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RESUMEN

La diabetes mellitus (DM) es una de las principales enfermedades crénicas y se
encuentra extendida por todo el mundo. Se define como un conjunto de trastornos
metabdlicos cuya caracteristica principal es la concentracién elevada de glucosa en la
sangre (hiperglucemia) de manera persistente, hasta alcanzar concentraciones
nocivas para los sistemas fisioldégicos, provocando complicaciones micro y
macrovasculares que culminan en enfermedades asociadas a esta enfermedad. Su
prevalencia mundial en el afio 2019 fue de 463 millones de personas con proyecciones
de 578.4 millones para el 2030 y de 700.2 millones en 2045. En México, la prevalencia

en el 2019 fue de 9.9% (12.8 millones de personas).

Entre los factores involucrados en la fisiopatologia de esta enfermedad se
encuentran algunos asociados a la insulina, principalmente cuando existen cambios
en la secrecion y/o accion de esta; ademas, se incrementa la produccion de glucosa a
nivel hepatico y la presencia de Rl en tejidos sensibles a esta hormona (musculo, tejido
adiposo, higado y pancreas). El tratamiento para la DM2 es muy complejo. Entre los
medicamentos utilizados se encuentran las tiazolidinedionas (TZD), los cuales se unen
especificamente a los receptores activados por proliferadores del peroxisoma (PPARYy)
e influyen en la expresion de genes responsables para la produccién de proteinas
asociadas con el metabolismo de carbohidratos en dos de los tejidos implicados en

esta homeostasis: musculo esquelético y tejido adiposo.

El descubrimiento del papel que juegan los PPAR en el restablecimiento de la

sensibilidad a la insulina ha abierto una nueva perspectiva en el tratamiento de los
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pacientes con DM2, dando pauta al estudio de moléculas de origen vegetal que
pudieran utilizar estos factores de transcripcion como posibles blancos terapéuticos.
Tal el es caso del acido oleandlico (AO) y el acido ursolico (AU), los cuales se han
reportado con propiedades antidiabéticas e hipolipidémicas. El objetivo de esta
investigacion fue determinar el efecto de los acidos ursdlico, oleandlico y sus derivados
metilados sobre la activacion de los PPAR, con la finalidad de conocer si ambos
compuestos participan en la activacion de moléculas clave en la homeostasis de la

glucosay los lipidos.

En este estudio se evaludé el efecto del AO, AU y AO/M sobre la
funcionalidad de las células C2C12 y 3T3L-1, asi como la expresion del ARNm de
PPARay PPARy. Ademas, se evalué el efecto de estos compuestos sobre la expresion
de ARNm de proteinas importantes producidas durante la activacién de PPAR. Estas
proteinas tienen un papel clave en la oxidacion de lipidos (FATP-1 y ACSL), como
sensibilizadores a la insulina (AdipoQ y GLUT-4). Ademas, se evaluo la translocacion
de GLUT-4 y la acumulacion de lipidos en las células C2C12 y 3T3-L1,
respectivamente. Por otra parte, se determiné el efecto de estos compuestos sobre los

parametros bioquimicos en ratones sometidos a una dieta de cafeteria (DCAF).

El presente estudio muestra evidencia de que el tratamiento con AO, AU y
AO/M a concentraciones bajas no afecta la funcionalidad de las células C2C12 y 3T3-
L1. Se utilizé la concentracion de 10 uM de cada uno de los compuestos en los
experimentos posteriores, debido a que es la concentracion maxima a la cual estos

compuestos no generan cambios en la funcionalidad de ambos tipos celulares. Los
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agonistas duales de PPARa/y son una nueva clase de farmacos desarrollados para
producir efectos antidiabéticos e hipolipidémicos. EI AO y el AU son moléculas que
pueden asociarse con un efecto agonista en PPARa y y. Los resultados mostraron que
el AO aumenta la expresion del ARNm de PPARaly, AdipoQ, GLUT-4, FATP-1y ACSL
en mioblastos C2C12. En los adipocitos 3T3-L1, la expresién del RNAm de PPARa y
PPARYy incrementaron tras el tratamiento con el AO. El analisis de expresion proteinica
de PPARa vy vy, asi como de GLUT-4 y FATP-1, mostraron que el AO aumenta las
expresiones de estas tres proteinas. Nuestros resultados reflejan que el AO produce
un efecto dual sobre PPARa/y, ademas de inducir un aumento en la produccion de las
proteinas reguladas por los genes FATP-1 y GLUT-4, lo que podria estar asociado a

una mejora en la condicion metabdlica en las células.

La translocacion de GLUT-4 es uno de los eventos clave en la sensibilidad a
la insulina. De hecho, es uno de los mecanismos de las TZD. Nuestros resultados
mostraron que el AO y el AU tienen mayor efecto a los 30 minutos de tratamiento.
Hasta el momento no se conoce evidencia sobre la participacion del AO y el AU en la
translocacion de GLUT-4 en las células musculares. La administracion del AO, AU y
AO/M en células 3T3L-1 no mostré una diferencia significativa en el almacenamiento
de lipidos, con respecto al grupo control. Se ha demostrado que el AO atenua la
acumulacion de lipidos en los adipocitos al regular a la baja la induccion de PPARy a

niveles transcripcionales y al proceso de diferenciacion de los adipocitos.

Por otro lado, los resultados obtenidos en este trabajo mostraron que la dieta

DCAF genero una ganancia significativa de peso a partir de la sexta semana del
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consumo de la dieta. Ademas, los ratones consumieron mayor cantidad de kcal
provenientes de la grasa contenida en la dieta DCAF cuando se compara con la dieta
estandar. En cuanto a los parametros bioquimicos, nuestros resultados mostraron que
los niveles de glucosa tienden a disminuir con el AU, el colesterol disminuyo
significativamente con ambos tratamientos, mientras que los niveles de triglicéridos

s6lo disminuyeron con el tratamiento de AO.

En cuanto a la prueba de tolerancia a la glucosa, los resultados mostraron
tendencia a disminuir el pico hiperglucémico con el tratamiento de AU, mientras que
en la prueba de resistencia a la insulina se observo que el AO y el AU tienden a niveles
normales de glucosa, lo cual representa un dato importante debido a que estos
compuestos podrian regular genes que participan directamente en el metabolismo de

lipidos y carbohidratos.

Todos estos resultados brindan la posibilidad de sentar las bases para que el
AO y el AU puedan ser considerados como moléculas para el desarrollo de nuevos
farmacos que, por un lado, participen en la homeostasis de la glucosa y, por otro,
mantengan niveles normales de lipidos, contrarrestando los efectos causados por la
DM2. Para ello, es necesario realizar estudios in vivo e in silico que validen que estos
triterpenos pueden actuar como moléculas agonistas duales en tejidos sensibles a la

insulina, con la posibilidad de evitar la polifarmacia para el tratamiento de DM2.
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ABSTRACT

Diabetes mellitus (DM) is one of the main chronic diseases at the present time
and it is widespread throughout the world. It is defined as a set of metabolic disorders
whose main characteristic is a persistent high blood glucose concentration
(hyperglycemia), abnormal until reaching concentrations harmful to the physiological
systems, causing micro and macrovascular complications. Its prevalence worldwide in
2019 was 463 million people with projections of 578.4 million in 2030 and 700.2 million

in 2045. In Mexico, the prevalence in 2019 was 9.9% (12.8 million people).

Among the involved factors in the pathophysiology of this disease are those
associated with insulin, meanly when there are changes in its secretion and/or action;
besides, liver glucose production is increased and the presence of IR in sensitive
tissues to this hormone (muscle, adipose tissue, liver and pancreas) is evident. The
treatment for DM2 is very complex and among the drugs used for this disease are TZD
and fibrates that specifically bind to PPAR y and a, respectively, influencing in the gene
expression of responsible proteins of both carbohydrate and lipoprotein metabolism in
two of the tissues involved in this homeostasis, such as skeletal muscle and adipose

tissue.

The discovery of the role that PPARSs play in the restoration of insulin sensitivity
has opened a new perspective in the treatment of patients with DM2, giving rise to the
study of molecules of plant origin with capacity of use these transcription factors as

possible targets therapeutic, such is the case of OA and UA, which have been attributed

Pagina | XIV



with antidiabetic and hypolipidemic properties. The objective of this research was to
determine the effect of the ursolic and oleanolic acids and its methylated derivatives on
the activation of PPARs in order to know if both compounds participate in the activation

of key molecules in glucose and lipid homeostasis.

The effects of OA, UA and OA/M on the functionality of C2C12 and 3T3L-1
cells was evaluated, as well as the mRNA expression of PPARa and PPARYy.
Furthermore, the effect of these compounds on mRNA expression of important proteins
expressed during PPAR activation was evaluated. These proteins play a key role in the
oxidation of lipids (FATP-1 and ACSL), as sensitizers of insulin (AdipoQ and GLUT-4)
and for the activation of the signaling cascade of this hormone (IRS-1). Furthermore,
GLUT-4 translocation and lipid accumulation were evaluated in C2C12 and 3T3-L1
cells, respectively. On the other hand, the effects of these compounds on biochemical

parameters in rodents subjected to a DCAF were determined.

The present study shows evidence that treatment with OA, UA and OA/M at
low concentrations did not affect the functionality of C2C12 or 3T3-L1 cells. In the
subsequent experiments, a concentration of 10 uM of each of the compounds was
used, since it was the maximum dose at which these compounds did not show changes
in the functionality of both cell types. The dual agonists of PPARa/y are a new class of
drugs developed to produce antidiabetic and hypolipidemic effects. The AO and UA are
molecules that can be associated with a potent agonist effect on PPARa and y. The
results of this investigation showed that OA increased the expression of PPARaly

mMRNA, AdipoQ, GLUT-4, FATP-1 and ACSL in C2C12 myoblasts. In 3T3-L1
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adipocytes, the mRNA expression of PPARa, PPARYy increased after treatment with
OC. The protein expression analysis of PPARa and y, as well as GLUT-4 and FATP-1,
showed that OA increases the expressions of these three proteins. Our results show
that OA produces a dual effect on PPARal/y, in addition to inducing an increase in the
production of proteins regulated by the FATP-1 and GLUT-4 genes, which could be

associated with an improvement in metabolic condition in cells.

GLUT-4 translocation is one of the key events in insulin sensitivity. In fact, it is
one of the mechanisms of TZD. Our results showed that OC and UA reach its greatest
effect after 30 minutes of treatment. So far, no evidence is known about the participation
of OA and UA in the translocation of GLUT-4 in muscle cells, so our results could

establish a new approach for the treatment with T2D.

The administration of OA, UA and OA/M in 3T3L-1 cells did not show a
significant difference in lipid storage, with respect to the control group, however, it has
been shown that OA attenuates the accumulation of lipids in adipocytes by down
regulate the induction of PPARy at transcriptional levels and the adipocyte
differentiation process. The results obtained in this investigation showed that the DCAF
diet generated a significant weight gain from the six weeks of consumption of the diet.
In addition, the mice consumed a greater amount of kcal from the fat contained in the
DCAF diet when compare with the DE diet. Regarding the biochemical parameters, our
results showed that glucose levels tend to decrease with UA, cholesterol significantly
decreased with both treatments, while triglyceride levels significantly decreased after

treatment with OA.
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In the glucose tolerance test, our results showed a tendency to decrease it
after treatment with UA when compared to the DCAF diet control, while in the insulin
resistance test, OA and UA tended to maintain normal glucose levels against DCAF
control. These findings are important because these compounds regulate genes that
participate directly in lipid and carbohydrate metabolism, as it was observed in vitro,
which it is being confirmed in vivo. All these results offer the possibility that OC and UA
be considered like molecules for the development of new drugs that can modulate the
glucose and lipids homeostasis, with the possibility of reducing polypharmacy and

improving T2D control.
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1. INTRODUCCION

1.1 Diabetes mellitus

La diabetes mellitus (DM) es una de las principales enfermedades cronicas
en el momento actual y se encuentra extendida por todo el mundo. Los nuevos habitos
de vida, fundamentalmente el exceso de ingesta calorica, la obesidad y el
sedentarismo, permiten predecir un gran incremento en las proximas décadas, en
especial en los paises en vias de desarrollo. La DM se define como un conjunto de
trastornos metabdlicos caracterizados por concentraciones elevadas de glucosa en
sangre (hiperglucemia) de manera persistente. Se trata de una enfermedad metabdlica
consecuencia del déficit en la accion de la insulina, debido a alteracién en los tejidos
efectores, que pierden sensibilidad a esta hormona (Madrigal-Bujaidar, 2012; Leslie et

al., 2016).

Durante la DM la glucemia se eleva a valores anormales hasta alcanzar
concentraciones nocivas para los distintos sistemas fisiolégicos del organismo,
provocando complicaciones micro y macrovasculares que propician otras
enfermedades asociadas, como dafo en el tejido nervioso (neuropatia), rifion
(nefropatia), retina (retinopatia) y en practicamente todo el organismo, con un
prondstico letal si no se controla. Las personas con DM también presentan mayor
riesgo de contraer enfermedades cardiacas, arteriales periféricas y cerebrovasculares,

e higado graso no alcohdlico (Canivell et al., 2014).
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1.2 Diagnéstico de la DM

Los principales sintomas de la DM son poliuria (emisidon excesiva de orina),
polifagia (apetito exagerado), polidipsia (sed excesiva) y pérdida de peso sin razén
aparente (Zimmet et al, 2001). Actualmente se recomiendan cuatro pruebas para el
diagndstico de DM, propuestos en 2019 por la Asociacidon Americana de Diabetes, que

incluye los siguientes parametros (Fig. 1).

Hb Alc Glucemia
- -0, en ayunas
6.5% 126 mg/dL

Glucemia
a las 2 horas de una
prueba de tolerancia oral
con 75 g de glucosa.

200 mg/dL

RIESGO AUMENTADO DE DIABETES (PREDIABETES)

Hb A1c Glucemia en ayunas | Glucemia después de tolerancia |
5.7-6.4 % 100- 125 mg/dL 140-199 mg/dL

Figura 1. Diagndstico de diabetes mellitus (DM) de acuerdo a la ADA (2019).

Se considera un diagndstico positivo de DM: valores de glucosa en plasma en
ayunas 2126 mg/dl, glucosa en plasma después de la carga 2 h 2200 mg/dl, HbA1c
26.5%; o una glucemia aleatoria 2200 mg/dl en presencia de signos y sintomas

(Mateos et al., 2002).
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1.2 Clasificacion de la DM

La DM se clasifica principalmente en diabetes tipo 1, tipo 2, diabetes asociada
a mutaciones y algunas hiperglucemias producto de circunstancias traumaticas o
secundarias a otras enfermedades. La Tabla 1 enlista algunos tipos de diabetes y su

clasificacion desde el punto de vista de su etiologia (Canivell et al., 2014).

TABLA 1. Clasificacion de los diferentes tipos de diabetes mellitus (DM).

TIPO DE DIABETES MELLITUS CARACTERISTICAS

Diabetes tipo 1 (insulinodependiente).
DM de tipo 1A Destruccién autoinmune de las células B- pancreaticas.

Carecen de inmunomarcadores indicadores de un proceso autoinmune
DM de tipo 1B destructivo de las células B- pancreaticas.

Diabetes tipo 2 (no insulinodependiente).
Existe la presencia de resistencia a la insulina y perdida de la secrecion de esta
DM tipo 2 comun hormona por parte de las células B- pancreaticas.

Diabetes del adulto de inicio juvenil (MODY)

MODY 1 Mutacion del gen del factor nuclear de hepatocitos 4a (HNF- 4a).
MODY 2 Mutacion del gen de glucosinasa.

MODY 3 Mutacion del gen del factor nuclear de hepatocitos 1 (TCF-1).
MODY4 Mutacion del gen del factor promotor insulinico 1 (IPF1).

MODY 5 Mutacion del gen del factor nuclear de hepatocitos 1 B (HNF-1B).
MODY 6 Mutacion del gen de diferenciacion neurégena (NEURODI).
MODY X Mutacion de los genes de insulina y el receptor de insulina.

Tipos de diabetes secundarias a circunstancias o patologias
primarias.

Pancreatitis cronica.

Diabetes por pancreatopatia. © e
Operaciones quirdrgicas.

Enfermedad de Cushing.
Glucocorticoides.
Acromegalia.

Diabetes como consecuencia de endocrinopatias.

Otras
Diabetes gestacional, secundaria a supresion inmunitaria, por farmacoterapia.

Pagina | 3



Diabetes Mellitus Tipo 1 (DM1).

Esta forma de diabetes representa unicamente del 5 al 10% de las personas
con esta patologia; es conocida como diabetes insulinodependiente, diabetes tipo 1 0
diabetes de inicio juvenil, que resulta de la destruccion autoinmune de las células -
pancreaticas de los islotes de Langerhans en el pancreas. Existen distintas causas por
las cuales puede ocurrir la destruccion de los islotes: virus, agentes quimicos,
autoinmunidad cruzada y predisposicion genética. Los marcadores de la destruccion
inmune de las células incluyen autoanticuerpos de células de los islotes de
Langerhans, autoanticuerpos contra insulina, autoanticuerpos contra acido glutamico
65 (GADG65) y autoanticuerpos contra las tirosina fosfatasas IA-2 (Maedler et al.,

2008).

La destruccion de las células - pancreaticas se asocia principalmente con la
activacion de dos vias apoptéticas: la via de la perforina- granzima y la via del ligando
Fas (FasL). Estos inductores apoptoticos y algunas citocinas inflamatorias son
sintetizados en las células T citotdxicas (CTc) y natural killer (NK) y son liberadas sobre
la superficie de la célula blanco. Por otro lado, el FasL se localiza como una proteina
integral en la membrana de la célula T y reconoce a un receptor CD95, el cual se
encuentra implicado en el desarrollo de la DT1 y de la DT2 (Madrigal et al., 2012). Sin
embargo, la mayor susceptibilidad para desarrollar DT1 se encuentra en los genes del
antigeno leucocitario humano clase Il (HLA clase Il) del cromosoma 6, que contribuyen
con el 50% del riesgo, y estan asociados con algunos polimorfismos genéticos en los

sitios de union del péptido (Gan et al., 2012).
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Mediante la identificacion de estos anticuerpos en personas sanas es posible
establecer el riesgo de desarrollar la enfermedad; por ejemplo, la presencia de
anticuerpos contra insulina confiere un riesgo pequefio, mientras que la combinacion
de anticuerpos contra células de los islotes y contra GAD65, o contra insulina,

representa un riesgo alto para desarrollar DM1 (Jackson et al., 2001).

Diabetes mellitus tipo 2 (DM2)

La DM2 representa entre el 90% y el 95% de la diabetes, con las proporciones
mas altas en los paises de ingresos bajos y medianos. Es un problema de salud global
comun y grave que ha evolucionado en asociacion con rapidos cambios en la dieta y
el estilo de vida, como un mayor consumo de alimentos altamente procesados y
bebidas azucaradas, reduccion de la actividad fisica y estrés, lo que puede culminar
en obesidad. Durante esta situacion, el pancreas tiene una hiperactividad por la
concentracion alta y constante de glucosa en sangre, con una secrecion de insulina

elevada para conservar la glucemia en niveles normales (Sharabi et al., 2012).

Entre las causas que desencadenan la DM2 se encuentran diversos factores,
como la herencia poligénica (en la que participa un numero indeterminado de genes),
junto con otros factores de riesgo que incluyen: obesidad, dislipidemia, hipertension
arterial, historia familiar de DM, dieta rica en carbohidratos, factores hormonales y una
vida sedentaria (Madrigal et al., 2012).Varios 6rganos juegan un papel crucial en la
fisiopatologia de la DM2 (pancreas, higado, musculo esquelético y tejido adiposo),

cuya disfuncion altera la homeostasis de la glucosa. (Kluth et al., 2011).
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Diabetes del adulto de inicio juvenil (MODY) y gestacional

La glucosinasa (hexocinasa IV) es una enzima que funciona como un sensor
de glucosa y cataliza su fosforilacidon; se expresa en tejidos que regulan el metabolismo
de la glucosa, como el higado y pancreas. Las mutaciones en el gen de dicha enzima
ocurren en cierto tipo de MODY y llevan a una disminucion en la capacidad de fosforilar
a la glucosa. Cuando las células B-pancreaticas se someten a dosis altas de glucosa
de manera crénica, disminuye la cantidad y la actividad de la glucosinasa; ademas, la
glicacién de factores de transcripcion del gen de glucosinasa, reduce su ARNm

(Madrigal et al., 2012).

En la diabetes gestacional, el aumento de estrégenos y progesterona produce
hiperplasia de las células B-pancreaticas y, por consiguiente, se afecta el metabolismo
de los carbohidratos, aumentando la secrecion de insulina. Durante la segunda mitad
del embarazo (24-28 semanas), el metabolismo de los carbohidratos se afecta al
aumentar la produccion de somatostatina coridnica humana placentaria, prolactina,
cortisol y glucagon, lo que contribuye a una disminucion de la tolerancia a la glucosa y

a mayor resistencia a la insulina (Kooptiwut et al., 2005).

1.3 Epidemiologia de la DM

La prevalencia de DM en todo el mundo fue de 463 millones de personas en
2019, con proyecciones de 578.4 millones en 2030 y de 700.2 millones en 2045. En
México, la prevalencia de DM fue de 9.9% (12.8 millones de personas) en 2019. Las

estimaciones de DM para el 2019 mostraron una prevalencia tipicamente creciente por

Pagina | 6



edad. Se pronostican tendencias similares para los afios 2030 y 2045. La prevalencia
es mas baja entre los adultos de 20-24 afos (1.4% en 2019), entre los 20-75 afios es
de 9.3 % en 2019 mientras que entre los adultos de 75-79 anos, la prevalencia de DM
se estim6 en 19.9% y se prevé que aumente a 20.4% y 20.5% en 2030 y 2045,
respectivamente. La prevalencia DM en mujeres es ligeramente inferior que en
hombres (9% frente a 9.6%). En 2019 hubo aproximadamente 17.2 millones mas de
hombres que mujeres que viven con esta enfermedad. Se espera que la prevalencia
de DM aumente tanto en hombres como en mujeres para el 2030 y 2045. La DM2
representa el 90% de los casos mundiales y se debe en gran medida a un exceso en

el peso corporal y a la inactividad fisica (Cho et al., 2019).

Hasta hace poco, la DM2 sélo se observaba en adultos, pero en la actualidad
también se estd manifestando en nifios. Debido al aumento de la obesidad y la
inactividad fisica entre los nifios y adolescentes en muchos paises, la DM2 tiene el
potencial para convertirse en un problema de salud publica global que conducira a
graves resultados adversos para la salud. En relacion con la DM gestacional (DMG)
gestacional, se estima que 20.4 millones o 15.8% de los nacimientos vivos en 2019
tuvieron alguna forma de hiperglucemia en el embarazo. De los cuales, el 83.6% se
debié a DMG, mientras que el 7.9% fue el resultado de la diabetes detectada antes del
embarazo, y el 8.5% debido a la diabetes (incluidos el tipo 1 y el tipo 2) (Dall et al.,

2014; Cho et al., 2019).

Se estima que aproximadamente 4.2 millones de adultos de entre 20 y 79

afios murieron como resultado de la DM y sus complicaciones en 2019. Esto equivale
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a una muerte cada ocho segundos. Se estima que la DM esté asociada con el 11.3%
de las muertes mundiales por todas las causas entre las personas de este grupo de
edad. Casi la mitad (46.2%) de las muertes asociadas con la DM entre el grupo de
edad de 20 a 79 ainos son en personas menores de 60 afios. A nivel mundial, hay mas
muertes asociadas con diabetes en mujeres (2.3 millones) que en hombres (1.9
millones). A pesar de su impacto caracterizado por la mortalidad prematura y la baja
calidad de vida debido a complicaciones relacionadas con esta enfermedad, la DM
también impone un impacto econdémico significativo en los paises, en los sistemas de
salud y, cuando la atencion médica necesita ser financiada por los mismos afectados,
en los mismos pacientes. En 2019, la Federacién Internacional de la Diabetes (FID)
estimo que el gasto total en salud relacionado con la DM alcanzé los 760 mil millones
de ddlares. Se espera que el impacto econdmico de la diabetes continuara creciendo
y se proyecta que el gasto alcanzara 825 mil millones de ddlares para 2030 y 845 mil
millones de dolares para 2045. Esto representa un aumento de 8.6% y 11.2%,

respectivamente (Magliano et al. 2019; Fazeli et al., 2013).

1.3.1 Fisiopatologia y complicaciones de la DM2.

Varios de los factores involucrados en la fisiopatologia de esta enfermedad,
estan asociados a la insulina. Esta hormona juega un papel fundamental en el
metabolismo de la glucosa y, cuando existen cambios en su secrecion y/o accion, se
incrementa la produccién de glucosa a nivel renal y hepatico. Ademas, en DM la
sensibilidad de esta hormona en sus tejidos blanco (musculo esquelético, higado y

tejido adiposo) se encuentra disminuida, generando resistencia a la insulina (RI) e
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hiperinsulinema, que culmina en un estado hiperglucémico generalizado, una de las

caracteristicas principales de la DM2 (Polonsky et al., 2012).

La hiperlipidemia y el desarrollo de un estado inflamatorio, generados por un
consumo excesivo de alimentos ricos en grasas y carbohidratos, contribuyen también
al desarrollo de la RI. El exceso de tejido adiposo es uno de los principales promotores
de este estado, ya que su aumento favorece la sintesis de citocinas proinflamatorias,
como la interleucina 6 (IL-6), el factor de necrosis tumoral a (TNF-a) y la proteina
quimioatrayente de monocitos 1 (MCP-1) (Yaribeygi et al., 2019). Ademas, diversos
estudios han demostrado que en la DM2 existe un incremento de la proteina tirosina
fosfatasa 1B (PTP-1B), que es una enzima que desfosforila al sustrato de receptor de
insulina tipo 1 (IRS-1), bloqueando la cascada de sefalizacion de la insulina (Johnson
et al., 2002). Por otra parte, esta sefnalizacion también es inhibida cuando hay un
exceso de tejido adiposo y altas concentraciones de acidos grasos (diacilglicerol y
ceramidas), lo que conlleva a una reduccion del transporte de la glucosa a través del
transportador de glucosa tipo 4 (GLUT-4), siendo el tejido adiposo y musculo

esquelético los mas afectados (Arner et al., 2015).

Un incremento en la concentracion de lipidos y carbohidratos conlleva a un
aumento en la formacidon de especies reactivas de oxigeno (EROS), lo cual genera
productos de lipoperoxidacion que finalmente desencadenan un desbalance en el
estado redox del organismo. Esto a su vez provoca cambios en la sefializacion celular,
afectando la cascada de sefializacion de la insulina (Newsholme et al., 2016). El

incremento en la hiperglucemia provoca que a nivel pancreatico se aumente la
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secrecion de insulina para compensar los altos niveles de glucosa. Sin embargo, en
un estado avanzado, las células B-pancreaticas comienzan a disminuir su funcién
(agotamiento pancreatico) y el estado hiperglucémico permanece latente (Diaz et al.,

2004).

Las complicaciones diabéticas son consecuencia de la hiperglucemia o la
elevacion cronica de la glucosa en la sangre. La exposicion persistente de los tejidos
a altas concentraciones de glucosa (glucotoxicidad) puede provocar danos en el
endotelio y en pequeios vasos sanguineos, dando lugar a complicaciones
microvasculares en tejidos y érganos, incluido el rifidn (nefropatia), ojos (retinopatia),
nervios y sistema nervioso central (neuropatia periférica y autbnoma). Adicionalmente
la hiperglucemia conduce al dafo de los vasos sanguineos grandes y complicaciones
macrovasculares o0 cardiacas, que estan asociadas con enfermedades
cardiovasculares como aterosclerosis acelerada, miocardiopatia, infarto de miocardio

y accidente cerebrovascular (Yan et al., 2014).

Aunque la hiperglucemia se ha considerado como la principal causa de
complicaciones diabéticas, existen otros factores que afectan su desarrollo y
progresion, como la dislipidemia y la acumulacion de metabolitos lipidicos
(lipotoxicidad), deficiencia de oxido nitrico, hipertension, reguladores y niveles de

citocinas, estrés oxidante e inflamacioén (Diaz et al., 2019).

Varios mecanismos han sido propuestos en la patogénesis de las

complicaciones diabéticas inducidas por hiperglucemia, dichos mecanismos incluyen:
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Estrés metabdlico: causado por el aumento del flujo de glucosa en varias vias

metabdlicas (glucdlisis, ruta de las poliol, ruta de la hexosamina y glicacién no

enzimatica) (Manda et al., 2015).

Estrés oxido/reductivo: aumenta el flujo de metabolitos a través del ciclo de

Krebs, lo cual conduce a una alta produccién de nicotinamida adenina
dinocledtido reducido (NADH) y estrés reductor, lo que provoca un incremento

en el flujo de electrones y con ello la formacion de EROS (Du et al., 2000).

Estrés inflamatorio: la inflamacion es un mecanismo fisiopatolégico comun en

muchas enfermedades, incluidas DM, donde varios mediadores
proinflamatorios (IL-1, IL-6) estan regulados positivamente y contribuyen a

complicaciones vasculares (Zakaria et al., 2017).

1.4 Farmacos para el tratamiento de DM2.

El tratamiento para la DM2 es muy complejo, ya que la fisiopatologia de la

enfermedad abarca muchos aspectos. Se considera necesaria la intervencion
simultdnea sobre la hiperglucemia y todos los factores de riesgo cardiovascular:
dislipidemia e hipertension. Los cambios en el estilo de vida (modificaciones dietéticas
y aumento del ejercicio fisico) son muy importantes para mejorar todas las alteraciones
relacionadas, como la hiperglucemia, la dislipidemia, la hipertension y el riesgo
cardiovascular. Ademas, es importante el uso de medicamentos que favorezcan el

incremento de la secrecion y accion de la insulina, buscando contrarrestar los efectos

Pagina | 11



de esta enfermedad (Ascaso et al., 2013). Algunos de los farmacos empleados para

su tratamiento se enlistan a continuacion:

1.4.1 Sulfonilureas

Tienen un efecto hipoglucémico agudo, actuando sobre la célula B del
pancreas mediante un estimulo sobre la secrecidn de insulina y un efecto
hipoglucémico créonico mediado por la potenciacion de la accidn de la insulina, por
aumento del numero de receptores para la insulina o de su union a ellos en los tejidos
sensibles (Ugwoke et al., 2017). La accion se inicia tras su uniéon a un receptor
especifico, provocando el bloqueo de los canales de potasio dependientes de
adenosina trifosfato (ATP), evento que genera la apertura de los canales de calcio
(Ca?*), promoviendo la liberacién de insulina y la consecuente disminucion de la
glucemia (Filion et al., 2019). Se puede esperar una reduccién en la glucemia basal
de 50-60 mg/dl, y en 1.5-2% en la hemoglobina glicada (HbA 1c). Todas las
sulfonilureas se metabolizan en higado y sus metabolitos mas o menos activos son
eliminados por via renal. La frecuencia de efectos adversos es baja (2-5%); el principal
efecto secundario es la hipoglucemia, que se ha visto mas frecuentemente asociada
al uso de sulfonilureas de vida media larga, como la clorpropamida y la glibenclamida

(Lv et al., 2020).

1.4.2 Biguanidas

Consiguen su efecto antihiperglucémico a través de acciones

extrapancreaticas, sobre todo por disminucion de la liberacion de glucosa hepatica,
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junto a otras no bien conocidas (anorexigena, disminucién de absorcion intestinal de
glucosa, aumento en el numero de receptores de insulina, potenciacion en la accion
de la insulina). Otro de sus mecanismos de accién es el aumento de la sensibilidad a
la insulina en tejido hepatico mediante la disminucién de la glucogendlisis (liberacion
hepatica de glucosa) y gluconeogénesis (formacion de glucosa a partir de otros
sustratos como aminoacidos o glicerol). También aumenta la sensibilidad a la insulina
en tejido periférico (principalmente en musculo), directa e indirectamente (por

disminucién del efecto toxico de la hiperglucemia) (Song et al., 2016).

La metformina reduce la glucemia basal sobre 60-70 mg/dl y la HbA 1c en 1.5
- 2%. Ademas de sus efectos sobre la glucemia, tienen efectos favorables sobre lipidos
(reduccion de triglicéridos, LDL y colesterol total), independientemente de la mejora en
el control glucémico. Otros potenciales beneficios se asocian a una falta de aumento
de peso, no produce hiperinsulinemia y no causa hipoglucemia. Es el unico farmaco
que hasta el momento ha demostrado disminuir la morbimortalidad cardiovascular (Lv

et al., 2020).

1.4.3 Meglitinidas

Como las sulfonilureas (SU), actuan estimulando la secrecion de insulina por
inhibicion de los canales de potasio dependientes de ATP de las células -
pancreaticas, aunque difieren en las zonas de union. En monoterapia, la repaglinida

produce descensos similares a SU o metformina en las cifras de glucemia y HbA1c,
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con un mejor control de las glucemias postprandiales; la hipoglucemia es su principal

efecto secundario (Taneja et al., 2015; Li et al., 2017).

1.4.4 Inhibidores de las a-glucosidasas

Actuan inhibiendo las a-glucosidasas intestinales (maltasas, sacarasas,
dextrinasas, glucoamilasas) presentes en las microvellosidades intestinales, que son
las enzimas que actuan en el desdoblamiento de la sacarosa, maltosa y otros
oligosacaridos en monosacaridos (glucosa, fructosa, galactosa) (Ezebuenyi et al.,
2017). El resultado es una demora en la digestion de los hidratos de carbono con
reduccion de los picos glucémicos postprandiales (Baron et al., 1998). Se ha descrito
un efecto sobre la hiperglucemia menor que con las sulfonilureas y la metformina:
reduccion de 25-30 mg/dl en la glucemia basal, 40-50 mg/dl en la glucemia
postprandial, y de 0.7- 1% en la HbA1c. Su utilidad clinica es la correccion de
hiperglucemias postprandiales. Los problemas gastrointestinales son el principal

efecto secundario y ocurren en el 30% de los pacientes tratados (Levetan et al., 2007).

1.4.5 Inhibidores de DPP-IV (Incretinas)

Las hormonas incretinas GLP-1 y GIP se liberan en el intestino durante todo
el dia; sus concentraciones aumentan en respuesta a la comida. La actividad de estas
hormonas esta limitada por la enzima dipeptidil peptidasa IV (DPP-4), que inactiva
rapidamente las incretinas (Figueredo et al., 2016). Como inhibidor de la DPP-4, la
sitagliptina actua en los pacientes con DM2 retrasando la inactivacién de las incretinas

y mejorando asi la funcion secretora de insulina de la célula 3- pancreatica (Juillerat et
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al., 2014). Esta respuesta se produce de manera dependiente de los niveles de
glucosa, por lo que el riesgo de hipoglucemia se encuentra significativamente
disminuido. Sitagliptina mejora significativamente la HbA1c, la glucosa en ayuno y la

glucosa posprandial a las 2 horas (Akoumianakis et al., 2017).

1.4.6 Inhibidores de SGLT2

La canagliflozina es un farmaco que inhibe los transportadores de
Na*/glucosa, lo cual impide la reabsorcién de glucosa a nivel renal (Defronzo et al.,
2017). Entre sus efectos adversos se tienen deshidratacion, infecciones urinarias y

pérdida de peso (Ruitenv et al., 2018).

1.4.7 Tiazolidinedionas (TZD)

Las tiazolidinedionas, también llamadas glitazonas o sensibilizadores de
insulina, actuan aumentando la sensibilidad a la insulina, sin afectar la secrecion de
esta. Especificamente se unen al receptor activador de los proliferadores
peroxisomales tipo y (PPARYy) y afectan los factores de transcripcion que influyen en
la expresion de los genes responsables de la produccion de proteinas reguladoras del
metabolismo de carbohidratos y lipoproteinas. Esto lleva a un aumento en los

transportadores de glucosa GLUT-1 y GLUT- 4 (Nanjan et al., 2018).

Su mecanismo de accion es promover la captacion de glucosa en musculo
esquelético, tejido adiposo e higado a través de los PPAR. A nivel celular las TZD

previenen la hiperglucemia severa inducida por Rl en musculo esquelético y cardiaco,
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producen un incremento en la captacion de glucosa y en las proteinas transportadoras
GLUT-1 y GLUT-4 (Lee et al., 2017). En el higado aumentan la sensibilidad a la
insulina, por lo tanto, disminuyen la produccion de glucosa hepatica. Son

metabolizadas por el higado a través del citocromo P4s0 (Davidson et al., 2017).

La Rl inducida por el TNF-a es antagonizada por las TZD; a su vez, tienen
efectos en el metabolismo sobre los lipidos, reduciendo los niveles de triglicéridos y
acidos grasos libres, y aumentando el colesterol total, el colesterol HDL y disminuye el
LDL (Lebovitz et al., 2019). Su eficacia es ligeramente inferior a la de metformina o
secretagogos, produciendo descensos de la HbA1c de 1.4-1.8% y de la glucemia
basal de 39-65 mg/dL. Su uso se ha asociado con aumento del peso corporal, riesgo
cardiovascular, edema, osteoporosis y cancer de vejiga (Studies et al.,, 2018). La
ganancia de peso podria deberse a la acumulacién de triglicéridos y glucosa en el
tejido adiposo. En higado, se ha demostrado que pioglitazona y rosiglitazona
incrementan el contenido hepatico de triglicéridos y favorecen el desarrollo de

esteatosis (Bae et al., 2019).

1.5 PPAR y su participacion en el metabolismo de lipidos y carbohidratos

Los receptores activados por los proliferadores peroxisomales (PPAR) son un
grupo de proteinas pertenecientes a la familia de receptores de ubicacion nuclear, que
se comportan como factores que modulan la transcripcibn del acido
desoxirribonucléico (ADN) al unirse a elementos de respuesta especificos de ciertos

genes blancos. Hasta el momento se han descrito tres tipos principales de PPAR
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designados como a, O, y y; estos receptores se encuentran involucrados en la
regulacion de diferentes procesos metabdlicos. La activacion de este tipo de
receptores por los medicamentos hipolipemiantes, las concentraciones fisiolégicas de
acidos grasos, los eicosanoides y en ultima instancia por las TZD, incremento
enormemente el interés en su papel fisioldgico tanto en el metabolismo de lipidos como

en el de los carbohidratos (Han et al., 2017b).

1.5.1 Caracteristicas estructurales y funcionales de PPAR

Al igual que otros miembros de la familia de receptores nucleares, los PPAR
estan compuestos de tres dominios principales: la region NHz terminal, el dominio de
unién al ADN (DBD) y el dominio de unién al ligando (LBD). ElI LBD sufre cambios
conformacionales debido a la unién de agonistas, convirtiendo a los PPAR en formas
activas que se unen al ADN, a través de una superficie en la que participan los motivos
en dedo de zinc del DBD, que interactuan con secuencias especificas de ciertos genes,
llamadas elementos de respuesta (PPRE). Ademas, el LBD también es importante en
los procesos de dimerizacion, localizacion nuclear y asociacion con varias proteinas a
estos receptores, formandose un complejo coactivador o correpresor que cambia el
estado de acetilacion de las histonas y modula la transcripcién génica (Willson et al.,

2000).

Los PPAR forman heterodimeros con los receptores del acido 9-cis-retionoico
(RXR), luego de lo cual pueden unirse a los PPRE, que consisten en secuencias de

seis nucleotidos repetidas y separadas por un nucleétido, conocidas como elementos
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de respuesta DR-1 (Azhar et al., 2010). La unién de cualquiera de los 2 ligandos a los
receptores que conforman los heterodimeros puede activar el complejo. Los PPARa y
y pueden ser fosforilados en la region NH2 terminal por la proteina cinasa activada por
mitégenos (MAPK); esta fosforilacion altera la actividad del receptor por comunicacion

intramolecular entre esta region y el LBD (Amber et al., 2016) (Figs. 2 y 3).

Dominio
Eosforilacién de de union Dominio de unidén Dominio de unidn
PPAR al ADN [ de cofactores de ligando
57 [ ( \ 37
— AF-1 A/B = DBD Co-FBD | LBD AF-2 ===
Figura 2. Elementos de union de los PPAR.
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Figura 3. Mecanismo de activacién de PPAR. Los ligandos naturales o sintéticos se unen a los PPAR;
posteriormente se forma una unién con el receptor retinoide X y PPAR es fosforilado. Luego se dirigen a
secuencias especificas del DNA conocidas como PPARE que, con la ayuda de diferentes coactivadores,
inician la transcripcion de diferentes genes asociados al metabolismo de lipidos y carbohidratos.
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1.5.2 Localizaciéon de PPAR y su funcion biolégica

Actualmente los PPAR se caracterizan, estructural y farmacolégicamente

como alfa (a); delta o beta (6) y gama (y), formando parte de la superfamilia de

receptores nucleares (Tab

la 2).

Tabla 2. Expresién de PPARSs, los genes que regula y su accidon metabdlica.

ISOFORMAS DE TEJIDO DONDE SE GENES QUE REGULA
PPAR EXPRESA

PPARa Musculo esquelético, tejido FATP-1, ACSL, FAT/CD36, FABP,
adiposo, rifién, higado, PDK4, ACoADH, 3- HACoAD,
células endoteliales, AcilCoAD.
linfocitos,  macrofagos vy
monocitos.

PPARYy Tejido adiposo, musculo GLUT-1, GLUT-4, adiponectina,
esquelético, rifidn, higado, PEPCK, LPL, FAT/CD36.
intestino delgado, vejiga,
bazo, células del sistema
inmune, retina y macrofagos.

PPARRB/S Intestino, rifidn y corazoén. ACS, FATP, FABP, LPL, CPT-1, CPT-

2,ACCLS, UCP-2, UCP-3
1.5.2.1 PPARa

ACCION METABOLICA

Regula la oxidacion de los acidos
grasos libres.

Incrementa: HDL, catabolismo de TG,
colesterol, cetogénesis.

Disminuye: colesterol V-LDL.

Regula el metabolismo de la glucosa.

Incrementa:  incorporacion de la
glucosa, glicerol, acidos grasos y la
sensibilidad a la insulina.

Incrementa: oxidacion de acidos grasos
en mitocondria, transporte de lipidos,
hidrdlisis de triglicéridos y la
termogénesis.

Su gen se encuentra en el brazo largo del cromosoma 22 (22912-q13.1).

Estos receptores se expresan en el musculo esquelético, tejido adiposo, corazon, riidn

e higado, donde la expresion del RNAm es estimulada por los glucocorticoides, tanto

por estrés como por las variaciones de estas hormonas (Tan et al., 2017).

La activacion de PPARa media efectos tales como el catabolismo de los

acidos grasos a través de la estimulacion de la oxidacion lipidica mitocondrial; controla
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en forma importante el metabolismo extracelular de los lipidos, alterando los niveles
de lipoproteinas e inhibiendo algunos mecanismos involucrados en los procesos
inflamatorios de la pared vascular (Ferre et al.,, 2004). Los agonistas de PPARa
incrementan la captacion hepatica y la esterificacidon de los acidos grasos libres (AGL),
previniendo su movimiento, mediante la estimulacién de la proteina transportadora de
acidos grasos 1 (FATP-1) y la expresion génica de la acil-coenzima A sintetasa

(ACSL), respectivamente.

En el musculo esquelético PPARa incrementa la captacion mitocondrial de
AGL vy, por consiguiente, su oxidacion para la obtencién de la energia al estimular la
carnitina palmitotransferasa |. El efecto de los fibratos que conduce al catabolismo de
las lipoproteinas ricas en trigliceridos (quilomicrones y VLDL), se debe a la
estimulacion de la lipoproteinlipasa dependiente de PPARa (LPL), con inhibicion
simultanea de la apolipoproteina C-lll, causada por la represion del factor nuclear
hepatico 4 (HNF-4); mientras que el incremento del colesterol HDL depende de la
sobreexpresién de las apolipoproteinas A-lI y A-ll. Los AGL, el estado de ayuno
prolongado y la activacion de PPARa incrementan la transcripcion de las
hidrometilglutaril-coenzima A sintetasas (HMG-CoA) mitocondrial y citosodlica, enzimas
clave en el control de la cetogénesis; catalizan la condensacion de acetil-CoA vy
acetoacetato-CoA para general HMG-CoA, la sustancia precursora del mevalonato
que, eventualmente, puede ser convertido en cuerpos ceténicos utiles como

combustible metabdlico (Fig. 4) (Pyper et al., 2010).
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Figura 4. Mecanismos involucrados en los efectos benéficos de los fibratos, en el perfil lipidico y su metabolismo

mediados a través de la estimulacion de PPARa.

Los PPAR también se expresan ampliamente en lesiones aterosclerdticas, estan
presentes en el endotelio y en las células musculares lisas, monocitos, macrofagos
derivados de monocitos y células espumosas de las placas ateroscleréticas. Cuando estos
receptores son activados, inhiben la éxido nitrico sintasa (iNOS) inducible en los macréfagos
y previenen la secrecién inducida por la interleucina 1 (IL-1) de la interleucina 6 (IL-6) y las
prostaglandinas, asi como la expresion de la ciclooxigenasa- 2 (COX-2). Ademas, la activacion
de PPARa inhibe la expresion de la endotelina-1 inducida por trombina, como resultado
de una regulacion transcripcional negativa del factor nuclear kB (NFkB) y de las rutas de

sefalizacion de la proteina activadora-1 (aP-1) (Han et al., 2017a).

La activacion de PPARa también induce apoptosis en los macrofagos derivados de
monocitos, probablemente a través de la inhibicion de NFkB. Estos mecanismos contribuyen

a explicar por qué los fibratos no son sélo agentes reductores del colesterol y triglicéridos, sino
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gue también alteran las concentraciones de IL-6, fibrinbgeno y proteina C reactiva. Asi, los
diferentes efectos de los activadores de PPARa sobre el perfil lipidico plasmatico y los
procesos inflamatorios de la pared vascular, ciertamente participan en la inhibicion del
desarrollo de la placa aterosclerética (Zhong et al., 2009). Otros mecanismos implicados en
la modulacién del fenotipo de lipoproteinas como consecuencia de la utilizacion de fibratos,
incluyen: reduccion en la produccion de triglicéridos en los hepatocitos, aumento de la
captacion y catabolismo de particulas LDL, reduccion del intercambio de lipidos neutros
entre las VLDL y las HDL, reduccién en la actividad de la acetil-CoA carboxilasa y de la

sintasa de acidos grasos, lo que aumenta la 3-oxidacion (Francis et al., 2003).

1.5.2.2 PPAR &

Su gen se localiza en el brazo corto del cromosoma 6 (6p21.1-p21.2). Se encuentra
distribuido ubicuamente, pero los tejidos donde se expresa mayoritariamente son el
intestino, el rifdn y el corazén. Por ahora se conoce poco acerca de PPARD, pero se han
descubierto relaciones importantes con algunos aspectos moleculares. Se ha demostrado
que juega un papel importante en el catabolismo de lipidos y en la regulacion del

colesterol (Abbott et al., 2009; Girroir et al., 2008).

Por ejemplo, se ha observado que en monos Rhesus obesos de mediana edad
resistentes a la insulina, el tratamiento con GW501516 (agonista de PPARJ) causo6
un aumento dramatico dependiente de la dosis, en el colesterol HDL en plasma y una
disminucién en los niveles de triglicéridos, colesterol LDL e insulina en plasma (Oliver
et al., 2001). Del mismo modo, el tratamiento con GW501516 aumenté el HDL en

plasma y las concentraciones de apoA-l y apoA-Il asociadas con HDL y aumento el
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tamano de las particulas de HDL en los monos verdes africanos (Wallace et al., 2005).
Varios estudios también demuestran que los PPARPB/® regulan la transcripcion de
genes involucrados en el transporte de acidos grasos, oxidacion y termogénesis de

tejido adiposo marrén o blanco (Mansour et al., 2014).

Los genes inducidos por la activacion de PPARD en el tejido adiposo marrén que
participan en la oxidacion de acidos grasos, incluyen: CPT1, ACOX y LCAD, asi como
aquellos que participan en la termogénesis y gasto de energia, como UCP1y UCP3. En
suma, PPARD regula la adiposidad al promover la oxidacion de los acidos grasos
(Hansen et al., 2001). PPAR® también se expresa en los hepatocitos, donde participa en
la regulacion de la glucosa hepatica y el metabolismo de los lipidos. Ademas, se ha
demostrado que el agonista PPAR® GW501516 mejora la hiperglucemia al atenuar la

produccién de glucosa hepatica (Lee et al., 2006).

PPAR® esta involucrado en la regulacion de los tipos de fibras del musculo
esquelético y musculo cardiaco, el metabolismo de los lipidos, la utilizacion de
combustible, la funcién mitocondrial y el rendimiento muscular. Varios genes clave
implicados en la absorcion de acidos grasos, el transporte y la (- oxidacion se han
identificado como genes diana para PPARS. Dado esto, la modulacion del metabolismo
de los acidos grasos se considera la funcion reguladora mas importante de este PPAR

(Ehrenborg et al., 2009).
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1.5.2.3 PPARy

Su gen, conformado de nueve exones, se encuentra en el brazo corto del
cromosoma 3 (3p25). Existen al menos dos isoformas proteinicas distinguibles, PPARy1
con la mas amplia expresion tisular y PPARy2, que se produce por empalme alternativo

del ARNm, generando una proteina con 28 aminoacidos adicionales en la region NH,

terminal. Los adipocitos presentan una alta expresion de este tipo de receptores, pero
también se han encontrado en otros tejidos como en el musculo esquelético y cardiaco,
higado, rifion, intestino delgado, vejiga, bazo, las células del sistema inmune y la retina
(Jay et al., 2007). Las TZD tienen efectos cronicos sobre la transcripcion de genes
involucrados en el metabolismo de los carbohidratos y lipidos a través de la activacion de
los PPARYy, disminuyendo la resistencia a la insulina y restringiendo la gluconeogénesis
hepatica. Ademas, las TZD desvian la captacion de acidos grasos por el musculo
esquelético hacia el tejido adiposo, donde aumenta la expresion de la LPL y FATP-1,
reduciendo asi los efectos dafinos de los acidos grasos sobre las acciones de la insulina en
el musculo (Rizos et al., 2016).

PPARYy esta involucrado en el mantenimiento adecuado del nivel de expresion de
las moléculas reguladoras del metabolismo de los carbohidratos y lipidos, asi como de
otras proteinas involucradas en los procesos de sefalizacion desencadenados por la
insulina, propiciando un estado de sensibilidad normal a esta hormona (Kintscher et al.,
2005). Una de las proteinas involucradas en esta mejora es la proteina asociada a Cb1
(CAP), involucrada en la via de sefalizacion de la insulina, cuya expresion se aumenta por

la estimulacion de los PPARy en los adipocitos. CAP es una proteina adaptadora con
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dominios SH- 3 que une Cb1 al receptor de la insulina y favorece su fosforilacion. Una vez
fosforilado, Cb1 inicia una via de sefializacion esencial para el transporte de la glucosa.
Otra de las proteinas cuya expresion se ve aumentada por la estimulacion de los PPARy
con TZDy queestadirectamente involucradaen el transporte de glucosa es el GLUT4, tanto
en adipocitos como en musculo (Fig. 5) (Neels et al., 2014).
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Figura 5. Mecanismos involucrados en el metabolismo de la glucosa mediado a través de la estimulacion
de PPARYy.

PPARYy se expresa altamente en adipocitos y es un regulador primario de la
adipogénesis, un proceso por el cual los preadipocitos precursores se diferencian en
adipocitos completamente maduros. Durante este proceso, los preadipocitos sufren
una detencion del crecimiento, inician la acumulacion de lipidos (triglicéridos) y
asumen las caracteristicas morfolégicas y bioquimicas de los adipocitos maduros,
como procesos metabdlicos sensibles a la insulina, incluida la lipogénesis, la lipdlisis

y el metabolismo de la glucosa (Cristancho et al., 2011).
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PPARy también participa en la regulacion de la lipogénesis, la regulacion de
la sensibilidad a la insulina y la supervivencia y funcion de los adipocitos. La activacion
de PPARYy en el tejido adiposo conduce a la induccién de una serie de genes cuyos
productos proteinicos median el catabolismo de triglicéridos celulares y la absorcion
de acidos grasos, el transporte y el almacenamiento intracelular, la adipogénesis, la
lipogénesis y la oxidacion de acidos grasos, asi como el metabolismo de la glucosa

(Lefterova et al., 2014).

1.6 Agonistas naturales y sintéticos para PPAR

1.6.1 Agonistas para PPARa

PPARa es activado por ligandos naturales, que incluyen acidos grasos
saturados, monoinsaturados y poliinsaturados y sus metabolitos como 8S-HETE y 8-
HEPE, leucorotrieno B4 (LTB4), fosfolipidos oxidados y productos lipoliticos de
lipoproteinas. Los agonistas sintéticos de PPARa, WY-14643 y los farmacos de fibrato
hipolipidémico (benzafibrato, ciprofibrato, clofibrato, fenofibrato, gemfibrozilo y acido
fenofibrico) también son potentes activadores de PPARa. Sin embargo, el uso de estos
farmacos ha sido asociado con efectos adversos, como lesiones del pancreas,
problemas cardiacos, tumor en higado y edema (Azhar et al., 2011). La Tabla 3 enlista

los agonistas naturales y sintéticos para PPARa.

Pagina | 26



Tabla 3. Agonistas naturales y sintéticos que activan a PPARa.

AGONISTAS ENDOGENOS AGONISTAS SINTETICOS
Acidos grasos: . GW7647
+ Palmitico «  WYI4643
- Estadfica - Clofibrato
+  Oléico
+  Petroselinico » Fenofbrato
) L'n(.)le‘cf’ + Benzafibrato
+ a-Linoléico . ]
+ Ditomo-y-Linoléico + Ciprofibrato
I - Gemfibrocil
* Docohexanoico
. Eicosapentanoico - Carbapl’ostaciclina.

Eicosanoides:

. LTB4

. 8-HEPE

- 8-(R)HETE

- 8-(S)HETE

.+ 12-HETE

+  9-(R/S)HODE

. 20,8,9-HEET

- 20,11,12 HEET
- 20,14,15 HEET
+  15d-PGI2

. PGJ2

- PGI2

- PGB2

1.6.2 Agonistas para PPARd

Los agonistas a PPARJ regulan positivamente la expresidon de genes
involucrados en el catabolismo de lipidos, lo que favorece la sensibilidad a la insulina.
Sin embargo, se han asociado con cardiopatias, principalmente arritmias, debido a que
se ha descubierto que estos farmacos son agonistas de receptores acoplados a
proteinas G (GPCR), los cuales, al activarse, despolarizan la membrana celular,

activando el mecanismo de contraccion del musculo cardiaco (Reilly et al., 2009).

A diferencia de PPARa y PPARYy, que son objetivos terapéuticos para los

farmacos antihiperlipidémicos (fibratos) y antidiabéticos (TZD), respectivamente,
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PPARB/® no parece ser un objetivo de ningun farmaco disponible actualmente. Debido
a la falta de disponibilidad de medicamentos dirigidos a PPARS junto con su amplia
expresion en muchos tejidos y células, la funcion metabdlica de PPARB/S es
relativamente menos estudiada y entendida. Sin embargo, en los ultimos anos, la
disponibilidad de potentes agonistas sintéticos PPAR®, como GW0742, GW501516,
L165041, GW1929 (Tabla 4), ha generado informacion valiosa, lo que implica que este
PPAR participa en la regulacion de la sensibilidad a la insulina, la adipogénesis, el
metabolismo de los lipidos y la energia, la inflamacién y la aterosclerosis (Wagner et

al., 2010).

Tabla 4. Agonistas naturales y sintéticos que activan a PPARS.

AGONISTAS ENDOGENOS AGONISTAS SINTETICOS
Acidos grasos: . 165041
+ Palmitico + GW501516
. Est(.eérico . GWO0742
* Oléico
+  Linoléico + GWw1929
° y—LinoIéico « CER-002
» Ditomo-y-Linoléico.
* Araquidoénico + HPP593
. Dpcohexanoicg . MBX-8025
« Eicosapentanoico
« CB-C8 » Carbaprostaciclina
* Palmitoleico
Eicosanoides:
+  15d-PGI2
+ PGJ2
+ PGI2
« PGB2
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1.6.3 Agonistas para PPARy

Las dos drogas de la clase TZD, rosiglitazona y pioglitazona, que funcionan
como potentes y selectivos agonistas completos de PPARy, no solamente son
medicamentos antidiabéticos altamente efectivos, sino que también han ayudado
enormemente a comprender los mecanismos subyacentes por los cuales los PPARy
contribuye a la regulacion de la adipogénesis, la homeostasis de los lipidos y la glucosa
y otros procesos fisiopatolégicos. En humanos, la pioglitazona y la rosiglitazona
funcionan como sensibilizadores de la insulina y, por lo tanto, mejoran la accién de

esta hormona y la hiperglucemia en pacientes con DM2 (Kahn et al., 2000).

Del mismo modo, se ha demostrado que varios agonistas de PPARY reducen
eficazmente los niveles elevados de acidos grasos libres en plasma, mejoran la
acumulacién excesiva de lipidos en tejidos periféricos como el higado, el musculo
esquelético y el corazon; la hiperinsulinemia, la resistencia a la insulina, modulan la
expresion de adipocinas (leptina y adiponectina) y citocinas inflamatorias que afectan
el metabolismo hepatico, muscular y la sensibilidad a la insulina de todo el cuerpo
(Tontonoz et al., 2008). Ademas de atenuar la hiperglucemia y mejorar la accion de la
insulina, el tratamiento con pioglitazona o rosiglitazona de pacientes con DM2 se
asocia con mejoras significativas en los triglicéridos plasmaticos, HDL y la
concentracion de colesterol LDL (America et al., 2005). La Tabla 5 enlista los agonistas

que se han identificado para esta isoforma.
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Tabla 5. Agonistas naturales y sintéticos que activan a PPARy.

AGONISTAS ENDOGENOS AGONISTAS SINTETICOS

Acidos grasos: + Rosigltazona
« Palmitico * Pioglitazona
« Euneles g + Troglitazona
* Petroselinico

« Oléico - CDDO

* Linglero - GW1929

* a-Linoléico

* y-Linoléico * Indometacina
? TR + Fenoprofeno

Araquidoénico
Docohexanoico + |buprofeno

Eicosapentanoico - Acido flufenamico
Palmitoleico

Eicosanoides:

8-(R) HETE
8 (S) HETE
15-HETE
9-(R/S)HODE
13-(R/S)HODE
9-OXO-HODE
13-0XO-HODE
PGJ2

PGI2

PGB2

1.6.4 Agonistas duales y Pan para PPAR

La caracteristica particular de los agonistas duales es el activar al menos 2
formas de PPAR, mientras que los agonistas Pan activan las 3 isoformas de PPAR.
Sin embargo, al ser de origen sintético, estas moléculas han presentado diversos
efectos secundarios, tales como fibrosarcoma en tejido adiposo, ganancia de peso,
edema, entre otros. La Tabla 6 enlista los agonistas duales y Pan que se conocen

hasta el momento (Wright et al., 2014).
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Tabla 6. Agonistas duales y Pan que activan a los PPARs.

AGONISTAS DUALES PARA PPARs AGONISTAS Pan PARA PPARs

PPARa/5: +  Chiglitazar
. GFT505 * Netoglitazar
«  Sodeglitazar
Indeglitazar
+ Sipoglitazar.
PPARaly:

* Muraglitazar
Tesaglitazar

+ Flaglitazar

+ Ragaglitazar
Naveglitazar

+ Imiglitazar

+ Saroglitazar

+ Aleglitazar

1.7 Compuestos de origen vegetal como agonistas a PPAR

A pesar de los numerosos farmacos sintéticos que existen en el mercado para
el tratamiento de la DM2, la mayoria de ellos unicamente disminuyen la hiperglucemia
de forma temporal y sus efectos secundarios pueden llegar a ocasionar graves
problemas de salud, como complicaciones hepaticas, aumento de peso y, por
consecuencia, obesidad, que a largo plazo generara DM2. Por tal motivo, en los
ultimos afios se ha incrementado la busqueda de moléculas de origen vegetal
agonistas de PPAR que ademas de tener efectos sobre el metabolismo de la glucosa,
ejerzan efectos sobre el metabolismo de lipidos y, sucesivamente, mejoren otras

condiciones caracteristicas de la enfermedad, como el dafio endotelial y la inflamacion.
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1.7.1 Compuestos de origen vegetal como agonistas a PPARa

La cianidina extraida de Hisbiscus sabdariffa en células HepG2 y en un
modelo de luciferasa incremento la expresion y la transferencia de PPARa, por lo que
disminuy6 la acumulacién de lipidos en los hepatocitos (Jia et al., 2013). A su vez, la
monacina y la anklfavina extraidas de Monuscus purpureus en el mismo modelo celular
incrementaron la expresion de PPARa, CPT1, SREBP-1C, inhibiendo la adipogénesis

y la esteatohepatitis en ratones con dieta alta en grasa (Hsu et al., 2014).

1.7.2 Compuestos de origen vegetal como agonistas a PPARS

Se ha demostrado que los acidos grasos omega 3 (EPA, DHA) contribuyen a
la disminucion de triglicéridos y colesterol en un modelo de higado graso de ratas
Wistar alimentadas con una dieta rica en fructosa, debido al incremento en la expresion

del RNAm de PPARG®S (Jean et al., 2013).

1.7.3 Compuestos de origen vegetal como agonistas a PPARy

En el tejido adiposo visceral y musculo abdominal de ratas macho Sprague
Dawley, se demostré que el acido glicirrizico disminuye glucemia e insulinemia al
incrementarse la expresion del RNAm de PPARy y LPL (Yin, Ha, and Kadir, 2010). Por
otra parte, el foenumosido obtenido de Lysimachia foenum graecum disminuyo la
expresion del RNAm de PPARy, aP2, CD36, C/EBPa y, por lo tanto, inhibio la
adipogénesis y acumulacién de lipidos (Kwak et al., 2016). Ademas, el alcohol

dihidroconiferilo, la pseudoprotodiocsina, el acido tanico y el fucosterol inhibieron la
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adipogénesis, la acumulacion de lipidos en un modelo de células 3T3-L1, ademas de
disminuir los triglicéridos, el colesterol y los acidos grasos esterificados en ratones CD1

obesos (Lee et al., 2012).

1.7.4 Compuestos de origen vegetal como agonistas duales y Pan a PPAR

El acido sargaquindico e hidrosargaquindico tienen un efecto dual sobre
PPARaly en células 3T3-L1, mostrando un efecto antihiperglucemiante y antidiabético
(Kim et al., 2008). Por otra parte, el pluviatilol y epipinoresinol muestran un efecto dual
sobre PPAR®J/y, lo que conlleva a un efecto antiinflamatorio y antidiabético en un
modelo de hepatocitos HepG2 (Hong et al., 2012). Se ha demostrado que y-
mangostina y el vaticanol C tienen un efecto dual sobre PPARa/d, lo que contribuye a
la disminucion de la glucosa vy los lipidos en un modelo de células COS-1 y células
endoteliales arteriales de bovino transfectadas con pPPAR (a y &) y PPRE-luc y GS-

hPPARa , respectivamente (Atsuura et al., 2013; Tsukamoto et al., 2010).

Como agonistas Pan para las tres isoformas de estos factores nucleares se
ha encontrado que los compuestos resveratrol, piperitol, p-ment-3-ene1, 2, 8- triol,
(1’R,2’R)-4-O- metilguaiacil glicerol y el N-isobutil-2E,4E,8Z- decatrienamida tienen un
incremento en la expresion de estos factores de transcripcion, lo que conlleva a un
efecto antidiabético en células HepG2 (Tsukamoto et al., 2010; Hong et al., 2012). En
la actualidad se ha intensificado la busqueda de moléculas mas selectivas dirigidas a
la activacion dual de PPARaly, que ademas tengan un efecto multimodal sobre los

reguladores metabdlicos de la glucosa y los lipidos.
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1.8 Compuestos triterpénicos.

Aunque en los ultimos afos ha existido un enorme progreso en el desarrollo
de nuevos farmacos, el reino vegetal continua siendo una fuente interesante de nuevos
agentes farmacolégicos, ya que existen multiples plantas medicinales (10,000 de las
300,000 especies de plantas superiores identificadas) que poseen una gran diversidad
de metabolitos secundarios con variadas aplicaciones, aunque hasta el momento su

investigacion no ha sido completa (Chappell et al., 2002).

Los isoprenoides, mas comunmente denominados terpenos, son un grupo de
metabolitos funcionales con gran variedad en su estructura, ademas de ser
considerados componentes esenciales de la dieta humana. Son sintetizados en un
gran numero de organismos, aunque son especialmente abundantes y diversos en
plantas, con mas de 25,000 compuestos reportados hasta el dia de hoy, muchos de
los cuales se han asociado con actividad farmacoldgica (Goodwin et al., 2015). Los
metabolitos secundarios con un origen terpénico tienen gran importancia, ya que
pueden ser los componentes activos responsables de las plantas medicinales. Sin
embargo, debido a las propiedades fisicoquimicas que muchos terpenos presentan, su

identificacion suele ser un proceso complejo.

En la ultima década se han descubierto mas de 80 compuestos triterpénicos,
los cuales estan distribuidos de manera ubicua a través de todo el reino vegetal,
particularmente en algunas plantas medicinales. En afios recientes se ha

incrementado el interés de elucidar el rol bioldgico de los triterpenos, los cuales se han
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atribuido con diversas propiedades biolégicas y farmacoldgicas. Ejemplos de estas

moléculas activas son el acido oleandlico y el acido ursalico.

1.8.1 Acido Oleandlico

El acido oleandlico (acido 3phidroxiolean-12-en-28-oico) es un compuesto
biolégicamente activo aislado en mas de 1620 especies de plantas, incluyendo plantas
de uso alimenticio y hierbas medicinales. Este compuesto es prevalente en plantas de
la familia Oleaceae, como el olivo (Olea europea) (Shanmugam et al., 2014). El acido
oleandlico AO es un componente minoritario, pentaciclico, cuya estructura consta de
30 atomos de carbono provenientes de la condensacion “cabeza-cola” de seis
unidades de isopreno (Fig. 10) (Pollier et al., 2012). Puede obtenerse en grandes
concentraciones del subproducto del aceite virgen. Se sabe que en el aceite virgen la
concentracion del AO es aproximadamente 56 mg/kg, mientras que en el aceite de

orujo podemos encontrar hasta 416 mg/kg de AO (Simonsen et al., 2009).

Figura 6. Estructura molecular del acido oleandlico.
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1.8.2 Acido Ursdlico

El acido ursdlico (AU), conocido como urson, prunol, micromerol y malol
(acido (3R)-3-hidroxi-urs12-en-28-o0ico), es una saponina triterpénica pentaciclica que
puede aparecer en forma de aglicona o de acido libre (Fig.7). Ha sido aislado de
numerosas especies con diversos origenes filogenéticos, formando parte de la cera
que recubre frutos y hojas. Entre las familias en las que ha sido reportada su presencia
esta la familia Solanaceae; de ella se han estudiado dos especies del género Cestrum:

C. parqui L.y C. diurnum L. (Somova et al., 2004)

Figura 7. Estructura molecular del acido ursélico.

1.9 Musculo esquelético y tejido adiposo como modelos de estudio.

El musculo esquelético es un tejido dependiente de insulina que incorpora
aproximadamente el 80% de la glucosa disponible en sangre, siendo el mayor deposito
de glucogeno del organismo, ademas de que es de los tejidos con mayor utilizacion de
energia. En el musculo esquelético se expresan PPARa y PPARYy, asi como los genes

regulados por estos factores nucleares, que en obesidad y DT2 se encuentran
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disminuidos. Por lo tanto, el musculo es un tejido clave en el metabolismo vy la
resistencia a la insulina (Loviscach et al., 2000). En condiciones normales mantiene un
equilibrio energético en la activacion constante de PPAR, favoreciendo la absorcion de
glucosa y la oxidacién de lipidos (Kintscher et al., 2005). En este contexto, la linea
celular C2C12 (mioblastos) representa una herramienta esencial para comprender los

efectos metabdlicos del OA y del AU.

El tejido adiposo también participa en la regulacion del metabolismo de lipidos
y carbohidratos, es sensible a la accion de 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 PPARa y PPARy (Reyes et al., 2012). El tejido adiposo
secreta adiponectina, sintetizada a partir de la activacion de PPARYy; tiene efecto
sensibilizador a la insulina en varios 6rganos, incluyendo el musculo esquelético y el
higado (Clavijo et al., 2007). La adiponectina promueve en el musculo esquelético la
oxidacion de acidos grasos y activa la sintesis de PPARYy, favoreciendo la
incorporacion de glucosa a través de la translocacion de GLUT4 (Manzur et al., 2010).
Asi, la linea celular 3T3-L1 (adipocitos maduros) representa un buen modelo de

estudio para conocer los efectos del OA y del AU.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Propiedades Farmacolégicas del AO y el AU.

El AO y al AU se han atribuido con diferentes efectos farmacolégicos sobre la
hiperglucemia, la funcionalidad y la integridad de la célula B- pancreatica, la respuesta
de la insulina, la inhibicion de la proteina tirosina fosfatasa 1-B (PTB-1B), la activacion
de las cascadas de sefializacion PI3K/Akt, LKB1/AMPK, inhibicion de la enzima
GSK3p; asi como efectos hipolipidémicos y activacion de PPARs (Castellano et al.,

2013).

En el 2007, Ortiz y colaboradores observaron que el AO inhibe la a-
glucosidasa, una enzima que permite la absorcion de los carbohidratos en el intestino
delgado. Esta inhibicidon permite un mejor control de la hiperglucemia posprandial y
origina, a largo plazo, reduccion de la hemoglobina glicada (Ortiz et al., 2007). EI AO
también inhibe la actividad de la a-amilasa salival y pancreatica, asi como una
disminucién de glucosa en sangre (23%) después de 30 minutos de tratamiento
(1 mg/kg), produciendo un efecto hipoglucémico en individuos con prediabetes (Omaki
et al., 2003). Efectos similares se han observado con el AU, bloqueando a la enzima
a-amilasa, por lo que se ha sugerido que la inhibicién de esta enzima se debe a la

caracteristica de la estructura de estos triterpenos (Ali et al., 2006).

En la DM2, las células B-pancreaticas fallan al liberar la cantidad suficiente de
insulina para compensar la hiperglucemia. Este defecto involucra diversas alteraciones

morfologicas y funcionales de la célula B-pancreatica. Datos acumulados indican que
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el AO incrementa la biosintesis y secrecion de la insulina y mejora la tolerancia a la
glucosa a través de multiples mecanismos. Por ejemplo, la inyeccion intraperitoneal de
AO en ratas Wistar, reduce la glucemia en ayunas mientras incrementa la insulina en

plasma (Hsu et al., 2006).

Por otro lado, se ha observado que el AO y el AU promueven la sobrevivencia
de islotes pancreaticos trasplantados a ratones diabéticos inducidos con STZ, a través
de la inhibicién de la produccion de citocinas por macrofagos y células presentadoras
de antigeno. En el caso del AO, disminuye a IP-10 e IL-4 en suero de ratas. El AU
también preserva la funcionalidad de la célula B en ratones diabéticos (Nataraju et al.,
2009). Se han realizado diversos estudios sobre la inhibicién de la enzima PTP-1B,
que es una proteina que regula negativamente al receptor de insulina y a la leptina. En
2014, Ramirez y colaboradores sintetizaron algunos derivados del AO y del AU, y
observaron que tienen una potente actividad inhibitoria sobre esta enzima. También
observaron una disminucion significativa de glucosa en sangre in vivo (Ramirez et al.,

2014).

Los efectos hipolipidémicos del AO y del AU han sido estudiados desde la
decada de los 90°s. En ratas Sprague-Dawley, con una dieta alta en colesterol, el AO
redujo las concentraciones de colesterol total, trigliceridos y colesterol LDL en plasma.
Por otra parte, regula la expresion de genes lipogénicos (ACC,SCD2, Gpam y ACAT)
(Unoki et al., 2008). Ademas, el AO redujo significativamente los niveles de grasa
visceral en ratones Swiss, junto con un incremento de leptina y una disminucion de los

lipidos y grelina en plasma. Los estudios histolégicos del higado indicaron que estos
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triterpenos reducen marcadamente la esteatosis microvesicular y las gotas lipidicas

causadas por la dieta (de Melo et al., 2010)

Diferentes rutas de senalizacion estan involucradas en la regulacién de las
concentraciones de glucosa en sangre; entre ellas se encuentran PI3K/AKT vy
LKB1/AMPK. Ambas rutas de senalizacion participan en muchos procesos
metabolicos, incluyendo el consumo de glucosa, la oxidacion de los acidos grasos en
el musculo y tejido adiposo, asi como la sintesis de acidos grasos y la gluconeogénesis
en el higado. Se ha observado que la administracion del AO y el AU pueden
incrementar la acitividad de estas rutas de sefalizacion en ratones diabéticos (Zeng et
al., 2012; Thi et al., 2009). La enzima GSK3 actua como un regulador negativo de la
senalizacion de la insulina. Tanto el AO como el AU inhiben a esta enzima por

fosforilacién (Azevedo et al., 2010).

Los PPAR son reguladores transcripcionales de genes involucrados en el
metabolismo de lipidos y la homesotasis de la glucosa. Evidencia acumulada indica
que el AO puede modular la actividad de PPAR. Por ejemplo, se ha observado que el
AQO actua como un agonista de PPAR-a, mejorando el metabolismo de lipidos
cardiacos en en ratas diabeticas ZDF (Huang et al., 2005). Asi mismo, la activacion de

PPARYy por el AO produjo un efecto antihiperglucémico en ratones diabéticos KKA

(Kuroda et al., 2012).

Por tal motivo, en los ultimos anos se ha incrementado el estudio de moléculas

de origen vegetal con la finalidad de encontrar posibles fitomedicamentos que regulen
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el metabolismo de lipidos y carbohidratos. En este sentido los acidos pentaciclicos
como el AO y el AU, han sido objeto de estudio en diversos trabajos, reportando
actividad antidiabética importante, e incluso se ha evaluado el efecto de estos acidos
sobre blancos moleculares como la PTP1B, proteina esencial en la sefalizacion de la
insulina (Castellano et al., 2013). Sin embargo, aun se desconoce el efecto de estos
acidos sobre los PPAR, los cuales han sido considerados blancos terapéuticos
importantes debido a su influencia sobre el metabolismo de lipidos y carbohidratos.
Asi mismo, se han propuesto modificaciones estructurales en dichas moléculas, con
la finalidad de generar compuestos mas estables y favorecer los diversos procesos
farmacocinéticos. La posible participacion de estos compuestos sobre uno de los
tejidos mayoritariamente afectados por la presencia de resistencia a la insulina como
lo es el musculo esquelético brindaria nuevos datos sobre su intervencion en la
activacion de moléculas clave que regulan el metabolismo de lipidos y carbohidratos
como lo son PPARa y vy, asi como de sus genes que estos factores de transcripcion

regulan.

3. JUSTIFICACION

Una alimentacion elevada en grasas y carbohidratos, ademas de una vida
sedentaria y factores genéticos, pueden conducir a un desbalance entre el
metabolismo de lipidos y carbohidratos, lo cual es una condicion que caracteriza a la
obesidad y que puede promover el desarrollo de DM2. La incidencia de DM2, tanto a
nivel mundial como en nuestro pais, se ha elevado drasticamente en los ultimos afios.

Los farmacos utilizados para dicha enfermedad so6lo la controlan temporalmente y los
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efectos adversos son demasiados. Las plantas medicinales con propiedades
antihiperglucemiantes e hipolipemiantes representan un buen campo de investigacion
para el desarrollo de farmacos que puedan utilizarse en el control de la DM2, con la

posibilidad de producir menos efectos secundarios que los medicamentos actuales.

El descubrimiento del papel que juegan los PPAR en el restablecimiento de la
sensibilidad a la insulina ha abierto una nueva perspectiva en el tratamiento de los
pacientes con DM2 y otras patologias relacionadas. Aun cuando se han realizado
diversos estudios tanto con el AO y el AU en donde se observan modificaciones en los
niveles de glucosa en sangre, efectos antidiabéticos e hipolipidémicos, se desconoce
si estos triterpénos tienen una participacion directa sobre los PPAR que participan

directamente en la homeostasis de la glucosa y lipidos.

4. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Los acidos ursolico, oleandlico y sus derivados metilados poseen actividad

antidiabética debido a la activacion de PPAR?

5. HIPOTESIS

La actividad antidiabética de los acidos ursodlico, oleandlico y sus derivados
metilados puede estar mediada por la activacion de PPAR en tejidos sensibles a la
insulina, debido a la participacién de estos compuestos en la regulacion de los niveles

de glucosa vy lipidos.
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6. OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de los acidos ursolico, oleandlico y sus derivados

metilados sobre la activacion de los PPAR en tejidos sensibles a la insulina.

7. OBJETIVOS PARTICULARES

1. Determinar el efecto de los acidos ursélico, oleandlico y sus derivados metilados
sobre la expresion del RNAm y la proteina de PPARa y PPARYy en las lineas

celulares C2C12 y 3T3-L1.

2. Evaluar el efecto de los acidos ursolico, oleandlico y sus derivados metilados
sobre GLUT-4 y FATP-1, sobre la translocacion de GLUT-4 en mioblastos y

sobre el almacenamiento de lipidos en adipocitos.

3. Evaluar el efecto de los &acidos ursodlico y oleandlico sobre parametros

bioquimicos en un modelo de obesidad inducida con dieta de cafeteria.

8. MATERIAL Y METODO

8.1 Compuestos quimicos

El acido oleandlico (AO), el acido ursalico (AU), la pioglitazona, el fenofibrato,
el clorhidrato de 3-amino-7-dimetil-2 metilfenazina y el dimetilsulfoxido (DMSO) fueron
adquiridos de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE. UU.). Los derivados metilados fueron
semisintetizados y caracterizados en estudios previos (Guzman et al., 2018; Ramirez

et al.,, 2014).
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8.2 Cultivo de adipocitos 3T3-L1

Los adipocitos fueron diferenciados a partir de fibroblastos precursores
(preadipocitos). Los fibroblastos de la linea 3T3-L1 de raton fueron cultivados a
confluencia a 37°C, con atmaésfera de 5% de COz, en placas de seis pozos con medio
DMEM (Dulbecco’s Modied Eagle’s Medium, Gibco, Grand Island, NY, USA) (9 X 104
células por placa), piruvato de sodio 1 mM (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA),
glutamina 2 mM (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA), aminoacidos no esenciales (0.1
mM) (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA), gentamicina 10ug/ml (Sigma-Aldrich, St
Louis, MO, USA), complementado con 10% de suero fetal bovino (SFB: fetal bovine
serum, Gibco, Grand Island, NY, USA) (Cave et al., 2018). Después de dos dias a
confluencia (dia 0), la diferenciacion de fibroblastos a adipocitos fue inducida con
metilhidroxibutilxantina (MIX, 0.5 mM, Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA),
dexametasona (DX, 0.25 uM, Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) e insulina humana
(0.8 uM) en DMEM con 10% de suero fetal bovino. Al segundo dia se cambi6 el medio
de cultivo adicionando insulina y se mantuvo por dos dias mas (Clavijo et al., 2007);
Féve 2005). Durante toda la diferenciacion se cambi6 el medio cada 2 dias. Las células
fueron usadas para experimentos posteriores al dia 8 de diferenciacion, al cual mas
del 95% de las células expresaron el fenotipo de adipocitos, presentando una forma
circular con depdsitos de grasa en forma de pequenas esferas (Contreras et al., 2018).
8.3 Cultivo de mioblastos C2C12

Los mioblastos de la linea celular C2C12 fueron cultivados a confluencia a
37°C, con atmosfera de 5% de COz, en placas de seis pozos con medio DMEM (Medio

Dulbecco’s Modied Eagle’s, Gibco, Grand Island, NY, USA) (9 X 104 células por placa),
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piruvato de sodio 1 mM (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA), glutamina 2 mM (Sigma-
Aldrich, St Louis, MO, USA), aminoacidos no esenciales (0.1 mM) (Sigma-Aldrich, St
Louis, MO, USA), gentamicina 10ug/ml (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA),
complementado con 10% de SFB (Gibco, Grand Island, NY, USA). Cuando las células
llegaron a confluencia fueron utilizadas en los experimentos (Ahmadipour et al., 2013);
Venkatesan et al., 2015).
8.4 Prueba de funcionalidad celular (Rojo neutro)

La funcionalidad celular se llevé a cabo usando la prueba de rojo neutro.
Células en cultivo fueron tratadas con los diferentes compuestos a concentraciones de
1,5, 10,20, 30 y 50 pM durante 48 h. Posterior a los tratamientos, se afiadio la solucion
de rojo neutro en cada muestra y se incubd por 3 h a 37°C (Repetto et al., Zurita,
2008). La solucién de rojo neutro fue removida y se realizaron lavados con una mezcla
de CaClz 1%/ Formaldehido al 0.05%. Posteriormente se afiadio una solucion de acido
acético 1%/etanol 50%. La cantidad de rojo neutro liberado por los lisosomas de las
células viables se midié a una absorbancia de 540 nm (Borenfreund et al.,1985; Gomez

et al., 2017).

8.5 Condiciones experimentales

Se usaron cultivos de células musculares C2C12 y adipocitos 3T3-L1. Las
células control solo recibieron medio de cultivo, el cual se reemplazé cada 2 dias. La
pioglitazona (5 uM, agonista de PPARYy) y el fenofibrato (5 uM, agonista de PPARaq) se
usaron como controles positivos (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, E. U.) (Giacoman et al.,

2019). Los resultados de funcionalidad permitieron establecer las concentraciones
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optimas del AO y del AU para realizar los experimentos (10 uyM). El control recibid
DMSO (Sigma-Aldrich), cuya concentracion final fue <0.2%. Después de una cinética
de expresion de PPARYy, el mejor tiempo de incubacidn para el analisis de expresion
del ARN mensajero (ARNm) fue de 15 min, mientras que el mejor tiempo de incubacion

para el analisis de proteina fue de 2 h.

8.6 Extraccion y cuantificacion del RNAm

Posterior a los tratamientos, se realizé la extraccion del RNA total de las
células C2C12 y 3T3-L1 mediante el método de TRIzol (Invitrogen, Los Angeles, CA,
USA) de la siguiente manera: Se elimin6 el medio de los pozos, se agregaron 500 pL
de TRIzol, basado en el uso de una solucidn monofasica constituida por fenol e
isotiosinato de guanidina, que son facilitadores de la ruptura de la membrana
plasmatica y degradacion de proteinas. 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; se agité vigorosamente por 20 seg y se dejo reposar
20 min a 4°C. Después del tiempo de incubacioén, se centrifugé a 12000 g por 15 min
a 4°C, lo que permitié la formacion de 3 fases: una superior transparente que contiene
el RNA, una interfase y la fase inferior roja con el ADN y proteinas; se aislo la fase
superior y se colocé en un tubo nuevo. EI RNAm fue precipitado con 500 pyL de
isopropanol por cada mL de TRIzol; se agitdé suavemente por inversidén y se incub6 en
hielo por 30 min. Posteriormente, se centrifugd a 12000 g por 10 min a 4°C. Se elimind
el sobrenadante y se recupero el pellet. Se agreg6é 1 mL de etanol al 70% por cada mL

de TRIzol para realizar el lavado del pellet. Se resuspendio el pellet con agitacion
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(vortex) y se centrifugd a 7500 x g por 5 min a 4°C. Se retir6 el etanol y se dejo evaporar
los residuos a temperatura ambiente. Por ultimo, el RNA se resuspendio en 40 yL de
agua libre de RNAsas y se guardo a -70°C. Una vez aislado el ARN, se cuantificd con

el uso de un NanoDrop 2000 (Thermo Scientific) (Chomczynski et al., 1993).

8.6.1 Retrotranscripcion y q-PCR

La retrotranscripcién (RT) se llevd a cabo para sintetizar DNA complementario
(cDNA) a partir de RNA total, mediante la reaccion catalizada por la enzima
transcriptasa reversa (ImProm Il de Promega, Madison, WI, USA) a partir de una
concentracion de 2 ug de RNA (templado); se utilizaron primers al azar (random
primers 0.5 ug/uL). EI (cDNA) se amplificé con la tecnologia SYBR Green (Thermo
Scientific, Waltham, MA EE. UU.), utilizando primers para los genes PPARa, PPARYy,
FATP-1, GLUT-4, ACSL y AdipoQ, con 36B4 como gen de referencia (Fig. 12). El
proceso empled el sistema rotor-gen (Qiagen, Hilden, Alemania), que mide
continuamente los productos de amplificacion por PCR en cada ciclo (Hidalgo et al.,
2017). 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. Los
cambios relativos en el nivel de expresion de un gen especifico (AA®!) se calcularon
como muestra de A® menos la referencia de Ay luego se presentaron como 244t

(Giacoman et al., 2019; Fortis et al., 2019).
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Figura 8. Secuencias de primers utilizados para g-PCR.

Gene Bank
PPARa F: ATGCCAGTACTGCCGTTTTC NMO011144.6

R: GGCCTTGACCTTTGTTGATGT
PPARy F:CCAGAGTCTGCTGATCTGCG NMO011146.1

R: GCCACCTCTTTGCTCTGCCTC
FATP-1 F: ACCAGTGTCCAGGGGTACAG NMO011977.3

R: TGTCTCCCAGCTGACATGAG
GLUT-4 F: GATTCTGCTGCCCTTCTGTC NM009204.2

R:ATTGGACGCTCTCTCCCAA
ACSL F: ACCAGTGTCCAGGGGTACAG NMO007981.4

R: TGTCTCCCAGCTGACATGAG
AdipoQ F: GGCTCTGTGCTCCTCCATCT NMO009605.4

R: AGAGTCGTTGACGTTATCTGCATAG
36B4 F: AAGCGCGTCCTGGCATTGCTC NMO007475.5

R: CCGCAGGGGCAGCAGTGGT

8.7 Extraccion y cuantificacion de proteina citosoélica

Una vez obtenida la confluencia en las células, se aplicaron los tratamientos con
cada uno de los compuestos (AO, AU, AO/M) durante 2 h de incubacién. Posterior a
cada uno de los tratamientos, se retiré el medio de cultivo y se realizé un lavado con 2
mL de PBS frio; al término del lavado se agregd 1.5 mL de PBS frio y se retiraron las
células con gendarme. Las cuales se depositaron en un tubo Eppendorf de 2 mL. Las
células se centrifugaron a 800 g por 10 min a 4°C. Después de la centrifugacion, se
retiré el PBS y las células se sometieron a un choque térmico mediante nitrégeno
liquido, con la finalidad de lisar las células. Una vez lisadas, se agregaron 100 pL de

solucién hipoténica A (H20, HEPES 10 mM pH 7.9, KCI 10 mM, MgCl21.5 mM, DTT 1
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mM, PMSF y COMPLETE) y se homogenizaron por pipeteo para llevar a cabo un
choque osmatico. Rotas las membranas, las células se centrifugaron a 800 g por 10
min a 4°C; transcurrido el tiempo, se retird el sobrenadante con las proteinas
citoplasmaticas y se colocé en un tubo nuevo para determinar la presencia de
PPARa y y, GLUT-4 y FATP-1 en el citoplasma. La concentracién de proteinas se
cuantificé utilizando el método de Bradford y los experimentos se realizaron por

triplicado para cada tratamiento (Ismail et al., 1976).

8.8 Western Blot

Para cada ensayo se utilizaron 80 pg/uL de los extractos de proteinas
citoplasmaticas en buffer de carga (azul de bromofenol 0.1%, p-mercaptoetanol 2%
v/v), incubando a 90°C por 5 min. Las muestras se separaron en geles de
poliacrilamida al 10% con SDS durante 125 Volts/ 100 min y se transfiri6 a una
membrana PVDF (BIO-RAD, Irvine, CA, USA) a 25 Volts/10 min en un sistema de

transferencia (Transblot Turbo).

Posterior a la transferencia, la membrana fue bloqueada con 2 g de leche
diluidos en 50 mL de buffer TBS durante 2 h a temperatura ambiente. Transcurrido el
tiempo, la membrana fue incubada con anticuerpos (PPARYy: Cat. 81B8; Cell Signaling,
Danvers, MA, USA; PPARa: Cat. PA1-822A Invitrogen, Los Angeles, CA, USA;
GLUT4: Cat. 53566 Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA, o FATP-1: Cat. PA5-
2 7137, Invitrogen, Los Angeles, CA, USA, IRS-1: Cat.44-816G, Invitrogen, Los
Angeles, CA, USA) diluidos en TBS 1X, respectivamente, por 24 h en frio y agitacién

constante. Después de la incubacion, la membrana fue lavada con TBS 1X/ Tween 20
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(6 lavados/5 min), y nuevamente se incubé con un anticuerpo secundario (Anti-conejo:
Cat. GTX213110-01; GeneTex, Irvine, CA, USA; Anti-ratén: Cat. 2005; Santa Cruz
Biotechnology, Dallas, TX, USA), ambos acoplados a peroxidasa, durante 2 h a
temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo, la membrana fue lavada con TBS 1X/
Tween 20 (8 lavados/5 min). Al término de los lavados se agregd una mezcla de
solucion reveladora. La membrana se colocé en el fotodocumentador, con una
exposicion de 6 min para su revelado. El programa utilizado fue Image Studio Digits

(Contreras et al., 2018).

8.9 Inmunodeteccion de GLUT4 por microscopia confocal

Las células musculares C2C12 se cultivaron utilizando el sistema Chamber
Slide (Lab-Tek Il, Thermo-Fisher, MA, EE. UU.). Las células fueron colocadas en cajas
de 8 pozos y se incubaron con AO, AU, AO/M (10 uM) y pioglitazona (5 pM como
control positivo) durante 15, 30 y 60 min. Posteriormente, las células fueron lavadas 2
veces con PBS-Tween 0.5%. Una vez lavadas, las células se fijaron con formaldehido
al 60% durante 15 min y transcurrido el tiempo fueron nuevamente lavadas con PBS-
Tween 0.5%; se colocd el anticuerpo primario para GLUT-4 (Santa Cruz
Biotechnology, TX, EU) durante 24 h a 4°C. Transcurrido el tiempo, se realizaron
lavados con PBS-Tween 0.5% y se coloco el anticuerpo secundario (anti-conejo-
rodamina; Santa Cruz Biotechnology, TX, USA) durante 2 h a temperatura ambiente.
Posteriormente, se utilizé un ensamblaje de PBS/ glicerol/ DAPI (polifosfato inorganico
por 4', 6-diamidino-2-fenil-indol) (1:2000) para tefir el nucleo. Los cubreobjetos con la

muestra se colocaron en una platina de microscopio y se tomaron imagenes usando
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el microscopio confocal Zen-Sp1 ZEISS laser). Se seleccionaron las regiones de
interés en el citoplasma y se midio la intensidad promedio de pixeles (Miranda et al.,

2016).

8.9.1 Acumulacién de lipidos por Rojo Oleoso

Para evaluar la acumulacion de lipidos se utilizaron adipocitos 3T3-L1 maduros,
los cuales fueron tratados con AO, AU y AO/M (10 uM), asi como pioglitazona y
fenofibrato (5 yM, como controles positivos) por un periodo de 72 h (el medio de cultivo
con el tratamiento se cambid a las 24, 48 y 72 h). 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 continuacion, fueron
tefidas 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 lavo 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 al 4% de Nonidet P-40 y evaluado por espectrometria a 510
nm. Los datos fueron normalizados con el control para determinar la acumulacién de

lipidos (Garcia et al., 2008; Yang et al., 2020).

9. Estudios in vivo

9.1 Modelo de estudio de obesidad

Se utilizaron ratones macho de la cepa CD1, de 4 semanas de edad, con un

peso aproximado de 25 g, los cuales se obtuvieron del bioterio de la UAM-I. Los
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animales se mantuvieron a temperatura de cuarto (25 °C), con 45-65% humedad, bajo
condiciones luz/obscuridad de 12 h de luz blanca por 12 h de obscuridad. Todos los
animales fueron tratados de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana: NOM-062-ZO0O-

1999 (NOM-062-2001999, revisada en 2001, México).

9.2 Estandarizacion de la dieta de cafeteria

Para llevar a cabo el modelo de estudio, se utilizé una dieta conocida como dieta
de cafeteria (DCAF), la cual consiste en una dieta hipercalérica a base de comida rica
en grasa y carbohidratos. A continuacion, se enlistan los productos utilizados y las

cantidades para la obtencion del modelo (Tabla 7).

Tabla 7. Productos utilizados para la dieta DCAF. Contenido caldrico en porcentaje de grasa y

carbohidratos.
GRUPO CONTROL GRUPO EXPERIMENTAL
< Administracion de dieta % Dieta hipercalorica por 4 meses
estandar, agua at libitum. % Agua at libitum.
ALIMENTO CANTIDAD KCAL % GRASA | % CARBO

PROPORCIONADO | (n=5 por grupo) TOTALES

Dieta estandar 120 gr 488.4 13.496 57.996
Galletas dulces 30gr 189 50 . 50
Botana de queso 15gr 78.5 100 . 0
Galletas saladas 15gr 31.5 50 . 50
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9.3 Grupos de estudio

Todos los grupos de estudio se conformaron por cinco animales, de acuerdo
con la Norma Oficial Mexicana: NOM-062-Z0O0-1999. Los grupos de estudio fueron los

siguientes:

Grupo control

Los ratones (Grupo 1) se mantuvieron con dieta estandar (DE, BDL-7100, Bio-

dieta Lab, México) y agua at libitum durante 4 meses.

Grupo control positivo y experimental

Los grupos control positivo y experimental (Grupo 2-5) se mantuvieron con Dieta

estandar y dieta DCAF (DE + DCAF) y agua at libitum durante 4 meses.

9.4 Tratamientos

Al concluir con la dieta DCAF vy la DE (tres meses de tratamiento) se realizé la
administracién de los compuestos AO, AU y AO/M y de fenofibrato y pioglitazona

durante 20 dias bajo las siguientes concentraciones:

e AO, AU: Se administraron 50 mg/kg, ajustado al peso de cada uno de

los ratones.

e PIOGLITAZONA: Se administraron 20 mg/kg, ajustado al peso de cada

uno de los ratones.

e FENOFIBRATO: Se administraron 50 mg/kg, ajustado al peso de cada

uno de los ratones.
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Todos los compuestos fueron disueltos en Tween 80 al 10%. El grupo control
fue administrado con solucion salina y Tween 80 al 10%. Al término de la

administracion de los tratamientos se realizaron las siguientes curvas:

9.5 Prueba de tolerancia a la glucosa

Después de 20 dias de tratamiento con los compuestos, todos los grupos se
dejaron en ayuno durante 12 h; posteriormente se midio la glucosa inicial (tiempo 0) y
se administré dextrosa (2 g/kg) via intragastrica; la glucemia se midio al tiempo 30, 60,

120 y 180 min.

9.6 Prueba de tolerancia a la insulina

Después de 20 dias de tratamiento, todos los grupos se dejaron en ayuno
durante 12 h; posteriormente se midié la glucosa inicial (tiempo 0) y se administraron
2.8 unidades de insulina (Ul) diluidas en solucion salina a cada ratén via
intraperitoneal, la glucemia se midi6 a los tiempos 15, 30, 45 y 60 minutos. Una vez
realizadas estas curvas, los ratones fueron sacrificados para obtener el suero, los

cuales fueron almacenados a -90°C para su posterior analisis.

9.7 Parametros bioquimicos y antropométricos

Se determinaron los siguientes parametros bioquimicos: glucosa, colesterol,
triglicéridos. Ademas, se midio el peso y la talla de cada uno de los ratones al inicio y

término de los tratamientos.
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10. ANALISIS ESTADISTICO

Todos los datos fueron expresados como media + E.E.M. y la significancia
estadistica se evalud utilizando ANOVA, seguido de un analisis complementario por
Tukey- Kramer, utilizando el programa estadistico GraphPad Prims y NCSS. Las

diferencias significativas fueron consideradas con una p<0.05.
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11. RESULTADOS

11.1 Prueba de funcionalidad en el modelo in vitro

11.1.1 Mioblastos C2C12.

Los resultados obtenidos en la determinacion de la funcionalidad en células
C2C12 tratadas con distintas concentraciones de cada uno de los compuestos,
muestran que, a medida que se incrementa la concentracion de los acidos
pentaciclicos y después de las 48 h de tratamiento, la funcionalidad celular disminuye
significativamente hasta un 75%, en relacion con el control. A concentraciones
menores (1-10 uM), la funcionalidad celular no se afect6 después de las 48 h de

tratamiento (Fig.9).
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Figura 9. Funcionalidad Celular en mioblastos C2C12. Porcentaje de funcionalidad por la técnica
de rojo neutro en mioblastos C2C12 tratados con diferentes concentraciones de AO, AU y AO/M.
Media = E.E.M. (n=3), * Diferencia significativa comparada con el control p<0.05 (ANOVA, prueba de
Tukey).
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11.1.2 Adipocitos 3T3-L1.

Los resultados obtenidos en la determinacién de la funcionalidad en adipocitos
3T3-L1 tratados con distintas concentraciones de cada uno de los compuestos,
muestran que, a medida que se incrementa la concentracion de los acidos
pentaciclicos y después de las 48 h de tratamiento, la funcionalidad celular disminuye
significativamente hasta un 50% cuando se compara con el control (p<0.05). A
concentraciones menores (1-10 uM), la funcionalidad no se afectd después de las 48
h de tratamiento (Fig.10). Como criterio para seleccionar la concentracion se tomé en
consideracion estudios previamente reportados, asi como la concentracién en la que
la funcionalidad celular resultara >80%; por lo tanto, se utilizé6 una concentracion de 10

MM para todos los experimentos.
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Figura 10. Funcionalidad Celular en adipocitos 3T3-L1. Determinacion del porcentaje de
funcionalidad por la técnica de rojo neutro en adipocitos 3T3L-1 tratados con diferentes
concentraciones de AO, AU y AO/M. Media + E.E.M. (n=3), *Diferencia significativa comparada
con el control p<0.05 (ANOVA, prueba de Tukey).
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11.2 Efecto del AO, AU y AO/MET sobre la expresion de PPARa y sus genes
regulados en mioblastos.

Los resultados que se observan en la Figura 11, describen el efecto de los
compuestos pentaciclicos sobre la expresién de PPARa y sus genes regulados (FATP-
1y ACSL). A los 15 min de tratamiento, el AO incrementd la expresion de PPARAa
(0.5-veces), FATP-1 y ACSL (3-veces), de manera significativa, comparado con el
control (p<0.05). Por otra parte, el AU disminuy6 de forma significativa la expresion de
PPARAaq, mientras que incrementd significativamente la expresion de FATP-1 (3-
veces), comparado con el control (p<0.05). El AO/M incremento la expresion de FATP-

1 en 5-veces comparado con el control (Fig. 11).

11.3 Efecto del AO, AU y AO/MET sobre la expresiéon de PPARy y sus genes

regulados en mioblastos.

Se evalu6 el efecto del AO sobre la expresion de PPARy y sus genes
regulados. Los resultados mostraron que, a los 15 minutos de tratamiento, este
compuesto incrementa de forma significativa la expresion de los genes PPARy y
AdipoQ (2-veces), mientras que GLUT-4 incremento significativamente (4-veces), en
relacion con el control (p<0.05). Por otra parte, el AU mostré una disminucion

significativa en la expresion de AdipQ y GLUT-4 comparado con el control (Fig. 12).
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Figura 11. Expresion del RNAm de PPARa, FATP-1 y ACSL. Células C2C12 tratadas con AO, AU
y AO/M (10 uM), y fenofibrato (5 uM) por 15 min. Media + E.E.M. (n=3), *# Diferencia significativa
comparada con el control p<0.05 (ANOVA, prueba de Tukey).
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Figura 12. Expresion del RNAm de PPARy, AdipoQ y GLUT-4. Células C2C12 tratadas con AO,
AUy AO/M (10 uM), y fenofibrato (5 uM) por 15 min. Media + E.E.M. (n=3), *# Diferencia significativa
comparada con el control p<0.05 (ANOVA, prueba de Tukey).
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11.4 Efecto del AO, AU y AO/MET sobre la expresion de PPARa y sus genes

regulados en adipocitos.

Los resultados de la Figura 13 muestran que el AO incrementé la expresion
de PPARa y ACSL (2 y 4 veces, respectivamente) comparado con el control (p<0.05).
Asi mismo, el AU y el AO/M incrementaron la expresion de ACSL (5-veces). Por otra
parte, el AU disminuyd la expresion de PPARa 'y FATP-1 en comparacion con el control

(p<0.05) (Fig. 13).

11.5 Efecto del AO, AU y AO/MET sobre la expresiéon de PPARy y sus genes

regulados en adipocitos.

La Figura 14 describe los resultados obtenidos tras la administracién del AO,
AU y el AO/M, los cuales incrementaron significativamente la expresion de PPARy y
AdipoQ (5 a 7 veces) en comparacion con el control (p<0.05). Por otra parte, ninguno

de los tres compuestos generd cambios en la expresion de GLUT-4 (Fig. 14).
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Figura 13. Expresion del RNAm de PPARa, FATP-1 y ACSL. Células 3T3-L1 tratadas con AO, AU
y AO/M (10 uM), y fenofibrato (5 pM) por 15 min. Media £ E.E.M. (n=3), *# Diferencia significativa
comparada con el control p<0.05 (ANOVA, prueba de Tukey).
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Figura 14. Expresion del RNAm de PPARYy, AdipoQ y GLUT-4. Células 3T3-L1 tratadas con AO,

AU y AO/M (10 uM), y fenofibrato (5 uM) por 15 min. Media + E.E.M. (n=3), *# Diferencia significativa

comparada con el control p<0.05 (ANOVA, prueba de Tukey).
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11.6 Efecto del AO, AU y AO/M sobre las concentraciones de proteina para
PPARa y FATP-1 en mioblastos.

Los niveles de proteina para PPARa y FATP-1 después de los tratamientos
con los compuestos triterpénicos se muestran en la Figura 15. El AO y el AU
incrementaron significativamente la expresion de FATP-1 después de 2 h de
tratamiento en relacion con el control (p<0.05), mientras que el AO/M no modificé los
niveles de expresion de ambas proteinas. Por otra parte, la expresion de PPARa no

se modificé después del tratamiento con los compuestos (Fig.15).
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Figura 15. Expresion proteinica de PPARa y FATP-1. Células C2C12 tratadas con AO, AU, AO/M
(10 uM) y fenofibrato (5 uM) por 2 h. Media + E.E.M. (n=3), * Diferencia significativa comparada con
el control p<0.05 (ANOVA, prueba de Tukey).
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11.7 Efecto del AO, AU y AO/M sobre las concentraciones de proteina para

PPARy y GLUT-4 en mioblastos.

En la Figura 16 se muestran los resultados obtenidos tras los tratamientos con
los compuestos triterpénicos. Se puede observar que el AO incrementé de forma
significativa la expresion proteinica de PPARy y GLUT-4 (p<0.05); mientras que el AU
y el AO/M no mostraron cambios en las concentraciones de estas proteinas en relacion

con el control (Fig. 16).
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Figura 16. Expresion proteinica de PPARy y GLUT-4. Células C2C12 fueron tratadas con AO,
AU, AO/M (10 uM) y Pioglitazona (5 uM) por 2 horas. Cada evaluacion representa la media + E.E.M.

(n=3), * Diferencia significativa comparada con el control p<0.05 (ANOVA, Tukey's test).
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11.8 Translocacion de GLUT-4 en mioblastos C2C12

Se evaluo el efecto del AO, AU y AO/M sobre la translocacién de GLUT-4 a
diferentes tiempos de incubacién (15, 30 y 60 minutos). La Figura 17 muestra que a
los 15 min de tratamiento el AO incrementd significativamente (0.5 veces) la

translocacién de GLUT-4 comparado con el control (p<0.05) (Fig. 17).
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Tratamientos (15 minutos)

AO/M (15min)
DAPI GLUT-4 GLUT-4 + DAPI

Figura 17. Efecto del AO, AU y AO/M en la translocacion de GLUT-4. A) Translocacion de
GLUT-4 después del tratamiento con AO, AU, AO/M (10 uM) y Pioglitazona (5 uM) a los 15 min de
tratamiento. El contenido de GLUT-4 fue cuantificado a una DO de 510 nm. B) Fotomicrografias de
fluorescencia confocal de GLUT-4 tratadas con AO, AU, AO/M (10 uM) Pioglitazona (5 uM) por 15
min (40X). DAPI: marcador de nucleos (azul), Rodamina- GLUT-4: Anticuerpo secundario contra
GLUT-4 acoplado a rodamina (rojo), transposicion de DAPI/GLUT-4 rodamina. Media + E.E.M. (n=3).
Diferencia significativa * vs Control, p<0.05 (ANOVA, prueba de Tukey).
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A los 30 min de tratamiento se puede observar que tanto el AO como el AU
incrementan la translocaciéon de GLUT-4 de forma significativa (4 veces) cuando se

compara con el control (p<0.05) (Fig. 18).
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Figura 18. Efecto del AO, AU y AO/M en la translocacion de GLUT-4. A) Translocacion de GLUT-
4 después del tratamiento con AO, AU, AO/M (10 uM) y Pioglitazona (5 uM) a los 30 minutos de
tratamiento. El contenido de GLUT-4 fue cuantificado a una DO de 510 nm. B) Fotomicrografias de
fluorescencia confocal de GLUT-4 tratadas con AO, AU, AO/M (10 uM) y Pioglitazona (5 yuM) por
30 minutos (40X). DAPI: marcador de nucleos (azul), Rodamina- GLUT-4: Anticuerpo secundario
contra GLUT-4 acoplado a rodamina (rojo), transposiciéon de DAPI/GLUT-4 rodamina. Cada
evaluacion representa la media + E.E.M. (n=3). Diferencia significativa * vs Control, p<0.05 (ANOVA,

Tukev’s).
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Por ultimo, a los 60 min de tratamiento el AO disminuyd significativamente la
translocacién de GLUT-4 en comparacién con el control (p<0.05), mientras que el AU

y el AO/M no mostraron cambios comparado con el control (Fig. 19).
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Figura 19. Efecto del AO, AU y AO/M en la translocacion de GLUT-4. A) Translocacion de GLUT-
4 después del tratamiento con AO, AU, AO/M (10 uM) y pioglitazona (5 pM) a los 60 min de
tratamiento. El contenido de GLUT-4 fue cuantificado a una DO de 510 nm. B) Fotomicrografias de
fluorescencia confocal de GLUT-4 tratadas con AO, AU, AO/M (10 uM) y pioglitazona (5 uM) por 60
minutos (40X). DAPI: marcador de nucleos (azul), rodamina- GLUT-4: anticuerpo secundario contra
GLUT-4 acoplado a rodamina (rojo), transposicién de DAPI/GLUT-4 rodamina. Media + E.E.M. (n=3).
Diferencia significativa * vs Control, p<0.05 (ANOVA, prueba de Tukey).
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11.9. Efecto del AO, AU y AO/M sobre la acumulacién de lipidos en adipocitos

Posterior a 72 h de tratamiento con el AO, AU y el AO/M se evalu6 el contenido
de lipidos en adipocitos. Los resultados mostraron que no se modificé la acumulacion
de lipidos con ninguno de los compuestos triterpénicos, mientras que el tratamiento
con pioglitazona aumentd la acumulacion de lipidos; el fenofibrato disminuyd la
acumulacién de lipidos de manera significativa con respecto al control (p<0.05) (Fig.

20.

(OD 510 nm)

Acumulacion de Lipidos

#

CT PIO FEN AO AU AOM
Tratamientos (72 h)

Figura 20. Efecto del AO, AU y AO/M sobre la acumulacién de lipidos en adipocitos 3T3-L1. A)
Acumulacién de lipidos después del tratamiento con AO, AU, AO/M (10 uM) y pioglitazona (5 uM) y
fenofibrato (5 uM) a las 72 h. El contenido de lipidos fue cuantificado por OD a 510 nm. B) Imagenes
(10X) del contenido de lipidos tefiidos con rojo oleoso después de las 72 h de tratamiento. Media £
E.E.M. (n=3). Diferencia significativa * vs Control, p<0.05 (ANOVA, prueba de Tukey).
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12. Estudios in vivo

12.1 Estandarizacion de dieta de cafeteria

La dieta DCAF se refiere a la alimentacién basada en una variedad de
alimentos comerciales. La mayor parte de los elementos seleccionados son
hipercaldricos con un alto contenido de grasa y azucar. Tipicamente, este régimen
conduce a hiperfagia, un aumento en la ingesta de energia y consecuentemente
obesidad. Para este trabajo, nos basamos en las condiciones reportadas por Shafat y

colaboradores (Shafat et al., 2009; Sampey et al., 2011).

Después de 4 meses de la administracion de esta dieta se cuantifico el peso
corporal en cada uno de los grupos que se estudiaron (Fig. 21), asi como en el
consumo de calorias y carbohidratos (Fig. 22). Después de 45 dias de consumo de la
dieta DCAF, los ratones aumentaron de peso significativamente con respecto al control
(p=<0.05). Se realiz6 el calculo semanal de las calorias consumidas para asegurar que
la dieta DCAF fuera hipercaldrica y conforme a la informacioén nutrimental en las
etiquetas del alimento estandar y la dieta DCAF (diversos productos comerciales) se
calcul6 el consumo semanal de calorias, carbohidratos y grasa de cada uno de los
grupos, se encontro diferencia significativa desde la primera semana hasta las 15
semanas en la dieta DCAF, lo que indica que esta dieta fue hipercaldrica con respecto

a la DE del grupo control (Fig. 22 A-C).
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Figura 21. Estandarizacion de la dieta de cafeteria (DCAF). Peso corporal de los grupos de estudio
de: DE vs DCAF. Media £ E.E.M. (n=40). Diferencia significativa*vs Control, p<0.05 (ANOVA, Tukey’s).
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Figura 22. Peso corporal y consumo de kilocalorias. A) Total de kilocalorias consumidas, B) Consumo
de kilocalorias obtenidas de carbohidratos, C) Consumo de kilocalorias obtenidas de grasa. Datos
comparados D.E. vs DCAF. Media +E.E.M. (n=3). *Diferencia significativa vs Control, p<0.05 (ANOVA,
prueba de Tukey).

Pagina | 69



12.2 Consumo de agua durante la dieta DCAF

Para determinar si la DCAF tuvo un efecto sobre el consumo de agua en cada
uno de los grupos de tratamiento, se cuantificé la cantidad de agua consumida durante
los 4 meses de la administracion de la DCAF. La Figura 24 muestra los resultados
obtenidos de la medicién del agua durante el tiempo de tratamiento; el consumo de

agua no se afectd durante la dieta al comparar con el control (p<0.05) (Fig. 23).
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Figura 23. Consumo de agua durante la administraciéon de la DCAF. Media +E.E.M. (n=3).
*Diferencia significativa vs Control, p<0.05 (ANOVA, prueba de Tukey).
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12.3 Parametros bioquimicos

Al término del tratamiento se evaluaron diferentes parametros bioquimicos,
como son glucosa, colesterol, triglicéridos y transaminasas. La Figura 24 muestra los
resultados obtenidos en los grupos tratados con AO y AU (50 mg/Kg). Los niveles de
glucosa tienden a disminuir con el tratamiento de AU, mientras que el colesterol total
disminuy6 significativamente tras el tratamiento con el AO y el AU (p<0.05). Por otro
lado, los triglicéridos, disminuyeron significativamente posterior al tratamiento con el

AO (p<0.05) (Fig.25).

Glucosa [mg/dL]
Colesterol [mg/dL]

CT DCAF _PlO

0-
CT DCAF lPlO FEN AO AU .
' DCAF

Figura 24. Parametros bioquimicos. Se evaluaron los niveles de glucosa, colesterol y triglicéridos
posterior a los tratamientos con AO y AU (50 mg/Kg). Media +E.E.M. (n=3). *Diferencia significativa vs
Control, p<0.05 (ANOVA, prueba de Tukey).
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Los niveles de transaminasas (ALT/GPT, AST/GOT) no se modificaron con los

tratamientos de AO y AU (50 mg/Kg) (Fig. 26).

ALT/GPT [U/L]
AST/GOT [U/L]

CT  DCAF . PIO

Figura 25. Niveles de transaminasas ALT/GPT y AST/GOT. Se evaluaron los niveles de transaminasas
(ALT/GTP y AST/TGO) con AO y AU (50 mg/Kg). Media +E.E.M. (n=3). *Diferencia significativa vs
Control, p<0.05 (ANOVA, prueba de Tukey).

12.4 Prueba de tolerancia a la glucosa

Después de cada uno de los tratamientos, se realizé una prueba de tolerancia
a la glucosa. El AU tiende a disminuir la glucosa, posterior a los 60 minutos de la
administracién de la carga de glucosa, en comparacion con el control DCAF (p<0.05)

(Fig. 26).
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Figura 26. Prueba de tolerancia a la glucosa. Posterior a los tratamientos con el AO, AU (50
mg/Kg) y pioglitazona (20 mg/Kg) se determiné la concentracion de glucosa a diferentes tiempos (30,
60, 120 y 180 min. Media £E.E.M. (n=3). *Diferencia significativa vs Control, p<0.05 (ANOVA, prueba
de Tukey).

12.5 Prueba de resistencia a la insulina

La Figura 27 muestra la sensibilidad a la insulina en ratones con los diferentes
tratamientos, AO y AU, a dosis de 50 mg/Kg y pioglitazona a dosis de 20 mg/Kg. Desde
los 30 minutos posterior a la administracion de la insulina, el grupo tratado con AO y el
AU tiende a disminuir los niveles de glucosa cuando se compara con el grupo control.
Por otra parte, el grupo DCAF, mantuvo niveles elevados de la glucemia por arriba de
los 120 mg/dL durante toda la prueba de resistencia a la insulina cuando se compara

con el control (Fig. 27).
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Figura 27. Prueba de resistencia a la insulina. Posterior a los tratamientos con el AO, AU (50
mg/Kg) y pioglitazona (20 mg/Kg) se determiné la resistencia a la insulina a diferentes tiempos (15,
30, 45 y 60 min) y en los diferentes grupos de tratamiento. Media +E.E.M. (n=3). *Diferencia
significativa vs Control, p<0.05 (ANOVA, prueba de Tukey).

13. DISCUSION

En las ultimas décadas, la DM2 se ha convertido en una enfermedad
metabdlica mundial y representa un grave problema de salud publica. Su incidencia
reporta en un 8.5% de la poblacién mundial, por lo que numerosos estudios han
demostrado que el control efectivo de los niveles de glucosa en sangre pueden
contribuir de manera importante en la prevencion y tratamiento de las complicaciones

de esta enfermedad (Ozougwu et al., 2018).

Durante la ultima década, se ha demostrado que existe una activacion

farmacologica de PPAR con diferentes enfoques terapéuticos efectivos para corregir
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algunos aspectos del sindrome metabdlico, principalmente en la hipertrigliceridemia,
que es corregida por los fibratos, y en la DM2, donde participan las tiazolidinedionas
(Coll et al., 2009). En particular, PPARa se ha identificado como un regulador clave de
los genes implicados en la oxidacion de acidos grasos (Acil CoA oxidasa, carnitina
palmitoil transferasa I, hidroximetilglutaril CoA sintasa mitocondrial). Al aumentar la
B-oxidacion de los acidos grasos y proporcionar energia a la célula, también rompe los
acidos grasos de cadena larga, evitando asi la acumulacion y toxicidad de los lipidos
en las células (Polvani et al., 2016). Ademas, también estimula la captacion celular de
acidos grasos, aumentando la expresion de la proteina transportadora de acidos
grasos (FATP1) y la enzima translocasa de los acidos grasos (FAT) (Motojima et al.,

1998).

Por otro lado, PPARYy es fundamental para la diferenciacion y acumulacion de
lipidos en los adipocitos. Ademas, su activacion aumenta la sensibilidad a la insulina y
esto puede estar mediado en parte por la activacién directa de factores genéticos de
la via de la insulina (Castrejon et al., 2007). El primer paso por el cual la insulina
aumenta el almacenamiento o la utilizaciéon de energia implica el transporte regulado
de glucosa hacia la célula, mediado por el transportador facilitador de glucosa
GLUT-4, aumentando asi la captacion de glucosa en adipocitos y células musculares,
reduciendo los niveles plasmaticos de glucosa (Frojdo et al., 2009). Ademas, la
activacion de PPARy desencadena un aumento de las concentraciones plasmaticas
de adiponectina, una hormona que aumenta los acidos grasos en el musculo

esquelético y el higado. En general, la adiponectina mejora la sensibilidad a la insulina
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y disminuye la produccion de glucosa en el higado, lo que resulta en una disminucion
de los niveles de glucosa, triglicéridos y acidos grasos libres circulantes (Amauchi et

al., 2001).

En este sentido, modelos de estudio para evaluar el efecto de moléculas
antidiabéticas, como el de la linea celular C2C12 de mioblastos, pueden ayudar a
explicar el efecto de moléculas experimentales sobre dianas moleculares que
participan en la expresion de genes implicados en el metabolismo de glucosa y lipidos.
Ademas, el tejido muscular es donde se gasta mayoritariamente energia, hay una
mayor incorporacion de glucosa estimulada por la insulina debido a la translocacion de

GLUT-4 y ocurre la mayor expresion de PPARy y a (Ahmadipour et al., 2013).

Por otra parte, el tejido adiposo es la principal reserva de energia y donde se
almacenan los triglicéridos cuando existen periodos de exceso de energia. Los
adipocitos, como la linea celular 3T3-L1, pueden diferenciarse espontaneamente
durante un periodo de varias semanas con la aparicion de células que contienen gotas
lipidicas. Este proceso puede acelerarse por agentes inductores como la DX, MIX y la
insulina. La expresion de PPARy promueve la formacion de gotas de lipidos durante
el proceso de diferenciacion de estas células (Serrano et al., 2016). Por tanto, ambos
tipos celulares son un buen modelo de estudio para los propédsitos de esta
investigacion.

En este estudio se evalud el efecto del AO, AU y AO/M sobre la funcionalidad
de las células C2C12 y 3T3L-1 y sobre la expresién del ARNm de PPARa y PPARYy.

Ademas, se evaluo el efecto de estos compuestos sobre la expresion del ARNm de
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proteinas importantes expresadas durante la activacion de PPAR. Estas proteinas
tienen un papel clave en la oxidaciéon de lipidos (FATP-1 y ACSL), como
sensibilizadores a la insulina (AdipoQ y GLUT-4) y la activacién de la cascada de
sefalizacion de esta hormona (IRS-1). Ademas, se evalud la translocacion de GLUT-
4 y la acumulacion de lipidos en las células C2C12 y 3T3-L1, respectivamente. Por
otra parte, se establecié el modelo DCAF y se determiné el efecto de estos compuestos

sobre los parametros bioquimicos en el modelo in vivo.

El presente estudio muestra evidencia que el tratamiento con el AO, AU y AO/M
a concentraciones bajas (1, 5y 10 uM) no afecta la funcionalidad de las células C2C12
y 3T3-L1, mientras que a concentraciones mas altas (20, 30 y 50 uM) la funcionalidad
de las células disminuye significativamente. Estudios similares en la linea celular
HepG2 y en hepatocito primario mostraron que a bajas concentraciones de AO y AU
(0.05-10 uM) no se afecta la viabilidad celular. Sin embargo, a concentraciones mas
altas (25-75 uM) se observo una disminucion significativa en la viabilidad (Sung et al.

2010; Li et al., 2015; Chen et al., 2017).

Varias investigaciones han documentado que, a concentraciones altas, el AO y
el AU conducen a un efecto apoptético de varios tipos de células cancerosas. En este
sentido, Liese et al. demostraron que a concentraciones mas altas de AO (20-80 uM)
disminuyen la viabilidad de las células Huh7, HepG2 y Hep3B (Juliane et al., 2015).
Asimismo, en un estudio realizado por Lucio et al., en la linea celular de cancer de
pulmén A459, el AU también disminuyé la viabilidad (20-100 uM) (Fernandes and

Arau, 2011). De acuerdo con nuestros resultados y con lo reportado anteriormente, se
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utilizé la concentracion de 10 uM de cada uno de los compuestos en los experimentos
posteriores, debido a que es la concentracion maxima a la cual estos compuestos no

indujeron cambios en la funcionalidad de ambos tipos celulares.

Debido a que los PPAR son considerados los responsables del equilibrio
energético, estudios recientes se centraron en el desarrollo de agonistas para PPAR.
Los agonistas duales de PPARa/y son una nueva clase de farmacos desarrollados
para producir efectos antidiabéticos e hipolipidémicos, como es el caso del
ragaglitazar, un agonista dual de PPARa/y que ha demostrado tener efectos sobre
estos PPAR. En otros estudios, el muraglitazar, un agonista dual similar al ragaglitazar,
indujo ganancia de peso en ratones db/db e incluso produjo edema (Mittra et al., 2007).
El tesaglitazar, otro agonista dual de PPARYy/a, indujo fibrosarcoma en tejido adiposo
de ratones (Glinghammar et al., 2011), aunque aun se desconoce el mecanismo por

el cual se desarrollan estos efectos adversos.

El compuesto sintético hibrido tiazolidin-2,4-dion/bifenilcarbonitrilo, mediante
estudios in vivo e in silico, se demostré que aumenta la expresion de PPARa/y (Hidalgo
et al., 2013). Otro agonista sintético es el GFT505, el cual redujo lipidos y glucosa en
sangre, asi como la RI por activaciéon dual de PPARa/y (Cariou et al., 2011). El
compuesto C333H actu6 como agonista dual de PPARa/y, con efecto mayor que el
fenofibrato y la rosiglitazona, respectivamente, en células 3T3-L1 (Xu et al., 2006). El
saroglitazar es un agonista dual de PPARa/y que recientemente fue aprobado en la
India para el tratamiento de la DT2, hiperlipidemia e hipertrigliceridemia en pacientes

que no pudieron ser controlados mediante estatinas. Sin embargo, aun no se
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encuentra aprobado a nivel mundial. De ahi que se considera importante continuar con
la busqueda de nuevos agonistas duales (Bronson et al., 2014). EI AO y el AU son
moléculas que inducen efectos antidiabéticos e hipolipidémicos que pueden asociarse

con un efecto agonista en PPARa y y (Berger et al., 2005).

Los resultados de esta investigacion muestran que el AO aumentd la
expresion del ARNm de PPARaly, AdipoQ, GLUT-4, FATP-1 y ACSL en mioblastos
C2C12. Por otra parte, el AU y el AO/M unicamente incrementaron la expresién del
RNAmM de ACSL. En los adipocitos 3T3-L1, la expresion del RNAm de PPARa, PPARYy
y AdipoQ también incrementaron tras el tratamiento con el AO, mientras que el AU y
el AO/M incrementaron la expresién de PPRAy y AdipoQ. Estos datos sugieren que el
AO puede tener una activacion dual de PPARa/y en el tejido muscular y en el tejido
adiposo, lo cual conduce a la activacion de genes que participan en el metabolismo

tanto de lipidos como de carbohidratos.

Entre los genes que se activan por estos factores de transcripcion podemos
encontrar a la adiponectina, una hormona secretada en tejido adiposo y musculo
esquelético que se encarga de aumentar la expresion de moléculas implicadas en el
transporte y oxidacion de los acidos grasos, lo cual podria contribuir a mejorar la
transduccion de sefiales del receptor de insulina (Elissondo et al., 2008). Por otra
parte, GLUT-4 es el principal transportador de glucosa sensible a la insulina. Tras la
estimulacion por esta hormona intracelular, GLUT-4 se transloca a la membrana
plasmatica, donde facilita la captacion de glucosa celular, especialmente en el musculo

esquelético y tejido adiposo (Byers et al., 2017). FATP-1 participa en la incorporacion
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y transporte de acidos grasos a las mitocondrias para la B-oxidacion y ACSL sintetiza
Acil CoA a partir de acidos grasos de cadena larga (Wu et al., 2006; Fujimoto et al.,
2007). Por lo tanto, el aumento de la expresion de estos genes contribuye a la mejora
de la sensibilidad a la insulina y disminuye los niveles de lipidos en estos tipos

celulares.

El analisis de expresion de proteinas de PPARaly, asi como de GLUT-4 y
FATP-1, mostraron que el AO aumenta las expresiones de estas tres proteinas,
mientras que el AU unicamente aumentd la expresion de FATP-1. Estos aumentos
podrian estar asociados con el incremento en los niveles de expresion del ARNm en
PPARy, GLUT-4 y FATP-1. Algunos estudios muestran que la expresion de PPARa
esta regulada por glucocorticoides, hormona del crecimiento, insulina e incluso acidos
grasos y fibratos. Sin embargo, en situaciones de estrés o ayuno producen un aumento
de los valores plasmaticos de glucocorticoides, lo que aumenta la sintesis de PPARa.
De esta forma, valores altos de PPARa podrian modular la expresion de genes
involucrados en el metabolismo lipidico y la proliferacion peroxisomal, mientras que a
valores bajos se expresan genes que participan en el metabolismo lipidico, de manera
que el RNAm y los valores de la proteina PPARa podrian estar asociados con el ritmo

circadiano de los glucocorticoides (Panadero et al., 2008).

Nuestros resultados reflejan que el AO produce un efecto dual sobre
PPARa/y, ademas de inducir un aumento en la produccién de las proteinas reguladas
por los genes FATP-1 y GLUT-4, lo que podria estar asociado a una mejora en la

condicion metabdlica en las células C2C12. Se ha demostrado que niveles altos de
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ARNm vy proteina de PPARy se asocian con el incremento en la sensibilidad a la
insulina en el tejido adiposo e higado. Esto indica que PPARy podria operar
directamente como un importante punto de control en el musculo esquelético,
regulando su capacidad para responder a un estimulo de insulina (Hevener et al.,
2003). Varios estudios han demostrado que los extractos de plantas promueven un
efecto agonista dual sobre PPARa/y. En este sentido, el extracto metandlico de las
flores de Punica granatum (PGF) potencia la actividad del gen indicador de luciferasa
PPARa en las células HEK-293. Ademas en un estudio realizado por Huang et al., en
células THP-1 humanas, se demostré que el AO proveniente de PGF es en parte

responsable de la activacion de PPARa y PPARy (Huang et al., 2005, 2006).

Nuestros resultados muestran que el AO tiene un efecto dual en ambos
PPAR en los mioblastos C2C12 a nivel de RNAm y proteina, y una activacion sobre el
RNAmM en los adipocitos 3T3-L1, lo que conduce a una regulaciéon simultanea del
metabolismo de glucosa y lipidos. Este hecho podria estar asociado a mejorar la

sensibilidad a la insulina produciendo un efecto antidiabético e hipolipidémico.

La translocacion de GLUT-4 es uno de los eventos clave en la sensibilidad a
la insulina. De hecho, es uno de los mecanismos de las TZD. Por esta razon,
evaluamos el efecto del AO, AU y AO/M sobre la translocacion de GLUT-4 mediante
microscopia confocal. Los GLUT son una familia de proteinas transportadoras de
glucosa que la transportan bidireccionalmente a través de las membranas celulares
por medio de una difusion facilitadora. Se han descubierto diferentes isoformas de

GLUT s en diferentes tejidos (higado, adipocitos, musculo, pancreas), sin embargo, la
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resistencia a la insulina esta asociada con alteraciones del metabolismo de estos
transportadores de glucosa (Castrejon et al., 2007). El tejido muscular tiene el mayor
consumo de glucosa, ademas, es el principal objetivo de la insulina, donde regula el
metabolismo de GLUT-4 para introducir la glucosa al interior de las células y pueda ser

metabolizada (Lépez et al., 2001).

Nuestros resultados mostraron que el AO y el AU aumentaron la translocacion
de GLUT-4 en los mioblastos a partir de los 15 min de tratamiento, teniendo su mayor
efecto a los 30 min. En un estudio realizado por Ming et al., el AO aumentd la expresion
de las proteinas IRS-1 y GLUT-4 en células HepG2, lo que indica que este tritérpeno
podria disminuir la resistencia a la insulina al regular la via IRS-1/GLUT-4, a través de
la via de sefalizacion PI3K/AKT, debido a que esta via regula los movimientos de las
vesiculas que contienen el transportador de glucosa hacia la membrana (Li et al.,
2015b). Por otra parte, nuestros resultados indican que a pesar de que el AU no
modifico los niveles de expresidn del RNAm y la proteina de GLUT-4, si se increment6
la translocacién de este transportador de glucosa en los mioblastos, esto podria estar
asociado con lo reportado por He et al., quien demostré que en adipocitos 3T3-L1, el
AU (10 uM) activa la cascada de sefalizacion de PI3K/AKT con la fosforilacion de
cinasas importantes para la translocacion de GLUT-4, como son PDK y AKT (He et al.,

2014).

Hasta el momento, no se conoce evidencia sobre la participacion del AO y el
AU en la translocacion de GLUT-4 en las células musculares, por o que nuestros

resultados podrian establecer un nuevo enfoque para el tratamiento con DT2, sin
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embargo, es necesario realizar estudios sobre los efectos de estos triterpenos en la

senalizaciéon de IRS-1/PI3K.

Un aumento de la acumulacién de lipidos puede conducir al desarrollo de
obesidad, generar asi resistencia a la insulina y posteriormente DM2. Los efectos
hipolipidémicos del AO son bien conocidos, en ratas Sprague-Dawley alimentadas con
una dieta alta en colesterol. EI AO redujo las concentraciones plasmaticas de colesterol
total, triglicéridos y colesterol LDL. Ademas, se encontro que el nivel de expresion de
SREBP-1 disminuyé tras el tratamiento con el AO, lo cual estd asociado con la
disminucién de la biosintesis de los acidos grasos en el higado (Unoki et al., 2008).
También se ha demostrado que el AU disminuye la acumulacion de triglicéridos en el
plasma y en el higado tras la activacion de PPARa, la regulacidn de adiponectina y
leptina, y la subsecuente disminucion de la masa del tejido adiposo en el modelo de
ratdbn C57BL con dieta alta en grasas, por lo que estos resultados sugieren que el AU

podria ejercer efectos hipolipidémicos e hipoglucémicos (Jia et al., 2015).

La administracion del AO, AU y AO/M en células 3T3L-1 no mostro diferencia
significativa en el almacenamiento de lipidos con respecto al grupo control; sin
embargo, se ha demostrado que el AO atenua la acumulacién de lipidos en los
adipocitos al regular a la baja la induccién de PPARYy a niveles transcripcionales y el
proceso de diferenciacion de los adipocitos (Poulsen et al., 2012). Nuestros datos
sugieren que el AO y el AU, al tener un efecto dual sobre PPARa/y en los adipocitos,
impiden la acumulacion de lipidos y, con ello, mantienen un equilibrio en el gasto

energético y evitan la acumulacién de lipidos en el tejido adiposo.
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La dieta DCAF es un modelo que simula las condiciones de obesidad en los
seres humanos y que es adquirida por productos superprocesados, los cuales, en su
mayoria, son altos en grasa y carbohidratos, asi como hipercaléricos, comparados con
una dieta balanceada y saludable. Los paises en vias de desarrollo han expuesto a su
poblacién al consumo de alimentos muy refinados, bebidas azucaradas, carne y
productos lacteos que contienen altos niveles de grasas saturadas, y junto con una
vida sedentaria, estan contribuyendo al incremento en la prevalencia de la dieta DCAF.
Esta dieta ha tenido éxito en la generacion de la obesidad en modelos murinos,
produciendo hiperfagia, aumento significativo en el peso corporal, inflamacion en el
higado y aumento del tejido adiposo blanco y marrdn, hiperinsulinemia grave,
hiperglucemia e intolerancia a la glucosa (Haslam et al., 2017). En este modelo, los
animales tienen libre acceso al alimento estandar y al agua y por otra parte se les
proporcionan alimentos con un alto contenido en grasa y carbohidratos, con un nivel
de calorias elevado, por lo cual resulta ser un modelo adecuado para inducir obesidad

(Martire et al., 2013)

Los resultados obtenidos en este trabajo mostraron que la dieta DCAF generd
una ganancia significativa de peso a partir de la sexta semana del consumo de la dieta.
Estos resultados concuerdan con lo previamente reportado por Zenni et al., quienes
observaron en un modelo de raton BALB/c que la dieta DCAF esta asociada con un
aumentd en el peso corporal y ganancia de grasa visceral cuando se compara con el
control de dieta estandar. Ademas, se demostré que en ratas Wistar que fueron

alimentadas con DCAF se volvieron hiperfagicas, ganaron mas peso y desarrollaron
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hiperinsulinemia e hiperglucemia, en comparacion con ratas alimentadas con manteca

de cerdo (Zeeni et al., 2015; Johnson et al., 2016).

Se determind el consumo de calorias provenientes de la dieta DCAF. Los
resultados mostraron que los ratones consumieron mayor cantidad de calorias
provenientes de la grasa contenida en la dieta DCAF, en comparacion con dieta
estandar. Esto concuerda con lo reportado por Zeeni y Jonsson, quienes reportaron
que el mayor consumo de calorias proviene de la dieta DCAF que proporcionaron a su
modelo de estudio. A pesar del incremento hipercalérico en nuestro modelo de estudio,
el consumo de agua no incremento. Por otra parte, se determinaron los niveles de
glucosa, colesterol, triglicéridos y transaminasas posterior a los tratamientos con el AO

y AU.

Nuestros resultados mostraron que los niveles de glucosa tienden a disminuir
con el AU (50 mg/Kg), lo cual concuerda con lo reportado por Jia et al. (2015), Kunkel
et al. (2012), Rao et al. (2011), quienes determinaron que tras la administracion de
distintas dietas hipercaléricas y posterior al tratamiento con el AU (10 mg/Kg y 40
mg/Kg), los niveles de glucosa en ratones C57BL/6, C57BLKS/J y Swiss disminuyeron
significativamente comparados con el control. Estos resultados sugieren que el AU
podria reducir la obesidad al mejorar el metabolismo de la glucosa (Jia et al. 2015;

Kunkel et al., 2012; Rao et al., 2011).

A pesar de que nuestros resultados no mostraron cambios en los niveles de

glucosa tras el tratamiento con el AO (50 mg/Kg), diversos estudios han demostrado
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que este triterpeno reduce significativamente la glucosa, tal es el caso de lo reportado
por de Melo et al. (2010), Chen et al. (2017), Wang et al. (2013), Camer et al. (2014),
que tras la administracion de diversas dietas hipercaléricas en ratones Swiss, C57BL/6
y C57BLKS/J lar-Lep, y posterior al tratamiento con AO (10 y 20 mg/Kg), los niveles
de glucosa disminuyeron significativamente en relacion con ratones no tratados con
AO. Estos resultados demuestran que el AO tiene un fuerte efecto hipoglucémico, el
cual podria relacionarse con moléculas involucradas en la homeostasis de la glucosa

(de Melo et al. 2010; Chen et al. 2017; Wang et al. 2013; Camer et al., 2014).

Por otra parte, se determinaron los niveles de colesterol, triglicéridos y
transaminasas posterior al tratamiento con AO y AU. El colesterol disminuyd
significativamente con ambos tratamientos, comparado con el control DCAF, mientras
que los niveles de triglicéridos disminuyeron tras el tratamiento con AO. Los niveles de
transaminasas no fueron modificados por los tratamientos. Nuestros resultados
concuerdan con reportes previos en donde ambos tritérpenos disminuyeron estos
parametros bioquimicos (5-20 mg/Kg) en varios modelos murino de obesidad (db/db,
C57BL/6J y C57BL/6), lo cual sugiere que estos compuestos pueden particularmente
regular el metabolismo de los lipidos en el higado, a través de la disminucion de la
actividad de enzimas lipogénicas y la oxidacion de los acidos grasos. Por su parte, en
el tejido muscular se ha postulado que el incremento en la actividad de AKT puede
estar asociada con el aumento en el gasto de energia, la disminucién de la esteatosis

hepatica, la intolerancia a la glucosa y la mejora de desérdenes en el metabolismo
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energético, con la posibilidad de evitar la DT2 (Gao et al. 2007; Perez, 2017; Wang et

al., 2013; Jia et al., 2015; Sundaresan et al., 2014; Kunkel et al., 2012).

En cuanto a la prueba de tolerancia a la glucosa, nuestros resultados
mostraron una tendencia a reducir la glucosa posterior al tratamiento con el AU
comparado con el control DCAF; mientras que, en la prueba de resistencia a la insulina,
nuestros resultados mostraron que el AO y el AU tienden a mantener niveles normales
de glucosa. Este es un dato importante debido a que estos compuestos, como se
observoé in vitro, regulan genes que participan directamente en el metabolismo de

lipidos y carbohidratos, lo cual se ve representado en el modelo in vivo.

Ademas, se ha demostrado ampliamente que estos compuestos tienen
efectos antihiperglucémicos e hipolipidémicos que, en conjunto, incrementan la
sensibilidad a la insulina en diversos modelos de estudios in vivo. Tal es el caso de lo
reportado por Gamede et al., que en ratas macho Sprague Dawley tratadas con una
dieta para inducir pre-diabetes y tras la administracion del AO, resultd en una
homeostasis de glucosa a través de la reduccidn de la ingesta calorica, el peso
corporal, la concentracion de grelina plasmatica y la hemoglobina glicada, en
comparacién con el control prediabético (Gamede et al., 2018). Asi mismo, Gao et al.
(2008) demostraron en un modelo de rata macho con diabetes inducida por alloxana
que los niveles de colesterol total, triglicéridos y colesterol LDL disminuyeron
significativamente, lo cual indica que el AO puede proteger al higado y presentar
efectos hipolipidémicos e hipoglucémicos (Gao et al., 2008). Todos estos resultados

estan asociados directamente con lo reportado por Djeziria et al. (2018), quienes
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demostraron que en este tipo de modelos in vivo, el AO incrementa la expresion del
RNAm de citocinas proinflamatorias (IL-1, IL-6) y algunos genes lipogénicos (PPARaq,

SREBP1 y G6Pasa) en higado y tejido adiposo (Djeziri et al., 2018).

Estudios similares han demostrado que el AU en ratones y ratas con obesidad
y/o diabetes experimental inducida por dieta hipercaldrica, alloxana o estreptozotocina,
disminuye la hiperglucemia, hiperlipidemia, los niveles de lipidos en higado, la
resistencia a la insulina en el musculo esquelético, la adiposidad visceral y el peso
corporal; por su parte, el AU incrementa la cascada de sefalizacion de insulina a
través de PI3K/AKT, la lipolisis en los adipocitos y la expresion de la proteina de
PPARa, AMPK-P y CPT-1 en el musculo esquelético, con mejoras en los parametros
bioquimicos evaluados, asi como con incremento en la expresion de genes
relacionados con el metabolismo de lipidos y carbohidratos (Jayaprakasam et al.,
2006; Rao et al., 2011; Lu et al., 2011; Li et al., 2014 ;Chu et al., 2015), lo cual podria
estar directamente asociado con la inhibicion de PTB1-B que esta mediada por ambos
triterpenos. Estudios realizados por Ramirez et al., han demostrado que el AO y el AU
a una dosis de 50 yM tienen una potente actividad inhibitoria sobre la enzima PTP1-B
en estudios in vitro. En estudios de docking molecular, ambos compuestos mostraron
una unién cercana al sitio catalitico de PTP1-B, mientras que en ratas diabéticas
inducidas por STZ ambos compuestos presentaron una actividad antidiabética al
disminuir los niveles de glucosa en plasma, lo cual sugiere que ambos triterpenos

estan relacionados con la mejora en la sensibilidad a la insulina (Ramirez et al., 2011).
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Aunque nuestros resultados en el modelo in vivo no fueron del todo
concluyentes, podemos destacar que a pesar de que los animales se alimentaron con
dieta DCAF, parametros importantes como glucosa vy triglicéridos, se mantuvieron en
niveles parecidos a los animales tratados con dieta DE debido a los tratamientos con
AO y AU. Ademas, las curvas de glucosa y de Rl arrojan datos importantes en relacion
con las propiedades biolégicas de estos compuestos asociados con sus efectos
antihiperglucémico, hipolipidémico y sensibilizante de la insulina. Es necesario realizar
futuros estudios en este modelo para analizar a nivel molecular genes importantes que
regulan el metabolismo de glucosa y colesterol. La Figura 17, describe el posible
mecanismo de activacion de estos triterpenos, lo cual podria conducir a una nueva
alternativa de activacion dual en los tejidos, principalmente aquellos afectados por la
RI, con la finalidad de proponerlos como agonistas duales reguladores del

metabolismo de lipidos y carbohidratos (Fig. 17).
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Figura 17. Posible mecanismo de activacion del AO y AU. El AO y el AU se unen como moléculas

agonistas a PPARa y y; una vez unidas, se forma el heterodimero con el receptor retinoide X y se lleva a

cabo la fosforilacién de los PPAR. Los PPAR activos se dirigen a secuencias especificas del DNA (PPARE)
donde, con la ayuda de diferentes coactivadores, inician la transcripciéon de genes que regulan el
metabolismo de lipidos (FATP-1, ACSL) y carbohidratos (AdipoQ, GLUT4). Por otra parte, ambos tritérpenos
se unen a IRS-1, que posteriormente inicia la activacion de la sefializacion de la insulina, culminando con la
translocacion de GLUT 4 hacia la membrana celular, permitiendo asi la entrada de la glucosa a la célula

para su metabolizacion.
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14. CONCLUSIONES

1.

El AO activa el RNAm y la proteina de PPARa y y in vitro en mioblastos C2C12

y adipocitos 3T3-L1.

El AO activa la expresion de genes y proteinas clave en la regulacion del

metabolismo de lipidos y carbohidratos en los mioblastos C2C12.

EI AO y el AU, participan en la translocacion de GLUT-4, posiblemente a través
de la activacion de IRS-1 y el resto de la cascada de sefalizacién de la insulina

en los mioblastos C2C12.

Ambos triterpenos no inducen cambios en la acumulacion de lipidos en los
adipocitos 3T3-L1, lo cual puede asociarse con su efecto hipolipidémico en

modelos sistémicos.

Los triterpenos disminuyeron los niveles de colesterol y triglicéridos en el

modelo de dieta de cafeteria.

El AO y el AU mejoran respuesta en la PTGO y en la curva de RI, lo cual puede

asociarse con su efecto antihiperglucémico.

El AO y el AU pueden ser considerados como moléculas para el desarrollo de
nuevos farmacos que, por un lado, participen en la homeostasis de la glucosa
y, por el otro, mantengan niveles normales de lipidos, contrarrestando los

efectos deletéreos debidos a DM2.
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15. PERSPECTIVAS

— Confirmar a través de un estudio de docking molecular o mediante la técnica de

TR- FRET el efecto agonista dual del AO sobre PPARaly.

— Evaluar el efecto del AO sobre la expresion de IRS-1 en células C2C12.

— Evaluar el efecto del AO sobre genes y proteinas importantes que participan en

el metabolismo de lipidos y carbohidratos en células C2C12.

— Determinar el efecto del AO sobre la expresion de PPAR aly, asi como sus

genes regulados en un modelo de sindrome metabdlico.
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ARTICLEINFO ABESTRACT

Keywords: Type 2 diabetes (T2D) is a metabolic disease characterized by defects in glycemia regulation. This disease is

Oleanalic acid associated with alterations in insulin action and lipid metabolism, generating hyperglycemia and dyslipidemias.

Digbetes melliuz Currently, it is necessary to develop new or known drugs that promaete the sensitization of nsulin action. Thus,

FRARy activation of peroxisome proliferator-activated receptors (PPARs) is probably the key to doing this. PPARs

E:':JM - participate in maintaining an energetic balance between storage and the expenditure of encrgy. The activation of

'M;mh?fm PPARy produces the storage of energy, mainly as glycogen and fat. Meanwhile, PPARa activation promotes lipid
degradatien, Oleanalic acld (OA), a pentacyelic triterpenold of numerous edible and medicinal plants, decreases
hyperglycemia and lipid accumulation, However, the effects on PPARs and their regulated genes are unknown.
Oner gim was to determine the effects of OA on PPAR /o cxpression and their regelated genes {(adiponecting type
4 glucoss transporter, fatty acid transport protein, and long-chain acyl-CoA synthetase) in C2C12 myoblasts by
RT-PCR, Western blot, GLUT-4 translecation, and lipid storage in 37311 adipocytes, In C2012 myoblasts, OA
Increased the expression of mENA in both PPARy /o and their regulated genes; also, PPARy, GLUT-4, and FATP-1
protein expression increased, as well as GLUT-4 translocation. In 3T3-L1, OA increased the expression of mRNA
in both PPARy/ @ and maintained lipid storage unchanged., In conclusion, OA exhibited a dual action on PPARy/
a, which might explain in part (ts antihypesglycemic effeet, This compound represents an alternative for de-
signing novel therapeutic strategies In the control of T2D.

1. Introduction

Type 2 diabetes (T2D) is & metabolic disease characterized by de-
fects in glycemia regulation due to a deficit in insulin secretion or ac-
tion. Insulin resistance in target tissues (muscle, liver, and adipose
tissue) is a main feature of T2D (Canivell and Gomis, 2010), The pre-
valence of diabetes worldwide was 463 million in 2019, with projec-
tions of 578.4 million in 2030 and of 700.2 million in 2045. In Mexico,
the prevalence of diabetes was 9,9% (12,8 million people) in 2019 (Cho
cf al, 2019). Long-term multiple vascular complications associated
with T2D are the causes of disability and mortality (Ozougwu, 2014),
hence the importance of secking treatments that not only redeces

glycemia but also delay the development of complications.
Peroxisome proliferator-activated receptors {PPAR) regulate the
lipid and carbohydrate metabolism (Monsalve et al, 2013). These
factors are considered mediators of the energetic balance between
storage and the expenditure of energy (Chiarelli and Di Marzio, 2008),
PPAR comprise a family of nuclear transcription factors that belong to
the steroid receptor superfamily, are mainly expressed in sheletal
muscle, adipose tissue, and macrophages (Berger er al,, 2005). Peroxd-
some proliferator-activated receptor gamma (PPARy) is involved in
adipocyte differentiation, glucose metabolism, and lipid uptake. PPARy
regulates the expression of type 4 glucose transporter (GLUT-4) and
adiponectin (AdipoQ), a marker of insulin sensitivity (Xu et al., 2006).
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Peroxisome proliferator-activated receptor alpha (PPARa) regulates the
gene expression of lipild metabolism through the fatty acid transport
protein 1 (FATP-1) and the long-chain acyl-CoA synthetase (ACSL)
(Gross et al,, 2017), Thus, PPAR are relevant therapeutic targets for
drug design. Thiazolidinediones (TZDY) and fibrates are PPAR agonists
for the treatment of T2D and dyslipidemia, respectively (Eajaj et al.,
2007). However, despite their actions as insulin sensitizers, TZD induce
fatty liver. Therefore, the search for mew insulin-sensitizer drugs,
without actions on lipid storage is mandatory. An alternative for this is
through PPARy/a dual agonists.

Oleanolic acid (0A), a pentacyclic triterpene acid, exhibited anti-
hyperglycemic and hypolipidemic effects in several diabetic animal
medels (streptozocin- and alloxan-induced diabetic rats, as well as db/
db obese mice) (Jung et al., 2007; de Melo et al., 2010). Protein tyrosine
phosphatase 1B (FTP-1B) inhibition (Ramirez-Espinosa et al., 2011,
2014}, PI3K Akt activation (Chen et al., 2019), and effects on PPARy
(Christensen et al,, 2010; Georgiadis et al., 2014) have been desceribed
due to OA, Some actions implicated in the regulation of carbohydrate
metabolism by OA might explain in part its antthyperglycemic effect.
However, actions on the metabolism of lipids by OA are poorly un-
derstood. In particular, actions of OA on PPAR in tissues that are highly
sensitive to insulin, such as muscle and adipose tissue, are unknown,
One possibility is that OA exerts effects on PPARa, which might mean
that OA is a dual agonist of PPARs, Nevertheless, the potential PPAR v/
o dual agonist of OA is unknown, This research aimed to determine the
0A effects on the PPARy/a expression and their regulated genes, as
well as on GLUT-4 translocation in C2C12 myoblasts and on lipid ac-
cumulation in 3T3-L1 adipocytes.

2. Materialzs and methods
2.1. Chemicals

Oleanolic acid (99% OA), pioglitazone, fenofibrate, 3-amino-7-di-
methyl-2 methylphenazine hydrochloride and dimethylsulfoxide were
purchased from Sigma- Aldrich (St. Louis, MO, USA).

2.2, Cell cultures

2.2.1. C2C12 cells

C2C12 muscle eells (American Type Culture Collection (ATCC),
Manassas, VA, USA) were cultured in 75-cm” bottles Dulbecco's
Medified Eagle’s Medium (DMEM) supplemented with 25 mM glucose,
1 mM sodium pyruvate, 0.1 mM nonessential amino acids, 1% genta-
micin, and 10% fetal hovine serum (FBS), The culture was maintained
under standard growing conditions (Ahmadipour et al, 2013;
Venkatesan et al., 2005),

222 3TILT cells

3T3-L1 Murine fibroblasts (ATCC) were cultured in 75-cm” bottles
with growth medium containing DMEM supplemented with 25 mM
glucose, 1 mM sodium pyruvate, 0.1 mM nonessential amino acids, 1%
gentamicin, and 10% bovine calf serum) (BCS) (Cave and Crowther,
2018}, The growth medium was changed every 2 days. Days after
reaching confluence (day 0), cells were incubated with differentiation
medium: methyl-isobutyl-xanthine (MLX) 0.5 mM, dexamethasone (DX)
0,25 pM, and human insulin 0.8 pM in DMEM supplemented with FBS
1086 (Clavijo et al.,, 2007; Gregolre et al., 1998), Culture and differ-
entiation conditions were carried out as reported (Contreras-Nufiez
et al.,, 2018).

2.3 Cell functionality
Cell functionality, following treatment with OA, was measured

using the 3-amino-7-dimethyl-2 methylphenazine hydrochloride (MR,
Sigma- Aldrich, MO, USA) assay (Repetto et al., 2008). C2C12 muscle
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cells or 3T3-L1 fibroblast cells were cultured in 96-well microplates
with medium containing OA at different concentrations, ranging from
1 pM to 50 pM. Fresh medium with 40 pg/ml Neutral Red (NR) dye was
added. The data were expressed as the percentage of viable cells fol-
lowing treatment with OA, compared with control cells (Borenfreund
and Puerner, 1985; Gomez Perez et al., 2017).

2.4, Experimental conditions

One culture of C2C12 muscle cells was used as control and main-
tained by changing the medium every 2 days. Pioglitazene (5 pb,
PPARy agonist) and fenofibrate (5 pM, PPARx agonist) were used as
positive contrels (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) (Giacoman-
Martinez et al., 2019), Functionality results allowed to establish the OA
concentrations to perform the experiments (10 pM), The control was
DMSO (Sigma-Aldrich), whose final concentration was = 0.2%. After a
PPARy expression kinetic, best incubation time for messenger RNA
(mRNA) expression analysis was 15 min, while best incubation time for
protein expression analysis was 2 h (data not shown).

2.5, Isolation of RNA and quantification by RT-PCR

The RMA wasz isolated from the C2C12 muscle cells and 3T3 -L1
adipecyte cells utilizing TRizol (Invitrogen, Los Angeles, CA, USA)
isolation reagent (Chomczynski, 1993). Total RNA (2 pg) was reverse-
transcribed catalyzed (RT) employing the ImProm I kit (Promega,
Madizon, WI, USA) (Giacoman-Martinez et al_, 2019; Hidalgo-Figueroa
et al, 2013).

The complementary DNA (¢DMA) was amplified with SYBR Green
technology (Thermo Scientific, Waltham, MA USA) using primers for
the genes PPARg, PPARy, FATP-1, GLUT-4, ACSL, and AdipoQ, with
3684 as the reference gene (Table 1). The process employed a rotor-
gene system (Qiagen, Hilden, Germany), which continuously measures
the preducts of PCR amplification in each cycle (Hidalgo-Figueroa,
20171, Relative changes in the expression level of one specific gene
(AA™) were calculated as A sample minus the A™ reference and was
then presented as b R (Giacoman-Martinez et al,, 2019; Fortis-
Barrera et al., 2019).

2.6, Total protein extraction

Cells were washed with PBS at 4 "C and scraped in 500 yl of PBS
with a rubber spatula, lysis of the cell pellets by thermal shock and
liquid nitrogen was conducted (10 mM HEPES at pH 7.9, 10 mM KCI,
1.5 mM MgCla, and 1 mM dithiothreitol). The supernatant was removed
to determine the presence of PPAR, GLUT-4, and FATP-1 in the cyto-
plasm. Protein concentration was quantified using the Bradford method
and the experiments were performed in triplicate for each treatment

Table 1
Gene sequences used as forward (F) and reverse (R) primers for real-time qPCR
Gene Primer seqisnce [5-37 Gene Bank
PPARG F: ATGCCAGTACTGCCGTTTTC NMO11144.6
B GGCCTTGACCTTTGTTGATGT
PPARY F: CCAGAGTCTGCTGATCTGOG KMO11146.1
B GCCACCTCTTTGCTCTGOCTC
FATP-1 F: ACCAGTGTCCAGGGGTACAG NMO11977.3
R: TGTCTCCCAGCTGACATGAG
GLUT-4 P GATTCTGCTGOCCTTCTGTC NMODe4,2
R ATTGGACGCTCTCTCOCCAS
ACSL Fi ACCAGTGTOCAGGGGTACAG WMOUTa1.4
R: TGTCTCCCAGCTGACATGAG
Adipol) P: GGCTCTGTGETCCTCCATCT NMOIS605.4
R AGAGTOGTTGACGTTATCTGCATAG
36E4 P AAGCGCGTOCTGGCATTGOTC NMOO7475.5

R COGCAGGGGCAGCAGTGGET
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(lsmadl, 1976).
2.7, Western Mot

The samples were separated in 10% polyacrylamide gels with SDS
and a PVDF (BIO-RAD, Irvine, CA, USA) membrane and transferred into
a Transblot Turbo transference system (BIO-RAD, Irvine, CA, USA), The
membranes were incubated with any of the primary antibodies (PPARy:
Cat. 81B8; Cell Signaling, Danvers, MA, USA; PPARa: Car. PA1-822A
Invitrogen, Los Angeles, CA, USA; GLUT-4 Cat. 53566 Santa Cruz
Biotechnology, Dallas, TX, USA, or FATP-1: Cat. PAS-2 7137,
Invitrogen, Log Angeles, CA, USA). After, the membranes were in-
cubated with a secondary antibody conjugated to peroxidase (Anti-
rabbit: Cat. GTX213110-01; GeneTex, lrvine, CA, USA; Anti-mouse: Cat.
20015; Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA). Chemiluminescence
was generated wsing Clarity™ Western ECL Blotting Substrates (BIO-
RAD). Spots were quantified by densitometry (Contreras-Nunez et al,
2018).

2.8, Confocal microscopy

C2C12 muscle cells were cultured using the Chamber Slide System
(Lab-Tek 11, Thermo-Fisher, MA USA). The cells were treated with OA
10 mM for 15, 30, and 60 min. The treatment substituted for the pri-
mary antibody for GLUT-4 (Santa Cruz Biotechnology, TX, USA) for
24 h at 4 °C and for the secondary antibody (anti-rabbit-rThodamine;
Santa Cruz Biotechnology, TX, USA} during 2 h at room temperature,
with repeated washing (PBS-Tween 0.5%) applied after each incuba-
tion. Subsequently, an assembly of PBS/glycerol/DAPI {Inorganic
Polyphosphate Stores by 4,6-diamidino-2-phenyl-indole) was utilized
to stain the nucleus, Coverslips with the sample was placed on a mi-
croscope stage and imaged using the confocal microscope Zen-Spl
ZEISS laser scanning GLUT-4 (rhodamine). Regions-of-interest were
selected in the cytoplasm and average pixel intensity was measured
(Miranda-Péres et al,, 2016).

2.9, Ol red staining

For lipld accumulation in 3T3-L1 adipocytes, the cells were washed
twice with PBS and fixed with 3.7% formaldehyde for 30 min at reom
temperature. The cells were stained with 1.2 mg/ml ofl red O dye/60%
isopropanol solution (Sigma-Aldrich) for 10 min. Oil red O dye was
removed with ethanol and PRS. Finally, the oil red dye was extracted
with isopropanol containing 4% Nonidet P-40 and evaluated by spec-
trometry at 510 nm, Afterward, lipid accumulation was determined
with the control of normalized data (Garcia-Macedo et al., 2008; Yang
et al,, 2020).

2.10. Statistical analysis

Data were expressed as Mean + Standard Error of the Mean
(S.EM.L. An ANOVA and a Tukey—Kramer post-hoc test determine
significant differences between treatments. Statistical analysis was
performed with NCSS software. A value of P < 0.05 was accepled as
statistically significant.

3. Results
3.1, Effect of OA on C2C12 muscle cell furctionality

To determine the OA eoncentration at which cell viability is not
affected and thereby decreases cytotoxicity, we performed an analysis
of cellular functionality at different OA concentrations. OA treatment
(30 uM and 50 pM) reduced cell viability in 20% and 45%, respecrively,
Cell functionality did not exert an effect at 1, 5, 10, and 20 uM of OA
(Fig. 1). Therefore, OA 10 pM was chosen for the next experiments,
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Fig. 1. Effect of OA on cell funetionality (%), C2C12 cells were reated with
O (10 pM} for 48 h in the determingtion of functionality using the neutral red
method. Each evaluation represents the mean = Standard Error of the Mean
(S.EM.) (n = 3). *Significant differences compared with the contrel (CT),
P o= 0.05 (ANOVA, Tukey test).
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3.2, OA affects PPARy mRNA expression and increases AdipoQ and GLUT-
4 in CZCI12 muscle cells

PPAR are transcriptional factors that promote the expression of
target genes, Thus, we evaluated the effect of OA on the expression of
their regulated genes. In addition, we determined the possible effect of
OA on the expression of PPAR. OA treatment produced a slight increase
(0.9-fold) in the expression of PPARy mRNA (Fig. 2A). We subsequently
evaluated two genes regulated by PPARy. OA treatment increased the
expression of AdipoQ) mRNA expression (1-fold) and the expression of
GLUT-4 mBNA (3-fold) (Fig. 2B and C). On the other hand, treatment
with ploglitazone did not increase the mBNA expression levels of
PPARy, Adipo, and GLUT-4, The expression kimeties that we con-
ducted previously allowed us to determine the best time at which to
observe the 0A effect (15 min). However, this latter time is not ideal to
observe the effects of pioglitazone on mBNA expression.

2.3. OA gffects PPARx mRNA expression and increases FATP-1 and ACSL
mRNA in C2C12 muscle cells

Treatment with OA increased the expression of PPARa mRNA (0.4
fold) (Fig. 3A). In addition, OA treatment produced an increase in the
BNA expression of FATP-1 {2.7-fold) and ACSL (3 <fold) (Fig. 5B and
C), even higher than the positve control (fenofibrate). On the other
hand, treatment with fenofibrate only increased the mENA expression
of FATP-1 {0.5-fold).

3.4, OA Increased the expression of PPARa and PPARy, FATP-1, and ACSL
in C2C12 muscle cells

Agonist action on FPAR promotes the expression of target genes.
This includes protein translation; therefore, we evaluated the protein
expression levels of PPAR and regulated genes. OA treatment produced
increased PPARy protein expression, but the OA treatment did not
produce any change in PPARa expression protein. However, both po-
sitive-control treatments (pioglitazone and fenofibrate} produced an
increase in PPARy and PPARa (Fig. 1A and C). On the other hand, the
treatment with OA produced a significant increase in GLUT-4 (3-fold)
and FATP-1 (4-fold). These genes are regulated by both PPAR, and the
increase in their protein levels may be the product of agonist actions on
PPARy and PPARa, respectively, Treatment with pioglitazone and fe-
nofibrate also produced increases in the expression of both proteins
(Fig. 4C and D).
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Fig. 4. OA effect on the expression of proteins FPARy receptor (A), PPARa receptor (B), GLUT-4 (C). and FATP-1 (D). C2C12 cells were treated with OA
(10 M), pioglitazone (P10 5 pM), and fenofibrate (FEN 5 M) for 2 h. Each evaluation represents the mean + Standard Error of the Mean (S.EM.) (n = 3
*Significant differences compared with the contrel (CT), P = 0.05 (ANOVA, Tukey test),

3.5. OA produces GLUT-4 translocation

One of the target proteins in PPARy activation is GLUT-4. This
molecule promotes the incorporation of glucose, thereby increasing
insulin sensitivity, We evaluated the effect of OA on GLUT-4 by con-
focal microscopy, The confocal microscopy analysis revealed changes in
GLUT-4 translocation in C2C12 myoblasts treated with OA at 15, 30,
and 60 min (Fig. 5). The analysis demonstrated OA and pioglitazone
significantly increased GLUT-4 translocation at 15 min, compared with
the control. However, the highest increase in GLUT-4 translocation was
observed at 30 min with OA and pioglitazone (Fiz. SB). After 60 min,
OA significantly decreased GLUT-4 translocation, while the control
agonist (pioglitazone) did not exhibit significant changes after 60 min
(Flg. 5C).

3.6, OA increased PPARa/y mRNA expression in 3T3L-1 adipocytes

In order to evaluate the OA effects on another cell type important in
metabolism, we decided ro know its effects on 3T3-L1 adipocytes.
Treatment with OA increased PPARa/y mRNA expression (0.5-fold and
4-fold, respectively). Pioglitazone and fenofibrate treatment increased
PPARa/y mRMA expression (Fig. 6A and B).

3.7, OA inhibits lipid storuge in 373-L1 adipocytes

PPARy activation produces an increase in lipld accumulation, but
PPARG activation produce less lipid accumulation. To know the OA
effects on lipid accumulation, we emploved 3T3-L1 adipocytes. OA
treatment did not reveal significant changes in lipid accumularion, but
the pioglitazone treatment increased lipid accumulation and treatment
with fenofibrate decreased lipid accumulation (Fiz 6A). Fiz 6B fea-
tures images (10X) of lipid droplets on adipocytes measured by oil red

staining after treatment at 72 h.

4. Discussion

PPABs are expressed in different tissues, including muscle, fatty
tissue, and liver. The therapeutic plan offered to patients includes diet,
exercise, and drugs. Physical exercise will demand more energy in
muscle tissue, focusing on the myocyte as one of the key cells in the
pharmacological action. For this reason, we decided to evaluate the
effects of OA on muscle cells, although we also explored some key ef-
fects of OA on cultured adipocytes,

The muscle is a key tissue in metabolism and insulin resistance. It
maintains an energetic balance on constantly activating PPAR, favoring
glucose uptake or lipid oxidation. In this context, the C2C12 cell line
{myoblasts) represents an essential tool for understanding the meta-
balic effects of the OA {Loviscach et al,, 2000}

The present study provides evidence that OA at low concentrations
(1, 5, 10, and 20 pM) did not affect C2C12-cell functionality. However,
at higher concentrations (30 and 50 pM), cell functionality decreased
significantly (Fig. 1), In this respect, it was demonstrated that OA
(20-1000 pM) decreases the viability of other cell types, such as Huh?,
HepG2, Hep3B and A459 cells (Juliane et al, 2015 Fernandes and
Arau, 2011). These data, in conjunction with those obtained in the
present research, support that the concentration of OA at 10 phM was
suitable for performing the subsequent experiments.

PPARa/y dual agonists are drugs designed with antidiabetic and
hypolipidemic potential. However, current dual agonists are synthetic
and have multiple adverse effects, such as weight gain, edema, and
heart fajlure (¥u et al., 2006; Cariou at al, 2011; Hidalgo-Figueros
et al,. 2013), Molecular docking studies between a therapeufic target
and its ligands may interact with distinct amino-acid residues, differ-
ences resulting in both affinity and intrinsic activity (Mitira ef &l
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2007}, These differences often explain the pharmacological potency of
the ligands, their potential toxicity, and differential therapeutic use-
fulness. The dual agonists represent a strategy to achieve a broad
spectrum of metabolic effects and reduce mortality rates associated
with T2D by improving insulin resistance and hyperglycemia (Quang
et al., 2011}, In this context, it has been observed that molecules-of-
natural-origin might exhibit lower affinity with PPARy than pioglita-
zone, resulting in fewer adverse effects (Giscoman-Martinez el al,
2019),

04 is present in many edible and medicinal plants, and several
pharmacological properties have been attributed to @t (Pollier and
Gopssens, 2012}, especially in terms of hyperglycemia, improving in-
sulin sensitivity and glucose and lipid metabolizm in several diabetic
maodels (streptozecin- and alloxan-induced diabetic rats, as well as db/
db obese mice) (Wangz et al, 2013). These effects probably oceur
through the inhibition of protein tyrosine phosphatase 1B (PTB-1B) and
activation of the PI3K/Akt signaling pathway, including the activation
of PPARy (Castellano ef al, 2013). Additionally, OA exerted a hypoli-
pidemic effect in diabetle models (Pérez, 2017; Unoki et al., 2008),

In the present research, OA reatment increased AdipoQ and GLUT-
4 mBMNA expression in C2C12 cells. These proteins are regulated by the
activation of FPARy, which would reflect 4 potential activation of this
receptor by DA, In additon, AdipoQ is considered a marker of insulin
sensitization (Fong and Judd, 2018); therefore, increases in its expres-
sion levels by means of OA could be associated with its antidiabetic
effect, Furthermore, OA treatment increased FATP-1 and ACSL mRNA
expression, These proteins are regulated by PPARa activation, with a
key role in fatty acid oxidation (Pawlak and Lefebyre, 2015; Poulsen
et al,, 2012 thus, the increase in their expression levels reflects the
potential PPARa agonist effect by OA. In addition, OA treatment pro-
duced an inerease in the expression levels of both PPAR (Figs. 2 and 3),
The protein expression analysis showed that OA increases PPARY,
GLUT-4, and FATP-1 (Fig. 4), which may be associated with mRNA
expression levels. Both the gene and the protein expression analyses
demonstrated possible dual PPARy/a@ activation since, in both analyses,
important effects are observed on their proteins regulated by both
PPAR. Therefore, these data support the idea that OA can have multi-
target actions for the reatment of T2D and other metabolic diseases,
which should be explored in further studies,

Some studies revealed that PPARa expression is regulated by glu-
coconticoids, growth hormones, insulin, and even fatty acids and fi-
brate; PPARa protein values are associated with the circadian rhythm
of glucocorticoids, Stress or fasting situations produce an increase in
glueocorticoid plasma values, which augments the synthesis of PPARc.
In this manner, high values of PPARc could modulate the expression of
genes involved in lipid metabolism and peroxisomal proliferation; at
low walues, only genes that participate in lipid metabolism are

expressed (Pansdero et al, 2008), It has been shown that low levels of
PPARy mBNA and protein are associated with insulin resistance in
muscle, adipose tissue, and liver. Henever et al, demonstrated that the
absence of PPARy in muscle leads fo a profound state of insulin re-
sistance, indicating that PPARy operates directly as an essential control
point in skeletal muscle, regulating its capacity to respond to an insulin
stimulus (Hevener et al., 2003), Our results support that OA produces a
dual effect on genes regulated by PPAR/y, inducing an increase in the
producticn of these proteins, which might be associated with an im-
provement in the metabolic condition.

The activation of PPARy produces changes in GLUT-4 molecular
dynamics, affecting expression and translocation, improving the in-
corparation of glucose. Insulin resistance, the leading cause of DT2, is
associated with disturbed GLUT (Strimger ef al., 2015). Muscular tissue
iz the main target of insulin, where it regulates GLUT-4 metabolism,
gene induction, cell trafficking, and movement (Luo et al, 2019
GLUT-4 translocation comprises one of the critical events in insulin
sensitivity and is considered the main effect of the action of TZD. In this
research, OA inereased GLUT-4 translocation in myoblasts from 15 min,
registering its most significant effect at 20 min (Fig. 5). This could be
associated with the increase in the levels of gene and protein expression
of GLUT-4 induced by OA, reflecting the PPARy agonist activity of this
compound.

In a study conducted by Li et al, OA increased IRS-1 and GLUT-4
protein expression in HepG2 cells, indicating that this triterpene might
decrease insulin resistance by means of regulating the IRS1-GLUT-4
pathway (Li e al,, 2015). Our results could be associated with [RS1
activation through the PI3K/AKT signaling pathway, due to that this
pathway regulates the movements of vesicles containing transporter
glucose to the membrane of muscle cells. Further studies on the effects
of OA on IRS/PI3K signaling are necessary.

An increase in lipid accumulation can lead to obesity, thereby in-
sulin resistance and DT2. The hypolipidemic ability of QA is well-
known (de Melo et al., 2010; Chen et al,, 2019). In the present research,
the OA treatment in 3T3L-1 adipocytes did not modify lipid storage,
despite increasing the expression of PPARy mRNA, which could be as-
sociated with the increase in the expression of PPARa mBENA, an es-
sential factor for B-oxidation (Figs. 6 and 7). In this context, in previous
studies, Sung et al. suggested that OA improves [nsulin sensitivity
through a reduction in lipid aceumulation and the size of the adipoeyres
(Sung et al, 2010). Therefore, these data support the idea of the ben-
efits of the dual effect in reducing lipid accumulation,

5. Conclusions

OA exerts a dual effect on PPARy /o, promotes GLUT-4 translocation
in C2C12 myoblasts, and inhibits lipid accumulation in 3T3-L1
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adipocytes, despite the increased expression of PPARy. These results
might explain, at least in part. its antthyperglycemic effect. With its
potential to improve insulin sensitivity, OA can be proposed as a mul-
ttarget molecule for the treatment of T2D, which must be explored in
Turther studies.
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Fig, 7. Effect on lipid accumulation in 3T3-L1
adipocytes. A) Lipid accumulation was quantified
after OA treatment (L0 pM), pinglitazone (FIO 5 ph),
and fenofibrate (FEN 5§ pM) at 72 h. Lipid storage
was then quantified ar an opiical density (OD) of
510 nm. Values were normalized with the control
group. B) Images (10X) of lipid droplets en adipo-
cytes measured by oil red staining after treatment at
72 h, PIO and FEN were used as the positive controls.
Each evaluation represents the mean =+ Standard
Error of the Mean (S.EM.) (n = 3). *Significant
differences  compared  with  the contral (CT),
P = 0.05 (ANOVA, Tukey test). (For interpretation of
the references (o colour in this figure legend, the
reader is referred to the Web version of this article.)
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