (SMRT). Esta union 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 unién 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
madquinaria transcripcional se 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 (Figura 1). Ademas, se
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ha demostrado que la actividad de los PPAR puede ser regulada por eventos de

fosforilacidon, que seran tratados mas adelante (Figura 1) [8, 26, 34, 35].

: 24> 4 jagoga g < 2424
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Figura 1. Esquematizacion de la activacién de PPAR.

1.7. Agonistas sintéticos y naturales de PPAR

1.7. 1. Agonistas sintéticos de PPARa

Dentro de los agonistas de PPARa se encuentran los fibratos (fenofibrato, clofibrato,
bezafibrato, ciprofibrato, gemfibrozilo), utilizados como farmacos hipolipidémicos,
incrementando la oxidacion de acidos grasos, lo que favorece la sensibilidad a la
insulina [8]. Sin embargo, el uso de estos farmacos ha sido asociado con efectos
adversos, como lesiones del pancreas, problemas cardiacos, tumor en higado y edema

[36-39]. Aunque alun no se sabe con claridad el origen de estos efectos adversos, se
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especula que es debido a que no son agonistas selectivos, pudiendo tener efectos

adversos sobre otros tejidos y 6rganos.

1.7.2. Agonistas sintéticos de PPARd

Los agonistas sintéticos son la carbaprostaciclina y moléculas que derivan del &cido
fenoxacético, como el GW501516 y GW0742. Otro agonista sintético es el L165041.
Actian regulando positivamente la expresion de genes involucrados en el catabolismo
de lipidos, disminuyendo lipidos en sangre y favoreciendo la sensibilidad a la insulina.
Sin embargo, se ha asociado su uso con cardiopatias, principalmente arritmias, debido
a que se ha descubierto que estos fAdrmacos 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. Otros farmacos dirigidos
a la activacion de este PPAR se encuentran en fase de estudio clinico |y Il [30, 40-

42].
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Tabla 1. Formas de PPAR, tejidos y 6rganos de expresion, y su participacién metabdlica.

Organo o tejido

PPAR donde se expresa CEEs GUE Funcién Clireses Glie Ref.
S regula lo regulan
mayoritariamente
FATP Transporte de lipidos
FAT/CD36 Transporte de lipidos
FABP Transporte de lipidos MAPK
Higad PDK4 Metabolismo de glucosa PI3K/Akt
'9ado ACS Oxidacién de &cidos grasos en mitocondria
Rif6Nn — — - - CK2 [8, 26, 34, 43-
a . . CPT1 Oxidacion de 4cidos grasos en mitocondria
Tejido adiposo e — . . GSK3- 46]
. : CPT2 Oxidacion de acidos grasos en mitocondria
subcutaneo y visceral —— — . PKA
ACO Oxidacioén de &cidos grasos en peroxisoma AMPK
ACoADH B-oxidacién
3-HACoAD B-oxidacién
AcilCoAD B-oxidacién
ACS Oxidacion de acidos grasos en mitocondria
FATP Transporte de lipidos
Musculo esquelético FABP Transporte de lipidos
Tejido adlposp blanco y LPL I H|drqI|§|s de trlgllcerldos_ _ AMPKa (30, 34, 40, 47-
o marron CPT1 Oxidacion de acidos grasos en mitocondria PKA 51]
Tracto digestivo CPT2 Oxidacién de &cidos grasos en mitocondria
corazon ACCLS Oxidacion de &cidos grasos en mitocondria
UCP2 Termogénesis
UCP3 Termogénesis
PEPCK Metabolismo de glucosa PI3K/AKt
N . GyK Incorporacion de glicerol
Tejido adiposo blancoy LPL Hidrolisis de triglicéridos MAPK
marrén. Macrofagos — ERK2
. 2 GLUT1 Incorporacion de glucosa
Y Musculo esquelético — JNK [7, 34, 52]
GLUT4 Incorporacion de glucosa
Colon — Y PKA
- FATP Incorporacion de acidos grasos
Endotelio . . S . . PKC
Adiponectina Sensibilidad a la insulina AMPK
FAT/CD36 Incorporacion de acidos grasos




1.7.3. Agonistas sintéticos de PPARy

Descritos en el subtitulo 1.4.6.

1.7.4. Agonistas sintéticos duales de PPAR

La caracteristica particular de los agonistas duales es el activar al menos 2 formas de
PPAR, un ejemplo es el ragaglitazar, un agonista dual de PPARa/y, ha demostrado
tener efectos sobre estos PPAR. En otros estudios, el muraglitazar, un agonista dual
similar al ragaglitazar, sin embargo, ha demostrado inducir ganancia de peso en
ratones db/db e incluso produce edema [53]. El tesaglitazar, otro agonista dual de
PPARYy/a, indujo fibrosarcoma en tejido adiposo de ratones [54], aunque aln se
desconoce el mecanismo por el cual se desarrollan estos efectos adversos. El
compuesto sintético hibrido tiazolidin-2,4-dion/bifenilcarbonitrilo, mediante estudio in
vivo e in silico, aumenté la expresion de PPARa/y [55]. Otro agonista sintético es el
GFT505, el cual demostré disminuir lipidos y glucosa en sangre y disminuir la Rl a
través de la activacion dual de PPARal/y [56]. El compuesto C333H actu6 como
agonista dual de PPARaly, con efecto mayor que el fenofibrato y la rosiglitazona,
respectivamente, en células 3T3-L1 [57]. El saroglitazar es un agonista dual de
PPARa/y que recientemente fue aprobado en la India para el tratamiento de la DT2,
hiperlipidemia e hipertrigliceridemia, esto en pacientes que no pudieron ser controlados
mediante estatinas, sin embargo aun no se encuentra aprobado a nivel mundial [58],

por lo cual es importante continuar en la busqueda de nuevos agonistas duales.



1.7.5. Agonistas y reguladores naturales de PPAR

Dentro de los agonistas naturales se encuentran los ligandos endogenos, a la fecha
se han descubierto que son principalmente de naturaleza lipidica, como el acido
araquidoénico y algunos de sus derivados; los eicosanoides, tromboxanos vy
leucotrienos, éacido oleico y acido linoleico, también se ha reportado que el

endocannabinoide anandamida tiene actividad agonista [59, 60].

Desde la antigledad las plantas medicinales se han utilizado para el tratamiento de
enfermedades, siendo un gran numero de ellas utilizadas para el tratamiento de
enfermedades metabdlicas [61]. Las plantas medicinales ofrecen una gran variedad

de moléculas reguladoras de PPAR, ya sea estimulando o inhibiendo su actividad.

Hasta el momento se han propuesto extractos, fracciones y compuestos de plantas de
gran variedad quimica con efecto regulador de PPAR, destacando los compuestos
polifendlicos, como flavonoides y flavonas, terpenos y otros de naturaleza lipidica,
principalmente &cidos grasos insaturados. En las Tablas 2-7 se muestra una coleccion

de extractos de plantas y compuestos de origen vegetal con efecto regulador de PPAR.

1.7.6. Agonistas naturales duales de PPAR

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 [44, 62]. Otro estudio demostrd que los isoprenoles geraniol,
farnesol y geranilgeraniol son agonistas duales de PPARa/y en cultivo celular 3T3-L1

y HepG2 [44]. Los extractos de las plantas Daphne gnidium y Thymelaea hirsuta, los
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frutos de lllicium anisatum, Juniperus virginiana y Terminalia chebula poseen actividad

agonista dual de PPARa/y en células 3T3-L1 (Figura 4-7) [63].

Existen muchos farmacos sintéticos para el tratamiento de la DT2, sin embargo, la
mayoria tiene efectos adversos, lo cual puede ser debido en parte a la posibilidad que
no sean agonistas selectivos, afectando a otros tejidos y érganos. Otro punto
importante es que la mayoria de los agonistas duales se encuentran en fase
experimental [19, 43, 64]. Por otro lado, hoy en dia no existen farmacos dirigidos a

PPARS.

A la fecha, los agonistas de PPARy como la pioglitazona, un farmaco que es recetado
en las primeras etapas de la DT2 y que no es recomendado por periodos largos de
uso porque inclinan el balance energético hacia la acumulacién de lipidos, provoca

aumento de peso y obesidad que, lo cual puede contribuir al agravamiento de la DT2.
1.7.7.Pan agonistas

Los pan agonistas hacen referencia a tener la cualidad de activar a las 3 isoformas.
Dentro de los sintéticos se encuentra el ZBH [65] y el MHY2013 [66], sin embargo aun

se encuentran en fase experimental. Los de origen vegetal son descritos en la tabla 6

y7.

Como hemos visto, los PPAR son un blanco interesante para el tratamiento de DT2 y
otras enfermedades asociadas al SM. Por lo tanto, se considera importante continuar

con la busqueda de agonistas selectivos, duales y pan. En este contexto, las plantas
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medicinales representan una fuente potencial de compuestos con actividad bioldgica,

con la posibilidad de afectar a los PPAR.

1.8 Tejido adiposo y musculo esquelético como modelos de

estudio

1.8.1 Tejido adiposo

El tejido adiposo es un tejido importante en la regulacién del metabolismo de lipidos y
carbohidratos. Es considerado un tejido endécrino debido a que produce diversas
moléculas, entre ellas hormonas (adiponectina y leptina) que afectan la funcién y
metabolismo de 6rganos y tejidos incluyendo musculo, higado, vasculatura y cerebro
[67]. Es un tejido sensible a la insulina y de él depende gran parte del anabolismo y el
catabolismo de lipidos, asi como parte de la captacién de glucosa, principalmente

regulada por PPARS y PPARYy.

El tejido adiposo es el Unico 6rgano que secreta adiponectina, sintetizada a partir de
la activacion de PPARYy; tiene efecto sensibilizador a la insulina en varios 6rganos,
incluyendo el muasculo esquelético y el higado. La adiponectina promueve en el
musculo esquelético la oxidacién de acidos grasos y activa la sintesis de PPARYy,
favoreciendo la incorporacion de glucosa a traves de la translocacion de GLUT4. En el
higado, mediante su receptor AdipoR2, aumenta la sintesis de glucogeno mediante
AMPKa1 y disminuye la gluconeogénesis. Otros estudios mencionan que el aumento

de la activacion de AMPKa1 promueve la sintesis de PPARa, PPARS y PPARYy,
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ademas de que AMPKa1 también favorece la B-oxidacion, inhibiendo al acetil CoA
carboxilasa (ACC) [68-70]. La mayoria de los extractos y/o moléculas con efecto
agonista de estos PPAR, han sido evaluados en el tejido adiposo ya que es uno de los
principales 6rganos que regulan el metabolismo de lipidos y glucosa, siendo los
reguladores maestros PPARS y PPARy, ademas de que es donde se expresan

mayoritariamente, de ahi la importancia de evaluarlos en este tejido.

1.7.2 Tejido muscular esquelético

El musculo esquelético también es un tejido dependiente de insulina; incorpora
aproximadamente el 80% de la glucosa disponible en sangre, siendo el mayor depadsito
de glucogeno del organismo, ademas de que es de los tejidos con mayor utilizacién de
energia [71]. Juega un papel fundamental en la regulacién de la homeostasis
energeética, y es de los tejidos que mas consume glucosa y lipidos. En condiciones de
obesidad y diabetes, la Rl en este tejido se encuentra aumentada. PPARS participa de
manera crucial en el metabolismo y catabolismo de lipidos. Se expresa de 10 a 50
veces mas respecto a PPARa y PPARY y, en casos de obesidad y DT2, su expresion
se encuentra disminuida sustancialmente [72]. Por otro lado, PPARy se expresa en
menor proporcion que PPARS y se expresa en un 5 a 10% respecto a su expresion en
tejido adiposo. Sin embargo, juega un papel fundamental en la incorporacion de

lipidos.
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AMPKa1 se expresa mayoritariamente en musculo y se encuentra involucrada en la
homeostasis energética, tanto de glucosa como de lipidos, y se ha demostrado que su
activacion en este tejido tiene efectos sensibilizadores a la insulina [73]. Se trata, de
un tejido importante en la homeostasis metabdlica, y por lo tanto AMPKa1 puede estar
relacionada de manera sinérgica y/o regulatoria con PPARd y PPARYy. Por otro lado,
el farmaco metformina, el cual es utilizado como antihiperglucemiante y recetado para
el tratamiento de la DT2, activa a AMPK, siendo uno de sus mecanismos de accion
descubiertos hoy en dia, por lo tanto, pueden ser considerados blancos terapéuticos

asociados con la sensibilizacion de la insulina.
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Tabla 2. Extractos de plantas con efectos sobre PPAR.

Parte Efecto :
PPAR | Nombre cientifico | utilizada de Extracto Modelo. el Posfbl? gfecto Ref.
estudio bioldgico
la planta . _
Células HEK
Lillium sp. Raiz EP 293
transfectadas PPARa! NR NR [74]
Lophatherum Toda la con tk-
gracile Brongn planta ACOEVEP | PPREx3-luc
Arnica montana.
flores
Células
Artemisia Todal HepG2
a capillaris. odala Etanolal | transfectadas | PPARa* NR NR [63]
planta 95% con PRE-Luc
pSG5-PPARa
Ceanothus
. Partes
velutinus. ,
aéreas
Centella asiatica. Partes
aéreas
Coixlacryma-jobi Toda la

planta




PPAR

Parte

Nombre cientifico | utilizada de
la planta
Cymbopogon
y . Pog Toda la
citratus
planta
Foeniculum
Toda la
vulgarae
planta
[llicium anisatum
Frutos
Juniperus
virginiana Frutos
Leonurus
) Toda la
cardiaca
planta
Pimpinella
anisum Semillas
Platycladus
orientalis Semillas

Extracto

Etanol al
95%

Modelo de
estudio

Células
HepG2
transfectadas
con PRE-Luc
pSG5-PPARa

Efecto

PPARa" *

NR

Posible efecto
bioldgico

NR

Ref.

[30]

[30]
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PPAR

Parte

Nombre cientifico | utilizada de
la planta
Rudbekial
anciniata Flores
Sida cordifolia .
Raiz
Terminalia arjuna
J Corteza
Terminalia
bellerica Fruto
Terminalia
chebula Fruta
Terminalia pallida
P Corteza
Thymel
y. claca Toda la
hirsuta
planta

Extracto

Etanol al
95%

Modelo de
estudio

Células
HepG2
transfectadas
con PRE-Luc
pSG5-PPARa

Efecto

PPARG" *

NR

Posible efecto
bioldgico

NR

Ref.

[30]
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PPAR

Parte

Efecto

Posible efecto

Nombre cientifico | utilizada de Extracto Modelo. e . Ref.
estudio bioldgico
la planta + )
Veratum Rizoma
lobelianum Células
HepG2
transfectadas
con PRE-Luc
pSG5-PPARa
Mezcla de
extractos
compuesto de 4
plantas [75]
Gyeongshingangj PPARa*, Disminuye:
eehwan: Todas las ACOADCL | Leptina’, Hiperlipidemia
Agua
. plantas .. : * Ap2*, . . )
Liriope Tejido adiposo . | Hiperinsulinemia
ACO0ADC PPARYy ) ,
platyphylla. blanco de M Hiperglucemia.
Platycodon re;[ones Masa visceral
grandiflorum. 0DEsos
Schisandra
chinensis.
Ephedra sinica.
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Parte Efecto -
PPAR | Nombre cientifico | utilizada de Extracto Modelo. de POS.Ibl? gfecto Ref.
estudio bioldgico
la planta + )
PPARYy*,
Adipocitos ’ Inhibe
REBP1 . L
3T3-L1 S .+ ¢ adipogénesis
Alpinia C/EBPa*,
.. Toda | —
officinarum oda a Etanol NR Disminuye [76]
planta : i
Hance Ratones niveles séricos
obesos con de insulina'y
: NR .
dieta alta en leptina.
grasa Disminuye tejido
adiposo
Y
Disminuye
PPARy*, * | concentracion
- , L C/EBPa* de lipidos en
H I P - . .
sablc?;i?‘?;L Sigﬁczssy Agua re;_?lsp_ii'tos NR Leptina* | adipocitos 3T3- [77]
' pERK1/2* L1
pPI3K+ Inhibe
adipogénesis
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PPAR

Parte Efecto -
Nombre cientifico | utilizada de Extracto Modelo. de POS.Ibl? gfecto Ref.
estudio bioldgico
la planta + )
HepG2
Arbustus unedo Toda la 95 % etanol transfectadas PPARY! NR NR
planta con PRE-Luc
pCMV-rPPARYy
Arctostaphylos Adipocitos Promueve la 78]
_ . . 0, t
uva-ursi Hojas 95 % etanol 3T3-L1 PPARYy NR adipogénesis
. . Adipocitos Promueve la
0, t
Origanum vulgare Hojas 95 % etanol 3T3-L1 PPARYy NR adipogénesis [76]
Disrmi
Ratas Srague- C(I)Slg;ltt:zf
Dawley NR NR AN
: triglicéridos en
Codonopsis obesas
: sangre [79]
lanceolata Toda la Aqua alimentadas
Siebold. & Zucc. planta g con dieta alta PPARYy*, .
. NR . Inhibe
Trautv en calorias C/EBPa . L
adipogénesis
Adipocitos PPARY*, [35]
3T3-L1 NR C/EBPa* NR
Clerodendron te?;(l)u;a; doeso PPARYy*,
glandulosum Hojas Agua \J/ isceralp o NR SREBP1c NR [80]
Coleb. , * FAS*
raton.
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PPAR

Parte Efecto -
Nombre cientifico | utilizada de Extracto Modelo. de Pos_|b|§ gfecto Ref.
estudio bioldgico
la planta + )
gall;\(gl:grlmasis . Preadipocitos PPARW : Pisminuy+e
(AubryLecomte Semillas NR 3T3-L1 AdeOTeCtI : GBF?DI—+I , NR [81]
ex O’Rorke) Baill na leptina
Ecklonia DCM
stolonifera Toda la Preadipocitos NR PPARYy*, Inhibe la [82]
Okamura planta AcoEt 3T3-L1 C/EBPa* adipogénesis
: 3T3-L1 C/EBPa* .
Codonopsis lipidos
. lanceolata Toda la Agua Ratas macho NR D?sminuci}c’)h de 82]
Siebold. & Zucc. planta Sprague niveles séricos
Trautv Dawley con NR de triglicéridos y
dieta alta en colesterol
grasa
PPARy**,
C/EBPa*, | Disminucion de
Extracto de SREBP1- | la concentracion
Cucurbita . .A.ICOhOI .. | Preadipocitos c*, de lipidos e
moschata Rizomas d'h'dr‘.’lcon'f 3T3-L1 NR FABP4*, | inhibicion de la (3]
Duchesne ex Poir. erio FAS*, diferenciacién
SDC1*, de adipocitos
Pref-1*
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Efecto .
PPAR | Nombre cientifico | utilizada de Extracto Modelo. de POS.Ibl? gfecto Ref.
la ol estudio bioldgico
a planta + :
gabonensis PPARY",
. Adipocit leptina”, Inhibicié I
(AubryLecomte Semillas NR dipocitos NR e.p na . ) I.bICIO,n de' a [81]
ex O’Rorke) Baill, 3T3-L1 adiponecti adipogénesis
na*
Petasites PPARy*+, | Disminucion de
japonicus Brotes Preadipocitos C/EBPa’, | la:acumulacion
(Siebold & Zucc.) florales Etanol 3T3-L1 NR SREBP1- | de tr|gllger|dos © [84]
. c*, APO- inhibicion de la
Maxim. N .
1 adipogénesis
Preadipocitos CPT1*, PPARYy*, Disminucién de
3T3p—L 1 ACO*, p- FAS*, la acumulacion
AMPK* AP2* de lipidos
_ PPARY*,
Vv : *
'gna Semillas Etanol CPTLY, FAS*, [85]
nakashimae Ratones ACO*, p- e,
C57BL/6 AMPK* AP2* Disminucién de
Y macho Adinonect TNF-a¢, | la masa corporal
pon IL-6°.
na
Hléiigr?eie PPARy*, | Disminucién del
Wasabia japonica C57J/BL C/EBPa, | peso corporaly
ablajap Hojas Agua NR SREBP1- de la [86]
(Mig.) Matsum macho con L
dieta alta en c*, acumulacion de
grasa adiponecti grasay

Parte
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PPAR

Parte

Efecto

Nombre cientifico | utilizada de Extracto Modelo. de POS.Ibl? gfecto Ref.
estudio bioldgico
la planta + )
nar, colesterol en el
leptina® higado
Adipocitos y
hepatocitos de - -
ratones PPARy**, | Pérdida de peso
Zanthoxylum Fruto Etanol C57J/6 con NR C/EBPa™, |y disminucion [87]
piperitum (L.) DC . SREBP1- | de acumulacién
dieta alta en . .
c**, FAS* de grasa
grasa
PPARy**,
C/EBPo*, Inhibe la
C/EBPB*, | adipogénesisy
* 1A
Aristolachis Preadipocios adiponect | e trighcérdos
manshuriensis NR NR P pERK1/2* P . g . [88]
Kom 3T3-L1 nax", en cultivo
LPL*, celular de
FAS*, preadipocitos
pAkt*,
pAMPK?*
e
Nelumbo nucifera Hojas y P L NR SERBP1c Pog L, y
: Etanol adipocitos acumulacion de
Gaertn semillas * FAS*
humanos grasa en el
NR .
higado
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PPAR

Parte Efecto -
Nombre cientifico | utilizada de Extracto Modelo. de POS.Ibl? gfecto Ref.
estudio bioldgico
la planta + )
Mioblastos
C2C12 UCP3* NR NR
Disminucién de [45, 46]
Ratones e
UCP3* NR triglicéridos en
hembra ICR P
sangre e higado
Disminucién de
Ratas macho triglicéridos y
Wlstar con NR NR colesterol en
dieta alta en sangre
grasa Pérdida de peso
Disminucién de
peso
Ratones Disminucién de
obesos NR NR niveles séricos
C57BL/7J de colesterol,
triglicéridos y
leptina
Preadipocitos NR NR I.nhlb,e la _ [91]
: . 3T3-L1 adipogénesis
Salacia reticulata Toda la —
Wiaht lanta Agua Ratones con Disminuye la
g P diabetes NR acumulacion de
experimental lipidos en tejido
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Parte Efecto -
PPAR | Nombre cientifico | utilizada de Extracto Modelo. de Pos_|b|§ gfecto Ref.
estudio bioldgico
la planta + )
adiposo e [47]
higado
Ratones
macho obesos Disminuye peso,
inducidos con NR NR triglicéridos y
dieta alta en colesterol
grasa C57BL/6
*: RNAm, +: Proteina, t: transactivacion, d: Docking molecular, e: Ensayo de ELISA, NR: No reportado.
Tabla 3. Compuestos de plantas medicinales con efecto agonista de PPAR
i Efecto i
PPAR Compliestos Material Modelo. de Pos_lbl(,e gfecto Ref.
vegetal estudio + - bioldgico
Disminuye
Hibiscus Células . acumulacion de
sabdariffa HepG2 PPARa lipidos en
Cianidina NR hepatocitos [92]
Compuesto Ensayo de Inhibe la
urop luciferasa en PPARa! acumulacion de
P células grasa
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i Efecto i
PPAR Camplcsios Material Modelo. de Pos-lblfz gfecto Ref.
vegetal estudio + - bioldgico
transfectadas
a en cultivo
primario de
hepatocitos
. PPARa*, G L
Produtos Cultlvgecelular CPT1* ACS*, Inhibe: ad;pogenesus
Monacinay fermentados . ACO*, II-6*, TNF-a*, "
. h h
anklafavina de Monascus epatocitos SREBP-1c*, TGF-B* esteato epat|t|§ en (93]
de feto de ratones con dieta
purpureous raton FL83B ACCH, alta en grasa
PAMPK+. g
Aumento de la
Células oxidacion de acidos
transfectadas grasos.
Trans-cariofileno NR HepG2 con PPARa NR Disminucion [94]
PPREX3-luc extracelular de
TR-FRET triglicéridos
Y Células de
cancer de
a-tocoferol y y- Compuestos colon de
PPARy* * NR NR
tocoferol puros humano SW Y [95]
480
o PPARYy® NR NR
Acido Ratongs
decoz)e(lihde;da:mco NR NR diabéticos NR NR [96]
db/db y en
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PPAR e Material Modelo. de Efecto Pos-lblfz gfecto Ref.
vegetal estudio + - bioldgico
ratas
diabéticas
Zucker
Y Disminucién de
Células HEK glucosa del medio
293 de cultivo de
Honokiol Ma}g.no.lia transfectadas NR PPARY! @ gdip.ocit(.),s 3T3-L1. [97]
officialis con tk- Disminucion de peso
PPREX3-luc de ratones
TR-FRET diabéticos
o Silybum Células HEK
Isocilibina . 293 PPARy" ¢ NR NR [98]
marianum
transfectadas
In silico.
10-Gingediol Ensayo de
10-gingediona. factor
4,5 dihidroxiflavona. - transcripcional PPARy¢
47 Zingiber 1" 1) extractos
officinale NR NR [99]
dometoxiisoflavona. nucleares de
Genisteina de macroéfagos
Zingiber officinale detectable por
ELISA
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PPAR

Material Modelo de Efecto Posible efecto
Compuestos . L Ref.
vegetal estudio + - bioldgico
Macroéfagos y
T-Hesperidina. monocitos rde
W-baptigenina THP1 PPARY
Tejido
adiposo
visceral,
musculo
Acido glicirrizico Glycyrrhiza abd,ominal, PPARy*y NR Dismi.nuye. glugemia 78]
glabra musculo LPL* e insulinemia
femoral de
ratas macho
Sprague
Dawley
Scutelareina,
hispidulina, Células HEK
apigenina, acerosina 293
y la Iut(?ollna, Scopa.lrla transfectadas PPARy! Antihiperglucemiante [100]
ademaés del dulcis con pCMX- NR
diterpeno acido 4- Gal-mPPARy-
epi-7a-0O- LBD
acetilscoparico
Lysimachia oo EEQEY* Indhibicién de la
, ipocitos Y*, adipogénesis y
Foenumosido B ;?Zgglrjnn; 3T3-L1 NR aP2*, CD36*, acumulacién de [101]
C/EBPa*, lipidos




PPAR e Material Modelo. de Efecto Pos-lblfz gfecto Ref.
vegetal estudio + - bioldgico
SRBP1c*,
APO-1*
Células
HEK293T
transfectadas PPARY! NR
Y con pFA-
Gal4-PPARy
Higado de Dismin.ucién de
ratones ob/ob NR esteatosis hepética
o PPARY*,
Emodina NR Adipocitos Adiponec\':inaﬂ NR Prpmu?ve Ig [102]
3T3-L1 AMPK-* adipogénesis
Cultivo de
Preadipocitos
Pueraninay de raton Promueve
: NR macho PPARy* NR o [103]
astragalosido IV Sprague- adipogénesis.
Dawley
Adipocitos .
L . 3T3-L1 PPARY Aumento de la
acido 6- Marrubium , .,
octadecinéico vulgare L. Células NR acum’ul'amon de [104]
HepG2 PPARy! lipidos
transfectadas
Alcohol Cucurbita Adipocitos NR Inhibicion de la [83]
dihidroconiferilo moschata 3T3-L1 adipogénesis
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PPAR

o Material Modelo de Efecto Posible efecto Ref
P vegetal estudio + - biolégico ;
Duchesne ex PPARYy*,
Poir C/EBPa*,
SREBP-1c*,
FABP4*,
FAS*, SCD1*,
Pref-1*
Dioscorea L PPARY*, L
Pseudoprotodiocsina | nipponica Adipocitos NR C/EBPa*, Inh|.b|0|o,n de la [105]
3T3-L1 adipogénesis
Makino LPL*, pog
Leptina*
Promueve el
- o Lager.stroemla Preadipocitos | c-fos*, c-jun*, PPARY transporte de
Acido tanico speciosa (L.) 3T3.L1 vk pIRB glucosa dentro de [106]
Per. y pAkt* las células.
Inhibe adipogénesis
Inhibe proliferacion
celular
Preadipocitos PPARY?, Reduce
(-)-Epigalocatequina NR 3T3FiL1 NR C/EBPa*, significativamente [107]
FoxO1*. acumulacion lipidica
celular
. Disminuye la
Ecklonia
. Adipocitos PPARY"y acumulacion de
Fucosterol s(t)oklzgqlzerr: 3T3-L1 NR C/EBPa* lipidos en adipocitos [82]
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i Efecto Posible efect
PPAR Compuestos Material Modelo. de OS.I ? e. ecto Ref.
vegetal estudio + - bioldgico
PPARYy*,
FAS*, ACC*
. o : , hibicig |
v | Gingenssidore | OMOseng | Preadiocios | qpppp) o | pNpe . | MbGONdeln )
P Adiponectina*, Pog [ |
€, GLUT4"
Inhibe la
diferenciacion de
adipocitos
PPARY*, Disminuye
. Brassica Preadipocitos C/EBPa*, triglicéridos,
Licochalcona A Rapa 3T3-L1 NR SREBP1-c*, colesterol y acidos [109]
FABP*, FAS* | grasos esterificados
en ratones CD1
obesos
_ PPARYy*,
Lindera
: Adipocitos C/EBPa*, Inhibicion de la
Lucidona erythrocarpa 3T3-L1 NR LPL*, TNFa, adipogénesis [105]
Makino :
leptina
Higado de
ratas Wistar S
Acidos grasos alimentadas Disminucion de
A omega 3 (EPA, DHA) NR con una dieta PPARd NR triglicéridos y [110]
: colesterol
rica en
fructosa

* RNAm, +: Proteina, t: transactivacion, d: Docking molecular, e: Ensayo de ELISA, NR: No reportado.
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Tabla 4. Extractos de plantas agonistas duales de PPAR.

PPAR Nom'pre Extracto Modelo. de Efecto sobre POS.IbI(,E e_fecto Ref.
cientifico estudio biolégico
Daphne gridium
Thymelaea
hirsuta
Arnlcg montana HepG2
III-|C|um transfectadas PPARG/\V: *
Ja:rljss:rs Etanol con PRE-Luc ay Antihiperglucémico [63]
o pSG5-PPARa y
virginian. PCMV-rPPARY
Terminalia
chebula.
Terminalia
hirsuta
aly Echinacea Hexano Para PPARa se
purpurea DCM utilizaron
células Hepal-6
transfectadas
con pM-
hPPARa-LBD y
para PPARy PPARa/y! Antihiperglucémico [111]
Sambucus nigra DCM Células
endoteliales

arteriales de
bovino (BAEC)
transfectadas

con PPRE-lucy
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PPAR Nom,pre Extracto Modelo. ols Efecto sobre POS.IbI? gfecto Ref.
cientifico estudio biologico
pM-hPPARYy y
LBD
FATP*,
Higado de ratas PPARa*,
diabetizadas AMPKa2*,
con ZDF CPT1*, ACO*,
i ACC* L
Punica Metanol , — Antidiabético [112]
granatum Células de rifion
de embrién de PPARG!y
humano HEK PPARV*
293 Y
transfectadas
aly Eter de
Albizia petréleo
julibrissin Acetato de
Durazz. etilo 3
Células HEK
Metanol
. 293
. Eter de
Arisaema sp otréleo transfectadas Antidiabético
— P con pCMX- PPARa/V!, . . [74]
Cnidium Antiinflamatorio
monnieri (L) Acetato de mPPARa y
' etilo pCMX-mPPARYy
Cuss .
. - . respectivamente
Pinellia ternata Eter de
(Thunb.) Breit petroleo
Tribulus Acetato de
60errestres L etilo

60




PPAR Nom,pre Extracto Modelo. de Efecto sobre POS.IbI? gfecto Ref.
cientifico estudio biologico
Origanum Para PPARD se
Hexano .
vulgare utilizaron
Origanum células EM3
vulgare ssp Hexano transfectadas
vulgare con pM-hPPAR
oly de Origanum 5 -LBDy para
A t
vulgare ssp Metanol PPARy cglulas PPAR®d/y Antidiabético [111]
hirtium endoteliales
Sambucus nigra| Etanol/agua arteriales de
bovino (BAEC)
Saturei Metanol transfectadas
A at”rejf'" con PPRE-Iuc y
ortensis DCM OM-hPPARY y
LB
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Tabla 5. Compuestos de origen vegetal agonistas de PPAR.

PPAR Cacl)ir:lzgsztgs Plar.1ta de Modelo. de Efecto sobre POS.ibll? gfecto Ref.
. - origen estudio biol6gico
identificados
Células CV-1
Acido transfectadas
sargaquin6ico con vector PPARaly!,
pcDNA 3-
Sargassum hPPARaly Antihiperglucemiante [113]
yezoense aP2*, PPARy*, Antidiabético
Acido Adipocitos 3T3- C/E.BF.)R:’
hidrosargaquindico L1 r.eS|st|n§1 '
adiponectina*,
GLUT4*
aly Cardiomiocitos
ventriculares de
. . ratas neonatas N
Acido oleico NR Sprague Dawley | PPARa/y! Inhibicion de [114]
conjugado hipertrofia
transfectadas
con dnPPARa y
dnPPARYy
Naringenina Células U-205
’ Citrus transfectadas PPAR - .
. PPARYy! Antidiabético [115]
. arantium con vector . -
Hesperitina reportero PPRE Adiponectina
aly Farnesol NR Adipocitos 3T3- | CPT1A*, aP2*, NR [44]

L1y HepG2

ACS*
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PPAR

Compuestos
aislados o
identificados

Planta de
origen

Modelo de
estudio

Efecto sobre

Posible efecto
bioldgico

Ref.

aly

oly

geraniol

Geranilgeraniol

Células de rifién
de mono CV1
transfectadas
con vectores
pM-hPPARYy y
pM-hPPARa

PPARa/y!

Células de rifién
de mono CV1
transfectadas

con vectores pM-
hPPARYy y pM-
hPPARa para

ensayo de

transactivacion y

adipocitos 3T3-
L1y HepG2

para ensayo de
expresion

PPARGA,
CPT1A*, ACS*

Pluviatilol

Epipinoresinol

Asarum
sieboldii

Hepatocitos
HepG2
tranfectadas con
Gal4/PPARYy-
LBDy

PPARB/Y!

Antiinflamatorio
Antidiabético

[116]
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Compuestos

PPAR aislados o Plar_mta de MOdEIO. de Efecto sobre POS.'bh,a e_fecto Ref.
: - origen estudio bioldgico
identificados
Gal4/PPARS-
LBD
L Aumento de la
Ad'pocl'_tfs 3131 ppaRsN* sensibilidad a la
o/ i i
¥ Cinamaldehido . |n.suI|r.1,a [117]
Disminucion de
Ratones NR hiperglucemia e
diabéticos db/db pergiucemie
hiperlipidemia
. L PPAR0/&*, *,
Cultivo primario GPRAO*
Acido linoleico NR de hepatocitos . Antihiperglucemiante [118]
de pollo G6Pasa’,
P PEPCK"
Células COS-1
transfectadas Antihiperglucemiante
Garcinia conpPPAR (ay| PPARa/S! Perg
a/d y-Mangostina 0)-GALA4 [119]
mangostana :
respectivamente
. UCP3*, G .
Células L6 CPT1A* ACS* Antihiperlipemiante
Células
endoteliales
arteriales de PPARO0/3!, Antihineralucemiante
Vaticanol C NR bovino (BAEC) |  FABPL¥, perg [120]

transfectadas
con PPRE-lucy
GS--hPPARa o

UCP3*, PDK4*

Antihiperlipemiante
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Compuestos

. Posible ef
PPAR aislados o Plar_mta de MOdEIO. de Efecto sobre OS.'b (,a e_ ecto Ref.
: - origen estudio bioldgico
identificados
pCMX-NUC1,
respectivamente
Ensayo in vitro .
TR-ERET PPARa/®
i -O-B- *
a/d Ombuma 3-0 .B Gynostemma PPARa Antidiabético [121]
Dglucopiranosido pentaphyllum Células HepG?2 PPARGS*,
PSS EaTPA*, CPT-
1*, APOC3*.

*: RNAm, +: Proteina, t: transactivacion, d: docking molecular, e: ensayo de ELISA, NR: No reportado.
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Tabla 6. Extractos de plantas con efecto pan agonista.

Nombre Efecto Posible
PPAR . Extracto Modelo de estudio efecto Ref.
cientifico sobre .
biolégico
Fagopyrum Hexano
tataricum DCM
Galega
officinalis DCM
Prunus Hexano Para PPARS y PPARY se utilizaron PPARG!
cerasus 4 :
i células transfectadas con pM-hPPARYy- . e
a/dly Rhodiola Hexano LBD 0 pM-hPPAR 5 —LBD y para FF’)FF’:GA\FI;ESt Antidiabético [111]
roseal PPARGa se utilizaron células Hepa1-6 v
Triginella transfectadas con pM-hPPARa-LBD
foenum- Hexano
graecum
Urtica dioica DCM

t: transactivacion
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Tabla 7. Compuestos aislados de plantas con efecto pan agonista

Compuestos .

PPAR aislados o Plar_lta de Modelo de estudio Efecto POS.'bI(,a e_fecto Ref.
: o origen sobre bioldgico
identificados

Células endoteliales arteriales de bovino
(BAEC) transfectadas con PPRE-luc y GS-
Vitis -hPPARa o pCMX-NUC1 o pCMX-| PPARd, . .
Resveratrol vinifera | hPPARy1 respectivamente PPARY!, Antidiabetico [120]
Células CV-1 transfectadas con pcDNA 3- | PPARY.
hPPARa/d/y
Piperitol
a/dly p-ment-3-enel,2,8-
(1,Rt2r,|;|)'_4_o_ Células HepG2 transfectadas con| PPARJ, -
met;IguaiaciI Gal4/PPARa-LBD, Gal4/PPARy-LBD vy | PPAR3!, | Antidiabético [116]
: Gal4/PPARS-LBD PPARY!
glicerol. Asarum
N-isobutil-2E,4E,8Z- | sieboldii

decatrienamida

t: transactivacion

67




2.2. AMPKal y su asociacion con los PPAR

AMPKal (de sus siglas en inglés: adenosine 5 -monophosphate (AMP)-activated
protein kinase alpha 1) es una proteina serina/treonina cinasa importante en la
homeostasis metabdlica. Varios estudios han demostrado su importancia en varios
procesos metabdlicos, principalmente regulando la oxidacion de lipidos y la
homeostasis de la glucosa. Los efectos de AMPKal son pleiotropicos debido a su
expresion en varios érganos, como el higado, musculo esquelético, tejido adiposo
e hipotdlamo, entre otros. La regulacién de la activacién de esta cinasa depende
de las concentraciones de AMP en relacion con las de ATP, ademas de algunos
eventos de fosforilacion [122].

El aumento de la relacibon AMP/ATP aumenta la activacion de AMPKal, ya que
AMP es el sustrato activador de AMPKal, el cual ocurre cuando la demanda
energética aumenta, generalmente en estados de ejercicio, hipoxia o deprivacion
de glucosa. AMPK es una enzima heterotrimérica que comprende 2 subunidades
cataliticas (al o0 a2) y 2 subunidades reguladoras (81, B2y y1, y2, y y3), todas ellas
codificadas por diferentes genes. AMPKa1 es activada principalmente por 2 vias
diferentes: por via dependiente de Ca?* mediada por CaMKKDb y por la via LKB1
dependiente de AMP [123].

El AMP se une en la subunidad y de AMPK, lo cual da origen a un cambio
conformacional que favorece la exposicion de un sitio de fosforilacion importante
para la activacion de esta cinasa. Aunado a dicho evento de acoplamiento, debe

ocurrir un evento de fosforilacion en la subunidad a en Thrl72, determinante para



gue ocurra la activacion completa de AMPKa1 [124]. Ademas se ha reportado que
la activacion de esta cinasa promueve la translocacion de GLUT4 a la membrana
plasmatica [125]. Algunos farmacos utilizados para el tratamiento de la DT2 como
la metformina y la pioglitazona tienen efecto inhibidor de la sintesis de ATP y el
consecuente aumento de AMP [102, 126]. Sin embargo, aln no se encuentra
completamente descrito el mecanismo por el cual ejercen dicho efecto.

La troglitazona, un agonista sintético de PPARy, ha demostrado aumentar la
fosforilacion de AMPKa1l en cultivo de musculo de ratas, ademas de aumentar la
biosintesis mitocondrial [122]. AMPKa1 regula también la expresion de PGC-1a, el
cual es un coactivador transcripcional que regula la expresion de los PPAR,
principalmente PPARa y PPARS [127]. En la actualidad se conocen algunos
compuestos y extractos de origen natural, como el extracto metandlico de
Rosmarinus officinalis L. [126], el flavonoide tangeretina [128], el acido ursdlico
[129], gingendsido Rc obtenido de Panax gingsen y el acido a-lipéico [130], los
cuales han mostrado efecto sobre la activacion de AMPKal.

AMPK parece tener un efecto de regulaciéon sinérgica con los PPAR, participando
en el metabolismo de lipidos y carbohidratos de manera conjunta. En un estudio se
ha observado que agonistas de PPARYy, las tiazolidinedionas tienen efecto sobre la
activacion de AMPKa, disminuyendo la concentracion de AMP indirectamente, a
traves del desacoplamiento de la cadena transportadora de electrones [102], lo cual
también puede estar relacionado con la activacion de PPAR®. Debido a esto, se
considera un blanco terapéutico interesante, ya que es un sensor energético y

maestro regulador de vias que desencadenan efectos metabdlicos, principalmente
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sobre el catabolismo de acidos grasos a través de la B-oxidacion y sensibilizacion
de la insulina que, ademas, parece tener un efecto sinérgico al efecto de los PPAR,
gue finalmente tiene impacto determinante en la homeostasis energética [122, 123,

125].

2.3. Akt2y su asociacion con los PPAR

Akt/PKB es también una serina/treonina cinasa que se encuentra metabdlicamente
involucrada con a efectos anabdlicos, principalmente regulada por insulina en varios
tejidos y o6rganos, principalmente los insulinosensibles, como el tejido adiposo,

musculo esquelético, higado, pancreas y rifiones [131, 132].

Una de sus acciones principales del metabolismo es regular el proceso adipogénico,
a través de la incorporacion de glucosa y lipidos, a través de promover la translocacion
de GLUT4 a la membrana plasmética [133], la expresion de otros genes adipogénicos
y la activacién rio abajo de PPARy y SREBP, la glucogenogénesis a través de la
inactivacion de GSK3 [134], promoviendo la expresion de FAS, que cataliza varios

pasos de la conversion de malonil CoA y acetil CoA en acidos grasos.

Dichos eventos son factores clave en la disminucion de hiperglucemia e hiperlipidemia
[133]. Aunado a la activacién de los PPAR, es importante conocer si dicha regulacién

es sinérgica con la via Akt2.

Asi, AMPKa1 y Akt2 son vias de sefializacion importantes en el metabolismo de lipidos

y carbohidratos, por lo que muy probablemente se encuentran asociados con los
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PPAR. Si esto es asi, se lograria visualizar un panorama mas completo de los
mecanismos moleculares por los que H. sabdariffa afecta el metabolismo de glucosa

y lipidos.

2. Antecedentes

2.1 Hibiscus sabdariffa L.

Planta perteneciente a la familia Malvaceae, es una planta originaria de la India,
distribuida en paises tropicales y subtropicales, tales como Nigeria, Sudan, Arabia
Saudita, Malasia y México [135]. Es conocida popularmente en México como “flor de
hibiscus”, “Jamaica” o “flor de Jamaica”. Se cultiva en varios estados de la republica
mexicana, debido a que sus flores se utilizan para preparar platillos y 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 [136]. Sus principales
constituyentes quimicos son &cidos organicos, antocianinas, polisacéaridos, acidos
organicos y flavonoides [136]. Unos de sus principales componentes son las

antocianinas delfinidin-3-O-(2-O-B-d-xilopiranosil)- B -d-glucopiranosido, cianidin 3-O-
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(2-O- B -d-xilopiranosil)- B -d-glucopiranosido [137]. La quercetina, otro compuesto
identificado en esta planta, se ha asociado con vasodilatacion a nivel renal mediante
el incremento en la filtracion glomerular, lo que podria explicar parte de su efecto

diurético, el cual también se ha asociado con la liberacion de 6xido nitrico [138].

También se ha reportado que reduce la hiperglucemia, la hiperinsulinemia y la
hiperlipidemia [136]. Otros estudios indican que favorece la pérdida de peso y
decremento en la glucemia en ratas con diabetes experimental inducida con
estreptozotocina [138]. Delfinidina-3-sambubiosido y cianidina-3-sambubiosido son
algunas antocianinas constitutivas de esta planta, a las que se les ha atribuido efectos
hipertensivos, antioxidantes e hipocolesterolémicos [139]. También se ha comprobado
una disminucién en colesterol, triacilglicéridos y LDL en adolescentes con obesidad

[140].

Otra investigacién mostro que el extracto acuoso inhibe la diferenciacion de adipocitos
a través de cascadas de sefializacion PI3-K (fosfatidil inositol-3-fosfato) y MAPK
(mitogen-activated protein kinase) y, consecuentemente, la adipogénesis [77, 141]. Se
ha sugerido que podria estar actuando a través de PPARy y C/EBPa, ya que estos son
reguladores del metabolismo de lipidos [77, 137]. 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 PPARYy. Otros reportes mostraron
qgue la administracion de estas antocianinas en adipocitos promovio la activacion de

AMPKa1, cinasa involucrada en procesos de oxidacion de acidos grasos [142].
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En un estudio reciente realizado en nuestro laboratorio, se ha mostrado que un
extracto diclorometanico de H. sabdariffa (HS-DCM), tiene un efecto
antihipeglucemiante, ademas de tener un efecto dual de PPAR®d/y. Sin embargo, las
moléculas involucradas en dicho efecto no se han identificado, ni se conocen los
mecanismos de accion, los cuales probablemente se encuentren asociados con

AMPKa1 y Akt.
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3. Justificacion

La DT2 tanto en México como a nivel mundial, se ha incrementado drasticamente en
los ultimos afios y continla en aumento, siendo una de las enfermedades con mayor
incidencia [10]. Los farmacos utilizados para el tratamiento de la DT2 controlan el
problema de manera temporal y en la mayoria de los casos producen efectos

adversos.

Un aspecto importante en el desarrollo de la DT2 es el desequilibrio energético, lo cual
implica un desbalance metabdlico de lipidos y carbohidratos, en donde PPARS,
PPARy, AMPKal y Akt2 juegan un papel fundamental, debido a sus acciones
metabdlicas, y puedes ser considerados como blancos terapéuticos para

enfermedades con un componente metabdlico [8, 143].

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2010), 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 antiobesidad y
antihiperglucemiantes representan un buen campo de investigacion para el desarrollo

de farmacos que puedan utilizarse en el control de la DT2.

Se calcula que en el mundo existen alrededor de 350 mil especies de plantas
superiores y en México la diversidad se estima entre 23 mil y 30 mil especies [144]. La
diversidad quimica en las plantas es muy amplia y poco estudiada. Se calcula que sélo

se ha estudiado un porcentaje minimo de especies vegetales en relacion a la
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estructura quimica y propiedades biologicas de sus compuestos [144]. El conocimiento
gue se tiene en la actualidad de las propiedades de los fitoquimicos ha contribuido
enormemente a resolver problemas de salud, ya que una alta proporcion de los

medicamentos que se utilizan son derivados de plantas [144].

En la basqueda de evitar efectos adversos, en la actualidad se ha intensificado la
busqueda de moléculas mas selectivas dirigidas a la activacion dual de los PPAR. A
nivel mundial se han reportado mas de 800 plantas utilizadas empiricamente para el
tratamiento de la DT2. Tan solo en México existen cerca de 170 plantas que se usan
empiricamente para el tratamiento de la diabetes y, dentro de éstas, s6lo en una
pequefia parte se ha explorado su mecanismo de accién, por lo cual H. sabdariffa es

un blanco de estudio interesante, principalmente por sus efectos metabdlicos.

El desbalance del metabolismo de lipidos y carbohidratos generado por la alimentacion
alta en grasas y carbohidratos, el sedentarismo y la genética, son factores que

condicionan el desarrollo de obesidad y DT2.

Los PPAR representan blancos terapéuticos interesantes, ya que se encargan de
regular la expresion de genes involucrados en el metabolismo de lipidos vy
carbohidratos, principalmente en la incorporacion celular y oxidacion de lipidos, asi

como en el metabolismo y captacion de glucosa [7, 26, 41, 145, 146].

Los agonistas de PPAR que se encuentran en el mercado actual, resuelven el
problema parcialmente, como las glitazonas, las cuales disminuyen la hiperglucemia,

sin embargo, inclinan el metabolismo en un solo sentido, aumentando la acumulacién
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de lipidos y la consecuente ganancia de peso, y el desarrollo de otras enfermedades
asociadas a la obesidad, como ateroesclerosis y enfermedades coronarias [147],
ademas de que se ha asociado a osteoporosis [148]. Desafortunadamente otros
agonistas de PPAR también presentan efectos adversos, y algunos con efectos
carcinogénicos, debido principalmente a que no son agonistas especificos, teniendo
efectos no deseados en otros tejidos y 6rganos [149]. Por otro lado, algunos otros se
encuentran en fase experimental. Hoy en dia, el agonista dual saroglitazar tnicamente
se encuentra en el mercado en la India y continta en prueba para ser aceptado a nivel

internacional [150].

La activacion dual de PPARS/y promete una mejora terapéutica para el tratamiento de
enfermedades metabdlicas ya que, ademas de incrementar la captacion de glucosa y
lipidos a través de PPARYy, aumentaria el catabolismo de lipidos a través de la
activacion de PPARSY, evitando el aumento de peso observado con las glitazonas. La
terapéutica empleando agonistas duales de PPAR®/y podria mejorar la condicion del
paciente de manera global, aumentando la sensibilidad a la insulina, disminuyendo la

glucemia y la disminucion de peso.

Algunos extractos y compuestos derivados de plantas medicinales, como son algunos
acidos grasos, flavonoides y terpenos, se han reportado como agonistas de PPAR,
mientras que otros han mostrado activar AMPKa1 y Akt2. Por lo cual, el encontrar
agonistas duales de PPARd/y que ademas activen AMPKa1 y Akt2 podria generar
nuevas y mejores alternativas de tratamiento para enfermedades asociadas al

sindrome metabolico, como DT2 y obesidad, con la posibilidad de contrarrestar el
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desbalance metabdlico tanto de lipidos como de carbohidratos, brindando informacién

valiosa para entender los mecanismos por medio de los cuales ocurren estos efectos.

Dentro de las plantas con un efecto potencial agonista dual de PPAR se encuentra
Hibiscus sabdariffa L., debido a que sus efectos principales reportados son sobre el
metabolismo, principalmente respecto a efectos sobre obesidad y DT2 [137, 151]. A
pesar de que se cuenta con diversos estudios farmacoldgicos que respaldan su
actividad bioldgica, el estudio de esta planta se ha enfocado al extracto acuoso. En un
estudio reciente realizado en nuestro laboratorio, se ha mostrado que un extracto
diclorometanico de H. sabdariffa (HS-DCM), tiene efecto dual de PPAR®d/y. Sin
embargo, las moléculas involucradas en dicho efecto no se han identificado, ni se

conocen los mecanismos de accion.

El encontrar compuestos agonistas duales de PPAR®S/y en H. sabdariffa que sean més
selectivos, y ademas que tengan efecto multimodal sobre otros reguladores
metabodlicos como AMPKa1 y Akt2, podrian explicar algunos de los mecanismos de
accion que H. sabdariffa posee sobre el metabolismo, y brindaria informacién valiosa
para la elucidacion de los mecanismos involucrados. Esto resultaria en una terapia
mas completa para el tratamiento de enfermedades como la DT2, ya que atacarian de
manera global el desbalance metabdlico de la DT2, aumentando la oxidacion de acidos
grasos y, conjuntamente, un incremento en la captacion de glucosa y lipidos,
corrigiendo el desbalance metabdlico, disminuyendo la obesidad y el proceso
inflamatorio causado por dicho desbalance, lo cual resultaria en un aumento en la

sensibilidad de la insulina, revirtiendo el desbalance metabdlico de una manera mas
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eficiente, brindando la posibilidad de proponer compuestos para el desarrollo de
nuevos y mejores farmacos con efectos multimodales, que contrarresten la etiologia
de las patologias mencionadas, con menos efectos adversos y que eviten la
polifarmacia la cual es recurrente en el tratamiento de DT2 y otras enfermedades

asociadas al sindrome metabdlico.
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4. Pregunta de investigacion

¢, Qué compuestos del HS-DCM poseen efecto dual de PPARS/y y qué efecto tienen

sobre la via AMPKal y Akt27?

5. Hipotesis
Los efectos sobre el metabolismo de glucosa y lipidos del HS-DCM se deben a que

contiene compuestos con actividad dual para PPARS/y, la cual esta asociada con las

vias AMPKal y Akt2.

6. Objetivos

6.1 Objetivo general
» Aislar e identificar los compuestos con efecto sobre el metabolismo de glucosa

y lipidos en el HS-DCM, determinar la accién de estos compuestos sobre

PPAR® y PPARY y evaluar su impacto en las vias AMPKal y Akt2.

6.2 Objetivos particulares

» Fraccionar el HS-DCM.

» Evaluar el efecto de las fracciones resultantes sobre la expresion de PPARJ/y
en adipocitos 3T3-L1 y mioblastos C2C12.

» Aislar e identificar los compuestos involucrados en el efecto dual de la expresion
de PPAROS/y en adipocitos 3T3-L1 y mioblastos C2C12.

» Predecir el modo de union de compuestos activos sobre PPARS y PPARy

mediante un modelo in silico a través de docking molecular.
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Determinar el efecto de los compuestos activos sobre la produccion de proteina
de PPAR®Y, PPARYy, FATP, GLUT4, p-AMPKal y p-Akt2 en cultivo de mioblastos
Cc2C12.

Evaluar el efecto de los compuestos mas activos sobre GLUT4 mediante un
meétodo de inmunohistoquimica en mioblastos C2C12.

Evaluar los compuestos activos sobre la acumulacion de lipidos en adipocitos
3T3-L1.

Determinar si estos compuestos poseen efecto antihiperglucemiante en un

modelo in vivo.
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7. Metodologia

7.1 Fitoquimica

7.1.1 Colecta del material vegetal

Hibiscus sabdariffa L. fue colectada en diciembre de 2014 en el municipio de
Axochiapan 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.

7.1.2 ldentificacion de H. sabdariffa L.

El cotejamiento y registro de los ejemplares recolectados se llevo a cabo en el Herbario
de plantas medicinales del IMSS del Centro Médico Nacional Siglo XXI en la Ciudad
de México (Herbario-IMSS-M) por el M. en C. Santiago Xolalpa y la M. en C. Abigail
Aguilar. El nimero de registro del ejemplar de herbario depositado en este herbario es

16000097.

7.1.3 Preparacion del material vegetal

Sépalos y célices se secaron bajo aireacion constante. El material seco se trituré en
un molino eléctrico (Wiley modelo 4), usando una rejilla de 2 mm de diametro. El

material resultante se utiliz6 para la obtencién del HS-DCM.
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7.1.4 Obtencion del HS-DCM

El material seco y molido (15 kg) de H. sabdariffa se macero6 en 20 L de diclorometano
(Merck®), realizando 3 maceraciones consecutivas de 24 h a temperatura ambiente.
La mezcla obtenida de la maceracion 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
diclorometano; posteriormente, en una campana de flujo laminar con aireacién
constante durante 2 a 4 dias para eliminar las trazas del disolvente. El extracto

resultante se uso en los experimentos posteriores.

7.1.5 Fraccionamiento del HS-DCM

El HS-DCM (15 g) fue sometido a separacion por cromatografia en columna abierta
(500 mm x 50 mm), previamente empacada con silica gel 60 (Merck, 0.2-0.5, 250 g),
utilizando como fase movil un gradiente n-hexano/acetato de etilo, empezando con un
100% de n-hexano con sucesivos incrementos de polaridad con acetato de etilo
(volumen de cada fraccién de 150 mL), con incrementos parciales del 5% de acetato
de etilo cada 5 fracciones, hasta llegar al 100% de este ultimo disolvente. Cada fraccion
fue analizada por cromatografia en capa fina (CCF) con la finalidad de agrupar las
fracciones con similitud quimica, resultando en 10 fracciones principales: F1 (0.7 g),
F2 (3.3g), F3 (4.1 g), F4 (1.8 g), F5 (0.91 g), F6 (1.2 g). F7, (0.41 g), F8 (0.94 g), F9
(0.62 g) y F10 (0.35 g), de las cuales, 4 fueron seleccionadas (F3, F4, F6 y F8) por ser
las fracciones mayoritarias y mas representativas de los componentes presentes en el

HS-DCM.
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La fraccion F3 (1.5 g) fue sometida a cromatografia en columna abierta (400 x 25 mm)
previamente empacada en silica gel 60 (0.2-0.5 mm, 20 g) y fraccionada bajo las
mismas condiciones (volumen de cada muestra 25 mL), resultando en 2 subfracciones:
F3-1 (420 mg) y F3-2 (310 mg), las cuales fueron analizadas por cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de masas (CG/EM) y, subsecuentemente, fueron
evaluadas en pruebas in silico e in vitro. Por su parte, la fraccion 8 (0.94 g) produjo un
precipitado blanco, que fue purificado por cromatografia en columna abierta (silica gel
60, 0.2-0.5 mm, 300 x 20 mm) bajo las mismas condiciones descritas (volumen de
cada muestra 10 mL), obteniendo nuevamente un precipitado identificado como 5-
hidroximetil furfural (5-HMF) (115 mg), el cual fue corroborado por comparacion directa

con datos de RMN (*H y 13C) reportados previamente [152].

Para la estandarizacion del HS-DCM el 5-HMF previamente aislado fue utilizado como
estandar de referencia. Dicho compuesto fue analizado a 254 nm, mostrando un
tiempo de retencion de 7.919 min, en una concentracion de 9.93 mg/g de extracto (R2

= 0.997).

7.1.6 Preparacion de reveladores para CCF

e 4-hidroxibenzaldehido

Se pesaron 0.5 g de 4-hidroxibenzaldehido (Sigma Aldrich) en un vaso de precipitados

previamente en hielo, se agregaron 90 mL de etanol, manteniéndose en agitacion
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constante; posteriormente se agregaron 10 mL de acido sulfarico al 96% muy

lentamente y se dej6 en agitacion por 10 min.
e Sulfato cérico

Se pesaron 12 g de sulfato cérico amoniacal 0.1 N (Baker) y se colocaron en un vaso
de precipitados previamente en hielo. Se agregaron 22 mL de &cido sulfarico al 96% y

se mezclaron con agitacion constante por 20 min.

7.1.7 Identificaciéon de compuestos por CG/EM

La composicion quimica de las fracciones F3-1y F3-2 fue analizada por cromatografia
de gases utilizando un detector de masas cuadrupolo de impacto de electrén a 70 eV.
Los compuestos volatiles fueron separados en una columna de capilaridad HP-5M (25
m. 0-2 mm i.d., en una membrana de 0.3 um). La temperatura del horno fue
programada a 40°C por 2 min, posteriormente programada para incrementar de 40 a
260°C (con incrementos de 10°C/min) y después se mantuvo a 260°C por 20 min. Las
condiciones del detector de masas fueron a una interfase de 200°C y la adquisicion de
la masa se obtuvo en un rango de 20 y 550 Da. La temperatura del inyector y detector
fueron de 250°C y 280°C, respectivamente. Se inyecté 1 pL por muestra (3 mg/mL) y
helio (rango de flujo, 1 mL/min) como gas acarreador. La identificacién quimica de cada
pico espectrométrico fue cotejada por comparacion con espectros de masa estandares

de la libreria 1.7 del Instituto Nacional de Estandares y Tecnologia (NIST).
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7.2. Estudios in silico

El estudio in silico se llevo a cabo en el programa AutoDock version 4.2.6. Los cédigos
de proteinas se obtuvieron de la base de datos de Protein Data Bank: 3PEQ
(resolucion 2.4 A) para PPARS y 3X1H (resolucion 2.3 A) para PPARYy. La estructura
L-165041 (CID: 6603901) fue construida mediante el programa ChemDraw y ensayada
dentro del sitio activo de PPARJ y cotejada con los residuos de aminoacidos
reportados: Tyrd73, His449 e His323 [153], mientras que pioglitazona (CID: 4829), con
los residuos del sitio activo de PPARy His323, Thr289, y Tyr473 [55]. Los calculos del
docking molecular fueron conducidos con AutoDock version 4.2.6., en donde se
automatiz6 el docking molecular de los ligandos dentro de un dihedro flexible dentro
del sitio de union a ligando de la proteina rigida, en donde el programa realiza varias
corridas en cada experimento de docking. Cada corrimiento predice modelos de
acoplamiento molecular Ligando-Receptor. Todas las moléculas de agua fueron
retiradas de la estructura cristalografica y todos los atomos de hidrégeno fueron
adicionados. Tanto para las proteinas como para los ligandos fueron asignadas cargas
Gasteiger, mientras que los hidrégenos no polares fueron alineados. Durante el
docking, todos los sitios de torsién (permitidos de manera natural) de los ligandos
fueron permitidos a rotaciéon. El programa auxiliar Autogrid se utilizé para generar los
mapas de grid. Cada grid fue centrado en las coordenadas cristalograficas del sitio de
union a ligando. Las dimensiones del grid fueron 60 x 60 x 60 puntos, con 0.375 A
puntos de separacion. El algoritmo genético Lamarckiano fue aplicado como criterio

de busqueda de mejores conformaciones de acoplamiento, utilizando los parametros
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estandares del programa. EI nimero de corridas fue 100. Después del docking
molecular, todas las posibles conformaciones de acoplamiento fueron clasificadas en
grupos con un RMSD menor de 2.0 y rankeadas por la menor energia, representada
por un valor de AG: Kcal/mol. Todas las soluciones fueron agrupadas y organizadas
de acuerdo con los registros representativos de mas baja energia. Los programas
Discovery Studio, version 3.5 (Accelrys, Inc) y PyMOL software version 2.7 fueron

utilizados para la visualizacion 2D y 3D, respectivamente.

Todos los protocolos fueron validados a través de un re-docking de las moléculas
cocristalizadas dentro del sitio activo de cada isoforma: PPARS con acido [(4-butil[2-
metil-4'-(metilsulfanil) bifenil-3-il] sulfamoil naftalen-1-il) oxi] acético, y PPARy con
acido (7E,11Z, 147,17Z,20Z)-5-oxotricosa-7,11,14,17,20 pentaeno fanoxiacético. El
RMSD entre las moléculas cocristalizadas y los experimentos realizados fue <2.0 A.
La validacion fue llevada a cabo en las interacciones esenciales formadas entre los
residuos de aminoacidos del sitio activo de la proteina y el ligado, indicando que los
pardmetros del docking molecular pueden reproducir eficientemente las interacciones

entre las estructuras cristalograficas de las moléculas y ambos receptores.
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7.3 Estudios in vitro

7.3.1 Cultivo de las lineas 3T3-L1y C2C12

Se cultivaron fibroblastos de la linea 3T3-L1 murina a 37°C con atmoésfera de 5% de
CO:2 en placas de cultivo de 6 pozos con medio Eagle modificado por Dulbecco
(DMEM) (8 X 10° células por pozo), con glucosa 25 mM, piruvato de sodio 1 mM,
glutamina 2 mM, amino&cidos no esenciales (0.1 mM), gentamicina, complementado
con 10% de suero fetal bovino. El medio fue cambiado cada 2 dias, hasta que se llego
a confluencia. Una vez que las células llegaron a confluencia, para inducir la
diferenciacion de fibroblastos a adipocitos, se trataron como se indica a continuacion:
en el dia 0 se adicion6 una mezcla conformada por isobutil metil xantina (100 pM),
dexametasona (200 mM) e insulina bovina (80 mM). Estos tres compuestos son
inhibidores de la proliferacién y promotores de la diferenciacion, induciendo la
expresion de genes especificos encargados de la diferenciacion, como la proteina de
unién y amplificacion de la caja CAAT B (C/EBPB) y C/EBP® [154] en DMEM con 10%
de suero fetal bovino. Al dia tres se adicioné nuevamente insulina bovina junto con
medio DMEM y se continué incubando bajo las mismas condiciones por cinco dias
mas. La insulina, mediante la activacién de su receptor, regula varias acciones que, a
través de vias que promueven la glucogenogénesis y adipogénesis, activa factores
nucleares involucrados en la diferenciacion del fibroblasto en adipocito [154]. 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

87



depdsitos de grasa en forma de pequefas esferas (Figura 2). Bajo las mismas
condiciones de medio de cultivo, pero sin adicionar el coctel de diferenciacion, fueron
cultivados los mioblastos C2C12 (Figura 3) y llevados a confluencia para su posterior

tratamiento.

Figura 2. Adipocitos diferenciados a partir de fibroblastos 3T3-L1. Microscopio

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

Figura 3. Mioblastos C2C12 observados en microscopio Optico a 10X.
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7.3.2 Prueba de funcionalidad celular (MTT)

Para conocer las concentraciones a las cuales no se afecta la funcionalidad celular, se
realizaron pruebas de MTT a diferentes concentraciones (1, 10, 100, 1000 pg/ML) con
las fracciones F3, F4, F6 y F8, subfracciones F3-1 y F3-2, y los compuestos acido

linoleico, acido palmitico, acido oleico, a-amirina y lupeol (1, 10 y 100 uM).

Por separado, las células 3T3-L1 y mioblastos C2C12 fueron cultivadas en placas de
96 pozos (5000 células por pozo) y llevadas a confluencia en 200 uL de medio DMEM,
a las que se les cambi6 el medio cada 2 dias; una vez en confluencia del 80%, se
utilizaron para la prueba de funcionalidad celular. Tanto las fracciones como los
compuestos puros se utilizaron a concentraciones de 1, 10, 100, 1000 ug/mL o pM
para el caso de los compuestos (n=4). Se utiliz6 DMSO (dimetilsulféxido, < 2%) ya que
es un buen vehiculo para moléculas no miscibles en agua (no polares). Se incluy6 un
control con DMSO. Las células se incubaron durante 24 h. La funcionalidad celular se
determind mediante la prueba de MTT (bromo de 3(4,5 dimetil-2-triazol-2,5) difenil
tetrazoilo), compuesto que es reducido principalmente por la enzima mitocondrial
integrante de la cadena transportadora de electrones (complejo IlI) succinato
deshidrogenasa (entre otras deshidrogenasas) en formazan, el cual colorea las células
de violeta. Siendo las células metabolicamente activas las que reducen el MTT a

formazan (figura 4).
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Figura 4. Reduccion del MTT en formazan por la enzima mitocondrial del complejo 2,

succinato deshidrogenasa.

Se prepararon 100 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 agregd 200 pl de
la preparacion de MTT a cada pozo, dejando en incubacién por 3 h y cubriendo la placa
con papel aluminio en condiciones de incubacién. Transcurrido el tiempo se les retiro
la preparacion de MTT, se lavaron con PBS y se agregaron 200 ul de isopropanol
acidificado para solubilizar el formazan con 3.2 yL/mL de HCI (0.04 M) y se mantuvo
en agitacion horizontal por 20 min. Se utilizé un lector de placas de Elisa (Thermo
Scientific modelo Multiskan FC) para medir la absorbancia del compuesto colorido a

590 nm.

7.3.3 Tratamiento con las fracciones constitutivas de H. sabdariffa

Una vez seleccionadas las concentraciones mediante la prueba de MTT para los
estudios posteriores con las fracciones, subfracciones y compuestos, se cultivaron

fibroblastos 3T3-L1 diferenciados en adipocitos y mioblastos C2C12 de la forma ya
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mencionada en placas de 6 pozos (80,000 células por pozo). Los adipocitos y
mioblastos se cultivaron por separado en 1.5 mL de medio DMEM por cada pozo (n=6);
como controles positivos se utilizaron pioglitazona (25 mM]) y L-165041 (10 uM)en 1.5
ml de DMEM para cada uno de los pozos. Posteriormente se incubaron por 24 h.
Transcurrido el tratamiento se aislé y cuantifico el RNAmM, como se menciona a

continuacion.

7.3.4 Aislamiento y cuantificacion del RNAm

Una vez terminado el tratamiento por 24 h, se aislé el RNA total mediante el método

de TRIzol de la siguiente manera:

Homogenizacién. Se elimin6 el medio de los pozos, se agregd 500 uyL de TRIzol, el

cual se basa en el uso de una solucion monofasica constituida por fenol e 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 agregaron 200 pL de cloroformo por cada mL de TRIzol por
cada tubo; se agité vigorosamente 20 seg y se dejo reposar 15 min a temperatura
ambiente. Se centrifug6 a 12000 g por 15 min a 4°C, lo que permitio la formacién de 3
fases: una superior de translucida con el RNA, una interface y la fase inferior roja con

el ADN y proteinas; se aisl6 la fase superior acuosa.

Precipitacion. Se precipitdé el RNAm con 500 uL de isopropanol por cada mL de

TRIZOL,; se agitdé suavemente por inversion. Se incub6 en hielo por 30 min. Se
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centrifugd a 12000 g por 10 minutos a 4°C. Se eliminé el sobrenadante y se recuperé

el pellet.

Lavado de RNAm. Se agregé 1 mL de etanol al 70% por cada mL de TRIZOL utilizado.

Se resuspendio el pellet con agitacion (vortex) y se centrifugé a 7500 x g por 5 min a

4°C.

Redisolucion de RNA. Se eliminé el etanol y se dejo evaporar los residuos de etanol a

temperatura ambiente. Se agregaron 20 uL de agua libre de RNAsas y se guardé a -
70°C. Una vez aislado el ARN se cuantifico con el uso de un NanoDrop 2000 marca

Thermo Scientific.

7.3.5 Expresion del RNAm por RT-qPCR

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 ug de RNA (templado); se utilizaron primers al azar (random
primers 0.5 ug/pL) para obtener una cantidad abundante de cDNA total. Un volumen
total de 20 pL de la mezcla de reaccion, constituida por primers 0.5 mM de cada uno
de los genes mostrados en la Tabla 8, y la mezcla de reaccion 1X que contiene la
enzima Fast Start, amortiguador para PCR, SYBR Green y MgCl2 3.5 mM en un
volumen final de 10 pL. Se incubd bajo el siguiente programa de 45 ciclos:
desnaturalizacion 95°C por 10 seg; alineamiento 60°C por 7 seg; elongacion 72°C por

10 seg para cada ciclo.
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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 realizd
una electroforesis en gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio para la

comprobacioén de los productos de PCR.

Tabla 8. Primers para el andlisis de expresion en células 3T3L1y

C2C12.

Tamaiio del producto

Genes 3TL-1 Primer directo Primer reverso

(pb)
36B4

Gene Bank 5"-AAGCGCGTCCTGGCATTGTCT-3" 5"-CCGCAGGGGCAGCAGTGGT-3" 135
NM_007475.2

PPAR-a

Gene Bank 5’-TGGAGCTCGATGACAGTGAC-3 5'-GTACTGGCTGTCAGGGTGGT-3’ 161
NM_011145

PPAR-y

Gene Bank 5'-CCAGAGTCTGCTGATCTGCG-3" 5°-GCCACCTCTTTGCTCTGCTC -3" 217
NM_011146.1

GLUT-4

Gene Bank 5’-GATTCTGCTGCCCTTCTGTC-3" 5'-ATTGGACGCTCTCTCTCCAA-3’ 168
NM_009204.2

FATP-1

Gene Bank 5'-ACCAGTGTCCAGGGGTACAG-3” 5°-TGTCTCCCAGCTGACATGAG-3" 174
NM_011977.3
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7.3.6 Western blot

Para evaluar el efecto de a-amirina y lupeol sobre las proteinas de PPAR®, PPARYy,
FATP, GLUT4, AMPKal y Akt2 se utilizaron mioblastos C2C12 bajo las siguientes
condiciones: Medio DMEM complementado con SFB, cambiando el medio cada 48 h,
COz al 5% y 37°C. Se utilizaron las mismas concentraciones del tratamiento de cultivo
de adipocitos 3T3-L1. Se utilizaron cajas Petri para mayor obtencion de proteina. Una
vez pasados los tratamientos se extrajo la proteina total, como se indica a

continuacion.

7.3.6.1 Obtencién de proteinas totales
Se retiré el medio de cultivo y se lavé 2 veces con PBS frio, evitando despegar las
células. Posteriormente se despegaron las células con gendarme y 2 mL de PBS frio,
y se colocaron en tubos individuales por pozo. Se centrifugé a 5000 x g a 4°C por 5
min. Se retird el sobrenadante y se desechd. Posteriormente, las células se lisaron
mediante congelamiento con nitrégeno 3 veces, dejando descongelar entre cada
congelamiento. Se adicionaron 100 pL de solucion de lisis (Por cada 1 mL: 10 pL de
HEPES [1M], 3.35 pL de KCI [3M], 7 pL de MgCl2 [0.2 M], 1 pL de DTT [1M], 40 pL de
PMSF [0.1M] y 5 yL de Complete® (1 pastilla en 2 mL de H20 desionizada). Después
se homogenizaron las muestras a pipeteo riguroso por 25 seg cada muestra. A
continuacion, se centrifugaron a 2058 x g a 4°C por 5 min y se colecto el sobrenadante
(proteinas). Posteriormente se cuantifico la concentracion de proteinas por medio de

Nanodrop 2000 y se congelaron las muestras a -80°C.
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7.3.6.2 Preparacion de geles SDS PAGE
La preparacion de los geles se realizé cOmo se muestra en las siguientes tablas para

el gel separador y pare el gel concentrador:

Gel separador

15% 12% 10%
2 geles 1 gel 2 geles 1 gel 2 geles 1 gel
Tris-HCI [1.5 M]
25mL | 125mL | 25mL |1.25mL | 25mL | 1.25mL
pH 8.8
Agua desionizada | 2.34 mL | 1.17mL | 3.34mL | 1.67 mL | 4.02mL | 2.01 mL
SDS (10%) 100 pL 50 pL 100 pL 50 pL 100 pL 50 pL
Acrilamida/BIS
5mL 2.5 mL 4 mL 2mL | 2.33mL | 1.66 mL
acrilamida (30%)
TEMED 10 pL 5 puL 10 pL 5puL 10 pL 5puL
Persulfato de
50 pL 25 pL 50 pL 25 pL 50 pL 25 pL
amonio




Gel concentrador

2 geles 1 gel
Tris-HCI [1.5 M] pH 8.8 1.25 mL 0.625 mL
Agua desionizada 3.050 mL 1.520 mL
SDS (10%) 50 pL 25 pL
Acrilamida/BIS acrilamida
650 pL 325 L
30%)
TEMED 10 pL 10 uL
Persulfato de amonio 25 pL 25 pL

7.3.6.3 Electroforesis de proteinas

e El buffer de corrida se utilizo frio y se utilizé6 maximo 3 veces.

e La concentracion de proteina utilizada para los experimentos fue de 80 ug.

e Previo al corrimiento electroforético las muestras se calentaron a 95°C por 5

minutos con el buffer de carga (Biorad) en una proporcion 1:1.

e Se colocaron las muestras en los pozos de manera individual.

e El corrimiento electroforético se llevé a cabo a 120 volts por 110 min.

96




Una vez terminado el corrimiento se procedid a realizar la transferencia a una

membrana PVDF, como se muestra a continuacion.

7.3.6.4 Transferencia del gel a membrana de PVDF (trans-blot turbo)
La membrana PVDF se colocé previamente en metanol frio por 30 seg y
después se coloco en buffer de transferencia/metanol (20%). Posteriormente se

colocé el gel (sin la region de gel concentrador).

Se colocaron los geles y membrana entre 7 filtros (previamente embebidos en

buffer de transferencia frio con metanol al 20%), formando un sandwich.

Se realizo la transferencia a 1.5 volts por 25 min.

7.3.6.5 Bloqueo de membrana
Se colocé la membrana en una solucién de leche Svelty (2 g de leche en 40 mL

de TBS frio).

Se incubd en agitacion de vaivén moderada por 2 h.

Se lavaron las membranas 5 veces con TBS-Tween frio en agitacion de vaivén

por 5 min cada lavado.

Se Lavo con TBS 1 vez por 5 min.

7.3.6.6 Marcacion de proteinas de interés con anticuerpos
Se incubaron las membranas con anticuerpo primario (dependiendo sea el

caso) por 24 h en agitacion de vaivén a 4°C.

Pasado el tiempo, se repitieron los procedimientos de lavado.
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Se incubaron con anticuerpo secundario HRP (dependiendo el caso) por 2 h en

agitacion (temperatura ambiente).

Se lavaron las membranas 5 veces en intervalos de 5 minutos como se

mencion6 anteriormente.

Se revel6 con luminol (500 pL de luminol y 500 pL de perdxido de hidrégeno, se

mezclaron y la membrana se bafié a pipeteo suave por 30 seg).

Se revel6 en fotodocumentador.

Para revelar proteinas constitutivas (Housekeeping) se lavo la membrana 3
veces con buffer a pH 2 (3.028 g de Tris-HCI aforado a 500 mL de agua
desionizada, y ajustado a pH a 2) frio (Stripping), 3 veces por 30 min cada

lavado (temperatura ambiente).

Se volvié a bloquear con solucién bloqueadora (1 g de leche Svelty en 20 mL

de TBS) con las mismas especificaciones mencionadas.

Se lavé nuevamente con las mismas especificaciones mencionadas (TBS-

Tween).

Se incub6 con anticuerpo secundario y después con primario bajo las mismas

especificaciones de incubacién y lavados mencionados.

Finalmente se revelé como se ha mencionado.
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7.4 Tincién de rojo oleoso para determinacion de acumulacion de

lipidos
Para evaluar la acumulacion de lipidos se utilizaron adipocitos 3T3-L1 maduros, los
cuales fueron tratados con a-amirina y lupeol a una concentracion de 10 uM cada 24
h, por un periodo de 72 h (tratamientos: 0, 24, 48 y 72 h). Se utiliz6 pioglitazona como
control positivo a una concentraciéon de 5 UM en intervalos de tratamiento similares.
Después de 72 h, las células fueron lavadas 2 veces con PBS y fijadas con
formaldehido al 3.7% por 30 min a temperatura ambiente. Después fueron lavadas 3
veces con PBS frio. A continuacioén, fueron tefiidas con 1.2 mg/mL de rojo oleoso (Oil
Red O dye/60% de solucion de isopropanol, Sigma-Aldrich) por 10 min. Se retir6 el
rojo oleoso y se lavdé 3 veces con PBS/etanol (10% v/v). Los adipocitos fueron
fotografiados en microscopio a 10 x. Finalmente, el rojo oleoso contenido en los
adipocitos se extrajo a través de agitacion constante por 15 min con isopropanol
previamente preparado al 4% de Nonidet P-40 y evaluado por espectrometria a 510
nm. Después los datos fueron normalizados con el control para determinar la

acumulacion de lipidos.

7.5 Inmunodeteccion de GLUT4

Para la inmunodeteccion de GLUT4 se utilizé la linea celular C2C12 bajo las mismas
condiciones de cultivo mencionadas, utilizando cajas de 8 pozos (Labotaq) a una
concentracion de 5x103 células (n=4). Una vez a 80% de confluencia fueron tratadas
con a-amirina y lupeol [10uM], utilizando como control positivo pioglitazona [5 uM]. Se

dejaron incubando con los tratamientos independientes a 15 y 30 minutos.
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Transcurrido el tiempo de tratamiento, se les retir6 el medio de cultivo y fueron lavadas
con PBS 2 veces. A continuacion, las células fueron fijadas con formaldehido al 60%
durante 15 minutos. Se lavaron las células nuevamente con PBS, 3 veces.
Posteriormente se adiciond anticuerpo anti-GLUT4 (1:1000) y se dejaron incubando
en vaivén por 2 horas a temperatura ambiente. Se volvio a lavar con PBS, 3 veces en
intervalos de 15 minutos. Después se adiciond anticuerpo secundario (1:2000)
acoplado con rodamina y se incubaron en vaivén por 1 hora. A continuacion, se lavd
nuevamente con PBS, 3 veces por 15 minutos cada vez. Posteriormente fueron
marcados los nucleos celulares con DAPI (1:2000) y se dej6 incubando en vaiven por
15 minutos y se lavo 1 vez con PBS. Posteriormente se desacoplaron las cajas de
cultivo de sus moldes y se le colocd un cubreobjetos a cada una de las laminillas.
Finalmente, las laminillas fueron observadas y analizadas mediante un microscopio
confocal a 10X y 40X, pudiéndose detectar a GLUT4 mediante la fluorescencia en color

rojo.

7.6 Estudios in vivo

7.6.1 Prueba de tolerancia a la glucosa oral

Se utilizaron ratones macho normales de la cepa CD1, de 4 a 6 semanas de edad, con
un peso entre los 25 y 35 g de peso, los cuales se obtuvieron del bioterio de la UAM-I.
Los animales se alimentaron con alimento para roedor marca Laboratorios Harlan y
agua baja en sales ad libitum, a una temperatura de cuarto de 25 + 2°C, con 45-65%

humedad bajo condiciones de dia y noche de 12 h de luz blanca y 12 h de obscuridad.
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Todos los procedimientos fueron realizados de acuerdo con las normas nacionales e
internacionales estandares, incluyendo la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-Z0O0O-
1999, revisada en 2001, México) y la norma National Institutes of Healt (NIH),
publicacion No. 85-23 de la salud, seguridad y confort de animales de experimentacion.
El Comité de Etica de la Universidad Autbnoma Metropolitana- Iztapalapa aprobo el

experimento de acuerdo con el protocolo (NUumero de aprobacion: DCBS.374.2018).

Se formaron 4 grupos con una n=5. Previamente fueron dejados en ayuno por 12 h 'y
se les midi6 la glucemia (tiempo 0). El grupo 1 recibié 4 mL/Kg de solucién Tween al
5%; el grupo 2 (control positivo) recibié 20 mg/kg de pioglitazona; los grupos del 3y 4
recibieron 10 mg/kg de a-amirina y lupeol respectivamente, via intraperitoneal.
Después de 15 min se administré dextrosa (2 g/Kg) via intragastrica y, pasado el

tiempo, se midio la glucemia a 30, 60, 90 y 120 min.

8. Analisis estadistico

Los resultados se analizaron mediante un 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%

y utilizando el paquete estadistico NCSS 2000 (NCSS software, Kaysville, UT, USA).
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9. Resultados

9.1 Fitoquimica

Se obtuvieron 71 fracciones del HS-DCM, las cuales fueron reunidas con base en su
similitud quimica observada por CCF. Resultaron 10 fracciones: F1 (0.7 g), F2 (3.3 g),
F3 (4.1 g), F4 (1.8 g), F5 (0.91 g), F6 (1.2 g). F7, (0.41 g), F8 (0.94 g), F9 (0.62 g) y
F10 (0.35 g), de las cuales, 4 fueron seleccionadas (F3, F4, F6 y F8) por ser las
fracciones mayoritarias y mas representativas de los componentes presentes en el HS-

DCM, tal como se ilustra en la figura 5.

Figura 5. CCF del HS-DCM. De izquierda a derecha: HS-DCM, acido ursdlico, [3-
sitosterol, F1, F2, F3, F4, F5, F6, F7 y F8. Flechas en rojo muestran las fracciones
mayoritarias y seleccionadas para los estudios posteriores. Sistema de corrimiento

fase normal con n-hexano 70%/acetato de etilo 30%, revelado con sulfato cérico.
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Posterior a la evaluacion de las 4 fracciones seleccionadas en el cultivo celular y por
RT-gPCR, la fraccion con efecto dual F3 (1.5 g) se sometié a un nuevo fraccionamiento
mediante CC bajo las siguientes condiciones: columna (400 x 25 mm) previamente
empacada con silica gel 60 (Merck, 0.2-0.5 mm, 20 g) y fraccionada bajo las mismas
condiciones (volumen de cada muestra 25 mL), resultando en 2 subfracciones; F3-1
(420 mg) y F3-2 (310 mg), las cuales fueron sometidas a analisis por CG-EM para la

elucidaciéon de sus componentes.

La identificacion de compuestos a través de CG-EM muestra a 5 compuestos
mayoritarios de las fracciones F3-1 y F3-2: &cido linoleico, acido palmitico, acido
oleico, a-amirina y lupeol, siendo acido linoleico y a-amirina los componentes

mayoritarios de la F3-1 y F3-2 respectivamente (figura 6).
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Figura 6. Analisis e identificacion de los compuestos mayoritarios en las subfracciones

F3-1y F 3-2 por CG-EM. A) F3-1, de izquierda a derecha: 1) acido palmitico 27.73%,

2) acido linoleico 58.7%, 3) acido oleico 6.33% y 4) lupeol 1.46%. B) F3-2, 1) acido

palmitico 9.71%, 2) acido linoleico 17.3%, 3) B-amirina 4.2%, 4) a-amirina 41.96% y 5)

Lupeol 8.98%.
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Se realizé una CCF para corroborar la presencia de a-amirina y lupeol en el HS-DCM
y las fracciones F3-1y F3-2, a través del cotejamiento con auténticos estandares (a-
amirina +98% de pureza, lupeol +94% de pureza, Sigma-Aldrich), en donde se observa

la presencia de ambos triterpenos en las subfracciones F3-1y F3-2 (figura 7).
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Figura 7. CCF para identificacion y cotejamiento de a-amirina y lupeol con HS-DCM,
F3-1y F3-2 por CCF. De izquierda a derecha: HS-DCM, a-amirina, lupeol, F3-1y F3-
2. Fase normal, Sistema de elucion con n-hexano 80% / acetato de etilo 20 %, revelado

con 4-hidroxibenzaldehido.

9.2. Estudios in silico

Respecto al estudio in silico, el L-165041 (control positivo para PPARS) mostré una
energia de union denotada por AG de -8.29 Kcal/mol, mostrando interacciones en el

sitio de activacion de PPARd mediante puentes de hidrogeno con residuos de
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aminoacidos de His449, Tyr473, His323 y Ala342, los contactos en su residuo Cys385
fueron mediante interaccion Tr-sulfuro con sus dos anillos aromaticos (figura 8A). El
acido linoleico mostré un AG= -7.35 Kcal/mol e interacciones polares con su residuo
His323 similar a L-165041 (figura 8B); el acido palmitico mostroé un AG=-5.88 Kcal/mol,
menor que L-165041, con interacciones polares a través de sus residuos His449,
Thr289, His323 (figura 8C). En el caso del acido oleico, un AG= -6.52 Kcal/mol e
interacciones polares entre su cabeza polar con residuos de aminoacidos His449,
Tyr473, His323, de manera similar a L-165041 y mayor al acido palmitico (figura 8D).
La a-amirina no mostrd interacciones polares, pero si interacciones hidrofébicas (1-
sp3 y van der Waals) con la mayoria de los residuos que conforman el sitio activo y un
AG: -10.52 Kcal/mol mayor a L-165041 (figura 8E). Lupeol mostré6 un tipo de
interaccidn similar a a-amirina y mayor al control positivo (Figura 8F). Todos los acidos
grasos mostraron interacciones no polares en la cola hidrofébica mediante fuerzas de

van der Waals (figuras 8B-D).
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En el caso de PPARYy, pioglitazona (control positivo) exhibié un AG de -9.13 Kcal/mol
en el sitio de activacion de PPARy e interacciones polares con His449 y Tyr473,
ademas de interacciones con algunos residuos de aminoacidos no polares mediante
alkil y m-sp3 con su cola hidrofobica (figura 9A). Por otro lado, el acido linoleico mostré
un AG= -6.54 Kcal/mol e interacciones con su cabeza polar con el residuo His323
(figura 9B). El acido palmitico con una AG: -5.37 Kcal/mol mediante puentes de
hidrogeno en Lys367 y Tyr327 (figura 9C). Por otra parte, el acido oleico mostré un
AG: -4.52 Kcal/mol e interacciones polares en His449, Tyrd73, His323 (figura 9D).
Todos los acidos grasos exhibieron interacciones no polares en la cola hidrofébica
mediante fuerzas de van der Waals (figuras 9B-D). De manera interesante, a-amirina
exhibié un AG= -10.29 Kcal/mol mayor a pioglitazona y una interaccién polar con
Glu259, ademas de interacciones no polares (sp3 y 1m-sp3) entre los residuos del sitio
activo y los anillos que conforman al triterpeno. Por otro lado, el lupeol mostré un AG:
-8.12 Kcal/mol e interacciones no polares de manera similar a a-amirina (figuras 9E-

F).
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9.3 Estudios in vitro

9.3.1 Pruebas de Funcionalidad celular (MTT)

Tanto las fracciones F3, F4, F6 y F8, como las subfracciones F3-1 y F3-2 fueron
evaluadas en una prueba de funcionalidad celular conocida como prueba de MTT en
fibroblastos 3T3-L1 y mioblastos C2C12. La prueba se realizé con la finalidad de
conocer las concentraciones adecuadas a las cuales las fracciones no afectaran la
funcionalidad celular, es decir activas metabdlicamente hablando, con un criterio de

seleccionar aquellas que mantuvieran la funcionalidad celular entre el 90-100%.

Concentraciones de 1 a 100 pg/mL de la F3 no mostraron afectacion en la
funcionalidad celular de las células 3T3-L1. Sin embargo, la concentracion de 1000
pg/mL si disminuyd dicha funcionalidad. De manera similar, la concentraciéon de 1y 10
pg/mL no tuvo efecto, sin embargo, las concentraciones de 100 y 1000 pg/mL
disminuyeron la funcionalidad celular en mioblastos C2C12 (figura 10A y 11A). La
fraccion F4 a concentraciones de 1, 10 y 100 pg/mL no disminuyeron por debajo del
90% la funcionalidad celular en ambas lineas celulares. Por su parte, la concentracion
de 1000 pg/mL disminuy6é notoriamente la funcionalidad celular en ambas lineas
celulares (figuras 10B y 11B). La fraccién F6 a concentraciones de 1y 10 pg/mL se
mantuvo de manera similar al control, sin embargo, a las concentraciones de 100 y
1000 pg/mL disminuyeron la funcionalidad celular en un 40% y 80% respecto al control
en ambas lineas celulares (figura 10C y 11C). Respecto a F8, las concentraciones de
1,10y 100 pg/mL no tuvieron efecto sobre la funcionalidad celular en fibroblastos 3T3-

L1, pero la concentracion de 1000 pg/mL disminuy6é en un 40%. Por otro lado, en
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mioblastos C2C12 las concentraciones de 1y 10 pg/mL se mantuvieron similares al
control. Sin embargo, las concentraciones de 100 y 1000 pg/mL disminuyeron la

funcionalidad celular (figuras 10D y 11D).
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Figura 10. Prueba de funcionalidad celular a diferentes concentraciones de las
fracciones mayoritarias del HS-DCM en fibroblastos 3T3-L1. Control: Medio

DMEM+DMSO (<2%). n=6. A) F3. B) F4. C) F6. D) F8.
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Figura 11. Prueba de funcionalidad celular (MTT) a diferentes concentraciones de las
fracciones mayoritarias del HS-DCM en mioblastos C2C12. Control: Medio

DMEM+DMSO (<2%). n=6. A) F3. B) F4, C) F6. D) F8.

En la evaluacién de los compuestos sobre la funcionalidad celular se probaron 3
concentraciones: 1, 10y 100 uM en fibroblastos 3T3-L1 y mioblastos C2C12. En donde
los acidos grasos linoleico, palmitico y oleico, a concentraciones de 1 y 10 uM,
mantuvieron la funcionalidad celular muy parecido al control en ambas lineas celulares.

Sin embargo, las concentraciones de 100 uM disminuyeron la funcionalidad celular en
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mas de un 20%, a excepcion del acido oleico, el cual se mantuvo por encima del 90%
en todas las concentraciones en fibroblastos 3T3-L1 (Figura 12A-C). En el caso de los
triterpenos a-amirina y lupeol, las concentraciones de 1 y 10 uM no disminuyeron la
funcionalidad celular y se mantuvieron entre 90% y 100% en ambas lineas celulares.
Sin embargo, la concentracion de 100 uM disminuyé la funcionalidad celular en mas

de un 40% en ambas lineas celulares (figuras 12D-E).
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Figura 12. Prueba de funcionalidad celular (MTT) a diferentes concentraciones de los
compuestos identificados en las subfracciones F3-1 y F3-2 en fibroblastos 3T3-L1 y
mioblastos C2C12. Control: Medio DMEM+DMSO (<2%). n=6. A) Acido linoleico. B)

Acido palmitico. C) Acido oleico. D) a-amirina. E) Lupeol.

9.3.2. Expresion de genes mediante RT-qPCR

Tanto las fracciones F3, F4, F6 y F8, subfracciones F3-1y F3-2 y compuestos puros
fueron evaluados sobre la expresién del RNAm en adipocitos 3T3-L1 y mioblastos
C2C12 mediante RT-gPCR. La fraccion F3 y sus subfracciones, F3-1y F3-2 mostraron
efecto agonista dual de PPAR®/y y sus genes rio abajo FATP y GLUT4,
respectivamente (figuras 13A-F y 14A-F). Respecto a la expresion de PPARy, F3
mostré 4 veces mas efecto comparado con pioglitazona y el HS-DCM en adipocitos
(figura 13B). F6 tuvo efecto sobre la expresién de PPARYy, similar a pioglitazona y HS-
DCM; sin embargo, no evidencié efecto sobre PPAR®S (figura 13A-B). Las fracciones
F4 y F8 no tuvieron efecto sobre PPAR. De manera similar el HS-DCM, F3 y las
subfracciones F3-1y F3-2 tuvieron efecto dual de PPARd/y, FATP y GLUT4, siendo el

mas potente la F3-2 (figuras 13C-F y 14C-F).
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Figura 13. Efecto del HS-DCM vy fracciones sobre la expresion de PPARS, PPARYy,

FATP y GLUT4 en adipocitos 3T3-L1. A) PPARS. B) PPARYy. C) PPARS. D) PPARY.

E) FATP. F) GLUT4. CT: Control, pioglitazona (control positivo de PPARY), y L-16504

(control positivo de PPARS). Media £ EEM. (n = 6). *Diferencia significativa respecto al

CT,; Diferencia significativa respecto al CT positivo. p <0.05.
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significativa respecto al CT; &Diferencia significativa respecto al CT positivo. p <0.05.
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Respecto al efecto de los compuestos identificados en las subfracciones F3-1y F3-2,
el &cido linoleico y oleico mostraron efecto dual sobre PPARS/y y sus genes rio abajo
FATP y GLUT4 en ambas lineas celulares (figuras 15A-D y 16A-D), a excepcion del
acido oleico que no mostro efecto sobre PPAR® en adipocitos 3T3-L1. El acido
palmitico no tiene efecto sobre PPARS y PPARy en ambas lineas celulares (figuras

15A-D y 16A-D).
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Figura 15. Efecto de compuestos mayoritarios en F3 sobre la expresion de PPARSJ,
PPARy, FATP y GLUT4 en adipocitos 3T3-L1. A) PPARS. B) PPARYy. C) FATP. D)
GLUT4. CT: Control, pioglitazona (control positivo de PPARYy), y L-16504 (control
positivo de PPAR®). Media + EEM. (n = 6). *Diferencia significativa respecto al CT (p

<0.05). éDiferencia significativa respecto al CT positivo (p <0.05).

Respecto a los triterpenos, a-amirina y lupeol tienen efecto dual de PPARd/y y sus
genes rio abajo, inclusive en algunos casos mayor a los controles positivos (figura 15A-

Dy 16A-D).
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Figura 16. Efecto de los compuestos identificados en F3 sobre la expresion de PPARS,

PPARy, FATP y GLUT4 en mioblastos C2C12. A) PPARS. B) PPARYy. C) FATP. D)

GLUT4. CT: Control, pioglitazona (control positivo de PPARYy), y L-16504 (control

positivo de PPAR®). Media + EEM. (n = 6). *Diferencia significativa respecto al CT (p

<0.05). &Diferencia significativa respecto al CT positivo (p <0.05).
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9.3.3. Western blot

El contenido de PPARS, PPARYy citosolico y nuclear, GLUT4 y FATP fue analizado a
los 30 minutos después de los tratamientos. a-amirina y lupeol aumentaron el
contenido de PPAR®, aunque menor a la mostrada con L-165041 (figura 17A).
Respecto a PPARYy, a-amirina (5 uM) y lupeol (5 uM) aumentaron de manera similar a
pioglitazona. De manera interesante, la concentracion de 10 uM tuvo mayor efecto que
pioglitazona y fue 2 veces mayor respecto al CT (figura 17B). En el caso de GLUTA4,
pioglitazona no aumento respecto al CT. a-amirina y lupeol aumentaron respecto a CT
y pioglitazona, teniendo mayor efecto a-amirina (figura 17C). Respecto al PPARy
nuclear, a-amirina y lupeol lo aumentaron respecto al CT e inclusive a-amirina en
mayor magnitud que la pioglitazona (figura 17D). Respecto a FATP, a-amirina no tuvo
diferencias significativas respecto al CT y pioglitazona, mientras lupeol aumenté

significativamente respecto a L-165041 (figura 17E).
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Figura 17. Efecto de a-amirina y lupeol sobre A) PPARSJ, B) PPARYy, C) GLUT4, D)
PPARYy nuclear y E) FATP en mioblastos C2C12 a los 30 minutos. CT: control, L-
165041: Control positivo de PPAR®S y pioglitazona: Control positivo de PPARy. Media

+ EEM. (n = 3). *Diferencia significativa respecto al CT; &Diferencia significativa
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respecto con el CT positivo. p <0.05.
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Posterior a la evaluacion de a-amirina y lupeol sobre PPARS, PPARy, FATP y GLUT4,
se evaluo su efecto sobre AMPKal y Akt2 en su forma activa (fosforilacion en Thr 172
y Ser 473, respectivamente). a-amirina aumentd la concentracion citosdlica de p-
AMPKa, mostrando diferencias significativas respecto al CT e incluso fue mayor que
el control positivo (AICAR, sustrato activador sintético de AMPKal). Por otro lado,
lupeol no mostro efecto (figura 18A). Al evaluar los triterpenos sobre p-Akt, éstos no

mostraron efecto significativo respecto al control ni a pioglitazona (figura 18B).
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Figura 18. Efecto de a-amirina y lupeol sobre proteinas en mioblastos C2C12 a los 30
minutos. A) p-AMPKal (Thr 172). B) p-Akt2 (Ser 473). AICAR: Control positivo de
AMPKa y pioglitazona: Control positivo de Akt. Media £+ EEM. (n = 3). *Diferencia

significativa respecto al CT (p <0.05).
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En la evaluacion de los triterpenos sobre la acumulacion de lipidos en adipocitos 3T3-
L1, se observo que a-amirina no tiene efecto sobre la acumulacién de lipidos y se
mantiene similar al CT después del tratamiento de 24 h; sin embargo, pioglitazona
(control positivo) aumento significativamente respecto al control y a-amirina. Por otra
parte, lupeol aumento la concentracion de lipidos de manera similar a pioglitazona. A
las 72 h, a-amirina redujo significativamente la concentracion de lipidos respecto a CT
y pioglitazona. Por el otro lado, lupeol se mantiene similar al control y

significativamente menor a pioglitazona (figura 19A-B).
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Figura 19. Efecto de a-amirina y lupeol sobre la acumulacién de lipidos en adipocitos
3T3-L1. A) Evaluacion de la acumulacion de lipidos después de 24 h 'y 72 h. B)
Adipocitos 3T3-L1 teflidos con rojo oleoso después de tratamientos a 24 h'y 72 h.
Fotografias microscopicas a 10X. Pioglitazona: control positivo. *Diferencia
significativa respecto al CT (p <0.05), Media + EEM. ¢Diferencia significativa respecto

a pioglitazona (p <0.05). ®Disminucion significativa de lipidos respecto al CT.
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9.3.5. Inmunodeteccion de GLUT4

En la evaluacibn de a-amirina y lupeol sobre la deteccion de GLUT4 por
inmunofluorescencia en mioblastos C2C12, se pudo observar que a-amirina y lupeol
no mostraron efecto significativo con respecto al CT a los 15 min posteriores al
tratamiento (figuras 20A, 21). 30 minutos después del tratamiento, a-amirina y lupeol
tuvieron un efecto significativo sobre GLUT4 comparado con el control y pioglitazona

(figuras 20B, 21).
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B)

DAPI Rodamina-GLUT4 Transposicidn
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Figura 20. Ensayo de inmunofluorescencia del efecto de la a-amirina y lupeol sobre GLUT4
en mioblastos C2C12. A) Efecto a los 15 min después de los tratamientos (n=4). B) Efecto
a los 30 min después de tratamientos. a-amirina y lupeol a [10 pM] y pioglitazona [SuM].
DAPI: marcador de nucleos (Azul), Rodamina-GLUT4: Anticuerpo secundario contra
GLUT4 marcado con rodamina (Rojo), Transposicion: transposicion de imagenes

DAPI/GLUT4-rodamina. Microfotografias tomadas a 40x en microscopio confocal.
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Figura 21. Representacion grafica de la inmunodeteccion de GLUTA.
Inmunofluorescencia relativa de GLUT4 en mioblastos C2C12, detectada a los 15y
30 minutos después de los tratamientos. *Diferencia significativa respecto al CT (p

<0.05), Media + EEM. &Diferencia significativa respecto al CT positivo (p <0.05) (n=4).

9.4 Estudios in vivo

Finalmente se evalué el efecto de los triterpenos sobre la glucemia en ratones
normales mediante una prueba de tolerancia a la glucosa oral (OGTT), en donde la a-
amirina mostro un efecto antihiperglucemiante de manera similar a pioglitazona y con
diferencia significativa respecto al control, inhibiendo totalmente el pico hiperglucémico
a los 30 min y manteniendo el descenso de glucosa a los 90 y 120 min, de manera
similar a pioglitazona. El efecto del lupeol fue también antihiperglucemiante, sin

embargo, menor a a-amirina y pioglitazona (figura 22).
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9.4.1. Efecto de a-amirinay lupeol sobre la glucemia
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Figura 22. Efecto de la a-amirina y lupeol sobre la glucemia en ratones normales cepa
CD1. Ratones macho de 12 semanas de edad (entre 25 g y 35 g de peso). Los
tratamientos fueron administrados por via intraperitoneal, 15 min antes de la
administracion oral de glucosa (2 g/kg). Grupo control (Tween 20 al 5%), Pioglitazona
(5 mg/ kg), a-amirina y lupeol (10 mg/kg). n=5, Media+EEM. "Diferencia significativa

respecto al control (CT), p<0.05.
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10. Discusion

Al fraccionar el HS-DCM se obtuvieron cuatro fracciones mayoritarias (F3, F4, F6 y
F8), las cuales fueron evaluadas sobre la expresion del RNAm de PPARS, PPARYy,
FATP y GLUT4 en mioblastos C2C12 y adipocitos 3T3-L1. F3 mostré efecto en ambas
lineas celulares, lo que sugirié que F3 contiene los compuestos activos principales del

HS-DCM, con efecto dual sobre PPAR®d/y.

La fraccion F3 se sometié a un nuevo fraccionamiento, en donde sus componentes no
se lograron separar individualmente debido a la similitud de sus constituyentes en sus
propiedades fisicoquimicas, principalmente de polaridad, lo cual, aunque no permitio
la separacion de sus componentes de manera individual, permitio la obtencion de dos

subfracciones: F3-1y F3-2.

La subfraccion F3-1 mostré una accion dual para PPARJ/y y sus genes rio abajo FATP
y GLUT4, de manera similar a L-165041 y pioglitazona. F3-2 aumento la expresion de
PPARJ, PPARy, FATP y GLUT4, inclusive en mayor magnitud que los controles
positivos en ambas lineas celulares. Esto perfila a la a-amirina y al lupeol como los

compuestos principales responsables del efecto dual de PPARS/y.

Los compuestos acido linoleico y acido oleico identificados en F3-1 mostraron un
efecto similar a los controles positivos en los ensayos in vitro e in silico. En otro estudio,
el acido linoleico también mostré efecto sobre la expresion de RNAmM de PPARaq,
PPARJ y PPARY en un modelo de cultivo primario de hepatocitos de pollo [118]. En el

presente trabajo se confirmo este efecto dual sobre PPARS/y, pero en adipocitos 3T3-
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L1 y mioblastos C2C12. Otro estudio con el acido oleico también mostré6 que éste
aumenta la expresion del RNAm de PPAR®S en cultivo primario de hepatocitos de raton
y en las lineas celulares Hep G2 y Huh 7 [155], lo cual también se corroboré en este

trabajo en mioblastos C2C12 y adipocitos 3T3-L1.

El acido palmitico no tuvo efecto sobre PPARS, PPARY, FATP y GLUT4. Al parecer, al
ser un acido graso saturado, pierde propiedades sobre el efecto agonista de PPAR.
Comparado con acidos grasos saturados, los 4cidos grasos insaturados, como el acido
linoleico y &cido oleico se han reportado con efectos benéficos para la salud [156]. Se
ha sugerido que los acidos grasos saturados tienen propiedades estructurales por su
mayor rigidez, lo cual les impide poseer propiedades y efectos biolégicos, al menos
sobre PPAR® y PPARy, como se muestra con el acido palmitico, el cual difiere del
acido oleico por un doble enlace en el carbono 9, lo que parece brindarle propiedades

agonistas duales de PPAR®&/y.

Los resultados mostraron que tanto la fraccion F3 y las subfracciones F3-1y F3-2, el
acido linoleico, acido oleico, a-amirina y lupeol tienen efectos similares o mayores a
los CT positivos, tanto en adipocitos 3T3-L1 como en mioblastos C2C12. Sin embargo,
la expresion de PPARY fue proporcionalmente mayor en adipocitos que en mioblastos,
lo cual se puede explicar debido a que la expresion de este receptor nuclear es
mayoritaria en tejido adiposo en comparacion con cualquier otro tejido, tal y como
reporté Janani y col. [7]. Estos resultados sugieren que dichos compuestos pueden no
ser 6rgano-selectivos, lo que les podria brindar un efecto mas generalizado, lo cual

podria ser conveniente, debido a que muchos tejidos son afectados por el desbalance
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metabdlico presente en enfermedades como la DT2 y SM, existiendo la posibilidad de
gue puedan revertir dicho desbalance metabdlico. Sin embargo, falta probar si esto

ocurre en otros tejidos.

Respecto al estudio del efecto de las fracciones y subfracciones sobre la funcionalidad
celular, las concentraciones de 1, 10 y 100 mg/mL parecen ser, en la mayoria de los
casos, inocuos, debido a que no disminuyeron por debajo del 95% la funcionalidad
celular. Cabe sefalar, sin embargo, que la concentracibn de 1000 mg/mL de la
fraccion F3 y subfracciones F3-1 y F3-2 si disminuyeron la funcionalidad celular muy
por debajo del 95%. Por otro lado, las concentraciones de 1y 10 uM de los compuestos
no disminuyeron la funcionalidad celular por abajo del 95%; Unicamente la
concentracion de 100 uM disminuyé sustancialmente la funcionalidad por debajo de

dicho porcentaje.

Los triterpenoides han estado asociados con varios efectos benéficos para la salud.
Algunos estudios han mostrado efectos antiproliferativos promisorios in vitro y con
efectos antitumorales en estudios in vivo [157, 158]. Ademas, han mostrado efecto
hepatoprotector [159], propiedades antiinflamatorias a través de la inhibicién de la
produccién de éxido nitrico en macréfagos [160] y propiedades antibacteriales contra
Streptococcus mutans y Fusobacterium nucleatum [161], entre otros efectos. Los
resultados muestran nuevas propiedades antidiabéticas de a-amirina y lupeol via
activacion dual de PPARJ/y, sin descartar la posible activacion de PPARa, lo que
convertiria a estos compuestos en pan agonistas (agonistas de las 3 isoformas a, d y

Y), lo cual debe ser abordado en futuros estudios.
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En relacion con lupeol, se ha reportado que reduce los niveles de glucosa en sangre,
hemoglobina glicada y oxido nitrico, ademas de aumentar los niveles de insulina en
ratones diabéticos [162], lo cual confirma y complementa los efectos de este triterpeno.
También se ha reportado que el lupeol posee propiedades antiinflamatorias en ratas
hembra con artritis experimental [163]. Debido a que a-amirina y lupeol son parecidos
estructuralmente, es posible que compartan propiedades antidiabéticas vy
antinflamatorias. Dichas propiedades pueden estar asociadas con la activacién dual
de PPAR®&/y, ya que estudios han demostrado que la activacion de PPARYy inhibe a
NFkB y consecuentemente la disminucion de la sintesis de citocinas proinflamatorias
[8]. Los resultados sugieren abordar de manera integral los efectos de a-amirina y
lupeol a través de investigaciones que incluyan la evaluacion de sus efectos
antiinflamatorios, involucrando la posible relacion con los efectos sobre el metabolismo

y elucidando sus mecanismos de accion.

En relacion con los agonista dual de PPARaly, tal como Muraglitazar, hoy se sabe que
SuU uso representa un riesgo potencial para la salud, ya que aumenta de manera
transitoria la células de papiloma y carcinoma de vejiga en ratas macho e induce la
aparicion de tumores en tejido adiposo de ratas [149]. Tesaglitazar, otro agonista dual
de PPARaly, produce hemangiosarcoma en hamster [164]. Por su parte, los agonistas
duales de PPAR®d/y aun no se encuentran en el mercado, pero podrian ser mas
selectivos y causar menos efectos adversos. La pioglitazona es el medicamento mas
usual para las primeras etapas de DT2, usado como antihiperglucemiante via PPARYy.

Sin embargo, no es recomendado por largos periodos de tiempo debido a que sélo
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modulan el metabolismo en una direccion, es decir, hacia la acumulacion de tejido
adiposo, y en la periferia de tejidos y 6rganos, lo que a su vez promueve la acumulacion
de grasa que deriva en aumento de peso, lo cual se ha asociado con osteoporosis
[148]. Cabe subrayar que hasta el dia de hoy no hay agonistas de PPARS en el
mercado, aunque algunos se encuentran en fase experimental, como el GW501516,

GW610742 y L-165041 [165].

Los compuestos propuestos de plantas medicinales como el vaticanol C, un tetramero
de resveratrol, posee efecto dual sobre PPARa/d en células endoteliales de bovino
[120]. La curcumina aumenta la expresion de PPARy en ratas [166], el acido
clorogénico incrementa la expresion de PPARa y PPARYy en adipocitos 3T3-L1 [167],
el geraniol y geranilgeraniol incrementan la expresion de PPARa y PPARy en
hepatocitos Hep G2 y adipocitos 3T3-L1 [44], y y-mangostina activa PPARa y PPAR®
[119], entre otros. Sin embargo, todos estos compuestos de origen vegetal se

encuentran en la misma situacion que los sintéticos, es decir en fase experimental.

H. sabdariffa ha demostrado tener efectos benéficos para la salud, particularmente en
desdrdenes metabdlicos, como DT2 y obesidad. En este trabajo reportamos nuevas
propiedades antidiabéticas de H. sabdariffa a través de la activacion dual de PPARS/y
y la consecuente expresion de sus genes rio abajo FATP y GLUT4, ademas de sus
proteinas correspondientes. Esto corrobora su efecto no Unicamente a nivel de
expresion geénica, sino también a nivel de la proteina funcional. Un punto importante

es que, ademas, a-amirina y lupeol promueven la activacion de AMPKal; cinasa
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central en el metabolismo de lipidos y glucosa que actualmente se considera un blanco

terapéutico para diversas afecciones, incluyendo diabetes y cancer.

AMPKal tiene efectos sobre el aumento en la activacion de vias catabdlicas y se ha
mencionado que es fundamental para la homeostasis de la glucosa y lipidos y
disminucién de vias anabdlicas. Esta cinasa se considera uno de los reguladores de
la homeostasis energética [122, 143] que, en conjunto con los PPAR, juega un papel
maestro en el metabolismo. El presente trabajo muestra que la activacion dual de
PPAR®J/y favorece la activacion de AMPKal, sin descartar la posibilidad de que a-
amirina y lupeol puedan estar activando AMPKal y a los PPAR en manera conjunta,
sin descartar efectos sinérgicos entre estos. Un estudio menciona que la activacion de
AMPKa1 puede ser de manera indirecta, a través de la activacion de PPAR®d y/o
PPARYy, ya que se ha asociado dicha activacion con el desacoplamiento de la cadena
transportadora de electrones, a través de la expresion de la proteina desacoplante

(UCP), lo cual aumenta el radio AMP/ATP [102].

Es importante realizar un estudio de docking molecular, aunado a la expresion de las
proteinas de genes regulados por PPAR® y PPARY, sugiere que ocurre primero la
activacion de estos receptores antes que la via AMPKal, quedando por explorar dicho
supuesto a través de una cinética de expresion/activacion, complementado por un

docking molecular (sustrato-AMPKa) y un ensayo de transactivacion de PPAR.

Los resultados de la presente investigacion van dirigidos al estudio de la accion

agonista dual para PPAROJ/y y activacion de AMPKal, de los compuestos aislados de
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H. sabdariffa. Algunos de los farmacos mas utilizados para el tratamiento de la DT2 es

la metformina, con efectos sobre la activacion de AMPKal [124].

Como agonistas duales de PPAR®/y que promuevan la activacion de AMPKal, la a-
amirina y el lupeol deben ser consideradas como moléculas atractivas con efectos
multimodales, con efectos similares a la metformina y pioglitazona, lo cual evitaria la

polifarmacia, la cual se ha vuelto cada vez mas recurrente en pacientes con DT2.

Este trabajo sugiere la posibilidad de mejorar el tratamiento de la DT2 con el propdsito
de resolver el problema de una manera mas general a través de la activacion dual de
PPARG&/y que, en conjuncion con AMPKal, podrian regular de manera mas eficaz el
metabolismo, revirtiendo la etiologia de dicha enfermedad; es decir, el mantenimiento
de la homeostasis energética, especialmente por la disminucion de la acumulacion de

lipidos y la disminucion de la glucemia, la cual se ha mostrado en este trabajo.

La disminucion de la glucosa y lipidos puede no Unicamente estar involucrando a la
activacion de la via Akt2 y PPARYy, sino también a AMPKal y PPARS, tal y como
Takahashi y cols., mencionan, que la activacion de AMPKal disminuye la liberacién
de glucosa por parte del higado [47]. Un mecanismo alternativo por el cual podria estar
involucrada AMPKal en la translocacién de GLUT4, es el reportado por Canto y col.,
el cual muestra que esta cinasa regula a TBC1D1, una Rab GTPasa homodloga a
AS160 (GTPasa que es activada via Akt2), las cuales promueven la translocacion de
GLUT4 a la membrana plasmaética a través de la disociacion del complejo TBD1D1-
GLUT4 [127]. Otro mecanismo por el cual se puede activar AMPKal es a partir de la

activacion de PPARYy, ya que su activacion promueve la expresion de adiponectina, la
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cual es una citocina propia del tejido adiposo que actlua via receptor de adiponectina,
la cual es un receptor membranal que rio abajo promueve el aumento de las
concentraciones de Ca?* intracelular, el sustrato de la proteina cinasa CaMKK, la cual

se activa mediante un evento de fosforilacion AMPKal en Thrl72 (Figura 23) [168].

El estudio de la activacion de AMPKal por a-amirina y y el lupeol nos brinda
informacion importante acerca del mecanismo de accion y de los efectos en sinérgicos
gue tienen estos compuestos; no sélo promueven la expresion de genes de PPARS,
PPARYy, FATP y GLUT4, sino que también aumentan las proteinas correspondientes a
dichos genes, siendo a-amirina la que tiene mayor efecto, respaldado en el ensayo de
inmunodeteccion, con efectos sobre la proteina GLUT4 mayor a pioglitazona. Esto
finalmente se asocia directamente con la disminucion de la glucemia y la disminucion

de la acumulacion de lipidos por este compuesto.

La via mas estudiada por la cual GLUT4 puede translocarse a la membrana
plasmatica, es via Akt2, una via que también favorece el proceso adipogénico, que a
Su vez se encuentra asociada con otros procesos metabdlicos anabdlicos, como la
sintesis de glucégeno y lipidos, entre otros. Akt2 promueve via AS160 la translocacién
de GLUT4 a la membrana plasmética [169]. Se ha sugerido que el compuesto acido 4-
[(4-[(2)-(2,4-dioxo-1,3-tiazolidin-5iliden)metil]fenoxy]-acetil)amino]fenoxiacético, activa
PPARYy y la consecuente expresion de GLUT4, con efectos hipoglucemiantes en un
modelo de ratas con diabetes experimental [170]. Sin embargo, en este trabajo se ha

mostrado que a-amirina y lupeol no influyen en la activaciéon de Akt2, por lo cual la
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translocacion de GLUT4 aqui reportada probablemente sea a través de AMPKal y no

solamente via PPARYy, descartando la via AKt2.

En general, a-amirina y lupeol pueden ayudar a corregir el desbalance metabdlico
caracteristico en enfermedades como la DT2 y otras asociadas al sindrome
metabdlico. La a-amirina y el lupeol pueden ser moléculas clave en el disefio de
nuevos agonistas duales. Este estudio revela la posibilidad de una nueva alternativa
de activacion, sin interaccion de los ligandos aqui propuestos con los residuos
convencionales reportados en los agonistas sintéticos de PPARS y PPARYy, tal y como

se predijo en el analisis de docking molecular.

Es necesario conducir hacia futuras investigaciones el efecto de dichos triterpenos,
con la finalidad de evaluarlos sobre las complicaciones y efectos adversos potenciales,
como aquellos que ocurren con los agonistas simples y duales, tales como aumento
de peso, osteoporosis, dafio vascular, entre otros. Esto con el objetivo de desarrollar

nuevos agonistas duales, mas selectivos y sin efectos adversos.
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Figura 23. Posible mecanismo de accion de a-amirina y lupeol. La a-amirina y el lupeol
activan a PPARS y a PPARYy; posteriormente translocan al nucleo en donde se unen a
elementos de respuesta a PPAR, se transcriben genes FATP y GLUT4 y sus
respectivas proteinas. La activacion de PPAR y AMPKa1l sugiere un efecto sinérgico,
en donde AMPKal y PPAR® promueven la B-oxidacion a nivel mitocondrial y la
translocacion de GLUT4 a través de TBC1D1, resultando en disminucion de la
acumulacion de lipidos y la disminucion de glucosa. por otro lado, PPARy promueve
la expresion de GLUT4 e incorporacion de lipidos. Los resultados muestran que Akt2

no participa en el mecanismo por el cual disminuye la glucosa.
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11. Conclusiones

H. sabdariffa exhibe propiedades antidiabéticas novedosas que implican la
activacion dual de PPAR®/y debido a su contenido de a-amirina y lupeol.

Estos compuestos activan también a AMPKal, ofreciendo la posibilidad de
modular de manera mas eficiente el desbalance metabdlico de la DT2 y otras
enfermedades metabolicas.

Se corroboré que los 4cidos grasos linoleico y oleico son agonistas duales de
PPAR® y PPARy moderados, en comparacién con los convencionales (L-
165041 y pioglitazona).

Los triterpenos a-amirina y lupeol deben ser considerados cémo moléculas
prototipo para desarrollar nuevos farmacos en el tratamiento de la DT2 y otras
enfermedades asociadas al SM, con efectos multimodales.

Son necesarios mas estudios para sustentar el efecto dual de a-amirina y lupeol
sobre PPARJ/y. Los estudios futuros deben enfocarse en la evaluacion de la
transactivacion de PPAR, asi como en otros elementos de respuesta, con
relevancia en el funcionamiento celular.

En este contexto, el desarrollo de compuestos que poseen actividad dual y
multimodal, tal y como lo han mostrado a-amirina y lupeol, podrian disminuir la
polifarmacia, lo cual ofrece ventajas en comparacion con otros farmacos
actuales usados en el tratamiento de la DT2 y otras enfermedades asociadas al

SM.
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12. Perspectivas

e Realizar estudios para sustentar el efecto dual de a-amirina y lupeol sobre
PPAR&/y mediante técnicas complementarias como TR-FRET y EMSA.

e Evaluar el efecto de estos compuestos sobre la expresion de PPARa, una forma
predominantemente expresada en higado, la cual también es considerada un
blanco terapéutico en el tratamiento de enfermedades metabdlicas, como el
higado graso, hipertrigliceridemia e hipercolesteronemia, asociada con
problemas cardiovasculares, y la posibilidad de que a-amirina y lupeol actien
como pan-agonistas de PPAR.

e Evaluar dichos compuestos sobre TBC1D1 para complementar el mecanismo
de activacion asociado a la translocacion GLUTA4.

e Realizar un docking molecular de dichos compuestos con AMPKal para
determinar si interactian con esta cinasa.

e Evaluar los triterpenos en un modelo in vivo de diabetes experimental y/o SM.
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