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La diabetes es una enfermedad crénica metabdlica que se caracteriza por mantener
niveles elevados de glucosa en sangre, la mas comudn es la diabetes tipo 2, en la
cual, el cuerpo no produce suficiente insulina para mantener la homeostasis de la

glucosa o presenta resistencia a ésta (OPS, 2022).

Actualmente México ocupa el séptimo lugar en el ranking mundial de diabetes,
ademas de ser la tercera causa de muerte a nivel nacional, s6lo por detras de los
accidentes cerebrovasculares y el COVID-19. (IDF, 2021 ; INEGI 2021).

Desde hace unas décadas se ha venido realizando investigacion en torno a los
compuestos de tipo flavonoides y cumarinas, ya que presentan diversas actividades
farmacoldgicas, reportando incluso actividad antidiabética (Suren, 2022; Zhao,
2007), por esta razébn se decidid6 evaluar el potencial efecto antidiabético de
Esculetina y Flavona, buscando resultados que nos pudieran dar una pista de sus

posibles mecanismos de accion.

Con el fin de evaluar su actividad antidiabética, ambos compuestos fueron
evaluados en Curvas de Tolerancia a la Sacarosa y a la Glucosa (CTS y CTG),
resultando la Esculetina con efecto antihiperglucémico en CTS, potenciando su
efecto al ser administrado en combinacién con la Flavona, dando indicios de ser
inhibidores de a-Glucosidasa, por lo que se realizaron acoplamientos moleculares
sobre esta proteina a fin de sustentar este mecanismo. En el ensayo antidiabético
agudo se pudo observar una significativa reduccion en los niveles de glucemia en
ratones tras la administracion de Esculetina y Flavona por separado, incluso mas
alla de los niveles obtenidos tras la administracion de Glibenclamida a la hora 7.
Estos resultados dan sustento a una probable actividad de mecanismos
insulinosensibilizadores diferentes por parte de ambos compuestos, ya que en dosis
menores (en combinacion) perdieron dicha actividad. (Guzman, 2015; Ceron,
2016),



g%“@\'sri‘%‘%ﬁ @%’%ﬁﬁm \‘
=== “Eyaluacién del efecto antihiperglucémicoy i
de Farmacia

antidiabético de una mezcla de Esculetina/Flavona en
modelos experimentales in vivo e in silico”

2. INTRODUCCION



s o o
EEN TR e
)

i : (M Canatiiy .7 g o ’ o \‘
SEOLSES “Evaluacion del efecto antihiperglucémicoy N i

¥  antidiabético de una mezcla de Esculetina/Flavona en /@i
modelos experimentales in vivo e in silico”

La diabetes es una de las enfermedades no transmisibles de mayor crecimiento en
el siglo XXI, la cual ha alcanzado niveles alarmantes. Se trata de una enfermedad
cronica metabdlica que se caracteriza por una incapacidad del organismo de
mantener una adecuada concentracién de glucosa en sangre, debido a diversos
factores, entre los que destacan una deficiencia en la secrecion de insulina y/o una

inadecuada utilizacion de esta hormona por el organismo. (OMS, 2021).

En el 2021, la Federacion Internacional de Diabetes (IDF), estimd que en México
existian 14.1 millones de personas mayores de 20 afios con diabetes, ocupando asi
el séptimo lugar en el ranking de paises con mayor numero de enfermos de diabetes
mayores a 20 afios, por debajo de paises como China, India, Pakistan, Estados
Unidos, Indonesia y Brasil. Sin embargo, la diabetes en México tiene una
prevalencia del 16.5% de adultos mayores a 20 afos, convirtiéndolo asi en el pais

con mas alta prevalencia en todo América y el Caribe. (IDF, 2021).

Segun el Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI), la diabetes fue en el
2020 la tercera causa de decesos en el territorio nacional, correspondiente al 14%
del total de fallecimientos en México, solamente por detras de enfermedades del
corazon (20.2%) y de la COVID-19 (18.5%); teniendo asi una tasa de mortalidad
de 11.95 por cada 10mil habitantes, la cifra mas alta en los Ultimos afios con
tendencia a la alta. (INEGI, 2021).

A consecuencia de lo anterior, este trabajo de investigacion se enfoca en el estudio
del efecto antidiabético de la Flavona y la Esculetina (6,7, dihidroxicumarina) por
separado y en combinacién 1:1 molar, con el fin de generar conocimiento acerca de
su potencial como moléculas base para el desarrollo de nuevos farmacos

antidiabéticos.

10
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3.1. Homeostasis de la glucosa

La glucosa es una de las moléculas mas importantes en el organismo, ya que a
partir de ella se genera la energia necesaria para el correcto funcionamiento celular
en todo el cuerpo, y a pesar de que existen rutas metabdlicas para la sintesis
enddgena de esta vital molécula, la mayor parte se adquiere por medio de la dieta,
por lo que su concentracidon esta mediada por la accidén de diversas hormonas como
la insulina, el glucagoén, el cortisol, entre otras; para mantener una relacion entre su

gasto y su concentracion en sangre.

El mantenimiento de la homeostasis de la glucosa, se denomina Tolerancia a la

glucosa. (Brunton, L., 2019)

3.1.1 Pancreas, papel en la homeostasis de la glucosa

El pancreas (Figura 1) es un oOrgano que se puede dividir en dos partes
fundamentales, la parte exocrina, la cual constituye alrededor del 98% del pancreas,
encargada de la sintesis de enzimas gastricas para la digestion de lipidos y grasas,
y la parte enddcrina (2%), la cual contiene los llamados islotes de Langerhans,

constituidos primordialmente por 5 tipos de células:

e Células a: Secretan Glucagon

e Células B: Secretan Insulina

e Células &: Secretan Somatostatina

e Células PP: Secretan Polipéptido pancreético

e (Células ¢: Secretan Grelina

12
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PANCREAS

Pancreas Arteria esplénica
Hormonas
Pancreaticas

Ducto biliar
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pancreatico

Ducto
pancreatico

Enzimas
Digestivas

o .a,
@G v
Enzimas i -)!‘...h‘
Digestivas 93
‘;,'\'4.“’..

Células Acinares @D Células Alfa (Glucagon)

Enzimas (s C'clulas Beta (Insulina)
=, Células Delta

Dlgestlvas b" (Somatostatina)
. Células Epsilon (Grelina)
@ Células PP (Polipéptido)

Figura 1. Pancreas: Parte exdcrina y endocrina

(Modificado de https://es.dreamstime.com/modelo-de-secci%C3%B3n-transversal-
anat%C3%B3mica-del-p%C3%Alncreas-ejemplo-m%C3%A9dico-ilustraci%C3%B3n-
vectorial-proceso-flujo-sangu%C3%ADneo-estructura-image169963066)

Es en las células beta del pancreas donde se lleva a cabo la sintesis de la insulina,
controlada principalmente por las concentraciones de glucosa en sangre, y en
menor medida por otros estimulos, como lo son las incretinas (GIP y GLP-1),
hormonas insulinotropicas liberadas por el tracto gastrointestinal en proporcién a la
cantidad de nutrientes ingeridos, aunque todos estos estimulos son relativamente

ineficaces cuando la glucosa plasmatica esta en niveles basales (80-100mg/dL).

(Brunton, L., 2019)
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3.1.2. Biosintesis de la insulina

La sintesis de la insulina comienza dentro de los ribosomas pertenecientes al
reticulo endoplasmico rugoso ubicados en las células beta-pancreéticas, donde se
sintetiza como preproinsulina, una cadena de 110 aminoacidos con 4 cadenas

polipeptidicas, las cuales son:

e Cadena SP (Signal peptide) de 24 amino&cidos
e Cadena B de 30 aminoacidos
e Cadena C de 31 aminoacidos

e Cadena A de 21 aminoacidos

Adicional a ellas se encuentran 2 uniones pequefias que constan de 2 aminoacidos,
entre las cadenas B-C (Arg3Y/Arg?®?) y las cadenas A-C (Lys®4/Arg®®), los cuales
actian como sitios de accion para las endopeptidasas PC1 y PC2 (Brunton, L.,
2019).

Una vez obtenida la preproinsulina, una peptidasa escinde la cadena SP, generado
asi la proinsulina, la cual efectia un plegamiento que deja alineados los puentes
disulfuro entre las cadenas A y B. Posteriormente, la proinsulina viaja hasta el
aparato de Golgi, donde se empaqueta en granulos de secrecion, los cuales deben
madurar, y durante este lapso actian dos endopeptidasas (PC1y PC2), las cuales
rompen a la prohormona, dejando asi la cadena Ay B (Insulina), liberando la cadena
C (péptido C). (Figura 2).

En el interior del granulo, la insulina cristaliza con ayuda de Zinc en hexameros,
dejando al péptido C libre, listos para ser secretados por las células B mediante

exocitosis. (Brandan, N., 2011)

14
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Figura 2. Biosintesis de la Insulina
(Tomado de: Brunton,L., 2019)

3.1.3. Secrecion de la Insulina

Para la secrecién de la Insulina intervienen diversos factores, ya que ésta es
modulada por diversas sefales generadas por nutrientes, neurotransmisores y
hormonas. Por la parte de los nutrientes, es la glucosa misma quien es el principal

regulador fisiologico para la secrecion de insulina. (Brandan, N., 2011)

Para dicho proceso, la glucosa entra a las células beta pancreaticas mediante un
transportador de glucosa, denominado GLUTZ2, esto debido a la naturaleza polar de
la glucosa y a su incapacidad de atravesar la membrana lipidica por si sola. La

15
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entrada de glucosa a las células beta pancreaticas mediante GLUTZ2 es rapida, una
vez dentro de la célula, la glucosa se fosforila a glucosa-6-fosfato mediante una
glucoquinasa, siendo esta molécula el paso inicial del metabolismo de la glucosa,
dando como resultado la produccion de ATP. Como consecuencia del incremento
de ATP/ADP, se cierran los canales de potasio dependientes de ATP, dejando una
acumulacion de iones potasio, produciendo la despolarizacion de la membrana
celular, ocasionando una apertura de los canales de calcio dependientes de voltaje,
siendo la entrada de dicho catién, el estimulo para la secrecion de insulina al medio

extracelular (Figura 3). (Ceron, L., 2016)

La secrecion de insulina mediada por glucosa consiste en 2 fases, una rapida, de la
cual se vale la liberacion de los granulos maduros almacenados, y una segunda
fase en donde, si es persistente la estimulacion por glucosa, se libera la insulina de
nueva sintesis. Otros nutrientes capaces de estimular la secrecién de insulina (en

ausencia de glucosa), son los aminoacidos. (Brandan, N., 2011)

A su vez, también existen algunas hormonas que tienen un impacto directo sobre la
secrecion de insulina, como lo son las incretinas: GLP-1 (secretados por las células
L del ileon) y el GIP (secretado por las células K del duodeno y el yeyuno), las cuales
son secretadas en proporcion a los nutrientes ingeridos, estimulando asi la sintesis
y secrecion de insulina. En cuanto a los neurotransmisores, la somatostatina es un
potente inhibidor de la liberacién de la insulina, sin embargo, no influye en la

biosintesis de ésta.

(Brandan, N., 2011)

16
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Figura 3. Secrecion de la Insulina

(Modificado de: The Biomedical Biochemistry 2022 en linea:
https://themedicalbiochemistrypage.org/insulin-function-insulin-resistance-and-food-intake-
control-of-secretion/)

3.1.4. Sefnalizacion de la Insulina

Los receptores de insulina (IR) se encuentran en casi cualquier tipo de célula de
mamiferos, y las acciones que lleva a cabo la insulina en dichas células son de tipo
anabdlica, promoviendo la captura, el uso, la utilizacion y el almacenamiento de los
nutrientes principales: glucosa, lipidos y aminoacidos, promoviendo la glucogénesis,
lipogénesis y sintesis proteica, inhibiendo asi el catabolismo de estas mismas.
(Brunton, L., 2019).
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Estos IR (Figura 4) son glucoproteinas transmembranales de la familia de
receptores para factores de crecimiento con actividad intrinseca de quinasas de
tirosina, y esta compuesto por un dimero de 2 subunidades, las a (localizadas en el
exterior de la membrana plasmética) y las B (transmembranales), conectadas

mediante puentes disulfuro.

Insulina

olels!slel

Figura 4. Receptor de Insulina
(Modificado de: The Biomedical Biochemistry 2022 en linea:
https://themedicalbiochemistrypage.org/insulin-function-insulin-resistance-and-food-intake-
control-of-secretion/)

La actividad de la insulina en su receptor consta de un cambio conformacional de
las subunidades a, ya que estas inhiben la inherente actividad tirosina cinasa de las
subunidades 3, y al existir este cambio conformacional permite la transfosforilacion
entre las subunidades B, produciéndose asi una autofosforilacion del receptor en
sitios especificos que van desde la regién yuxtamembranal hasta la cola intracelular
del receptor. La activacion del receptor de insulina da lugar a la sefializacién

mediante la fosforilacion de un conjunto de proteinas intracelulares, las cuales

18



i

= “Evaluacién del efecto antihiperglucémicoy  \__“cuinu
de Farmacia

R = =R
R R B \‘
Jl\;a\ndz,“rbg %G‘o Ui

SoS= & >

k®  antidiabético de una mezcla de Esculetina/Flavona en
modelos experimentales in vivo e in silico”

interactdan con los efectores que amplifican y extienden la cascada de sefializacion,
esto da inicio por dos principales vias: La via principal, fosfatidilinositol 3 quinasa
(PI3K), y la via de las quinasas activadas por mitégenos (MAPK) (Olivares et al.,
2008)

Para la via PI3K, se debe activar el receptor IR mediante la insulina,
desencadenando su fosforilacion en los residuos de tirosina, activando el sustrato
del receptor de insulina (IRS), dicho sustrato posee varios sitios de fosforilacién de
residuos de tirosina (sitios de unidn) y activacion de proteinas que contienen
dominios SH2, como lo es PI3K, que consta de una subunidad reguladora (p85) la
cual interacciona con IRS-1, ocasionando la activacion de la subunidad catalitica
(p110); una vez activada p110, ésta tiene acceso a su sustrato el fosfatidilinositol
4,5-difosfato, o PI1(4,5)P2, y lo fosforila en la posicién 3 del inositol, dando como
resultado fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato o PI(3,4,5)P3, ambos localizados en la
membrana plasmatica, PIP3 es el sitio de union de otras enzimas, como lo son las

cinasas de serina dependientes de fosfatidilinositol (PDK) 1 o 2.

El complejo proteico de PDK2 activa a la proteina cinasa B (PKB, también llamada
Akt), induciendo una primera fosforilacion en la Ser#¥”, seguida de una fosforilacion
en la Thr®%8 con ayuda de PDK1; una vez activada Akt, esta fosforila a AS160 (una
proteina la cual regula negativamente las proteinas G pequefias Rab) inactivandola,
por lo que permite que se dé el trafico dependiente de Rab-GTP de GLUT-4 hacia
la membrana plasmaética, translocando a dichos transportadores, importantes para

el ingreso de la glucosa a la célula (Figura 5)

Por otra parte, PDK1 también puede actuar por otra via, ya que este a su vez puede
fosforilar a dos formas atipicas de la Proteina Cinasa C (PKC), contribuyendo asi a

la translocacién de GLUT-4 a la membrana. (Gutierréz et al., 2017)
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Figura 5. Vias de sefializacion de la insulina al unirse al Receptor de Insulina
(Tomado de: Bases moleculares de la diabetes mellitus:
https://accessmedicina.mhmedical.com/Content.aspx?bookid=1473&sectionid=102744767
#1118680631)

3.1.5. Transportadores de glucosa

La entrada de glucosa a la célula requiere de transportadores, debido a que su
naturaleza polar no permite su entrada por difusion simple. Existen tres tipos de
transportadores de glucosa; los transportadores de glucosa asociados a sodio
(SGLT), que se valen del transporte de sodio; los facilitadores del transporte de
glucosa (GLUT), que constituyen el principal mecanismo de entrada de glucosa a la
célula; y los transportadores dulces (SWEET), recientemente descritos en plantas y

bacterias, identificandose un homoélogo en humanos. (Millan, 2015).
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Existen 6 formas descritas para los SGLT, localizados principalmente en el intestino

delgado y rifiones, siendo su tarea principal la absorcién y reabsorcion de nutrientes.

Los SGLT son un sistema simporte que aprovecha el transporte de Na+ para

introducir glucosa a la célula; proceso impulsado por la accion de la bomba de Na+/

K+, (lamada también ATPasa de Na+/K+, por usar ATP como fuente de energia).

Tabla 1. Caracteristicas funcionales de los SGLT (Machado et al., 2019)

Caracteristicas funcionales de los SGLT

Transportador | Transporta Localizacion tisular

SGLT-1 Una glucosa o Intestino delgado (ileon) y rifiones (tubulo
galactosa con 2 contorneado proximal, y células epiteliales
iones Na+. del ribete en cepillo).

SGLT-2 Una glucosa con Rifion (tubulo contorneado proximal) y en
un ion Na+. menor medida en el ileon.

SGLT-3 Una glucosa con 2 | Neuronas colinérgicas, uniones
iones Na+. neuromusculares .

SGLT-4 Una glucosa con Intestino, rifidn(epitelio tubular), higado,
union Na+, en el | cerebro, pulmén, traquea, Utero y placenta.
intestino, se cree
gue es capaz de
transportar todos
los
monosacaridos.

SGLT-5 Glucosa o0 manosa | Intestino delgado y rifidn.
con un ion Na+.

SGLT-6 Una glucosa o Cerebro, rifidn, médula espinal e intestino
galactosa por 2 delgado.
iones Na+.
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La estructura base de los SGLT consta de 14 dominios transmembranales y sus

sitios amino y carboxilo terminal fuera de la célula (Figura 6).

vSGLT,

Y

G C
‘-, 9 10 11 %c:
(3

Figura 6. Representacion de la estructura general de los transportadores SGLT.
Estructura del transportador SGLT, con su sustrato (Galactosa) representada con el
hexagono gris, las estructuras verdes y blancas son las hélices transmembranales repetidas
del SGLT, mientras que las estructuras naranjas representan las hélices transmembranales
adicionales. (Tomado de: GLUT,SGLT and SWEET: Structural and mechanistic
investigation of the glucose transporters:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4815417/)

Por otra parte, para la familia de los GLUT, existen 14 formas descritas hasta la
fecha, se trata de sistemas uniporte a favor del gradiente de concentracién con
excepcion de GLUT-13, y son de difusion facilitada, presentes en casi todas las
células del cuerpo. De esta familia, los mas importantes son los GLUT-2 y GLUT-4,
ya que el GLUT-2 funciona como sensor para la excrecion de insulinay el GLUT-4
funciona como intermediario al paso de glucosa al interior de células musculares,
cardiacas y adipocitos, mediante su traslocacion en forma de vesiculas hacia la

membrana plasmaticas resultado de la sefializacion de la insulina.

22



e Wi S S e \‘
JiSaoe)llby AConatllit o 7 og o ’ .
%,;Ei “Evaluacion del efecto antihiperglucémicoy  \__“culid
k¥ antidiabético de una mezcla de Esculetina/Flavona ende Farmacia

modelos experimentales in vivo e in silico”

Tabla 2. Caracteristicas funcionales de los GLUT (Machado et al., 2019)

Caracteristicas funcionales de los GLUT
Transportador | Transporta Localizacion tisular
GLUT-1 Glucosay Eritrocitos, barrera hematoencefalica,
galactosa. cerebro, placenta y rifion.
GLUT-2 Glucosa. Hepatocitos, células B-pancreaticas,
intestino delgado y rifidn.
GLUT-3 Glucosa, Cerebro, placenta, testiculos, musculo
galactosa, esquelético.
manosa, maltosa,
xilosa .
GLUT-4 Glucosa. Musculo esquelético, cardiaco y tejido
adiposo.
GLUT-5 Fructosa. Intestino delgado (Yeyuno), testiculo, rifion,
cerebro, musculo y tejido adiposo.
GLUT-6 Glucosa. Cerebro, leucocitos y bazo.
GLUT-7 Glucosay Testiculos, prostata, intestino delgado y
fructosa. colon.
GLUT-8 Glucosay Higado, corazdn, testiculos, intestino, tejido
fructosa. adiposo, cerebro, blastocito.
GLUT-9 Fructosa y uratos. | Rifién, higado, intestino delgado, leucocitos
y placenta.
GLUT-10 Glucosa 'y Higado, pancreas, pulmén, corazén,
galactosa. musculo esquelético, cerebro, placenta y
rifidn.
GLUT-11 Glucosay Corazon, musculo esquelético, rifion,
fructosa. placenta, tejido adiposo y en el pancreas.
GLUT-12 Glucosa. Musculo esquelético, tejido adiposo,
intestino delgado, préstata, placenta,
glandula mamaria, rifién y cerebro.
GLUT-13 Mioinocitol Cerebro (hipocampo, cerebelo, y tallo
acoplado a H+ cerebral).
GLUT-14 Glucosa. Testiculo y células del SNC.

En cuanto a su estructura, los GLUT poseen 12 dominios transmembranales y los
sitios amino y carboxilo terminal se encuentran al interior de la célula (Figura 7)
(Machado et al., 2019)
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Figura 7. Representacion de la estructura general de los transportadores GLUT
Estructura general de los transportadores GLUT, en color verde se representan las hélices
correspondientes al sitio N-terminal y en blanco al sitio C-terminal, en color naranja estan
representados los sitios intracelulares. (Tomado de: GLUT,SGLT and SWEET: Structural
and mechanistic investigation of the glucose transporters:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4815417/)

Por ualtimo, estan los recién descritos transportadores SWEET, los cuales se
expresan en el epidimo de los testiculos, enterocitos, hepatocitos y en las glandulas
mamarias, se describe que SWEET-1 suministra glucosa para la sintesis de lactosa
en la glandula mamaria, y se trata de un dimero de tres sitios transmembranales
(Figura 8). (DENG, 2016)
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Figura 8. Topologia propuesta de los transportadores SWEET-1 humanos

La figura de la izquierda representa la topologia propuesta para los transportadores
SWEET-1 presente en humanos, dimeros con un patréon 1-3-2 en su arreglo espacial,
mientras que del lado derecho se encuentran los transportadores SWEET presentes
en Leptospira biflexa (Tomado de: GLUT,SGLT and SWEET: Structural and mechanistic
investigation of the glucose transporters:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4815417/)

-
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3.1.6. Resistencia a la insulina

La resistencia a la insulina es un estado patoldgico de las células, donde existe una
respuesta inadecuada o insuficiente a la insulina en tejidos de amplia distribucion
en el cuerpo, como lo son el tejido muscular esquelético y el tejido adiposo, que trae
como consecuencia un aumento en los niveles basales de glucosa en sangre. Dicho
padecimiento puede tener diversas causas, y se puede considerar que es un factor
importante para el desarrollo de diabetes tipo 2. Entre sus posibles causas estan:

e Alteraciones pre-receptor: Son todos aquellos factores fuera de la célula, como
lo puede ser la presencia de anticuerpos antiinsulina, mutaciones que afecten
en la sintesis de la insulina que causen una deficiente calidad quimica de la
misma, 0 una rapida metabolizacion de esta, haciendo que llegue una cantidad
insuficiente a los IR

e Alteraciones en el IR: Mutaciones y/o modificaciones postraduccionales del IR,
lo que ocasiona un incorrecto funcionamiento de este, disminucién en el nUmero
de IR’s, disminucién de su actividad catalitica, aumento de la actividad de las
fosfatasas de residuos de tirosina (principalmente PTP-1B), o la presencia de
anticuerpos antirreceptor.

e Alteraciones post-receptor: Modificaciones en cualquier nivel de las vias
relacionadas con la insulina, modificaciones en el IRS, en la sintesis de los
transportadores de glucosa entre otros.

e Alteraciones metabdlicas: Alteraciones a nivel de tejido adiposo, muscular y
hepatico asociadas a una respuesta inflamatoria crénica de bajo grado, pueden
ser causantes de la resistencia a la insulina, debido a que, al ser un proceso
inflamatorio continuo, constantemente se liberan acidos grasos libres
acompanados de citocinas proinflamatorias, como la TNF-q, resistina,
interleucinas 1B, 6, 18, lo cual induce la activacion del Factor NF-kf,
desarrollando asi una resistencia a la insulina, todo esto debido a una hipertrofia

e hiperplasia a nivel de los adipocitos. (Gutierrez et al., 2017)
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3.2. Diabetes

Segun la Organizacion Panamericana de Salud (OPS), la diabetes es “una
enfermedad metabdlica cronica caracterizada por niveles elevados de glucosa en
sangre, que con el tiempo conduce a dafios graves en el corazén, vasos
sanguineos, los ojos, los rifiones y los nervios”. Mientras que la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) la define como “una enfermedad crdénica que se presenta
cuando el pancreas no secreta suficiente insulina o cuando el organismo no utiliza
eficazmente la insulina que produce”. (OPS, 2021; OMS, 2021).

3.2.1 Clasificacién y etiologia de la diabetes
La diabetes puede clasificarse en cuatro tipos diferentes, los cuales son:

-Diabetes tipo 1: Este tipo de diabetes también es denominada diabetes
insulinodependiente, y consta de menos del 10% de los casos de diabetes, en este
tipo existe una destruccion de las células beta pancreaticas, comunmente debido a
factores autoinmunes, que trae como consecuencia el cese de producciéon de

insulina.

-Diabetes tipo 2: La hiperglucemia es debida principalmente a la incapacidad de las
células del cuerpo para responder correctamente a la insulina (RI); con el tiempo, el
cuerpo empieza a tener una sobreproduccién de insulina (Hiperinsulinemia) para
intentar nivelar los niveles de glucosa en sangre; su prolongacion conlleva a una

falla en la sintesis de insulina por parte de las células beta-pancreéticas.
-Diabetes Gestacional: Diabetes que se desarrolla durante el embarazo

-Otros tipos de diabetes: Asociada a enfermedades pancreaticas, genéticas, 0

problemas debidos a la exposicion con ciertas sustancias quimicas y/o farmacos
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Tabla 3. Factores etiolégicos de la diabetes (UCM,2021; OMS, 2019; IDF,2021;
CDC, 2017; ALDANA, 2019)

Tipo de diabetes Factores etioldgicos

o Destruccion de células [B-pancredticas (Proceso
autoinmune)

Diabetes Tipo 1 e Mutaciones genéticas

e Factores ambientales

e Obesidad

e Sedentarismo

e Mala alimentacion

e Resistencia a la insulina
e Tendencias hereditarias
Diabetes Tipo 2 e Mutaciones genéticas

e Factores ambientales

e Otros padecimientos como: obesidad, dislipidemias,

hipertensién arterial, pancreatitis, etc.

e Se sugiere que es por el aumento de hormonas y el
Diabetes gestacional aumento de peso

Prediabetes

IGT e Se sugiere que es una interaccion de factores genéticos

IFG y epigenéticos, en combinacién con estilo de vida

sedentario y mala alimentacion.

También es importante reconocer a la “prediabetes”, un término que ha tomado mas
fuerza en los Ultimos afios, también conocido como diabetes no hiperglucémica,
hiperglucemia intermedia, y en la literatura inglesa se acufian los términos
“Impaired Glucose Tolerance” (IGT) e “Impaired Fasting Glucose” (IFG), los
cuales son condiciones de valores de glucemia por encima de lo normal, pero a su

vez, mas bajos que los valores para diagnosticar diabetes. (IDF, 2021)

27



P

: “Evaluacion del efecto antihiperglucémicoy G
®  antidiabético de una mezcla de Esculetina/Flavona en’ /@i
modelos experimentales in vivo e in silico”

3.2.2 Epidemiologia

La diabetes se ha posicionado en los primeros lugares de las enfermedades
cronicas no transmisibles, a nivel global, en el 2021 hubo 537 millones de personas
con diabetes. Las proyecciones de la IDF nos indican que; para el 2030, habra 643
millones de personas con diabetes, representando casi el 10% de la poblacién
mundial adulta, con un rango de 20 a 79 afios. Mientras que la proyeccion para el
2045, es de 783 millones de personas con diabetes, siendo el 11.2% de la poblacion
mundial adulta (Figura 9). Este incremento serd mas notorio en paises que se

encuentran en vias de desarrollo. (IDF, 2021)

En cuanto a la mortalidad, la diabetes o sus complicaciones fueron las causantes
del fallecimiento de 6.7 millones de personas en 2021, con un rango de edad entre
20-79 afnos, lo cual representa el 12.2% de las muertes a nivel global, lo equivalente
a un fallecimiento por diabetes cada 4.7 segundos (excluyendo la mortalidad
asociada a COVID-19). (IDF,2021)
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Figura 9. Personas adultas con diabetes en el mundo y por regién en 2021, y

panorama hacia el 2030 y 2045 (Modificado de: IDF, 2021).
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En cuanto a la mortalidad, la diabetes o sus complicaciones fueron las causantes
del fallecimiento de 6.7 millones de personas en 2021, con un rango de edad entre
20-79 afos, lo cual representa el 12.2% de las muertes a nivel global, lo equivalente
a un fallecimiento por diabetes cada 4.7 segundos (excluyendo la mortalidad
asociada a COVID-19). (IDF,2021)

En cuanto al gasto econdémico enfocado en la diabetes, se estima que 966 mil
millones de délares fuero gastados en la enfermedad en 2021, con proyecciones a
1.03 billones de dolares para 2030 y 1.05 billones de délares para 2045. (Roa, M.,
2021)

México es el séptimo pais en el ranking mundial de diabetes, por debajo de paises
como China, India, Pakistan, Estados Unidos, Indonesia y Brasil. A nivel nacional,
existieron 32.2 millones de casos de diabetes, lo cual representa una prevalencia
del 16.9% de la poblacion adulta (20-79 afios) con esta enfermedad en 2021, a su
vez,México ocupa el puesto numero 8 en el ranking de los paises con mayor gasto

enfocado a la diabetes, con 19.9 mil millones de ddlares en 2021 (IDF, 2021).

Segun datos del Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI), México
cuenta con una tasa de mortalidad para la diabetes de 11.95 personas por cada 10
mil habitantes en 2020, lo que se traduce a 151,019 muertes por diabetes, pasando
a ser la tercera causa de muertes a nivel nacional, superada por el COVID-19 vy la
enfermes del corazon. (INEGI, 2021)
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3.2.3 Fisiopatologia de la DT2

La diabetes tipo 2 se da por varios factores etiolégicos o por la combinacién de
algunos de éstos, la insulina juega un papel clave para el desarrollo de dicho
padecimiento, ya que es la encargada de la homeostasis de la glucosa, y una
alteracién en la produccién de esta hormona, y/o una inadecuada sefializacion,
aumenta los niveles de glucosa plasmatica, pudiendo asi desarrollar diabetes. La
disminucion del nimero de células B-pancreaticas y el déficit en su funcionamiento,
son otros factores que contribuyen al mecanismo fisiopatolégico de la diabetes,
ademas de todas las causas antes mencionadas en el apartado 3.1.6 “Resistencia

a la Insulina”.

Entre los casos mas comunes de DT2 también se asocia a la obesidad (acumulacién
anormal o excesiva de grasa que puede ser perjudicial para la salud). (OMS, 2022),
la cual no distingue edad, etnia o clase social. Ello se debe a la acumulacion de
células abdominales lipoliticas hiperactivas, que liberan cantidades de acidos
grasos libres hacia la vena porta, incrementando la sintesis de triglicéridos e

inhibiendo la captacion de insulina (Reynoso et al., 2018)
Para el establecimiento de la DT2 es posible detectar tres fases muy definidas:

-Fase normo glucémica, es la fase en la que los niveles de glucosa en sangre son
normales, sin embargo, empiezan los procesos fisiopatol6gicos que conducen a
desarrollar DT2, por lo que ya existe una RI periférica que en algunos casos puede

ser perceptible.

-Fase hiper glucémica, en esta fase existe una Rl notoria a nivel muscular y tejido
adiposo, con niveles altos de insulina que no bastan para regular la concentracién
de glucosa periférica, incluye niveles de glucemia en ayuno alteradas e intolerancia

a la glucosa).
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-Fase de DT2, Disfuncion de las células beta-pancréaticas debido al desgaste por
un ritmo constante acelerado de sintesis de insulina, cayendo los niveles de
insulinemia y aumentando los niveles de glicemia en ayuno, en esta fase la
enfermedad ya es notoria, ya que suelen surgir las complicaciones que conlleva la
DT2. (ALAD, 2019; ALDANA, 2019)

Metabolistil Anticuerpos Disminucion y/o
anti-insulina desensibilizacion

de receptores

acelerado de
la insulina

Calidad \\ l /t’/ Anticuerpos

deficiente de

la insulina anti-receptor

/" —

Obesidad y Modificaciones en
produccion de vias metabdlicas

citocinas donde participa la
proinflamatorias insulina

|

( Disminucion del numero de
las células beta y déficit en
su funcionamiento

Figura 10. Factores involucrados en el desarrollo de DT2
(Tomado de: ALDANA, 2019).
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3.2.4 Diagnoéstico de la DT2

Debido a que la diabetes es una enfermedad multifactorial, se requieren de distintos
meétodos de diagndstico, los cuales se basan principalmente en la medicion de la
glucosa en sangre (Tabla 4), ademas se necesita verificar si existen sintomas en el
paciente caracteristico de la diabetes, como lo puede ser la presencia de cansancio
excesivo, polidipsia, poliuria y polifagia, asi como perdidas repentinas de peso
involuntarias. (ALAD, 2019)

Las distintas asociaciones de diabetes como la ADA (American Diabetes
Asociation), la ALAD (Asociacion Latino-Americana de Diabetes) y la IDF
(International Diabetes Federation), concuerdan en los parametros de glucometria
para el diagnostico de Diabetes tipo 2, asi como en los niveles de alto riesgo de

desarrollar DT2, o también llamado “pre-diabetes”.

Tabla 4. Criterios para el diagnostico de DT2 o pre-diabetes (ADA, 2022; ALAD,
2019; IDF, 2021)

Prueba Prediabetes Diabetes Tipo 2
HbA1C 5.7% - 6.4% 26.5%
Glucosa en Ayuno 100 — 125 mg/dL 2126 mg/dL
Glucosa Posprandial* 140 — 199 mg/dL 2200 mg/dL
Glucosa Aleatoria -- 2200 mg/dL

*La prueba de glucosa posprandial esta recomendada por la ALAD Ginicamente para pacientes ya
diagnosticados con DT2, y la recomiendan sélo para evaluar el efecto del tratamiento sobre los
niveles de glucemia tras la ingesta de los alimentos, y de esta forma hacer un ajuste en las dosis.
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Adicionalmente, la IDF incluye 2 términos para subclasificar a la prediabetes, los
cuales son la Intolerancia a la Glucosa, que se diagnostica cuando existen niveles
de glucemia en ayuno =126 mg/dL junto con glucemias posprandiales de 140 — 199
mg/dL.

Y la alteracion de la glucemia en ayuno o glucemia basal, diagnosticada con
glucemias en ayuno de 110 — 125 mg/dL, pero con glucemias posprandiales
normales. (IDF, 2021).

3.2.5 Tratamiento parala DT2 y la prediabetes

Existen dos clasificaciones generales para el tratamiento de la DT2 y de la
prediabetes, los cuales se pueden complementar entre si para lograr mejores

resultados:

Tratamiento farmacoldgico: consta de una farmacoterapia que incluye varios
grupos de farmacos cuyo objetivo se centra en controlar la hiperglucemia y sus
demas complicaciones, resultados de la enfermedad, mediante diversos
mecanismos de accion, que van desde la sensibilizacién a la insulina, hasta

mecanismos hipoglucemiantes.

Tratamiento no farmacoldgico, se trata de cambios en el estilo de vida
beneficiosos para la salud en general, siendo principalmente el aumento de la
actividad fisica en personas sedentarias, asi como mejorar la dieta. (ALAD, 2019;
IDF, 2021)

A continuacion, se enlistan las distintas clases de medicamentos mas usados para
el tratamiento de la DT2 (Tabla 5).
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Tabla 5. Tratamientos farmacoldgicos parala DT2 (Olmo et al., 2008; UCSF, 2022)

Clase Mecanismo de accion Ejemplos Estructura
Sulfonilureas Unién al receptor SUR, | Tolbutamida, i
H
blogueando los canales de Glimepirida, ”V\Q -
K* ATP dependientes, Glipizida, o o I U
estimulando la secrecionde | Glibenclamida, Glibenclamida
Glinidas o insulina Repaglinida, o
Meglitinidas Nateglinida O“ WOH
M o
Repaglinida
Biguanidas Disminuye la Rl al Metformina NH NH
aumentar la glucogendlisis, ~ )J\ )J\
_ N N NH-
la captacion de glucosa | H
L L Metformina
periférica y disminuir la
gluconeogénesis
Inhibidores de a- | Inhiben la actividad de las Acarbosa o [ Acarbosa
Glucosidasas enzimas encargadas de la HOJOEuK‘,% on
hidrélisis de disacaridos en "%% &
el intestino B
Tiazolidinedionas | Disminuye la Rl por unién a Pioglitazona, 0 Pioglitazona
0. N
PPAR-vy Rosiglitazona, HN):;SK/@ \A“/\j\/
P
o]
Analogos de GLP-1 | Imitan la accién de GLP-1 al Exenatida, Exenatida
disminuir la secrecion de Liraglutida, 5 e,
glucagbn y aumentar la Albiglutida, 1?1 "“ s
K X oy WS -
secresion de insulina de las Dulaglutida 2 nﬁ}ﬁ}g lﬂig_“&%
“'\}_ [lge .
células beta-pancreaticas. %?i?
S5
Inhibidores de la Inhiben a Ila DDP-4 Alogliptina, Alogliptina
o]
DDP-4 aumentando asi los niveles Sitagliptina, /[H\N,CHa
de incretinas enddgenas Saxagliptina, ”2”\@ | N)%o
Linagliptina b
N
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Inhibidores del Inhiben los  receptores Canaglifozina, Dapagliflozina
SGLT-2 SGLT-2 del rifién, por lo Dapagliflozina, i
fozi o T
que bloquean la | Empaglifozina, S o™
OH
reabsorcion de glucosa. Ho—f

Insulinas Facilita la entrada de | Lispor, Aspart, § ..Insulina
glucosa a la célula al unirse NPH, Glargina ¢

al receptor de Insulina

3.3 Antecedentes de la Flavona

La flavona (Figura 11) es una molécula perteneciente al grupo de los flavonoides,
dicho grupo esta presente en diversas frutas, y muestran distintas actividades
terapéuticas, como antiinflamatorias, antioxidantes, antivirales, anticarcinogénicas
y antidiabéticas, esto debido a la estructura “base” per se, la cual corresponde a la
molécula de la flavona, ademas de que los dobles enlaces entre el C2-C3 del anillo
B son una caracteristica esencial para el reconocimiento y la fuerte union a diversos

receptores. (Torres-Piedra, 2010).

En un estudio comparativo de distintos flavonoides, administrados en ratas
diabetizadas, se demostro que la Flavona tenia un efecto antidiabético pronunciado,
junto con algunos de sus analogos, asi como efectos benéficos en los niveles de
colesterolemia en ratas, sin embargo, no se estudié la posibilidad de una actividad
a nivel de las a-Glucosidasa, ya que no se realizaron CTS, ni CTG, por lo que se

propuso evaluarla sola y en conjunto con la Esculetina. (Torres-Piedra, 2010).

Figura 11. Estructura de la Flavona

36




e Wi S S e \‘
JiSaoe)llby AConatllit o 7 og o ’ .
%,;Ei “Evaluacion del efecto antihiperglucémicoy  \__“culid
k¥ antidiabético de una mezcla de Esculetina/Flavona ende Farmacia

modelos experimentales in vivo e in silico”

3.4 Antecedentes de la Esculetina

La Esculetina (Figura 12) es una cumarina presente en diversas frutas, asi como
en una gran variedad de plantas medicinales orientales. En general, las cumarinas
son de gran importancia debido a que son asociadas a diversos efectos benéficos
para la salud, en la literatura se pudo encontrar evidencia de que la Esculetina posee
efectos antiinflamatorios, antioxidantes, antiproliferativo, antitumorales vy
antidiabéticos, se sugiere que cuenta con actividad insulino-sensibilizadora (Zhang
et al, 2022), ademas de presentar efecto antioxidante, actuando a través de la
inhibicion del estrés oxidativo y la hiperglucemia derivado este mecanismo, sin
embargo, no se encontraron articulos cientificos donde se evaluara su efecto como

inhibidor de o-Glucosidasa.

5 4
HO6 X
2
HO”; o~ ©
8 1

Figura 12. Estructura de la Esculetina (6,7-Dihidroxicumarina)
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Las enfermedades cronicas no transmisibles (ECNT) han tomado gran relevancia
en el ultimo siglo, ya que se trata de padecimientos que a pesar de no ser
contagiosos, van en constante aumento a nivel global, como es el caso de la
diabetes, ya que esta ha tomado gran importancia debido a una acelerada tasa de
crecimiento, que afecta tanto a paises ricos como a paises en vias de desarrollo.
(Gonzalez,R., 2018)

Actualmente, México posee el 7° lugar en el ranking mundial de diabetes, con un
panorama para 2030 y 2040 poco alentador, ya que se estima que los casos sigan
en ascenso continuo, por lo que es de vital importancia la basqueda de nuevas
alternativas farmacologicas para el tratamiento de la diabetes, valiéndose de la
medicina tradicional para la identificacion de nuevas moléculas con potencial efecto
antidiabético, para ser utilizadas como tratamiento alternativo o complementario,
como es el caso de la Esculetina y la Flavona; ambas moléculas se pueden
encontrar en frutas y verduras de la ingesta tradicional, como son las uvas rojas,
uvas moradas, arandanos, manzanas, apio, perejil, etc. Asi como en plantas de la
medicina tradicional de distintos lugares, como el Tartago (Euphorbia lathyris),
castafio de Indias (Aesculus hippocastanum), Fresno surefio (Fraxinus

angustifolia),etc. (Aguilar S., 2018).

Es por esto, que el presente trabajo de tesis busca generar conocimiento nuevo
acerca del efecto antidiabético de la Esculetina y Flavona, como nuevos posibles
compuestos bioactivos para el tratamiento de la diabetes, con mayor énfasis en sus
posibles efectos como inhibidores de a-Glucosidasa, evaluando su efecto por

separado y en combinacion.
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La Flavona y la Esculetina presentaran efecto antihiperglicémico y antidiabético, y

la combinacion de estos en proporcion 1:1 molar tendra un efecto potenciado

41



6. OBJETIVOS



-
“Evaluacion del efecto antihiperglucémicoy  \__“culid

k¥ antidiabético de una mezcla de Esculetina/Flavona ende Farmacia
modelos experimentales in vivo e in silico”

)|

6.1Objetivo general
Determinar el efecto antihiperglucémico y antidiabético de Esculetina y Flavona en

combinacion equimolar y por separado en modelos murinos.

6.20bjetivos especificos
-Evaluar el efecto antihiperglucémico de Esculetina y Flavona en combinacién
equimolar y por separado, mediante curvas de tolerancia a la glucosa y a la

sacarosa en modelos murinos.
-Determinar el efecto antidiabético agudo de la combinaciébn equimolar de
Esculetina con Flavona y por separado, en un modelo murino de diabetes

experimental no insulinodependiente.

-Evaluar la acciéon de Esculetina y Flavona sobre a-Glucosidasa humana en un

modelo in silico
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7.1 Reactivos y Equipos

La Escueltina, Flavona, Estreptozotocina, Citrato de sodio y Acido citrico,
fueron adquiridos del laboratorio Sigma Aldrich Co. St. Louis, MO, USA.

El agua inyectable utilizada para la solucién de Estreptozotocina fue adquirido
de Laboratorios PISA S.A. de C.V.

7.2 Animales

Se utilizaron ratones macho de la cepa C57BL/6 de 30g a 50g de peso,
alimentados con nutricubos de la marca Purina y agua ad libitum. El manejo de
estos se llevo a cabo conforme a la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-Z0O0-
1999) que nos indica las especificaciones técnicas para la produccién, cuidado

y uso de animales de laboratorio.

7.3 Determinacién del efecto antihiperglucémico

7.3.1 Curva de Tolerancia a la Glucosa (CTG) y a la Sacarosa (CTS) en
ratones C57BL/6 normoglucémicos

Para la determinacion del efecto antihiperglicémico se realizan dos ensayos, CTG y
CTS. Previo al inicio de los ensayos se pesaron los ratones con 16 horas de ayuno
y se dividieron en cinco grupos (n=5): 1) Grupo vehiculo, 2) Grupo control, 3) Grupo
Esculetina, 4) Grupo Flavona, 5) Grupo Combinacién Esculetina/Flavona,
posteriormente se midieron los niveles de glucemia basales (Go). El grupo 1 fue
administrado con 0.5mL de una emulsion Aceite en Agua 1:9, el grupo 2 con 0.5mL
del respectivo control, Glibenclamida(5mg/kg) para CTG, y Acarbosa (3mg/kg) para
CTS, el grupo 3 con 0.5mL de Esculetina (50mg/kg), el grupo 4 con 0.5ml de Flavona
(50mg/kg) y el grupo 5 con 0.5mL de la combinacion Esculetina/Flavona 1:1M (EsFI
1:1M). Posterior a la media hora de la administracion (Via i.g) se administro una
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carga de glucosa o sacarosa (2g/kg) segun sea el caso, y se monitorearon los
niveles de glucemia por 3 horas (0.5, 1, 2 y 3 horas), la medicion de niveles de
glucemia fue realizada con ayuda de un glucometro Accu-Check®, modelo performa
(Roche).

Para la presentacion grafica de los resultados se uso el porcentaje de variacion de
glucosa, mediante la siguiente férmula:

Gx — GO
GO

% Variacion de Glucemia = [( ) x 100]

Donde Go indica la glucemia basal, y Gx la glucemia a cada tiempo. La construccion
de las gréficas y el analisis estadistico de los valores obtenidos se realizaron con
ayuda del software GraphPad Prism, utilizando la prueba de ANOVA de dos vias y
POSTHOC de Bonferroni. (Villalobos, J., 2020)

7.4 Determinaciéon del efecto antidiabético

7.4.1 Modelo de diabetes experimental no Insulinodependiente (DENID)

Para la determinacion del efecto antidiabético primero fue necesario la obtencién de
un modelo diabético no insulinodependiente a partir de ratones normoglucémicos;
para ello se les administré una dosis de Nicotinamida (20mg/kg) via intraperitoneal,
15 minutos después, se administrd6 Estreptozotocina (STZ), en una dosis de
100mg/kg, previamente disuelta en Buffer de citratos a un pH 4.5, protegida de la
luz solar y a una temperatura por debajo de los 10°C. Finalmente, se utilizaron
aguellos ratones que presentaron una glucemia basal superior a los 180mg/dL a las
2 semanas de la administracion. (Chaves, 2019)
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7.4.2 Ensayo antidiabético agudo

Una vez obtenido el modelo DENID, se formaron 5 grupos de ratones (n=5), los
cuales se pusieron en un ayuno de 13 horas, se midi6 la glucosa basal (Go) y a cada

grupo se le administré via intragastrica:

e 1) Vehiculo: 0.5ml de vehiculo 1:9 Aceite/Agua
e 2) Glibenclamida: 5mg/kg

e 3) Esculetina: 50mg/kg

e 4) Flavona: 50mg/kg

e 5) Combinacion EsFI 1:1M: 50mg/kg

Los niveles de glucemia fueron monitoreados a las 1,3,5 y 7 horas posteriores a la
administracion, los resultados fueron presentados en curvas de porcentaje de

variacion de glucosa.
7.5 Evaluacion in silico

7.5.1 Estudio de acoplamiento molecular biodirigido (Docking Molecular)

sobre a-Glucosidasa con Esculetinay Flavona

Se obtuvo del Protein Data Bank (PDB), la estructura de una a-Glucosidasa
Humana para realizar el Docking Molecular, seleccionandose la 3LPP ( “Crystal
complex of N-terminal sucrase-isomaltase with kotalanol”, con una resolucion de
2.15 A) ya que dicha estructura cristalografica, si bien no se trata
de la estructura completa, es la parte importante para la hidrolisis de disacaridos
(Subunidad N), ademas de que se encontraba acoplada con kotalanol, sirviendo
como referencia para realizar dockings dirigidos. La proteina cuenta con 4 cadenas
(A,B,Cy D), por lo que se utilizé inicamente la cadena B, debido a que en este lugar
se encuentra el sitio de accion o sitio ortoestérico (Asp?3!, Asp3%°, Arg>%®, His®??). Se
utilizaron 3 ligandos: 1) kotalanol previamente unida a la estructura cristalogréafica
3LPP, 2) Esculetina y 3) Flavona, estas Ultimas se construyeron usando el Software
de MarvinSketch by ChemAxon (2021).
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Los experimentos de acoplamiento se realizaron en el sitio de union conocido de la
sacarosa-isomaltasa 3LPP, se emple6 una caja ubicada en las coordenadas (39.83,
58.58, 78.49) con un tamarfio de caja de 20.00 x 20.00 x 20.00 A3, la cual permanecio
rigida durante todos los acoplamientos. Los sistemas fueron preparados en el
software Chimera (UCSF Chimera, 2021) y el estudio de acoplamiento molecular
se realiz6 con ayuda de AutoDock Vina 1.13.1 (Eberhardt, J, 2021). Por ultimo, se
empledé un protocolo para la validacion del sistema, sacando la desviacion
cuadratica media (RMSD) de las 150 salidas por ligando.

Los mapas de interaccion de Esculetina y Flavona con el sitio de accion se
realizaron en el Software Molecular Operating Environment y PyMOL version 1.7,

mientras que las imagenes fueron creadas en ChimeraX.

7.5.2 Docking Molecular “Ciego” sobre a-Glucosidasa con Esculetina y

Flavona

Este estudio se llevd a cabo sobre la misma a-Glucosidasa (3LPP), sin embargo, se
amplio la caja de tal forma que abarcara toda la proteina (70 x 70 x 70 A3). Se
realizaron 50 acoplamientos independientes para Esculetina y Flavona, debido a
que la finalidad de este ensayo era Unicamente ver la afinidad de las moléculas al
sitio orto estérico, esto gracias a que no se condiciona espacio en donde se debe

acoplar la molécula, como se hace en un Docking biodirigido.
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8.1Determinacion del efecto antihiperglicémico

La realizacion de curvas de tolerancia a la sacarosa y a la glucosa son una guia
para la determinacion preliminar de los posibles mecanismos de accién
antihiperglucémicos que pudiera tener un compuesto bioactivo, en las primeras
3 horas tras ser administrada la carga de azlcar, principalmente aquellos
mecanismos que implican la ruptura y absorcion de azlcares compuestos, o la

absorcién de la glucosa y otros monémeros (Ornelas, 2018).
8.1.1 Curvade tolerancia ala glucosa

En la Gréfica 1 se puede observar que la Flavona sola como en combinacion
con Esculetina no posee actividad anti hiperglucemiante, ya que su efecto fue
nulo, equiparables al vehiculo utilizado, por lo que se puede descartar los
posibles mecanismos de accion relacionados a una actividad extra pancreética,
como puede ser la inhibicién de transportadores o cotransportadores de glucosa.
Por otra parte, la Esculetina si posee un efecto antihiperglucémico significativo
a la media hora, aunque no tan pronunciado como la glibenclamida, por lo que
se podria pensar en una escasa actividad sobre los transportadores de glucosa,
o incluso en algin mecanismo insulinosensibilizador o estimulador de la

secrecion de insulina de las células - pancreéticas (Guzman, 2015).
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@ Vehiculo (90:10 agua/aceite)
4 Glibenclamida (5 mg/kg)
-4 Flavona/Esculetina 50:50%

Esculetina (50 mg/kg)
Flavona (50 mg/kg)
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Grafica 1. Curva de Tolerancia a la Glucosa en ratones normoglucémicos. Los valores
de cada punto representan el error estandar medio (xEEM). *p<0.05 comparado con el
vehiculo.

8.1.2 Curvade tolerancia a la sacarosa

Este ensayo se caracteriza por medir la capacidad de los compuestos de

intervenir en el metabolismo (hidrélisis) de los disacéaridos, trisacaridos u

oligosacaridos a sus monémeros, asi como en su absorcién a nivel intestinal,

viéndose reflejado en los niveles de glucemia (Amaral, 2020)

Para este ensayo, la Flavona en una dosis de 50mg/kg no presenté actividad

antihperglucémica per se, sin embargo, la Esculetina si presentd un efecto

antihiperglicémico significativo a la media hora, en una dosis de 50mg/kg

(Gréfica 2), por otra parte, la combinaciéon EsFl 1:1M en una dosis de 50mg/kg,

tuvo un efecto significante que se mantiene hasta la hora 1, muy similar al efecto

producido por la Acarbosa (3mg/kg), el cual, es un medicamento reconocido por

su accidn inhibitoria sobre las a-Glucosidasas (Amaral, 2020)
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Estos datos sugieren que la Esculetina tiene potencial actividad inhibitoria de a-
Glucosidasas, mientras que se podria pensar en la flavona como un posible
potenciador de la accion de la Esculetina, de esta manera, los disacaridos y
demas productos resultantes del metabolismo de carbohidratos, no serian
hidrolizados a monémeros, por lo que su absorcion se veria impedida a nivel
intestinal, lo que resulta en una disminuciéon en el pico hiperglucémico.
(Amaral,2020; Aldana, 2019)

Con base a estos resultados obtenidos, se procedié a evaluar los compuestos
en ensayos antidiabéticos, asi como en estudio de Docking molecular sobre a-

Glucosidasas.

CTs

200+
-o- Flavona/Esculetina 50:50%

4 Vehiculo (90:10 agua/aceite)
- Acarbosa (3 mg/kg)
Esculetina (50 mg/kg)

-

[5,]

o
1

1004 Flavona (50 mg/kg)

% variacién de glucosa
(4]
o
1

o
L

-50 T T T T

Tiempo (h)

Gréfica 2. Curva de Tolerancia a la Sacarosa en ratones normoglucémicos. Los valores
de cada punto representan el error estandar medio (+EEM). *p<0.05 comparado con el
vehiculo.

8.2 Determinacién del efecto antidiabético

Para la realizacion de este ensayo se emple6 el modelo DENID. En la Grafica
3,se observa un efecto antidiabético significativo de los compuestos a la hora 3,

dénde la Esculetina (50mg/Kg), tuvo un importante efecto en los niveles de
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glucemia, reduciéndolos por debajo del 50%, con mayor eficacia respecto a la
Glibenclamida (5mg/Kg), observando un mayor efecto a la hora 5 (disminucién
del 70.3%), razdén por la cual se detuvo el ensayo, para evitar la muerte de los
ratones por hipoglucemia, debido a que habian ratones con niveles de glucosa
en sangre por debajo de los 60mg/dL. Para el caso de la flavona, se observé un
importante descenso en la glucemia a partir de la hora 5, equiparable al efecto
de la Glibenclamida, sin embargo, lo mas destacable de la accién de la flavona
fue la reduccidndel 78.6% en los niveles de glucemia a la hora 7, quedando de
igual manera, junto con la Esculetina, por debajo del efecto causado por
Glibenclamida en la glucemia a dicha hora, no obstante, el efecto se pierde al

administrarse la combinacion equimolar de Flavona/Esculetina 1:1M.

Con los resultados obtenidos en las CTG y CTS, se puede dar sustento a la
posibilidad de mecanismos extrapancreaticos e insulinosensibilizadores por parte
de Esculetina y Flavona, asi como mecanismos relacionados con la inhicién de
a-Glucosidasas; existe bibliografia (Nurul Islam, 2013), donde se encontré que
algunos compuestos extraidos de Artemisia capillaris, entre los que destacan
Cumarinas, Flavonoides y algunos compuestos fendlicos, presentan actividad
inhibitoria de la PTP1B, asi como actividad sobre las a-Glucosidasas, por lo que,
al ser de la misma familia, es posible relacionar estos efectos directamente con
Esculetina y Flavona; aunado a esto, en lo reportado por Souza (2021), la
Flavona es un potente antioxidante, eficaz para combatir las complicaciones de

la diabetes por causa del estrés oxidativo.

Segun Henriksen (2011), el estrés oxidativo es capaz de generar, entre muchas
otras cosas, resistencia a la insulina, ya que en los receptores de insulina, bajo
condiciones altamente oxidantes, se favorece la fosforilacion de algunos residuos
de Serina, entre los mas destacables la Serina 307 del IRS-1, por lo que al

evitarse la fosforilacion de los residuos de Tirosina, y favorecerse la fosforilacion
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de residuos de Serina, se impide la transduccién de sefiales para la via PIP3K,

dando como consecuencia resistencia periférica a la insulina.

Esto también podria explicar la nula actividad en el ensayo antidiabético de la
combinacion de EsFI 1:1M, ya que ambos pueden estar actuando por diferentes
vias, y al ser una cantidad menor de cada compuesto (debido a que la dosis de
la combinacién es de 50mg/kg), no se alcanza a generar el efecto durante las 7
horas del ensayo. Esto nos indicaria que es necesaria una dosis de 50mg/kg de
cada compuesto por separado, para que se pueda alcanzar un importante efecto

antidiabético.

Antidiabético Agudo

o 507 . :
@ -e— Glibenclamida (5 mg/kg)
e Flavona (50 mg/kg)
3 0- Esculetina (50 mg/kg)
2 Flavona/Esculetina
0 50:50%
g -50- Vehiculo(90:10
'g agua/aceite)
>
=
> 100 | T T | T

Tiempo (horas)

Gréfica 3. Ensayo antidiabético agudo en ratones diabéticos. Los valores de cada punto
representan el error estandar medio (tEEM). *p<0.05 comparado con el vehiculo.
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8.3 Evaluacion in silico

El estudio de acoplamiento molecular (Docking Molecular) se llevé a cabo con la
finalidad de conocer las interacciones de la Esculetina, Flavona, asi como la
combinacion de estas, como posibles inhibidores de a-Glucosidasas, tomando en
cuenta los resultados obtenidos durante la CTS, para estos ensayos se tomé la
proteina Sacarasa-lsomaltasa Humana (3LPP), la cual se encarga de la hidrolisis
de la sacarosa, asi como de la maltosa (Sim, L., 2010), esta estructura cuenta con
una buena resolucion para realizar el acoplamiento (menor a 2.5 A); utilizandose
unicamente la cadena “B” de un total de 4 sub-unidades, ya que es principalmente
en estay en la cadena “D”, donde se encuentran los sitios de accion para la hidrolisis
de sacarosa (Sim, L., 2010).

Para la validacion del sistema, fue necesario realizar 150 acoplamientos
independientes de kotalanol (ligando de la estructura cristalografica 3LPP) sobre la
subunidad B, posteriormente se sacO RMSD de los acoplamientos contra la
estructura cristalografica, dando 1.37 +0.61 (Soto N., 2020). Una vez validado el
sistema, se procedio a realizar 150 acoplamientos biodirigidos independientes para
Esculetina y Flavona, presentando Esculetina una energia de afinidad de union de
-7.9 £ 0.1 kcal/mol, y en el caso de Flavona, presentd una energia de afinidad de

union de -5.4 £+ 0.3 kcal/mol, ambos sobre el sitio ortoestérico (Figura 11).

Figura 13. Acoplamiento de Esculetina y Flavona con la sacarosa-isomaltasa
Acoplamiento de Esculetina (Derecha) y Flavona (lzquierda) sobre el sitio orto estérico
(color rojo) de la subunidad B de la sacarosa-isomaltasa.

(Imagenes creadas con el Software ChimeraX v1.3)
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Una vez obtenidos los acoplamientos se procedid a realizar mapas de
interaccion, donde se observé que la Esculetina interacciona con el sitio orto
estérico de la subunidad B de la enzima mediante interacciones de puentes de
Hidrégeno (OH posicion 7 - Lys®®y el oxigeno bencénico - Arg®*®) y puente de
Hidrégeno reforzado (OH posicién 7 - Asp?3!) con el sitio catalitico, mediante
mapas de interaccion (Figuras 12 y 13), mientras que la Flavona presento
interacciones més débiles (Figuras 14y 15 ), como lo son 1-H (Anillo aromético-
Leu?®3) y puente de Hidrégeno reforzado (Anillo aromético de la posicién 2-
Asp®’Y), presentando asi mayor afinidad el compuesto Esculetina sobre el sitio

ortoestérico.

Figura 14. Mapa de interacciones de la Esculetina con el sitio de accién de la sacarosa-
isomaltasa (Imagen creada con el software PyMOL v2.2)
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Figura 15. Mapa de interacciones de la Esculetina con el sitio de accion de la sacarosa-
isomaltasa (Imagen creada con el software Molecular Operating Environment v2020.02)

Figura 16. Mapa de interacciones de la Flavona con el sitio de accion de la sacarosa-
isomaltasa (Imagen creada con el software PyMOL v2.2)
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Figura 17. Mapa de interacciones de la Flavona con el sitio de accion de la
sacarosa-isomaltasa (Imagen creada con el software Molecular Operating
Environment v v2020.02)
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Posteriormente, dados los resultados obtenidos durante la CTS, se realizd un
Docking a ciegas, con el Unico fin de evaluar que ambas moléculas tuvieran
afinidad sobre el sitio ortoestérico, o bien, afinidad ante algun sitio alostérico,
dandoles libertad al definir la caja lo suficientemente grande para abarcar toda la
subunidad B.

En este ensayo a ciegas, los resultados de la Esculetina nos indica 3 sitios de
union, cayendo en el sitio ortoestérico un 64% de las veces, con una energia de
afinidad de -7.9 £0.2 kcal/mol, y en sitios alostéricos el 36% de las veces, con
energias de afinidad de -5.4 + 1.2 kcal/mol. Por otra parte la flavona tuvo 2 sitios
de unidn, cayendo en un sitio ortoestérico un 46% de las veces, con una energia
de afinidad de union promedio de -6.3 +0.3 kcal/mol y en el sitio alostérico un
54% de las veces, con una energia de afinidad promedio de -7.9 = 0.4 kcal/mol.
(Tabla 7).

Tabla 7. Resultados del Docking Molecular “Ciego”

Acoplamiento en sitio

Molécula Ortoestérico Alostérico
% Energia de afinidad % Energia de afinidad
Esculetina (kcal/mol) (kcal/mol)
64 -7.9 £0.2 36 54+1.2
% Energia de afinidad % Energia de afinidad
(kcal/mol) (kcal/mol)
Flavona
46 -6.3 0.3 54 79104
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Con estos resultados se puede deducir que la Esculetina presenta mayor afinidad
sobre el sitio orto esterico, mientras que Flavona posee mayor afinidad a un sitio
alostérico, esto junto a los resultados obtenidos en CTS, puede sostener la
hipotesis de que Flavona actia sobre éste otro sitio alostérico, realizando un
cambio conformacional sobre la sacarosa-isomaltasa en el sitio ortoestérico,
generando asi una mayor afinidad y/o retencion de la Esculetina actuando en el

sitio ortoestérico de la enzima, razén por la cual se presentaria un posible efecto

potenciando al momento de administrar la combinacién Flavona/Esculetina
(Figura 16).

Figura 18. Modelo propuesto de Ila interaccibn de la combinacion
Esculetina/Flavona 1:1M con la sacarosa-isomaltasa, actuando la Esculetina (color
amarillo) sobre el sitio ortoestérico (color rojo), y la Flavona (color azul) sobre un
sitio alostérico. (Imagen creada con el software ChimeraX v1.3)
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La Esculetina y Flavona poseen efecto antihiperglucémico y antidiabético a través
de un posible efecto sinérgico potenciado de ambas moléculas en combinacion,
destacando la accién como inhibidores de a-Glucosidasas, asi como un posible

efecto insulinosensibilizador.

Los estudios in silico, propusieron un modelo de unién de la Esculetina/Flavona con
la a-Glucosidasa, sugiriendo la accion de la Esculetina como inhibidor de a-
Glucosidasas, siendo potenciado por la Flavona, dando mas sustento a los efectos

mostrados durante la curva de tolerancia a la sacarosa.
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)|

Evaluar Esculetina y Flavona directamente sobre a-Glucosidasas

Evaluar Esculetina y Flavona sobre PTP1B

Determinar el mecanismo de accién de Flavona como antidiabético

Docking Molecular de Esculetina y Flavona sobre PTP1B

Dinamica molecular de la combinacion Esculetina/Flavona sobre la sacarosa-

isomaltasa humana.
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Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:

tSxmvkh4z
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