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ABREVIATURAS Y SIGLAS

O'H Desplazamiento quimico de protén

O13C Desplazamiento quimico de carbono
Ca?" lones calcio

CacCl, Cloruro de calcio

CCF Cromatografia de capa fina

CEso Concentracion efectiva media

C4H Acido cinamico 4-hidroxilasa

CO. Dioxido de carbono

DEPT Mejora sin distorsion por transferencia de polarizacion
EDTA Acido etilendiaminotetraacético
EEtOHTI Extracto etandlico de Tagetes lucida
FFAR1 Receptor 1 de acidos grasos libres
GLP-1 Péptido similar al glucagén

GLUT Transportadores de glucosa
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NOS Oxido nitrico sintasa
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RESUMEN

La diabetes, el asma y la hipertension arterial son padecimientos que se consideran
importantes, ya que ocupan los primeros lugares de morbilidad, asi como la principal causa
de atencién en la consulta externa en servicios de salud a nivel mundial, en donde no solo
afectan a los adultos mayores, en los ultimos afios se ha observado un incremento en la
prevalencia e incidencia en nifios, adolescentes y jovenes. Motivos por los cuales la busqueda
de nuevos farmacos con actividad antidiabética, antiasmatica y antihipertensiva sigue siendo
una necesidad sustancial en la actualidad.

El presente trabajo se enfoca en el descubrimiento de moléculas con actividad

biolégica, obtenidas a partir de Tagetes lucida, conocida como “pericon”, “yautli”, con el fin de
buscar una posible actividad farmacologica para el tratamiento de estas enfermedades.

Se obtuvieron 4 compuestos a partir del extracto etandlico de Tagetes lucida, los
compuestos fueron caracterizados mediante RMN de 'H y 13C y difraccién de rayos X, los
cuales fueron 6,7-dimetoxicumarina, 6,7,8-trimetoxicumarina, 7-metoxicumarina y 7-
preniloxicumarina. Se evalué el efecto antihiperglicémico agudo del extracto etandlico
(EEtOHTI) y los compuestos, en curvas de tolerancia a la glucosa y a la sacarosa,
demostrando que el extracto etandlico y los compuestos poseen efecto antihiperglucémico.
Ademas, se evaluo los efectos traqueorrelajante y vasorrelajante, construyendo curvas
concentracion-respuesta con anillos de traquea y aorta aislados de rata, precontraidos een
por carbacol y noradrenalina, respectivamente. EI EEtOHTI (CEso = 71.40ug/ml) y 6,7-
dimetoxicumarina, 7-metoxicumarina y 7-preniloxicumarina (CEso = 35.7ug/ml), mostraron un
efecto traqueorrelajante del 100%, y el compuesto 6,7,8-trimetoxicumarina, mostro relajacion
del 70%. Con respecto al efecto vasorrelajante el EEtOHTI (CEso = 16.38ug/ml) mostré 100%
de relajacion, en anillos con endotelio y en los anillos sin endotelio también hubo eficacia del
100%, con CEsp de 31.59ug/ml, indicando que el efecto vasorrelajante del EEtOHTI es

independiente del endotelio, sin embargo, cuando hay endotelio es 2 veces mas potente.

Por otro lado, al no tener antecedentes sobre el efecto tragueorrelajante ni
vasorrelajante del compuesto 7-preniloxicumarina, se decidié construir curvas concentracion-
respuesta, en donde mostrd ser un vasodilatador con eficacia del 97% (CEso= 232.97ug/ml),

en anillos con endotelio y sin endotelio la eficacia fue 92.1% (CEso= 253.49ug/ml). Con
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respecto al efecto traqueorrelajante, su eficacia fue 100 % (CEso= 94.07 pug/ml), mayor que el

de la Teofilina (control utilizado).

Se generaron asi posibles potenciales farmacos para tratar estas enfermedades y sus
comorbilidades.
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ABSTRACT

Diabetes, asthma and arterial hypertension are considered important conditions, since
they occupy the first places in morbidity, as well as the main cause of outpatient care in health
services worldwide, where they not only affect older adults, but in recent years an increase in
prevalence and incidence has been observed in children, adolescents and young people. For
these reasons, the search for new drugs with antidiabetic, antiasthmatic and antihypertensive
activity continues to be a substantial need at present.

The present work focuses on the discovery of molecules with biological activity, obtained
from Tagetes lucida, known as "pericon”, "yautli", in order to search for a possible interesting
pharmacological activity in the treatment of these diseases. Four compounds were obtained
from the ethanolic extract of Tagetes lucida, the compounds were characterized by 1H and
13C NMR and X-ray diffraction, which were 6,7-dimethoxycoumarin, 6,7,8-
trimethoxycoumarin, 7-methoxycoumarin and 7 prenyloxycoumarin. The acute
antihyperglycemic effect of the ethanolic extract (EEtOHTI) and the compounds was evaluated
in glucose and sucrose tolerance curves, demonstrating that the ethanolic extract and the
compounds have an antihyperglycemic effect. Furthermore, the tracheorelaxant and
vasorelaxant effects were evaluated by constructing concentration-response curves with
isolated rat tracheal and aortic rings, precontracted with carbachol and noradrenaline,
respectively. EEtOHTI (EC50 = 71.40ug/ml) and 6,7-dimethoxycoumarin, 7-methoxycoumarin
and 7-prenyloxycoumarin (EC50 = 35.7ug/ml), showed a 100% tracheorelaxant effect, and the
compound 6,7,8-trimethoxycoumarin, showed a relaxation percentage of 70%. With respect to
the vasorelaxant effect, EEtOHTI (CE50 = 16.38ug/ml) showed an effect of 100%, in rings with
the presence of endothelium and in rings in the absence of endothelium it also presented an
efficacy of 100% with a CE50 of 31.59ug/ml, indicating that the vasorelaxant effect of EEtOHTI

is independent of endothelium, however, in endothelium-free it was 2 times more potent.

On the other hand, as there was no background on the tracheorelaxant or vasorelaxant
effects of the compound 7-prenyloxycoumarin, it was also decided to construct concentration-
response curves, where it showed to be a vasodilator with an efficacy of 97% (EC50=

232.97ug/ml), in rings with endothelium and in endothelium-free it shown an efficacy of 92.1%
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(EC50= 253.49ug/ml). With respect to the tracheorelaxant effect it showed an efficacy of 100%
(CE50= 94.07pg/ml), higher than that of Theophylline (control used).

Thus generating potential drugs for the treatment of these diseases and their
comorbidities.
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1. INTRODUCCION
La diabetes es una enfermedad crénica no trasmisible (ECNT), que no depende de la
edad, sexo o condicidn social, y se puede presentar durante la infancia, la adolescencia, en
las personas adultas o incluso durante el embarazo. Esta es una afeccion crénica que inicia
cuando no se produce suficiente insulina, o bien esta no se utiliza de modo eficaz, dando como
resultado hiperglucemia (OMS, 2022). De acuerdo a la OMS la diabetes es 1 de las 10

principales causas de defuncién en el mundo (OMS, 2022).

La hipertension arterial (HTA), es una afeccidén con alta prevalencia en la poblacion
general, en la cual la presion en los vasos sanguineos es continuamente alta. Cuanto mas alta
es la tension arterial, mas esfuerzo tiene que hacer el corazon para bombear la sangre. Si no
se controla, la HTA puede provocar infarto de miocardio, hipertrofia ventricular y, finalmente,
insuficiencia cardiaca. En los vasos sanguineos, la presion alta puede provocar dilataciones
(aneurismas) y zonas de debilidad en la pared vascular, lo que aumenta las probabilidades de
obstruccion y rotura. De acuerdo a los registros, esta enfermedad representa 1 de cada 8
consultas en atencidn primaria, con mayor factor de riesgo atribuible a la mortalidad en todo
el mundo, es responsable de mas de la mitad de todos los casos de accidente cardiovascular

y enfermedad coronaria o cardiopatia coronaria (Bhagani et al., 2018).

El asma es una enfermedad respiratoria muy comuan, compleja y heterogénea que se
define por sus caracteristicas clinicas, fisiologicas y patologicas, como un desorden
inflamatorio cronico de las vias aéreas, en el que participan diversas células y elementos
celulares; esta asociada con el incremento en la respuesta de las vias aéreas a una variedad
de estimulos y conduce a episodios recurrentes de sintomas respiratorios, como sibilancias,
disnea, opresion toracica y tos. De acuerdo con investigaciones del Instituto Nacional de
Enfermedades Respiratorias (INER), el asma afecta principalmente a nifios y ancianos. El
INER report6 que el asma fue la principal causa de atencion en la consulta externa y ocupo el
primer lugar entre las 10 principales causas de atencion en la unidad de urgencias respiratorias
(Becerra, 2009; Global Initiative for Asthma 2017).

Lo anterior evidencia la urgente necesidad de nuevas terapias que ayuden a controlar
0 prevenir estas enfermedades, ademas de estrategias que fomenten estilos de vida que

ayuden a reducirlas o prevenirlas.
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2. ANTECEDENTES

2.1

2.2

Enfermedades Crénicas

El término enfermedades crdnicas abarca las siguientes: cardiopatias y accidentes
cerebrovasculares (enfermedades cardiovasculares), cancer, trastornos respiratorios
cronicos, diabetes, trastornos de la vision y la audicion, que se cobran 35 millones de vidas al
afio y, en conjunto, son la principal causa de mortalidad en todo el mundo. Este tipo de
enfermedades cronicas llevan a la gente a la pobreza, ademas, de disminuir el desarrollo

economico en muchos paises (OMS, 2022).

Procesos quimicos y mecanicos en la digestion de los alimentos

Los alimentos son imprescindibles para la vida ya que son la Unica fuente de energia,
dado a que contienen gran variedad de nutrimentos que ayudan a las funciones normales para
el correcto funcionamiento del organismo. Sin embargo, la mayoria de los alimentos que se
ingieren estan constituidos por moléculas de gran tamafio, por lo que no pueden ser usadas
de manera eficaz, siendo necesaria la reduccion de su tamafio a través de procesos
mecanicos y quimicos que den lugar a moléculas pequefias que puedan ser internalizadas a
las células para su utilizacion, este proceso es conocido como «digestion» (Tortora &
Derrickson, 2011).

La digestion mecéanica y quimica de los alimentos ocurre en el aparato digestivo, por
los 6rganos del tracto gastrointestinal (TGI) y los 6rganos digestivos accesorios (figura 2.2-1),
dentro de estos dos grupos se ven implicadas varias enzimas que ayudan a la digestion
completa de los carbohidratos, lipidos y proteinas en moléculas sencillas (Tortora &
Derrickson, 2011).

Una vez dado este proceso, las moléculas de menor tamafio son absorbidas como
monosacaridos (carbohidratos), acidos grasos, glicerol y monoglicérido (triglicéridos) y
aminodcidos, dipéptidos y tripéptidos (proteinas), a través de las células absortivas del
intestino delgado, mediante difusiébn simple o transporte activo (figura 2.2-2) (Tortora &
Derrickson, 2011).
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Figura 2.2-1. Organos que componen el
aparato digestivo: tracto gastrointestinal (Gl)
y los érganos digestivos accesorios. Fuente:
Tortora & Derrickson, 2011.
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Figura 2.2-2. Diferentes mecanismos por los cuales los nutrientes son
absorbidos a través de las células epiteliales del intestino. Fuente: Tortora &
Derrickson, 2011.
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2.3 Captacion de la glucosa
Una vez que los disacaridos y polisacaridos son ingeridos, se tienen que digerir o
hidrolizar a monosacarido por accion del complejo enzimatico a-glucosidasas. Este complejo
consta de 4 enzimas: lactasas, sacarasas, maltasas y a-dextrinasas, dando como resultado

los monosacaridos, glucosa, galactosa y fructosa.

La glucosa es una aldohexosa con multiples grupos hidroxilo que le confieren polaridad
a la molécula, por lo que no puede difundir por la membrana celular, siendo necesarios

transportadores especificos para que la glucosa sea internalizada en la célula (figura 2.3-2).

Asi, el transporte de glucosa lo ejecutan dos grupos de proteinas transportadoras los
SGLT (sodium-glucose transporters) y los transportadores GLUT (glucose transporters) (Diaz
& Burgos, 2002).

Figura 2.3-1. Estructura tridimensional de la molécula glucosa. Los
circulos rojos representan los oxigenos, los grises el carbono y los blancos
los hidrégenos. Fuente: (PubChem, 2020).
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Figura 2.3-2. Estructura de la membrana celular. Fuente: (Membrana plasmatica
y citoplasma, 2019).

La familia de transportadores SGLT son proteinas de gran tamafo, con estructura
similar que consta de 14 dominios transmembranales con un dominio de union extracelular
con especificidad para diferentes monosacéridos (figura 2.3-3) (Tahrani, Barnett & Bailey,
2013). Estos transportadores aprovechan la internalizacion del sodio a favor del gradiente
electroquimico, existente entre el medio intracelular y extracelular generado por la bomba de
Na*/K*, para que se transporte la glucosa (en algunos casos galactosa) en contra de un

gradiente quimico (Diaz & Burgos, 2002).

Se conocen tres isoformas de SGLT, el tipo 1 (SGLT-1), el tipo 2 (SGLT-2) y el tipo 3
(SGLT 3), solo los tipos 1 y 2 son funcionales en el cuerpo humano; en cambio, el tipo 3 solo
se ha encontrado en cerdos. Los SGLT 1 y 2 se diferencian en varios aspectos como la
ubicacion tisular, la afinidad sobre la glucosa y el sodio, y pueden transportar ta glucosa o

galactosa (Diaz & Burgos, 2002).
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Figura 2.3-3. Estructura de los transportadores de la familia SGLT.
Fuente: (Bermudez et al., 2007).

Los SGLT-1 tienen mayor afinidad por los monosacaridos, transportan dos moléculas
de sodio por molécula de glucosa o galactosa, se ubican en la membrana apical de los
enterocitos del intestino delgado para la absorcién de monosacaridos. En cambio, los SGLT-
2 solo transportan 1 molécula de glucosa por cada ion sodio y se localizan en la membrana
apical de las células epiteliales que recubren los segmentos S1 y S2 de la nefrona; este
reabsorbe el 90% de la glucosa filtrada por los rifiones, debido a su alta capacidad de
transportar la glucosa. Los SGLT-1 también se encuentran en el segmento S3 de la nefrona
proximal, y reabsorben la glucosa filtrada que no se reabsorbi6é en los segmentos S1y S2 de
la nefrona (figura 2.3-4) (Diaz & Burgos, 2002; Berbard & Katrien, 2014; Tahrani, Barnett
& Bailey, 2013).
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Figura 2.3-4. Localizacion de los transportadores de la familia SGLT y el
GLUT-2. Fuente: Tahrani, Barnett & Bailey, 2013).

Los SGLT 1y 2 solo absorben la glucosa desde el medio extracelular a través de la
membrana apical hacia el medio intracelular, después la glucosa se transporta fuera de la
célula por difusién facilitada a través de los GLUT, en la membrana basolateral (figura 2.3-4)
(Ghezzi, Loo & Wright, 2018).

Los transportadores de glucosa, GLUT, son una familia de proteinas con doce dominios

transmembranales (figura 2.3-5).
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Figura 2.3-5. Estructura de los transportadores de la familia GLUT, se

observan los doce dominios transmembranales. Fuente: (Guerre-Milio, 1995).

Actualmente, se conocen 13 isoformas, cada una con caracteristicas cinéticas propias,
asi como diferente ubicacion, que dependen de las necesidades metabdlicas (requerimiento
de glucosa) de los distintos tejidos del cuerpo humano (Bermudez et al., 2007). De acuerdo
a la base de homologia en la secuencia primaria, estos transportadores se dividen en tres
subfamilias (de clase 1, 2 y 3) como se muestra en el dendograma de la figura 2.3-6 (Stuart
Wood & Trayhurn, 2003).

26




Glut-1

Glut-3 g
L1}
Glut-4 g
Glut-=2
| Glut-5 -
Glut-7 @
Glut-9 L]
Glut-11 | ©
— Glut-6
—— Glut-8

Clase Il

Glut-10
I —
HMIT
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miembros de la familia de los GLUTs. Fuente: (Bermudez et al.,
2007).

Los GLUT 1 se localizan en las células del intestino, mientras que en las células de los
segmentos de la nefrona se encuentran ambos tipos, de esta forma los transportadores SGLT
y GLUT funcionan en tdndem para que la glucosa llegue al torrente sanguineo. Uno de los
transportadores mas estudiados y mas relacionados a la DT2 es el GLUT 4, tiene alta afinidad
por la glucosa y se expresa en tejidos sensibles a la hormona insulina, debido a que esta
estimula la translocacion del GLUT 4 a la membrana plasmatica desde vesiculas
intracelulares, incrementando de 10 a 20 veces el transporte de glucosa, esto ocurre por la
activacion del receptor de insulina mediante la cascada de las cinasas activadas por
mitégenos (MAP cinasas) y la via de la fosfatidil-inositol 3 cinasa (PIK3), que se expresa en el
musculo esquelético, el tejido adiposo y el corazén. EI GLUT 4 estd formado por 509

aminoécidos y se codifica por un gen localizado en el cromosoma 17 (Castrejon et al., 2007).
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2.4 Procesos bioquimicos de conversion de energia en la célula

La energia puede ser obtenida de varios compuestos, sin embargo, la principal fuente
de obtencion es los carbohidratos, que ademas son las biomoléculas mas abundantes de la
tierra y son fundamentales en la dieta humana en la mayor parte del mundo (Lehninger,
Nelson & Cox, 2005).

El monosacérido glucosa es el carbohidrato que se metaboliza para obtencion de
energia; es importante destacar que la fructosa se convierte en glucosa mediante una reaccion
reversible llevada a cabo por la fosfohexosa isomerasa en las células absortivas del intestino,
los hepatocitos también contribuyen en esa conversion o también se convierte la galactosa en
glucosa (Lehninger, Nelson & Cox, 2005).

Moléculas simples como

'lf;balur q glucosa, aminoacidos,

iberado glicerol y acidos grasos
Las reacciones catabdlicas Las reacciones
transfieren energia de anabdlicas transfieren
moléculas complejas energia del ATP a
al ATP ADP + (P I moléculas complejas

Moléculas complejas como
glucogeno, proteinas Calor
y triglicéridos liberado

Figura 2.4-1. Participacion del ATP en el acoplamiento de reacciones

catabdlicas y anabdlicas. Fuente: Tortora & Derrickson, 2011.
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Una vez que la glucosa es absorbida experimenta reacciones metabdlicas que
culminaran en la formacion de adenosina trifosfato (ATP), que es la moneda energética de las
células vivas (Figura 2.4-1) (Tortora & Derrickson, 2011).

Las rutas metabdlicas que permiten la obtencion de ATP son: glucdlisis, la formacion
de Acetil-Coenzima A, el ciclo de Krebs (ciclo del &cido citrico o ciclo de los &cidos
tricarboxilicos), y la cadena de transporte de electrones, en conjunto estas reacciones llevan
a cabo la respiracion celular, para generar netamente 32 moléculas de ATP (Figura 2.4-2)
(Tortora & Derrickson, 2011).
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Figura 2.4-2. Se muestran las 4 reacciones involucradas en la oxidacion de la glucosa.

Fuente: Tortora & Derrickson, 2011.
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Definicién de Diabetes

De acuerdo a la OMS la diabetes es una enfermedad crénica que aparece cuando el
pancreas no produce insulina suficiente o cuando el organismo no utiliza eficazmente la
insulina que produce, caracterizada e por la hiperglucemia (aumento de la glucosa en la
sangre) (OMS, 2022).

Por otro lado, la NOM-015-SSA2-2010, define a la diabetes como una enfermedad
sistémica, cronico-degenerativa, de caracter heterogéneo, con grados variables de
predisposicién hereditaria y con participacion de diversos factores ambientales, y que se
caracteriza por hiperglucemia crénica debido a la deficiencia en la produccién o accion de la
insulina, lo que afecta al metabolismo intermedio de los hidratos de carbono, proteinas y
grasas (NOM-015-SSA2-2010).

Clasificacion de diabetes

Se han generado muchas revisiones a lo largo del tiempo, asi como ha sido tema de
muchas consultas el determinar cual es la mas apropiada clasificacion y diagnéstico de la
diabetes, debido a que esta enfermedad es muy compleja.

De acuerdo a la Asociacion Americana de Diabetes (ADA), la diabetes se clasifica en:
diabetes tipo 1, diabetes tipo 2, diabetes gestacional (DG) y otros tipos de diabetes (Figura
2.5.1-1) (Diagnosis and Classification of Diabetes Mellitus, 2014; IDF, 2021).

Por otro lado, de acuerdo a la Federacidn Internacional de Diabetes (FID) la diabetes
se clasifica en tres tipos: diabetes tipo 1 (DT1), diabetes tipo 2 (DT2) y diabetes gestacional
(DG). Sin embargo, la ADA, propone cuatro tipos de diabetes: DT1, DT2, DG y otros tipos de

diabetes.
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| Diabetes tipo 1 | Diabetes tipo 2

Diabetes Otros tipos de
Gestacional diabetes

Figura 2.5.1-1. Clasificacion de la diabetes de acuerdo

a Asociaciéon Americana de Diabetes.

Diabetes tipo 1 (DT1) (diabetes insulinodependiente)

Este tipo de diabetes puede desarrollarse a cualquier edad, pero con mayor frecuencia
ocurre en adolescentes y nifios. Se debe a una reaccidén autoinmune mediada por células del
sistema inmune del organismo, que destruyen a las células B que se localizan en los islotes
de Langerhans del pancreas, las encargadas de producir y liberar la hormona insulina
(hormona anabdlica), esto reduce la sintesis de hormona insulina, generando su deficiencia
relativa o absoluta. Las causas de este proceso no han sido entendidas plenamente. Sin
embargo, se conocen los factores implicados, como la combinacién de susceptibilidad
genética y desencadenantes medioambientales (infecciones virales, toxinas o algunos
factores dietéticos) (American Diabetes Association, 2019; OMS, 2020, IDF, 2021).

Diabetes tipo 2 (DT2) (diabetes no insulinodependiente)
La diabetes tipo 2 es una de las afecciones mas frecuentes en adultos, no obstante,
este tipo de diabetes ha aumentado en nifios, adolescentes y jovenes obesos representando

el 90 % de los casos de esta afeccion. Se debe a la incapacidad del cuerpo para producir y
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utilizar la insulina provocando grados variables de resistencia a la insulina, lo que se refleja
con hiperglucemia (American Diabetes Association, 2019; OMS, 2020; IDF, 2021).

Diabetes gestacional (DG)

Este tipo de diabetes se caracteriza por hiperglucemia que se detecta por primera vez
en mujeres durante el embarazo. Debido a la produccion de hormonas en la placenta ademas
de otras causas durante el embarazo provocando una alteracién en el metabolismo de los
carbohidratos (American Diabetes Association, 2019; OMS, 2022; IDF, 2021).

Otros tipos de diabetes

Estos otros tipos de diabetes son menos frecuentes en la poblacion, en comparacion
con la diabetes tipos 1 y 2, y son resultado de defectos en mdltiples genes, factores
ambientales entre otros (American Diabetes Association, 2019; OMS, 2022; IDF, 2021).
Estos se deben a una Unica mutacion genética, a enfermedades relacionadas al pancreas, a
trastornos hormonales, asi como exposicibn a agentes quimicos, como los farmacos
(American Diabetes Association, 2019; OMS, 2022; IDF, 2021).

Epidemiologia de la Diabetes

La diabetes es una enfermedad cronica no trasmisible (ECNT), y de acuerdo a la OMS
la diabetes es 1 de las 10 principales causas de defuncion en el mundo.

La IDF confirma que la diabetes es una emergencia sanitaria mundial de mas rapido
crecimiento del siglo XXI (figura 2.5.6-1). En 2021, se estim6 que 537 millones de personas
tienen diabetes y se proyecta que se alcanzaran los 643 millones para 2030 y 783 millones
para 2045, estas proyecciones han indicado claramente que es probable que el impacto global

de la diabetes continle aumentando considerablemente (IDF, 2021).
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Figura 2.5.6-1. Se muestra el nUmero de personas con diabetes (20-79 afios) en el mundo.
Fuente: IDF, 2021.

Adicionalmente se estima que muchas personas no han sido diagnosticadas con
diabetes (DT2), que actualmente supera el 50%, es decir que 1 de cada 2 adultos con diabetes
no saben que tienen diabetes. Esto revela la necesidad urgente de identificar a las personas
no diagnosticadas con diabetes y brindarles atencion adecuada, y oportuna, a todas ellas lo
antes posible (IDF, 2021).

Se estima que 6.7 millones de adultos de entre 20 y 79 afios murieron como resultado
de la diabetes y sus complicaciones en 2021 (IDF, 2021).
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Figura 2.5.6-2. Se muestra el nimero de muertes debido a
diabetes en adultos (20-79 afios) por edad y sexo en 2021. Fuente:
IDF, 2021.

La IDF estim6 que, en 2021, el gasto total en salud relacionado con la diabetes alcanzé

966,000 billones USD. Se espera que el impacto econémico de la diabetes continle creciendo.

Y esto se puede observar con las estimaciones, que proyectan que el gasto sera 1.03 billones
de USD para 2030 y 1.05 billones de USD para 2045 (figura 2.5.6-3) (IDF, 2021).
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Figura 2.5.6-3. Se muestra el gasto total en salud relacionado con la diabetes

para adultos (20-79 afios) de 2006 a 2045. Fuente: IDF, 2021.
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La region de américa del norte y caribe (NAC), donde estan México, Estados Unidos de
América, Canada y 21 paises del caribe, tienen el gasto total en salud relacionado con la
diabetes mas alto con 400.5 mil millones USD (figura 2.5.6-4) (IDF, 2021).
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Figura 2.5.6-4. Se muestra el gasto total en salud (miles de millones USD) por

diabetes en 2021 por regiones. Fuente: IDF, 2021.

En este contexto la diabetes tiene un lugar muy importante entre las ECNT, por lo que
es un problema de salud publica, que origina una carga financiera importante para varios
paises, esto se atribuye al aumento de la prevalencia y del costo por persona con diabetes
(IDF, 2021; Chavez Silva, 2019; American Diabetes Association, 2019); ademas, genera
también el aumento de defunciones debido a las complicaciones que produce (American
Diabetes Association, 2019; OMS, 2022; IDF, 2022).

2.5.7 Complicaciones de la diabetes
La poblacién que tiene diabetes tiene mayor riesgo de desarrollar graves problemas de
salud, potencialmente letales, que aumentan los costos de la atencion sanitaria, asi como la

disminucién de la calidad de vida del paciente. La IDF sefiala que la mayoria de las personas
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con diabetes no son conscientes de tener complicaciones diabéticas. Sin embargo, la mayoria
de las complicaciones puede detectarse en sus primeras etapas mediante programas de
deteccion (IDF, 2022).

Las complicaciones de la diabetes se desarrollan debido a la hiperglucemia, causando
lesiones vasculares generalizadas, que pueden originar ceguera, insuficiencia renal,
amputaciones de extremidades inferiores y una complicacion es frecuente es la enfermedad
cardiovascular (ECV). Ademas, la diabetes también se ha asociado al aumento de los indices
de cancer, discapacidad fisica y cognitiva, tuberculosis y depresion (IDF, 2022).

De acuerdo a la IDF las complicaciones de la diabetes se pueden clasificar en 2 grupos:

Complicaciones Agudas
Se incluyen hipoglucemia, estado hiperosmolar hiperglucémico (EEH), cetoacidosis
diabética (CAD), coma diabético hiperglucémico, convulsiones o pérdida de consciencia e

infecciones.

Complicaciones Crénicas

Las complicaciones cronicas se dividen en: complicaciones microvasculares y
macrovasculares crénicas, dentro de las microvasculares estan la nefropatia, la neuropatia y
la retinopatia y en las macrovasculares la enfermedad coronaria (EC) que conduce a la angina
o el infarto de miocardio, la enfermedad arterial periférica (EAP) que contribuye al accidente

cerebrovascular, la encefalopatia diabética y el pie diabético.

Criterios para el diagnostico de la diabetes
Los criterios de diagndstico de la diabetes de acuerdo a la ADA (ADA, 2020) son los

siguientes:

Glucosa plasmatica en ayunas 2126 mg/dL (7.0 mmol/L). Ausencia de ingesta caldrica en
las 8 horas previas al examen.
Glucosa plasmatica a las 2 h después de la prueba de tolerancia a la glucosa (con 75 g de

glucosa disuelta en agua) 2200 mg/dL (11.1 mmol/L).
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Paciente con sintomas clasicos de hiperglicemia o crisis hiperglucémica, con glucosa
plasmética casual (cualquier hora del dia) 2200 mg/dL (11.1 mmol/L).

Sefializacion de Insulina
El conocimiento sobre la sintesis, secrecion y accion farmacologica es importante para

establecer acciones terapéuticas adecuadas en el manejo de la diabetes.

El péptido inicial, la preproinsulina consiste de un péptido sefializador (SP), una cadena
B, péptido C y una cadena A, que se sintetiza en las células 3 de los islotes de Langerhans
en el pancreas. Se almacena en microvesiculas en las cisternas del reticulo endoplasmico
rugoso, experimenta algunas modificaciones estructurales, como formar puentes disulfuro (S-
S) para dar origen a los pliegues de proinsulina, que es transportada al aparato de Golgi,
donde las enzimas proteoliticas, convertasa 1 y 2 (PC1 y PC2), hidrolizan proinsulina se
genera la insulina, el péptido C y dos dipéptidos. La insulina y el péptido C se almacenan en
granulos y se secretan de manera simultanea en cantidades equimolares (Morimoto-
Martinez, 2000; Brunton et al., 2019).
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Figura 2.5.9-1. Sintesis de Insulina.

Las acciones de la insulina son anabdlicas, ya que su sefializacion favorece la
captacion, uso y almacenamiento de nutrientes: glucosa, lipidos y aminoacidos. Ademas de
estimular la glucogénesis, la lipogénesis, la sintesis de proteinas, y también inhibe el
catabolismo de esas moléculas. Una accion importante de la insulina en mantener la
homeostasis de la glucemia (70-110 mg/dL), favoreciendo la internalizacion y almacenamiento

de esta en muasculo y tejido adiposo (Brunton et al., 2019).
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La ingesta de alimentos provoca hiperglucemia transitoria, favorece captacién de
glucosa hacia las células B a través del GLUT-2 de baja afinidad. la glucosa se fosforila por la
glucoquinasa, luego la glucosa-6-fosfato producida entra al metabolismo de glucosa
(glucdlisis, ciclo de Krebs), para incrementar la formacion de ATP. Este cambio en la
proporcion de ADP/ATP, provocaré el bloqueo de los canales de K* sensibles a ATP (canales
Katp), lo que despolariza la membrana celular y se abren los canales de Ca?* tipo L,
dependientes de voltaje. El incremento del Ca?" intracelular activara todo el complejo de
polimerizacién de microtubulos, que provoca la liberacidén (exocitosis) de la insulina de las

vesiculas al medio extracelular. (Brunton et al., 2019).
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Figura 2.5.9-2. Secrecion de la insulina de las células  pancreaticas.

Después de su liberacion al torrente sanguineo, la insulina viaja a todo el organismo, y
en tejido adiposo, higado y musculo esquelético, para ejercer sus efectos mitogénicos via

fosforilacidon de residuos de tirosina (Tyr)/desfosforilacién serina/treonina (Ser/Thr) del
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receptor de insulina, un heterotetrdmero constituido por 2 subunidades ay 2 3 (a2, 32). Las dos
subunidades a son extracelulares y las dos subunidades [ comienzan en la region
extracelular, luego atraviesan la membrana plasmatica (figura 2.5.9-3), con actividad
intrinseca de cinasas de Tyr. La insulina inicia la sefializacién de las dos vias principales de
transduccion: la via de la fosfatidilinositol 3-cinasa (PI3K) y la via de las cinasas activadas por
mitdgenos (MAP cinasas) (Olivares et al., 2008; Brunton et al., 2019).
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Figura 2.5.9-3. Estructura del receptor de

Insulina.

La via PI3K, regula el transporte de glucosa (Figura 2.5.9-4), inicia cuando el receptor
de insulina autofosforilado interacciona con el sustrato de receptor de insulina (IRS), isoforma
1 (IRS-1) y lo fosforila, la fosfatidilinositol 3-cinasa PI3K, posee una subunidad catalitica y una
reguladora que reconoce el dominio SH2, y permite la union con el IRS-1, esta interaccion

provoca cambios alostéricos en la conformacién de la subunidad reguladora, con lo que activa




la PI3K, genera fosfatidilinositol 3,4-bisfosfato (PIP-) y fosfatidilinositol 3,4,5-trisfosfato (PIP3),
esta ultima sirve como sitio de unién para cinasas de Ser como las PDK-1y PDK-2 y la proteina
cinasa B (PKB/Akt), la PKB/Akt provoca la translocacion de los GLUT-4, localizados en
vesiculas intracelulares hacia la membrana plasmética y transportan glucosa a células

musculares y adiposas (Olivares et al., 2008; Gutiérrez et al., 2017; Brunton et al., 2019).
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Figura 2.5.9-4. Regulacion del transporte de glucosa por la

insulina.

2.5.10 Resistencia a la Insulina
La resistencia a la insulina es un estado patoldgico caracteristico de la obesidad, donde
en los tejidos metabdlicos: hepatico, adiposo y muscular, es mas relevante ya que expresan
GLUT-4. Esta resistencia periférica provocara que las células B pancreaticas sinteticen y

secreten mas insulina para compensar la disminucion de la sensibilidad (hiperinsulinemia
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compensatoria); sin embargo, con el tiempo las células 3 pancreaticas se agotan a y ocurre

hiperglucemia sostenida y DT2.

Entre los factores involucrados en la disfuncién celular y en las complicaciones micro y
macrovasculares, estan la exposicion prolongada a la hiperglucemia (glucotoxicidad) y a los
acidos grasos libres (lipotoxicidad) (Fu et al., 2013). Por lo que la evidencia experimental y
clinica, donde la obesidad es muy importante en la generacién de resistencia a la insulina y
disfuncién metabdlica, reporta la respuesta inflamatoria crénica de bajo grado, con incremento
en la acumulacion de lipidos en el tejido adiposo, y hace que los adipocitos incrementen su
namero (hiperplasia), asi como su tamafo (hipertrofia) perdiendo la capacidad de almacenar
mas lipidos, lo cual evidentemente contribuye a que los adipocitos experimenten hipoxia
(figura 2.5.10-1), el resultado de este fendmeno es estrés oxidante, con formacion de especies
reactivas de oxigeno (EROSs); liberacion de mas acidos grasos (AGL) y secrecion de
adipocinas proinflamatorias intracelulares (Olivares et al., 2008; Gutiérrez et al., 2017;
Brunton et al., 2019).
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Figura 2.5.10-1. Composicioén del tejido adiposo de personas delgadas
y obesas. Fuente: Olivares et al., 2008; Ghazarian et al., 2015; Gutiérrez
et al., 2017; Brunton et al., 2019).

Entre estas citocinas proinflamatorias secretadas; estan resistina, interleucina 6 (IL-6),
interleucina (IL-18), interleucina 1B (IL-1B), factor de necrosis tumoral a (TNF-a), Ang-ll,-que
provocaran un cuadro inflamatorio crénico de bajo grado y, posteriormente, resistencia a la
insulina. Este déficit en la sefalizacion por insulina ocurre por multiples mecanismos, donde
hay mutaciones y/o modificaciones postraduccionales en el receptor de insulina, IRS o de
moléculas efectoras rio abajo en la sefializacion, como hiperfosforilacion en cinasas de serina-
treonina (Ser/Thr), la disminucion en la expresion del IRS-1, del GLUT-4, disminucion de la
actividad de PI3K y Akt, asi como también el aumento de actividad de fosfatasas de residuos

de tirosina (Tyr), como la proteina-tirosina-fosfatasa 1B (PTP-1B).
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Otro factor involucrado en la resistencia a la insulina, es la activacién de receptores tipo
toll (TLR), TLR-2 y TLR-4, ya que estos participan en activar la via del factor nuclear kappa B
(NF-kB) (Gutiérrez et al., 2017).

2.5.11 Tratamiento para la diabetes tipo 2
De acuerdo a la Norma Oficial Mexicana para la prevencién, tratamiento y control de la
diabetes mellitus (NOM-015-SSA2-2010), el tratamiento debe considerar el establecimiento
de metas: glucemia adecuada, colesterol total, colesterol LDL, colesterol HDL, triglicéridos,
presion arterial, indice de masa corporal, circunferencia abdominal, y la HbAlc. Para alcanzar
esas metas se tienen estos abordajes:

Tratamiento no farmacologico: Consiste en un plan de alimentacion, control de peso y

actividad fisica, apoyado en un programa estructurado de educacion terapéutica.

Tratamiento farmacolégico: Si 3-6 meses de tratamiento no farmacoldgico no es
suficiente para mantener los objetivos de control glucémico, se recomienda iniciar un
tratamiento farmacolégico (Guia de practica clinica sobre diabetes tipo 2, 2008). Cuyo

objetivo es mantener la glucemia controlada y lo mas cerca de los valores normales.

En la tabla 2.5.11-1 se muestran los tratamientos farmacolégicos utilizados para la

diabetes tipo 2:
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Tabla 2.5.11-1. Farmacos utilizados para el tratamiento de la diabetes tipo 2. Fuente: FMD,
2015; Ampudia-Blasco, 2008; Mediavilla, 2014.

Grupo

Farmaco

Efecto farmacol6gico

Sulfonilureas

Glibenclamida
Clorpropamida

Estimula la produccién y
secrecion de insulina por el
pancreas

Meglitinidas Repaglinida Estimula la secrecion de
Nateglinida insulina por el pancreas.
Necesitan de células 3
funcionales
Biguanidas Metformina Disminuye la produccion
hepatica de glucosa, mejorando
la accion de la insulina en el
higado. Favorece la captacion
de la glucosa por el misculo
Glitazonas Pioglitazona Reduce la produccién de
(Tiazolidindio glucosa en el higado. Actta en
nas) musculo donde aumenta la
sensibilidad de la insulina,
reduce la resistencia a la
insulina en tejido muscular
Inhibidores Acarbosa Actlan en intestino delgado
de la Miglitol reduciendo la digestién y
a- absorcion de hidratos de
glucosidasa carbono, reduciendo la
glucemia.
Inhibidores Saxagliptina Estimulan la secrecion de
de DPP-IV Sitagliptina insulina e inhiben la secrecién
de glucagon, aumentando el
GLP-1 endbgeno
Antagonistas Exenatida Estimulan la secrecion de
del receptor Liraglutida insulina e inhibe la secrecién de

GLT-1

glucagon

Inhibidores
de SGLT2

Dapagliflozina
Canagliflozina
Empagliflozina

Aumenta la excrecion renal de
glucosa y disminuye sus valores
plasméticos con bajo riesgo de
hipoglucemia

Insulina

Insulina humana
(origen ADN
recombinante)

Sustituye la insulina endégena
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2.6

2.6.1

Hipertension Arterial

Los vasos sanguineos llevan la sangre desde el corazén a todo el organismo. Cada vez
que el corazoén late, bombea sangre a los vasos. La tension arterial es producto de la fuerza
con que la sangre presiona contra las paredes de los vasos sanguineos (arterias), a medida
que es bombeada por el corazén. La hipertension arterial (HTA) es una afeccién donde la

presion en los vasos sanguineos es continuamente alta.

Cuanto mas alta es la resistencia vascular periférica, mayor es la tension arterial, y mas
esfuerzo hace el corazon para bombear la sangre. Si no se controla, la hipertensién provoca
infarto de miocardio, hipertrofia ventricular e insuficiencia cardiaca. En los vasos sanguineos
la presion alta provoca dilataciones (aneurismas) y zonas de debilidad en la pared vascular,
lo que aumenta las probabilidades de obstruccion y ruptura. La presion en los vasos
sanguineos también causa fugas de sangre en el cerebro y dar paso a accidentes
cerebrovasculares. Ademas, la hipertension provoca insuficiencia renal, ceguera, ruptura de

les vasos sanguineos y deterioro cognitivo (OMS, 2022).

Datos Epidemioldgicos

La hipertension tiene alta prevalencia en la poblacion general. De acuerdo a los
registros, esta enfermedad representa 1 de cada 8 consultas en atencion primaria, como
mayor factor de riesgo atribuible a la mortalidad en todo el mundo, es responsable de mas de
la mitad de todos los casos de accidente cardiovascular y enfermedad coronaria o cardiopatia
coronaria (Bhagani et al., 2018). De acuerdo a la OMS, la hipertensién es un padecimiento
multifactorial caracterizado por la elevacion sostenida de la presion arterial sistélica, la presion
arterial diastélica o ambas (OMS, 2023).

La HTA sistémica es la condicion de elevacion persistente, no fisiologica de la presion
sanguinea sistémica. Numerosos factores genéticos, ambientales y de comportamiento
influyen en el desarrollo de la hipertensién. A su vez, la hipertension se ha identificado como
el principal factor es de riesgo causal para la enfermedad cardiovascular, incluyendo
enfermedad cardiaca, enfermedad vascular periférica y la apoplejia, asi como la enfermedad
renal (Ota et al., 2017).
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2.6.2

2.6.3

Tipos de Hipertensidn

Se conocen dos tipos de HTA; la hipertension primaria o esencial y la hipertensién
secundaria. La hipertension primaria afecta al 95% de los casos de HTA sistémica, es
idiopatica, poligénica y multicausal por factores de riesgo como: obesidad, sedentarismo,
ingestion excesiva de sodio y consumo elevado de alcohol. Dichos factores alteran
principalmente el Sistema Renina-Angiotensina, la funcion del endotelio, rigidez arterial, entre
otras. Por otro lado, la hipertensiéon HTA secundaria se asocia a varias patologias: renal,
vascular, enddécrina (tiroides), del sistema nervioso central, inducidas por medicamentos, entre
otras (PROY-NOM-030-SSA2-2017).

Clasificacion de hipertension arterial

En la 172 Conferencia Internacional de la Liga Mundial de Lucha contra la Hipertension
en 1997, seqguian el criterio de los V, VI y VII Informes del Joint Committee (JNC) de HTA en
los Estados Unidos de Ameérica, para considerar a un paciente con HTA con los valores =
140/90 mmHg (Espinosa-Brito, 2018).

En el 2017, la Asociacion Americana de Corazon (American Heart Association, AHA) y
el Colegio Americano de Cardiologia (American College of Cardiology, ACC), anunciaron
cambiar la definicién de presion alta, definiendo la presion sistolica en 130 mmHg o mas como
hipertension, también considerando como hipertensos a los que tengan cifras de 80 mmHg o
mas de presion arterial diastolica (PA >130/80 mmHg), de aceptarse estas cifras, sélo en
Estados Unidos, se aumentarian los hipertensos 32% a 46 % de los adultos (Espinosa-Brito,
2018). En la tabla 2.6.3-1, se observa la comparacion de las cifras de presion arterial sistélica
(PAS) y presion arterial diastélica (PAD) aceptadas en el INC y en las Guias ACC/AHA.
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Tabla 2.6.3-1. Cifras de presion arterial sistolica (PAS) y presion arterial
diastélica (PAD) aceptadas en el JNC y en las Guias ACC/AHA (Tomada de
Espinosa-Brito, 2018).

<120y <80 PA normal PA normal

120 - 129y <80 Prehipertension PA elevada
130 -139 0 80 - 89 Prehipertension HTA Estadio 1
140 -159 0 90 - 99 HTA Estadio 1 HTA Estadio 2
2160 o 2100 HTA Estadio 2 HTA Estadio 2

2.6.4 Tratamiento farmacoldgico de la hipertension arterial

El manejo de la HTA plantea un desafio importante, una vez que las medidas en el
estilo de vida de los pacientes no controlan la presion arterial (PA). Las estrategias de
tratamiento farmacoldgico para disminuir la PA estan bien descritas; sin embargo, las tasas
bajas de control de la HTA sugieren que se necesita hacer mas para superar el problema. Un
problema importante en el tratamiento es la falta de adherencia a los farmacos
antihipertensivos, que es causada en parte por la intolerancia a los medicamentos debido a
los efectos secundarios. Por lo tanto, se requieren farmacos antihipertensivos mas efectivos
gue tengan excelentes perfiles de tolerabilidad y seguridad, ademas de ser eficaces (Oparil
et al., 2015).

Los farmacos antihipertensivos comprenden diferentes familias con diferentes
mecanismos de accién. Las seis familias de farmacos propuestas por la OMS y la Sociedad
Internacional de Hipertension de primera linea son los diuréticos, antagonistas -adrenérgicos,

bloqueadores de canales de calcio, inhibidores de la enzima de convertidora de la
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2.6.5

2.7

angiotensina (IECA), antagonistas a y antagonistas de los receptores AT1 de la angiotensina
Il (ARA II) (Bragulat & Antonio, 2001).

Tratamiento no farmacoldgico de la hipertension arterial

Los factores de riesgo relevantes en la HTA son la obesidad y la falta de ejercicio,
existen diferencias entre la prevalencia de la enfermedad debido a la variedad de ingesta de
nutrientes. Esta comprobado que la PA se asocia positivamente con wra mayor ingesta de
Na*, alcohol y proteinas, e inversamente asociado con la ingesta de K*, Ca®* y Mg?* (Suter et
al., 2002).

Las intervenciones no farmacoldgicas ayudan a retrasar la progresion de la etapa de
prehipertension a HTA e incluyen modificaciones del estilo de vida como la dieta, ejercicio,
evitar el estrés y reducir el consumo de alcohol. Hay ciertas pautas dietéticas que promueven
el consumo de frutas, verduras, granos, productos lacteos y alimentos ricos en K*, Mg?*, Ca?*
y fésforo, como la dieta mediterranea. Evitar el Na* en la alimentacion tiene un gran potencial
para la reduccion de la PA, asi como el estilo de vida estresante, la depresion y la ansiedad
también ayudan a reducir el consumo excesivo de Na* en la dieta; se ha asociado al aumento
del riesgo de HTA y enfermedades cardiovasculares. En el mundo hay 1.65 millones de
defunciones anuales por causas cardiovasculares que se atribuyen ingesta excesiva de Na*.
La OMS recomienda reducir la ingesta de sal a menos de 5 g/dia (2 g/dia de Na*) para reducir
la presion arterial y el riesgo de cardiopatia coronaria y accidente cerebrovascular. También
estd descrito que la actividad fisica regular reduce el riesgo de cardiopatia isquémica,
accidente cerebrovascular, diabetes, y cancer de mama y de colon (OMS, 2023).

Esta reportado que el ejercicio continuo puede emplearse como tratamiento adyuvante
de enfermedades cardiovasculares y se ha demostrado, en estudios in vivo, la influencia del
ejercicio sobre la funcion endotelial en la aorta de rata, con menor respuesta contractil a la

noradrenalina y mayor relajacion por acetilcolina (Martinez et al., 2017).

Asma bronquial
El asma es un desorden inflamatorio cronico de las vias aéreas, donde mastocitos,
eosinofilos y linfocitos T Helper (Th2), sobre el epitelio bronquial originan broncoconstriccion,

y subsecuente estrechamiento difuso de la via respiratoria. En individuos susceptibles esta
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inflamacion causa episodios recurrentes de sibilancias, disneas y tos, usualmente asociados
con limitacion variable, pero generalizada, del flujo aéreo espiratorio (GINA, 2023).
Fisiopatolégicamente, se debe a la contraccion variable del musculo liso tragueal, edema de
la mucosa y al moco en la luz de los bronquios y bronquiolos; estas variaciones son inducidas
por la liberacion local de sustancias espasmdgenas que provocan la contraccion del masculo
liso y liberacion de sustancias vasoactivas, las cuales modifican el tono y calibre de los vasos
sanguineos (Moore & Dalley, 2009). Como factor subyacente existe hiperreactividad
bronquial, es decir, la tendencia incrementada a la broncoconstriccion como respuesta a
estimulos fisicos y quimicos, entre los cuales estan: alérgenos, ejercicio, cambios climaticos,
tabaco, contaminantes atmosféricos, infecciones respiratorias y farmacos, como el &cido

acetilsalicilico o indometacina (Katzung, 2017).

2.7.1 Epidemiologia del Asma
En los ultimos afos se ha incrementado la prevalencia de asma alrededor del mundo.
La OMS estim6 235 millones de personas con asma y 383,000 defunciones en 2018, y en
2019 estimd 262 millones de personas con asma y provoco 461,000 muertes. Por otro lado,
GINA establece que 96% de las defunciones causadas por el asma fueron en paises en via
de desarrollo. Actualmente se estima que el asma afecta a 300 millones de personas (OMS,
2023; GINA, 2023).

2.7.2 Clasificacion del Asma
Con base en su etiologia, se clasifica en asma extrinseco e intrinseco. El asma
extrinseco incluye a individuos con reaccion antigeno-anticuerpo como desencadenante. En
general, la reaccién antigeno-anticuerpo es mediada por IgE (asma extrinseco atopico),
mientras que en los de origen ocupacional no hay reaccion de hipersensibilidad tipo | (asma

extrinseco no atopico).

El asma intrinseco-es un término mas amplio, y se aplica a un grupo heterogéneo de
pacientes con la caracteristica de que no se detecta un antigeno concreto como causa

precipitante, este tipo tiene caracteristicas que lo diferencian del tipo extrinseco, como que

50




comienza en la vida adulta, se asocia con pélipos nasales, sinusitis maxilar, y/o idiosincrasia
a la aspirina y/u otros antiinflamatorios no esteroides, ademas, es de curso cronico con

frecuente uso de esteroides orales para su control (GINA, 2023).

Por otro lado, debido a los procesos patolégicos subyacentes, se clasifica por
caracteristicas demograficas, clinicas y/o fisiopatologicas, denominadas “fenotipos del asma”,
entre ellas: asma alérgica, asma no alérgica (de tipo neutrofilico y paucigranulocitico), asma
de inicio tardio en la edad adulta, asma con limitacion persistente del flujo de aire, asma con
obesidad (GINA, 2023).

2.7.3 Mecanismo inmunoldgico del asma alérgica

En el asma alérgica hay una secuencia de acontecimientos que inicia con la
presentacion del antigeno (alérgeno), con los linfocitos T Naive CD4* mediante células
presentadoras de antigeno. Esto desencadena la respuesta de células T Helper tipo 2 (TH2),
gue liberan varias citocinas, incluidas IL-4, IL-5 e IL-13, responsables de la hipersensibilidad
inmediata. La IL-4 estimula la diferenciacion de los linfocitos B para producir inmunoglobulina
E (IgE), la IL-5 activa a los eosinofilos que mediante quimiocinas son reclutados al sitio de
reaccion, y la IL-13 regula, en el tejido epitelial, la proliferacion de células caliciformes para la
producir moco y mucina, importantes marcadores en el asma alérgica. Las IgE son
fundamentales en la sensibilizacion de los mastocitos, que expresaran receptores de alta
afinidad para la porcion Fc de la IgE (FceRl), y por exposicién repetida al alérgeno, los
mastocitos se activaran y liberan mediadores proinflamatorios por desgranulaciéon. Entre los
mediadores liberados hay: aminas vasoactivas (histamina), mediadores lipidicos
(prostaglandinas y leucotrienos) y citocinas proinflamatorias (involucradas en la fase tardia).
Entre las citocinas, el TNF-q, IL-1, IL-6, IL-4 e IL-5 amplificaran la reaccion inmunitaria, asi
como la lesion tisular y la activacion endotelial, que conduce a hiperreactividad nasal,
congestion de la via aérea superior y en la via aérea inferior broncoconstricion prolongada,

incremento de hiperreactividad aérea y su remodelacién (Kumar et al., 2013).
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Figura 2.7.3-1. Mecanismo de sensibilizacion al alérgeno de las vias respiratorias.
CPA, célula presentadora de igenanto, FceRI, receptor de alta afinidad a IgE, CD4+,

linfocito T Naive.

2.7.4 Terapiafarmacologica del asma

Para el control del asma se emplean multiples esquemas terapéuticos, pero en todos
debemos asegurarnos que el paciente respire aire lo mas limpio posible, evite el contacto con
alérgenos y utilice los medicamentos adecuados. El tratamiento farmacolégico esta orientado
a disminuir el proceso inflamatorio, y en casos de crisis a contrarrestar la broncoconstriccién
gue ocurre como resultado de la inflamacién. Para disminuir este proceso agudo, se emplean
glucocorticoides (prednisona, prednisolona, metilprednisolona e hidrocortisona); de manera

preventiva se utilizan las cromonas (cromoglicato y nedocromil) y los bloqueadores de
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2.8

leucotrienos (zileuton). Recientemente un anticuerpo monoclonal inhibidor de IgE
(omalizumab) esté disponible en el mercado (Perpifiay Lloris 2004). Para la broncodilatacion
los farmacos mas efectivos son agonistas de los receptores . adrenérgicos del MLVA
(salbutamol, terbutalina, tulobuterol, etc.), anticolinérgicos (bromuro de ipratropio) y poco
empleadas las metilxantinas (teofilina) cuyos efectos disminuyen la secrecion mucosa y
facilitan el movimiento ciliar. Sin embargo, a pesar de la amplia gama de farmacos para tratar
el asma, hay que destacar los frecuentes efectos secundarios de estos medicamentos y que
el limite entre la dosis terapéutica y la dosis toxica es muy pequefio; dado lo anterior, es de
vital importancia desarrollar nuevos farmacos, con blancos terapéuticos novedosos que

coadyuven a atacar el proceso fisiopatoldgico del asma.

Cumarinas

Las cumarinas pertenecen a una gran clase de compuestos fendlicos, presentes en las
plantas, y son anillos fusionados de benceno y a —pirona (figura 2.8-1). Se han identificado
mas de 1,300 cumarinas como metabolitos secundarios de plantas, bacterias y hongos
(Iranshahi et al., 2009). Las cumarinas se han encontrado en muchas especies distribuidas

en varias familias, entre ellas, la familia Compositae (Asteraceae).

X

O 0

Figura 2.8-1. Cumarina

Aunque las investigaciones especifican que estan distribuidas por todas las partes de

la planta, las cumarinas-predominan en frutos, semillas, seguido de las hojas y al ultimo las
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raices. Asi como también hay algunos aceites esenciales. Se conoce que las condiciones
ambientales y los cambios estacionales, podrian influir en la incidencia y concentracion de
cumarinas en diversas partes de la planta. La funcién de las cumarinas en la planta ain no
esta clara, sin embargo, parecen ser reguladores del crecimiento, bacteriostaticos,
fungistaticos e incluso productos de desecho (Venugopala et al., 2013).

Existen diferentes tipos de cumarinas (figura 2.8-2) debido a cambios estructurales,
provocadas por sustituciones y conjugaciones con lo que varian sus propiedades
fisicoquimicas, y como resultado gue las aplicaciones terapéuticas dependan del patrén de

sustitucion.

=

o [} [#]

Dihidrofuranocumarinas HC

o

HyC Piranocumarinas

Furanocumarinas

CUMARINA

o [s]

Cumarinas Simples

Bicumarinas

Figura 2.8-2. Clasificacion de las cumarinas naturales, en seis tipos segun la estructura quimica.
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Por lo que poseen propiedades farmacoldgicas interesantes y diferentes, entre ellas:
antiinflamatoria, anticoagulante, antibacteriana, antihipertensiva, antihiperglucémica, por

mencionar algunas (Venugopala et al., 2013).

Biosintesis de Cumarinas

Se harevisado parte de la biosintesis de cumarinas, donde se menciona que se originan
por la via general de los fenilpropanoides, asi como de la ruta del acido shikimico (Kuklinski,
2000).

En la figura 2.8.1-1 se muestra la via fenilpropanoide de cumarinas, y se menciona que
la biosintesis de cumarinas hidroxiladas predominan la umbeliferona, herniarina y escoparona
(estos dos ultimos derivados metoxilados de la umbeliferona), y estas generan estructuras
metoxiladas diferentes. Se conoce que la umbiliferona procede del acido p-cumarico o de sus
derivados éster (figura 2.8.1-1). La formacion del 4cido cinamico en acido p-cumarico es
catalizada por la cinamato 4-hidroxilasa (C4H), mooxigenasa de la familia CYP73A, esta
enzima es la mas estudiada de los citocromos P450 y asienta las bases para otras vias
(Bourgaud et al., 2006).

Se conoce que un paso importante para generar cumarinas metoxiladas, es la
ortohidroxilacion del acido p-cumarico en 2,4-dihidroxicinacimo por la acido cinamico 2-
hidroxilasa, ya que converge en la formacién de la umbiliferona. Por otro lado, a partir de ta
umbiliferona también se sintetizan furanocumarinas (lineales o angulares), pero en pasos
iniciales de la via se sintetizan cumarinas preniladas por las preniltransferasas, por lo que

seria una via para obtener diferentes cumarinas preniladas (Bourgaud et al., 2006).
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Figura 2.8.1-1. Via fenilpropanoide que conduce a las cumarinas. Las vias en gris se conocen de
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Bourgaud et al., 2006.
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2.9 Planta medicinal Tagetes lucida
Tagetes lucida pertenece a las asteraceas, una familia de gran riqueza y diversidad
biolégica. Se incluye en el género Tagetes con muchas especies aromaticas autéctonas de
América. Esta planta es es empleada como alimento y condimento, y en la extraccion de
pigmentos (Duke et al., 2009).

Esta especie es planta de ornamento, de uso ceremonial y en la medicina tradicional
mexicana; el uso de lainfusién y la decoccién de las hojas y las flores es para atenuar la fiebre,
resolver problemas menstruales, combatir la diarrea, contra los ‘aires’, proteccion de cultivos,
combatir disenteria por amibas, giardiasis y ascariasis, para estimular el sistema inmune y
regular ansiedad y depresion, también tiene posibles usos en agricultura ecolégica para
biocontrol de insectos y hongos fitopatégenos (Lara Ochoa, F., & Marquez Alonso, 1996;
Mazari et al., 1999; Duke et al., 2009; Guadarrama et al., 2012; Garcia-Sanchez et al.,
2012; Gaitén et al., 2018).

Sus nombres comunes incluyen "pericon”, "San Miguel”, "flor de Santa Maria", "yerba
anis", entre otros, y también su nombre comdn en nahuatl es “cuahuyauhtli, o "yahuhtli", que

significa hierba de las nubes (Estrada-Soto et al., 2021).
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Tabla 2.9-1. Datos taxonémicos Tagetes lucida.

Reino Plantae
Phylum Tracheophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Asterales
Familia Compositae
Género Tagetes
Especie lucida
Nombre Tagetes lucida
cientifico Cav.

Los antecedentes cientificos reportan gran variedad quimica en las especies de
Tagetes de Ameérica, que no se ha estudiado por completo. En México este género se
distribuye en varios lugares y se estima gran diversidad en el perfil fotoquimico (Serrato Cruz
et al., 2008; Kurpis et al., 2019); por ejemplo, existe variacion del aceite esencial en Tagetes

minuta asociada con la diversidad de habitats (Zygadlo et al., 1990).

Actualmente en México, se han revalorado muchas especies de este género como
fuente parala busqueda de metabolitos secundarios con actividades farmacologicas de interés
(Green et al., 1991; Hernandez et al., 2006, Serrato, 2014).

Tagetes lucida es endémica de México, sin embargo, se ha distribuido en América
central y del sur, se localiza en 800 a 2700 msnm (Discover Life, 2014). Tagetes lucida crece
en lugares de clima templado (Turner, 1996), en una amplia gama de variantes edéficas,
altitudinales y de relieve, no descritas en el contexto ecogeografico de la especie. Es una
planta herbacea perenne, erecta, con altura de hasta 80 cm, en general tiene varios tallos
partiendo de la base, mas o menos ramificados, sus hojas son simples, lineares a oblongas,
de 2 a 10 cm de largo, de 0.5 a 2 cm de ancho, agudas a redondeadas en el 4pice, posee
inflorescencias dispuestas en corimbos, sus flores son liguladas, 3 0 4, de color amarillo (figura
2.9-2) (Rzedowski et al., 2015).
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3. JUSTIFICACION

Figura.2.9-2. Planta Tagetes lucida.

La diabetes, el asma y la hipertension arterial son padecimientos importantes, con los

primeros lugares de morbilidad, no solo afectan a los adultos mayores, sino que incrementaron

su prevalencia e incidencia en nifios, adolescentes y jévenes. Estos padecimientos asocian

con el estilo de vida, como falta de actividad fisica, malos habitos alimenticios, obesidad;

ademas d hay factores que combinan predisposicion genética, grave impacto social,

econdmico y de salud publica, ya que disminuyen la calidad de vida del paciente, que se refleja

en el deterioro de su salud, llegando incluso hasta la muerte. La baja adherencia al tratamiento

por regimenes dietéticos durante demasiado tiempo, y a que la mayoria de farmacos tienen
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efectos adversos y generan tolerancia. Esto motiva la busqueda de nuevos farmacos con

actividad antidiabética, antiasmética y antihipertensiva como necesidad sustancial.

Asi, se destaca la importancia de desarrollar estrategias de prevencion, buscar nuevos
tratamientos farmacol6gicos con mecanismos de accién novedosos y especificos, para mejor,
eficacia y seguridad, con menos o nulos efectos secundarios. Esto se puede alcanzar con las
plantas medicinales, las principales alternativas para descubrir nuevas moléculas con
actividad biolégica, ya que las especies vegetales producen una diversidad de estructuras
moleculares con mecanismos de accion novedosos. En este contexto se pretende determinar
el efecto antidiabético, antiasmatico y antihipertensivo de la planta medicinal Tagetes lucida,
para aportar las bases farmacoldgicas que den sustento a a la accion de estas moléculas,
resaltando su relevancia terapéutica y establecer potenciales candidatos a farmacos para

tratar la diabetes, la hipertension y el asma, y sus comorbilidades.

4. HIPOTESIS
El extracto etandlico de la planta Tagetes lucida y el(los) compuesto(s) aislado(s) a
partir de éste, tiene(n) efecto antidiabético, antihipertensivo y antiasmatico, sin presentar

efectos toxicos evidentes.

5. OBJETIVO GENERAL
Evaluar el efecto antihiperglucémico, vasorrelajante y traqueorrelajante de la planta
medicinal Tagetes lucida, asi como caracterizar el (los) compuesto(s) responsables de tales

actividades.

6. OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Obtener el extracto etandlico de Tagetes lucida.

e Determinar el efecto traqueorrelajante del extracto obtenido en un modelo ex vivo de traquea

aislada de rata.
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e Determinar el efecto vasorrelajante del extracto obtenido en un modelo ex vivo de aorta aislada
de rata.

e Realizar el fraccionamiento primario del extracto etandlico por cromatografia.

e Determinar el efecto traqueorrelajante y el vasorrelajante de las fracciones obtenidas del
extracto mas activo, asi como aislar y purificar el (los) compuesto(s) presente(s) de la
fraccion(es) con mayor actividad por cromatografia.

e Evaluar el efecto del (los) compuesto(s) aislado(s) en modelos ex vivo de aorta y traquea
aislada de rata.

e Purificar el precipitado de Tagetes lucida por cromatografia en columna.

e Caracterizar el (los) compuesto(s) que presente(n) mayor actividad biolégica con
espectroscopia y espectrometria.

e Evaluar el efecto antihiperglucémico agudo del extracto etandlico y precipitado, asi como los
compuestos obtenidos de Tagetes lucida en curvas de tolerancia a la glucosa y a sacarosa.

e Evaluar la seguridad del extracto etandlico por ensayo de toxicidad aguda segun la guia 423
de la OECD.

7. METODOLOGIA
7.1 Recolecciony preparacion del material vegetal
La especie vegetal Tagetes lucida que se utiliza para este proyecto fue recolectada a
finales de octubre del 2020, por el grupo de investigacion del Dr. Samuel Enoch Estrada Soto,
de la Facultad de Farmacia (UAEM), en el poblado de Tres Marias, municipio de Huitzilac,

Morelos.
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7.2 Obtencidn del extracto etandlico
Se molid 150 g de Tagetes lucida seca, sometida a maceracién exhaustiva con 600 ml
de etanol (96%) durante 72 horas por triplicado. Posteriormente, se filtré y se eliminé el
disolvente a presion reducida en rotavapor (Buchi), obteniendo el extracto etandlico de
Tagetes lucida (EEOHTI) (figura 7.2-1). Después el EEOHTI se sometié a cromatografia de
placa fina (CCF), con sistema hexano-acetato (65:35), para conocer su perfil fitoquimico e

identificar compuestos mayoritarios.

Figura.7.2-1. Proceso de obtencion del extracto etandlico de Tagetes lucida.

7.3 Estudio fitoquimico del precipitado etandlico de Tagetes lucida

A partir del extracto etandlico de Tagetes lucida se obtuvo un precipitado, espontaneo,
con algunas gotas de acetona. Este precipitado se sometié a purificacion, con varios lavados
por decantacion del extracto con acetona en una centrifuga, se obtuvo un polvo sélido amarillo
oscuro con peso total de 4.131 g, monitoreado por CCF. Los compuestos en el precipitado, se
fraccionaron por cromatografia en columna abierta. El gel de silice fue la fase estacionaria y
la mezcla de disolventes, en gradiente de polaridad creciente, la fase mévil. La separacion fue
monitoreada por CCF, agentes reveladores y lampara de luz U.V. Las fracciones se juntaron
por similitud cromatografica en capa fina. Una vez puros los compuestos, se empled

espectrometria y espectroscopia para su elucidacion estructural.
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Figura.7.3-1. Proceso general de obtencion y

elucidacion de los compuestos.

Uso y manejo de animales de experimentacion

Los animales experimentales fueron ratas machos de la cepa Wistar de 230-250 g y

ratones de la cepa C57BL/6 de 25-30 g. Se manipularon conforme a la Norma Oficial Mexicana

(NOM-062-Z00-1999), de produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio, expedida

por la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural,

(SAGARPA). Los animales fueron destinados al uso experimental,

Pesca y Alimentacion

se mantuvieron en

condiciones estandar de laboratorio y se alimentaron con dieta comercial de pellets de

roedores y agua ad libitum.
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7.5

751

7.5.2

7.5.3

7.5.4

7.5.5

Determinacion del efecto antihiperglucémico del extracto y compuestos obtenidos a

partir de Tagetes lucida

Equipo
Se us6 glucémetro y tiras reactivas de Accu-Chek® Performa de Roche, para la

determinacién de glucemia de los animales experimentales.

Andlisis estadistico de los datos

Para determinar el efecto del extracto y el precipitado sobre la glucemia, los resultados
representan las medias aritméticas con errores estandar, mostrados como gréaficas de
porcentaje de variacion de glucemia con respecto al tiempo, empleando el programa
GraphPadPrism v.8.0.+.

Evaluacion Farmacolégica In vivo

Curva de tolerancia a la glucosa

Para este experimento las ratas se pesaron y formaron 4 grupos (n=6): vehiculo,
glibenclamida, el precipitado y EEtOHTI, se les determind la glucemia al inicio del experimento
(TO), después, al grupo 1 se administr6 1 mL de agua (vehiculo), al grupo 2, 5 mg/kg de
glibenclamida, al grupo 3 se administrdé 50 mg/kg del precipitado y al grupo 4, 100 mg/kg del
EEtOHTI disuelto en vehiculo, las administraciones fueron por via oral; 30 minutos después se
dio un bolo de glucosa (2 g/kg) y a partir de este momento se midio la glucemia a las 0, 0.5,

1,2y 3 horas.

Curva de tolerancia a sacarosa
Para este experimento las ratas se pesaron y formaron 4 grupos (n=6): vehiculo,
acarbosa, precipitado y el EEtOHTI, se midido la glucemia al inicio del experimento (TO),

después, al grupo 1 se administré 1 mL de agua (vehiculo), al grupo 2, 3 mg/kg de acarbosa,
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7.6

7.6.1

al grupo 3, 50 mg/kg del precipitado y al grupo 4, 100 mg/kg del EEtOHTI disuelto en vehiculo,
las administraciones fueron por via oral; 30 minutos después se les dio un bolo de sacarosa

(2 g/kg) y a partir de este momento se midio la glucemia alas 0, 0.5, 1, 2 y 3 horas.

Evaluacion Farmacoldgica In silico

Estudio de acoplamiento inverso (proteina-ligando) de los compuestos obtenidos sobre
diferentes objetivos claves de la diabetes.

Se genero un cribado virtual inverso de los 4 compuestos obtenidos, en el servidor web
DIA-DB (http://bio-hpc.eu/software/dia-db/) contra un conjunto de 18 objetivos clave asociados
con la diabetes (Sanchez et al., 2015). Consiste en que la base de datos establecida compara
la nueva estructura con toda la biblioteca molecular disponible, eso permite saber si la
molécula de muestra posee potencial actividad antidiabética, se especifica en un modelo
bidimensional el tipo de interacciones que presenta la molécula, un mapa tridimensional con
la disposicion espacial de la molécula sobre los blancos terapéuticos de forma individual, estas
blancos terapéuticos son obtenidas del Protein Data Bank (PDB), los objetivos fueron aldosa
reductasa (AKR1B1), AMY2A, DPP4, FBP1, receptor de acidos grasos libres 1 (FFARL),
glucoquinasa (GCK), 11B-hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 1 (HSD11B1), receptor de
insulina (INSR), MGAM, NR5A2, piruvato deshidrogenasa quinasa isoforma 2 (PDK2),
PPARa, PPARY, PPARY, PTPN9, glucdgeno fosforilasa hepatica (PYGL), RBP4 y receptor
alfa de retinoide X (RXRA) (Pereira et al., 2019).
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7.7

7.7.1

1.7.2

Diana Bioldgica y Sitio de Unidn

Proteina Ligando

Sitio de union

Figura.7.6-1. Representacion de acoplamiento

molecular.

Determinacion del efecto vasorrelajante del extracto y compuestos aislados de Tagetes

lucida

Reactivos
Para su evaluacidén se usaron los siguientes reactivos: Cloruro de carbacol, noradrenalina
(NA), solucion de Ringer-Krebs (NaCl, 118 mM; KCI, 4.7 mM; MgSQO4, 1.2 mM; KH2POg4, 1.2
mM; NaHCOs3, 25.0 mM; glucosa, 11.1 mMy CaClz, 2.5 mM). Adquiridos en Sigma-Aldrich Co.
Anélisis estadistico

Los resultados obtenidos se expresan como el promedio + error estandar de la media

(EEM). Las curvas concentracion-respuesta se analizaron con el programa Origin 8.0°.
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7.7.3 Sistema de registro

Para determinar el efecto relajante de la muestra de prueba y controles, se utilizé un
sistema de registro isométrico vertical para tejido aislado. En este sistema se sujetaron los
anillos de aorta en la parte inferior de la cAmara de incubacion, conectado a un transductor de

fuerza isométrico modelo Grass FT03®, conectado a un sistema Biopac®.

de agua

Solucion de i

Ringer KH Anillo de aorta de rata
(E+IE-)

cohamatin diaaram at vat tranhon rina Aranaratinn in an Ao

Figura 7.2.3-1. llustracién del sistema

7.7.4 Obtencion del tejido de aorta
Los roedores, se eutanizaron, y se hizo diseccién abdominal para aislar la aorta. Esta

se coloco en solucion fisiologica de Ringer-Krebs a 37°C y se limpié del tejido conectivo
adyacente y mucosidad, evitando dafio en tejido muscular y endotelial. Posteriormente, se
cortaron 6 anillos de aorta de 3-4 mm de longitud y se colocaron en una cadmara de incubacion
con 10 mL de solucién de Ringer-Krebs. Cuando fue necesario en el experimento, se removié

el endotelio cuidadosamente de manera mecanica.
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7.7.5 Evaluacién Farmacolégica In vitro

7.7.6 Sistema de determinacién del efecto vasorrelajante
Para determinar el efecto vasorrelajante, los anillos de aorta colocaron en una camara

de incubaciéon con 10 mL de solucion de Ringer-Krebs, constantemente burbujeada con
mezcla de gas carbdgeno (0O2/CO,, 95:5), mantenida a 37°C y pH de 7.4, con un bafo
recirculador. Cada anillo se colocé por separado en la camara de incubacion, enganchado al

fondo de la cdmara y por el otro extremo, a un traductor de fuerza Grass FT03.

7.7.7 Determinacion del efecto vasorrelajante

Los anillos se sometieron a tension basal de 3 gramos de fuerza y se dejaron en
estabilizacion 20-30 minutos. Después el tejido fue sensibilizado durante 15 minutos con NA
[0.1 uM], con intervalos de 30 minutos, por triplicado. Después de cada estimulacién del tejido,
se lavo con Ringer-Krebs para recuperar la tension basal. Para verificar la presencia de
endotelio, se adicioné carbacol [1 pM] antes del dltimo lavado en la tercera contracciéon. Los
anillos de aorta que mostraron relajacion, se consideraron con endotelio integro.

El tejido sensibilizado se incubd con el extracto y con los compuestos, ambos a
diferentes concentraciones acumulativas. Con ello se construyeron curvas concentracion-

respuesta, se analiz6 con el software AcqKnowledge (Biopac®).

Lavado Krebs Lavado Krebs Carbacol 1M

normal normal

Muestras de prueba

1 EstabilizaciénI
[ 20-30 min. |

L Sensibilizacion 11 Evaluacién |
[ 50-60 minutos |1 30-50 min. |

Figura 7.7.7-1. Esquema representativo de la evaluacion del efecto vasorrelajante en

anillos de aorta aislada de rata.
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7.8

7.8.1

7.8.2

7.8.3

7.8.4

7.8.5

Determinacion del efecto traqueorrelajante del extracto y compuestos obtenidos de
Tagetes lucida

Reactivos
Para su evaluacion se usaron los siguientes reactivos: Cloruro de carbacol,

noradrenalina (NA), y solucion de Ringer-Krebs

Andlisis estadistico
Los resultados obtenidos se expresan como el promedio * error estandar de la media

(EEM). Las curvas concentracion-respuesta se analizaron con el programa Origin 8.0€.

Obtencion de la traquea
Para la obtencion de los segmentos de traquea, los animales se eutanizaron, después
se hizo diseccion en el cuello para extraer la trdquea, se limpi6 de tejido conectivo, y se cortod

en segmentos de 3-5 mm de longitud.

Evaluacion Farmacolégica In vitro

Sistema de determinacion del efecto traqueorrelajante, registro de datos.

Para determinar el efecto traqueorrelajante, los anillos se colocaron en 10 mL de
solucion de Ringer-Krebs [(mM) NaCl (118), glucosa 11.4, NaHCOz3 (25), KCL (4.7), MgSO4
(1.2), KH2PO4 (1.2), CaCl; (2.5)], a pH 7.4 y con burbujeo constante de una mezcla O2/CO>
(95:5%), la solucion se mantuvo a 37°C, con un bafio recirculador. Cada anillo se colocé en la
camara de incubacién enganchado al extremo de la camara y, a un transductor de fuerza
Grass FT 03, el cual emite los registros, y los envia a un poligrafo Biopac systems UIM 100C
(figura 7.8.5-1).
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Figura 7.8.5-1. Sistema de determinacion del efecto traqueorrelajante A:
Céamara de incubacion en condiciones fisioldgicas, B: Transductor de fuerza
Grass modelo FT 03.

7.8.6 Evaluacion del efecto traqueorrelajante

Los anillos se sometieron a 2 gramos de fuerza de tension basal y se estabilizé por 30
minutos. Posteriormente, el tejido se sensibilizé por 15 minutos con carbacol (analogo de
acetilcolina 1uM), con intervalos de 30 minutos (por duplicado). Después de cada estimulacion
el tejido se lavo con solucion Ringer-Krebs, para recuperar la tension basal. Con el tejido
sensibilizado y contraido con el agonista, se incubo con las diferentes concentraciones del
extracto, asi como del precipitado de forma acumulativa [3 a 1000 ug/mL] en adiciones con %
de logaritmo (Figura 7.8.6-1). Posteriormente, se construyeron curvas concentracion-
respuesta (CCR), se analizo con el programa AcqKnowledge (Biopac).
El control positivo fue teofilina, inhibidor de fosfodiesterasas, que impide la hidrélisis de AMP¢
y GMPc (Burnouf y Pruniaux, 2002, Billah et al., 2002). El vehiculo para las muestras de
prueba fue DMSO (cuyo efecto sobre el tejido no es significativo al 10%) (Vergara et al., 2008;
Farias et al., 2010).
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Figura 7.8.6-1. Evaluacion del efecto traqueorrelajante del extracto etandlico y precipitado de
Tagetes lucida. Esquema representativo de la evaluacion del efecto traqueorrelajante en anillos

de traquea aislada de rata.

7.9 Evaluacion Toxicologica

7.9.1 Toxicidad Oral Aguda

Para determinar el posible efecto letal agudo del extracto a diferentes dosis, se llevara
ensayo la toxicidad aguda de acuerdo al apartado 423 de la Guia de la Organizacion para la
Cooperacion y Desarrollo Economico (OECD, 2001).

Para el ensayo hubo cuatro grupos de ratones hembra de la cepa Balb/c (n=3) con
ayuno de 4 horas y agua ad libitum. A cada grupo se le administré el EEtOHTI a las dosis de:
5, 50, 300 y 2,000 mg/kg. Los ratones tratados se observaron al menos una vez durante 30
minutos, a lo largo de 4 horas, a las 24 horas y durante 14 dias. Se establecio el efecto en
cada dosis y se categorizé de acuerdo al Sistema Globalmente Armonizado de clasificacion y
etiquetado (SGH).
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7.10 RESULTADOS Y DISCUSION
7.10.1 Obtencién del extracto etandlico

A partir de 150 g de material vegetal de la planta integra Tagetes lucida, y tras
maceracion exhaustiva con etanol (96%) 72 h por triplicado, se obtuvo 11.45% de rendimiento

gue corresponde a 17.175 g de extracto.

7.10.2 Placas Cromatogréficas
Con el fin de monitorear y conocer el perfil fitoquimico del extracto etandlico, se empled
CCF, lo cual permiti6 observar algunos compuestos en mayor abundancia, de manera
cualitativa. Se probaron tres sistemas de elucion (figura 7.10.2-1), se utilizé hexano y acetato
de etilo (fase movil) en proporciones: 80:20, 70:30 y 65:35, y se identificO que el sistema
hexano-acetato a 65:35 separ6 mejor los compuestos del EEtOHTI, por lo que se eligio este

sistema.

Se pueden apreciar varios compuestos y en la parte inferior de la placa se observan

dos compuestos en mayor abundancia (recuadro amarillo) (figura 7.10.2-1).

la)  1b) 2a)  2b)

80:20 65:35 70:30
Figura 7.10.2-1. EEtOHTI en sistemas de elucién con hexano-acetato a diferentes proporciones
(80:20, 70:30 y 65:35), observadas en U.V. a longitud de onda corta 380nm (1a, 2a y 3a) y larga 750 nm
(1b, 2by 3b).
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Partiendo del extracto etandlico de Tagetes lucida se obtuvo un precipitado espontaneo
con acetona. Después de purificar por decantacion, se corri6 una CCF con el sistema
mencionado, y se establecié que el precipitado contiene los dos compuestos de mayor
abundancia extracto etanolico (figura 7.10.2-2), sin embargo, el compuesto rojo del recuadro

esta en menor proporcién que el compuesto verde del recuadro.

Figura 7.10.2-2. CCF del precipitado limpio (P), primeras lavadas (2) y aguas madres (AM) vs.
extracto (EEtOHTI) en un sistema hexano-acetato 65:35, observada en U.V. a longitud de onda larga
750 nm.
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Se corrid una CCF (65:35, hexano-acetato) del precipitado vs. Umbeliferona y 6,7-
Dimetoxicumarina, ya que parte de la composicién fitoquimica de Tagetes lucida corresponde
a cumarinas. Ademas, de acuerdo a varias investigaciones, las cumarinas tienen potencial
actividad vasorrelajante, antiasmatica y antidiabética (Estrada-Soto et al., 2021; Li et al.,
2017).

Como se observa en la figura 7.10.2-3, el compuesto en mayor abundancia en el
precipitado eluyé a una distancia muy similar a 6,7-dimetoxicumarina, y se corroboré con otra
CCF del extracto.

JO Bt
HO O 0

Umbeliferona

L
~0 0”0

6,7-Dimetoxicumarina

|
6-7 Umb Umb BlciouTl 67 Um [EEtOHTI 6-7) EEtOHTI 6-7| Umb

Figura 7.10.2-3. CCF (hexano-acetato, 65:35) del precipitado (P) vs. 6-7, dimetoxicumarina

(6-7) y umbeliferona (Umb), observadas en U.V. a longitud de onda corta 380nm y larga 750 nm
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7.11 Evaluacion Farmacoldgica In vivo

7.11.1 Curva de tolerancia a glucosa
En las gréficas 7.11.1-1 se muestran las curvas de tolerancia a la glucosa, en ratas
normoglucémicas, para determinar la actividad antihiperglucémica del EEtOHTI y del
precipitado, a dosis de 100 mg/kg y 50 mg/kg, respectivamente. Como se observa las ratas
tratadas con EEtOHTI a dosis de 100 mg/kg (azul) disminuyeron el pico hiperglucémico a la
0.5 hy este efecto se mantiene hasta la hora 1 con respecto al vehiculo. El precipitado (verde),
no tuvo disminucién significativa en la variacién de glucosa con respecto al vehiculo, sin

embargo, hubo ligera disminucion del pico hiperglucémico ala 0.5 hora.

125+

100+

© EEtOHTI (100 mgrkg)
- Vehiculo (agua)

-8 Glibenclamida (5 mg/kg)
-&- Precipitado (50 mg/kg)

% Variacion de glucosa

*p < 0.05 vs vehiculo

** p < 0.01 vs vehiculo

1
[ %]

T *** n < 0.001 vs vehiculo

0 0.5 1 2 3
Tiempo (h)

Gréfica 7.11.1-1. Ensayo de tolerancia a glucosa en ratas normoglucémicas de EEtOHTI (100
mg/kg), vehiculo (agua), glibenclamida (5 mg/kg) y precipitado (50mg/kg), administrados por via oral.

Cada grupo representa a la media (n=6+ EE).
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El efecto de EEtOHTI a 0.5 y 1 hora sugiere que el extracto actla blogueando los
transportadores y/o cotransportadores de glucosa (GLUT-2, SGLT-1) localizados en el
intestino (Ortiz-Andrade, 2007), o bien por pre-sensibilizacion de insulina, ya que se
administré 30 minutos antes de la carga de glucosa (Chavez-Silva et al., 2018). Con respecto
al precipitado a 50 mg/kg, no disminuy¢ la glucemia vs. el vehiculo, esto indica que no hay
compuestos con propiedades antihiperglucémicas en el precipitado, o no hay suficiente
cantidad para ejercer algun efecto, ya que, aunque no hubo significancia estadistica, se
aprecia ligera disminucion del pico hiperglucémico a la 0.5 hora, ademas de que puede haber
factores que impidan la buena absorcién de los compuestos.

7.11.2 Curva de tolerancia a sacarosa
La grafica 7.11.2-1 muestra las curvas de tolerancia a la sacarosa, en ratas
normoglucémicas, para determinar la actividad antihiperglucémica con mecanismos
extrapancreaticos. Como se observa las ratas tratadas con el precipitado a 50 mg/kg (morado)
tuvo diferencia significativa vs. vehiculo, a la 0.5 hora (disminuy6 el pico hipoglucémico) y
siguid este patron hasta la hora 1 (*** p < 0.001), en la hora 2 tuvo poca disminucion
significativa (* <p 0.05) vs. las horas anteriores. El EEtOHTI 100 mg/kg mostré el mismo patron

gue el precipitado (evito el pico hiperglucémico), ala 0.5 horay ala hora 1 (*** p < 0.001).

El EEtOHTI disminuyo la glucemia, el mecanismo de accion es via inhibicion de las a-
glucosidasas (mecanismo extrapancreatico). La inhibicion de estas enzimas por EEtOHTI

impediria la hidrdlisis de la sacarosa administrada, reflejado en la menor cantidad de glucosa
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disponible y retardo en su transporte, evitando el pico hiperglucémico y mantenimiento de la
glucosa postprandial hasta la hora 1 (Chen, 2017). Este mecanismo de accion es atribuible a
los compuestos en el extracto, ya que los compuestos polares, como flavonoides y
glucosilados inhiben las enzimas (Santa-Cruz y Zacarias-Castillo, 2002; Ramirez, et al.,
2012). El precipitado mostré un patron muy similar al extracto (disminucion del pico
hiperglucémico), con diferencia desde la hora 0.5 hasta la hora 2 vs. vehiculo (*** p < 0.001),
e indica la inhibicion de las a-glucosidasas. Adicionalmente, pueden participar los mecanismos
observados en la CTG.

Curva de Tolerancia a la Sacarosa

1254
100 -& Vehiculo (Agua)
©- EEtOHTI (100 mg/kg)
B ek -~ Acarbosa (3 mg/kg)
S ¥ Precipitado (50 mg/kg)
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o 501 *
o
c
Ne)
‘G 254
&
@
> 0
X
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-254
** p < 0.01 vs vehiculo
-50 T T T T T *** n < 0.001 vs vehiculo
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Gréfica 7.11.2-1. Ensayo de tolerancia a sacarosa en ratas normoglucémicas de EEtOHTI
(100 mg/kg), vehiculo (agua), acarbosa (3 mg/kg) y precipitado (50 mg/kg), administrados por via

oral. Cada grupo representa a la media (n=6% EE).
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7.11.3 Curva de tolerancia a glucosa con 6,7-dimetoxicumarina, 6,7,8-trimetoxicumarina, 7-

metoxicumarinay 7-preniloxicumarina.

En las graficas 7.11.3-1 y 7.11.3-2 se muestran las curvas de tolerancia a la glucosa,
en ratones normoglucémicos de la cepa C57BL/6, para determinar la actividad
antihiperglucémica de 6,7-dimetoxicumarina, 6,7,8-trimetoxicumarina, 7-metoxicumarina y 7-

preniloxicumarina a dosis de 50 mg/kg.

Como se observa en la grafica 7.11.3-1, en el grupo de ratones tratados con 6,7,8-
trimetoxicumarina a la dosis 50 mg/kg (azul) disminuyo el pico hiperglucémico ala 0.5 h, efecto
que se mantuvo hasta la hora 2 con respecto al vehiculo. El compuesto 7- preniloxicumarina
(verde), disminuy0 significativamente la glucemia con respecto al vehiculo a la media hora, y

este patron se observa hasta la hora 1.

O 6.7 B-tnmetoxicumanina (S0mg)
-& Vehiculo (agua)

-8 Glibenclamida (5 mag/kg)
& 7-preniloxicumanna (50 mg)

*p < 0.05 vs vehiculo

**p < 0.01 vs vehiculo

*** n < 0.001 vs vehiculo

Tiempo (h)
Gréafica 7.11.3-1. Ensayo de tolerancia a glucosa en ratones normoglucémicos con 6,7,8-

trimetoxicumarina (50 mg/kg), vehiculo (agua), glibenclamida (5 mg/kg) y 7-preniloxicumarina (50mg/kg),

administrados por via oral. Cada grupo representa a la media (n=6 + EE).
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Como se puede observar en la grafica 7.11.3-2, en el grupo de ratones tratados con
6,7-dimetoxicumarina a la dosis 50 mg/kg (amarillo), disminuyé el pico hiperglucémico a la
media hora (*p< 0.05 vs. vehiculo), sin embargo, a partir de la hora 1 no hay efecto significativo
en comparacion al vehiculo, este patron antihiperglucémico se mantuvo 3h. Por otro lado, el

compuesto 7-metoxicumarina (morado) no tuvo efecto antihiperglucémico.

B 225-

9 200

% 175+ % -0 6,7-dimetoxicumarina (50mg)
o 150 = Vehiculo (agua)
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= - Ghbenclamida (5 ma/kag)
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=& /-metoxicumanna (50 mg)
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*p < 0.05 vs vehiculo

Tiempo (h)
Gréfica 7.11.3-2. Ensayo de tolerancia a glucosa en ratones normoglucémicos con 6,7-
dimetoxicumarina (50 mg/kg), vehiculo (agua), glibenclamida (5 mg/kg) y 7-metoxicumarina

(50mg/kg), administrados por via oral. Cada grupo representa a la media (n=6 + EE).

7.11.4 Estudio de acoplamiento inverso (proteina-ligando) de los compuestos obtenidos sobre

diferentes blancos claves de la diabetes.
Los resultados en la tabla 7.11.4-1 muestran 8 blancos claves de los 18, estos

obtuvieron mejor energia de afinidad hacia los 4 compuestos. Como se observa en la tabla,

cada blanco tiene energia de afinidad buena con respecto a la energia promedio de unién de
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medicamentos conocidos, asi como agonistas y antagonistas obtenidos de la base de datos

Protein Data Bank.

Tabla 7.11.4-1. Resultados del acoplamiento inverso de los compuestos sobre 8 diferentes blancos

claves de la diabetes del servidor web DIA-DB. Fuente: http://bio-hpc.eu/software/dia-db/.

Energia de Energia de Energia de Energia de
afinidad de afinidad de afinidad de afinidad de
Puntuacion Limite de
promedio de acoplamiento 7- 6,7- 6,7,8- 7-
Target Codigo unién de
medicamentos metoxicumarina | dimetoxicumarina (trimetoxicumarinal preniloxicumari
— conocidos na
(kcal / mol) (kcal / mol) (kcal / mol) (kcal / mol)
(kcal / mol) (kcal / mol)
PPAR- -7.5 -7.5 -6.2 -7.4
Delta 3PEQ -9.30 -10.00
PPAR- 2FVJ ~9.70 -10.00 -7.0 -7.0 -6.4 -7.3
Gamma
DPP4 4A5S -8.50 -9.00 -6.4 -6.5 -5.8 -7.6
Glucoqui
nasa 3IMX -9.40 -10.00 -1.7 -1.7 -6.5 -7.5
(GCK)
PPAR-alfa 3FEI -7.60 -8.00 -6.4 -6.4 -6.0 -6.6
Receptor
de &cido
graso 4PHU -10.00 -10.50 -7.0 -7.0 -6.2 9.1
libre 1
(FFARL)
Aldosa
reductasa 3G5E -9.95 -10.50 -8.0 -8.0 -6.3 -8.5
(AKR1B1)
Proteina
tirosina
TR 4GE6 -7.80 -8.0 6.4 6.4 58 6.7
(PTPN9)
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http://bio-hpc.eu/software/dia-db/

Los 4 compuestos poseen afinidad por blancos claves en la diabetes y probablemente
tengan efecto antidiabético. Los receptores activados por el proliferador del peroxisoma
(PPAR) son importantes en la superfamilia de receptores nucleares. Estos receptores son
factores de transcripcién activados por ligandos que tienen funcién clave en el catabolismo y
el almacenamiento de las grasas. El PPAR-6 regula la homeostasis de los lipidos y disminuye
la glucemia, por lo que los 4 compuestos con afinidad a PPAR-9, serian agonistas del receptor,
provocando la oxidacion de &cidos grasos, la reduccion de los triglicéridos séricos, evitar la
disminucién de lipoproteina lipasa de alta densidad (HDL-c), y mejorar el metabolismo de la
glucosa asi, como la sensibilidad a la insulina (Evans et al., 2011; Kleiner et al., 2009; Gross
& Staels, 2007). También mostraron afinidad hacia el PPAR-y, pueden ser agonistas que
favorezcan la expresion de lipoproteina lipasa, proteinas transportadoras de acidos grasos
(FATP), proteinas fijadoras de acidos grasos en adipocitos, acetil CoA sintetasa, asi como
transportadores GLUT-1 y GLUT-4 (Bailey, 2000), lo que incrementaria la lipogénesis en el
tejido adiposo, reduciria los acidos grasos en el higado, disminuiria la gluconeogénesis y
mejoraria la captacion de glucosa por el adipocito y tejido muscular (Tahrani et al., 2010).
Sobre el PPAR-a también muestran afinidad, y podrian ser agonistas, aumentando el
catabolismo de acidos grasos en higado, corazén y msculo esquelético (Gross & Staels,
2007), y regulando la expresion de enzimas de la B-oxidacion (Berger & Moller, 2002),
disminuyendo triglicéridos (TG) plasmaticos y aumento de la HDL-c, resultante de estimular la

expresion de apolipoproteinas en las HDLs (Gross & Staels, 2007).

De igual manera, tuvieron afinidad a la enzima dipeptidil peptidasa 4 (DPP-4), quiza
como inhibidores, lo que aumentaria la hormona intestinal, péptido similar al glucagon (GLP1),
extendiendo su vida media y la mejora de la secrecion de insulina de las células B y el control

glucémico (Sutton et al., 2012).

Asi mismo, mostraron energia de afinidad a la Glucoquinasa (GCK), quizd como
activadores selectivos de esta enzima, ya que su activacion en el higado promueve la sintesis
de glucogeno (glucogénesis). El equilibrio entre la tasa de fosforilacion de la glucosa por GCK

determina el flujo neto de glucosa hacia el interior o exterior del higado. La GCK funciona
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como sensor de la glucosa en las células pancreaticas [3, lo cual conlleva a regulacion de la

glucemia (Bebernitz et al., 2009).

También tuvieron energia de afinidad hacia otro blanco clave en la diabetes, la aldosa
reductasa (AKR1B1), como inhibidores de esta enzima, involucrada en las complicaciones
microvasculares en la diabetes tipo 2, al inhibir la enzima se reduce el metabolismo de glucosa

por la via del poliol y disminuye el estrés oxidativo (Van Zandt et al., 2009).

Tuvieron energia de afinidad hacia el receptor GPR40 humano (hGPR40), o receptor 1
de acidos grasos libres (FFARL1), se localiza en las células B del pancreas y en las células
enteroendocrinas y mejora la secrecion de insulina dependiente de glucosa y la secrecion del
péptido similar al glucagén 1 (GLP-1) de las células intestinales (Srivastava et al., 2014). Por
ultimo, mostraron afinidad hacia la tirosina fosfatasa (PTP), las evidencias experimentales
indican que al estar sobreexpresada, disminuye la sefial de la insulina, asi como también
déficit en la incorporacion de la glucosa en tejido muscular y adiposo, por lo que podrian ser
inhibidores de las PTPs (Tautz et al.,2013).
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Figura 7.11.4-1. Diagrama de interaccion proteina-ligando bidimensional de 7-

preniloxicumarina (mayor energia de afinidad) con FFARL.
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7.12 Determinacion del efecto vasorrelajante del extracto y compuestos aislados de Tagetes
lucida en anillos de aorta aislada de rata.

Se evaluo el efecto vasorrelajante del EEtOHTI y del precipitado con base en los

antecedentes sobre el efecto vasorrelajante (Estrada Soto et al., 2021). Los datos

experimentales muestran que el EEtOHTI y el precipitado indujeron independiente del

endotelio y dependiente de la concentracion, sobre anillos de aorta aislada de rata.

Tabla 7.12-1. Concentraciones medias del efecto vasodilatador y porcentaje
de relajacién de EEtOHTI y precipitado en tejido con endotelio (e+) y en tejido sin

endotelio (e-).

Evaluado % de relajacion CEs, (”g/ml)
en aorta
EEtOHTI (e +) 100% 16.38 +/- 10.10
EEtOHTI (e -) 100% 31.59 +/- 8.89
Precipitado (e +) 100% 78.28 +/- 8.38
Precipitado (e -) 100% 66.49 +/- 5.20
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Figura 7.12-1. Efecto vasodilatador dependiente de la concentracion de

EEtOHTI en tejido con endotelio (e+) y sin endotelio (e-).
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Figura 7.12-2. Efecto vasodilatador dependiente de la concentracién del

precipitado en tejido con endotelio (e+) y sin endotelio (e-).
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El EEtOHTI mostré ser vasodilatador con eficacia del 100% y con CEsp de 16.38 +/-
10.10 pg/ml, en anillos con endotelio. El efecto en los anillos sin endotelio tuvo eficacia del
100% con CEsp de 31.59 +/ 8.89 pg/ml, indicando que el efecto relajante del EEtOHTI es
independiente del endotelio, sin embargo, con endotelio es 2 veces mas potente, lo cual
sugiere que aumente la produccién de 6xido nitrico (ON) (endotelio), y que activara la guanilato
ciclasa soluble y/o receptores acoplados a proteina G, involucrados en regular la contraccion
y relajacion del musculo liso (figura 7.12-1).

Con respecto al precipitado, también fue vasodilatador con eficacia del 100% y con
CEso de 78.28 +/- 8.38 pg/ml, en anillos con endotelio. El efecto en anillos sin endotelio tuvo
eficacia del 100% con CEso de 66.49 +/ 5.20 pg/ml (figura 7.12-2), indicando que la relajaciéon
por el precipitado es independiente del endotelio, y que actuaria por los mecanismos
mencionados; asi mismo, los compuestos en este pueden generar gran parte del efecto
vasodilatador del EEtOHTI, sin embargo, no son los que generan el efecto completo en las
curvas concentracion-respuesta de EEtOHTI.

Con base en antecedentes sobre la vasorrelajacion por el extracto etandlico de Tagetes
lucida (Estrada Soto et al., 2021), este contiene cumarinas metoxiladas de las que destacan
6,7-dimetoxicumarina, 6,7,8-trimetoxicumarina y 7-metoxicumarina, y se ha determinado que
la vasorrelajacion en el endotelio, es porque estas cumarinas inducen la produccion de ON,
gue se libera de la célula endotelial y activa la guanilato ciclasa soluble (GCS) en el musculo
liso vascular y generar cGMP, siendo este un segundo mensajero involucrado en la relajacion
del musculo liso vascular (Avila-Villarreal et al., 2013; Rios et al., 2012;Sanchez-Salgado
et al., 2010).

Sin embargo, como se observa en la figura 7.12-1, el efecto vasorrelajante también
puede ser por otros factores que regulan la contraccién y relajacion del musculo liso, ya que
el EEtOHTI también genero vasorrelajacion significativa en ausencia de endotelio, y es porque
las cumarinas actian en musculo liso vascular, bloqueando los canales de Ca?* tipo L
(Estrada Soto et al., 2021).
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7.13 Determinacion del efecto traqueorrelajante del extracto y compuestos obtenidos de
Tagetes lucida
Se evalué el efecto traqueorelajante del EEtOHTI y del precipitado, mediante curvas
concentracion-respuesta de relajacion, en el modelo ex vivo de anillos de traquea aislados de
rata, contraidos por Carbacol [1 yM]. Como se observa en la tabla 7.13-1, el EEtOHTI mostro
eficacia del 100 % y con CE50 de 71.40 +/- 5.96 pg/ml, mayor que el de la Teofilina (control
utilizado), y el precipitado tuvo efecto del 82% +/- 3.92 con CE50 de 49.17 +/- 6.82 ug/ml,
indicando que el EEtOHTI fue mas eficaz que el precipitado, esto puede deberse a otros
compuestos que aporten o sumen a la actividad, sin embargo, el precipitado tuvo buena
eficacia, por lo que los compuestos en él, corresponden a los que estan generando en parte
la traqueorelajacién. Es importante mencionar que el EEtOHTI y el precipitado mostraron
efecto traqueorrelajante dependiente de la concentracion. De acuerdo con el trabajo contiene
cumarinas metoxiladas, y estos hallazgos sugieren que las cadenas de éter cumarinico
provocan la traqueorrelajacion, mediante la relajacion de células del musculo liso de las vias
aéreas por aumento de segundos mensajeros de nucleotidos ciclicos (CAMP y cGMP), la
disminucién del calcio intracelular (bloqueadores de los canales de calcio), la inhibicion de la
respuesta excitadora (anticolinérgico, antihistaminicos, antileucotrienos), o sobre la induccién
de una respuesta directa relajante (agonistas 32- adrenérgicos).
Por lo que podria disminuir la afluencia de calcio por bloqueo de canales de calcio de
la membrana, asi como el bloqueo de canales de calcio intracelulares, generando relajacion

al disminuir la concentracion de calcio intracelular (Sanchez et al., 2014).
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Tabla 7.13-1. Concentraciones medias y eficacia maxima del efecto traqueorrelajante

del EEOHTI y precipitado.

Evaluado % de relajacién en CEs, (”g/ml)
traguea
EEOHTI 100 71.40 +/- 5.96
Precipitado 82 +/- 3.92 49.17 +/- 6.82
Teofilina 92.7 +/- 0.94 78.28 +/- 8.38
0 -
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Figura 7.13-1. Efecto tragueorrelajante dependiente de la concentracion del

EEtOHTI y precipitado vs. Teofilina en anillos de trAquea aislados de rata.
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7.14 Cromatografia en columna abierta (CC)
El extracto etandlico de Tagetes lucida se sometio a fraccionamiento cromatografico
(elucion isocréatica) para conocer el perfil fitoquimico, e identificar sus metabolitos mas

abundantes; se us6 mezcla hexano/acetato de etilo en proporcién 90:10 (figura 7.14-1).

Figura 7.14-1. Fraccionamiento cromatografico del
EEtOHTI.
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Posteriormente, las fracciones se fueron juntando por similitud cromatogréfica, durante
el proceso se obtuvieron diferentes compuestos, que se identificaran por cromatografia de
gases acoplado a masas (GC/MS), y por resonancia magnética nuclear de protén y carbono.

Figura 7.14-2. Identificaciéon de similitud por cromatografia en capa fina de los diferentes

compuestos obtenidos, observadas en U.V. a longitud de onda corta (A) y larga (B).

Figura 7.14-3. Compuestos obtenidos de las fracciones

colectadas.
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Los compuestos mayoritarios en el EEtOHTI ya descritos anteriormente se encontraron
en las fracciones: 81-93 y 94-139. Sin embargo, en las fracciones 94-139 se obtuvieron dos
tipos de compuesto (JM-1y JM-3 (figura 7.14-4).

IM-1

Figura 7.14-4. Compuestos obtenidos en las fracciones 94-139.
Ademas, a partir del compuesto JM-3 se tom6 una muestra y se cristalizé con acetona,

obteniendo un tercer compuesto (JM-2) (figura 7.14-5).

Figura 7.14-5. Compuesto JM-2.
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Se cromatografié en capa fina (65:35, hexano-acetato de etilo) de los tres compuestos
(IM-1, IM-2 y JM-3) vs. umbiliferona y 6-7 dimetoxicumarina (escoparona); en la figura 7.14-
6 se observa que los tres compuestos eluyen a cercanos a la 6,7 dimetoxicumarina, lo que
indica que son cumarinas muy parecidas a la escoparona. El JM-1, emite una coloracién
distinta en UV (en ambas longitudes de onda), y podria ser un compuesto diferente al IM-3, a

pesar de ser obtenidos de las mismas fracciones en la CC.

Figura 7.14-6. CCF (hexano-acetato, 65:35) de JM-1 1 (1), JM-2 (2) y IJM-3 (3) vs. 6-7,

dimetoxicumarina (6-7) y umbeliferona (Umb), observadas en U.V. a longitudes de onda corta y larga.
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Se hizo la prueba de cloruro férrico para determinar grupos fenoles, en los compuestos
JM-1, JM-2 y JM-3, con umbiliferona como control positivo y la 6,7-dimetoxicumarina como
control negativo; en la figura 7.14-7 como puede se observa positivo solamente la
umbiliferona, mientras que la 6-7 dimetoxicumarina, al igual que JM-1, JM-2 y JM-3, fueron
negativos, ya que no hubo la reaccién sobre la CCF.

umb 671 2 3
Figura 7.14-7. Prueba de cloruro férrico en CCF (hexano-
acetato, 65:35) de JM-1 (1), IM-2 (2) y IJM-3 (3) vs. 6,7-

dimetoxicumarina (6,7) y umbeliferona (Umb).

Para conocer la composicién quimica e identificacion de estos compuestos, el JM-1 se
envid a cristalografia de rayos X, JM-2 y JM-3 a técnicas espectroscépicas de RMN. Estos

resultados se observan en el apartado de elucidacion estructural 7.15.
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7.15 Elucidacién Estructural
Con la finalidad de conocer la composicién fitoquimica del precipitado, asi como los
compuestos obtenidos del EEtOHTI, se analizaron por cromatografia en columna acoplada a
espectrometria de masas (GC/MS), cristalografia de rayos X y resonancia magnética nuclear
de protén y carbono, con el apoyo del Dr. Eduardo Herndndez Vazquez, del Instituto de

Quimica, Departamento de Quimica Organica, UNAM.

7.15.1 Precipitado
Los datos obtenidos de la GC/MS (figura y tabla 7.15.1-1), proporcioné informacion de
la composicién del precipitado, en donde hubo dos picos mayoritarios con tiempo de retencién
de 20.81 min y 24.39 min, con porcentaje de probabilidad de similitud estructural del 84% con
7-metoxicumarina y del 78.1% con la escoparona (6,7-dimetoxicumarina).
Esto datos indican que los compuestos mayoritarios en el precipitado son cumarinas

metoxiladas.
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Figura 7.15.1-1. Cromatograma del precipitado.
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Tabla 7.15.1-1. Cromatograma del precipitado.

Retention Time : 20.819 min e o =5 Mzt : 131804.00
1007 TS g
=T
Signal Name Height Area Height % Area % e il
ME1Front TIC STAN 627019 1418005 10 =] £09
El Rt E 2
={g] £5| 2|88 8 2
Lzl |31 88 & 8
50 75 100 125 150 175 200 235 250 275 30D 525
Compound Naine Score Rev. Score Frob. % CAS#
2H-1-Benzopyran-2-one, 7-methaoxy- 885 a4 a4 531-59-9
4-Methoxycoumarin T&a 778 4 .66 20280-81-3
2H-1-Benzopyran-2-one, d-methoxy- TES 770 4,11 2445-81-0
4H-Chroman-4-one, T-mathoxy- 42 7h2 1.5 5761-52-0
1H-1,2,3,4-Tetrazale, 5-d4-methoxyphenyl}- 741 T84 1.44
Retention Time : 24.39 min L B Max - 50291200
102+ ©
Signal Name Helght Area Helghr$: Area % g
MS1Frent TIC SCAN 2390810 5395210 32 22 iy o %
o ] m
El T 22 £87
0 S g = 0O & o
wfz B o T E T E = 2
Sl LI YLD | 8
- — GDOAD 100 920 140 1B 18D A0 2A M0 XS0 20
Compound Naine Score Rev. Score Frob, % CAS#
Scoparcnea 289 291 7881 120-08-1
5,8-Dimethoxycumarin 817 a1v 10.97 A5T585-52-1
T.8-Dimethoxycoumarin g0z ag3 665 2445-80-2
4-hathowy-G-methaxycoumarin ] 7a6 1.84
2H-1-Benzopyran-2-one, T-hydroxy-8-methoxy-4-methyl- 742 851 0.55 3374-03-8
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7.15.2
Compuestos JM-1, JM-2, AH-4, AH-5, AH-6, AH-7
Los espectros de RMN de 'H y 13C, fueron analizados con el programa MestReNova

para obtener la prediccion de las moléculas.

En los 6 compuestos obtenidos se aprecian sefiales entre 6.26 y 6.35 ppm, que
corresponden al protén de la posicion 3,y 7.62 y 7.65 asignable al protén de la posicion 4 del
a —pirona (figura 7.15.2-1), y con respecto a RMN 3C se observan constantes las sefiales que

corresponden a los carbonos de las posiciones 3y 4 (tabla 7.15.2-1).

Tabla 7.15.2-1. Desplazamientos de *H y *C (400 MHz) que se mantienen en los 6

compuestos.
Compuesto o'H o'H [ e [ e
Posicion Posicion Posicion Posicion
3 4 3 4

JM-1 6.35 7.62 103.72 143.45
JM-2 6.30 7.64 107.98 143.30
AH-4 6.26 7.65 112.52 143.54
AH-5 6.26 7.65 112.54 143.44
AH-6 6.26 7.65 112.59 143.44
AH-7 6.26 7.65 112.92 143.63
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O O

Figura 7.15.2-1. Protones de |las

posiciones 3y 4 del a —pirona.

7.15.3 JM-1
De acuerdo a los resultados la molécula corresponde a la 6,7,8- trimetoxicumarina
(figura 7.15.3-1). Se observan sus sefiales caracteristicas, como los protones de los carbonos
1"y 17 (3H, S, 6'H, 4.04 ppm y 4.00 ppm, respectivamente), y adicionalmente el protén de la
posicién 8 (3H, S, 8'H, 3.91 ppm), el protdn de la posicién 3 (1H, d, J=9.55 Hz, &'H, 6.35 ppm),
el protén de la posicién 4 (1H, d, J=9.54 Hz, 8'H, 7.62 ppm), asi como el carbono de la posicion

2 (6'3C, 160.5 ppm), y esto se confirmé con los rayos X (figura 7.15.3-2 y tabla 7.15.3-2).

H.C
3

Figura 7.15.3-1. Estructura de 6,7,8-trimetoxicumarina.
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Los desplazamientos quimicos, asi como sus constantes de acoplamiento, son muy
similares a los reportados por Sanchez-Recillas et al. (2014), por lo que se puede confirmar
gue el compuesto JM-1, es 6,7,8- trimetoxicumarina.

Tabla 7.15.3-1. Desplazamientos quimicos (400 MHz) obtenidos de la RMN de H y 3C

del compuesto 6,7,8-trimetoxicumarina.

Posicién [} [¢]
multiplicidad,
H,J
1H 13C
1 —_ ——
2 160.5
3 6.36, d, 1H, 103.72
9.55 Hz
4 7.62,d, 1H, 143.45
9.54 Hz
4a 61.83
5 6.68, s, 1H 61.52
6 150.13
7 143.5
8 115.21
8a 114.34
1 3.91, s, 1H 56.32
2 4.00, s, 1H 56.32
3 4.04,s, 1H 56.32
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Reference: S Murdin, M.R_Mukhtar, K. Awang, AH.A Hadi, S.W.Ng
(2007) Acta Crystallogr. Sect E:Struct Rep Online ,63,03652

Formula;: CT: H-'z US

Compound Name: 6,7, 8-Trimethoxycoumarin

Space Group: Pbca Calf: a 13969%0) b 8.1160) c 19.790(1)
Space Group No.; 61 (4,% o 90.00 B 90.00 ¥ 90,00
R-Factor [%): 4.06 Temperature(K): 295  Density(gicm?);  1.399

Tabla 7.15.3-2. Datos cristalograficos del 6,7,8-trimetoxicumarina.

Figura 7.15.3-3. Estructura molecular del compuesto 6,7,8-

trimetoxicumarina obtenida por difraccion de rayos X.
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7.15.4 JM-2
De acuerdo a los resultados la molécula corresponde a la 6,7-dimetoxicumarina. Los

datos de los desplazamientos quimicos se muestran en la tabla 7.15.4-1. Se observan sefiales
caracteristicas de esta molécula, como las de los protones 1’y 1” (3H, S, 8'H, 3.97 ppmy 3.94
ppm, respectivamente), el protén de la posicion 3 (1H, d, J=9.47 Hz, &'H, 6.30 ppm), el protdn
de la posicion 4 (1H, d, J=9.42 Hz, 3'H 7, 64 ppm), asi como la de los carbonos, en la posicién
2 (3*3C, 161.4 ppm) y los de la posicién 3 y 4 (d'°C, 108.1 ppm y &'3C, 143.4 ppm,
respectivamente). Ademas, en el espectro de '3C, se observan 10 sefiales que corresponden
a los 10 4tomos de carbono que se observar de la molécula, y esto se confirmd con los
espectros de *C-DEPT-90 y 3C-DEPT-135, con los carbonos de las posiciones 3, 4, 5y 8
(d%C, 107.98, 143.30, 113.56 y 100.1 ppm, respectivamente), que corresponden a sefiales de
carbonos terciarios en **C-DEPT90 y en *C-DEPT135; se observan los mismos carbonos que
en 13C-DEPT90, y una sefial adicional de los carbonos primarios de las posiciones 1’y 1”
(d%3C, 56.38 ppm). Los desplazamientos quimicos, asi como sus constantes de acoplamiento,
son muy similares a los reportados por Sanchez-Recillas et al. (2014), por lo que se puede

confirmar que el compuesto JM-2, es 6,7-dimetoxicumarina.

Figura 7.15.4-1. Estructura de 6,7-dimetoxicumarina.
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Tabla 7.15.4-1. Desplazamientos quimicos (400 MHz) obtenidos de la RMN de Hy 3C

de 6,7-dimetoxicumarina.

Posicion 5, [¢]
multiplicidad,
H,J
1H 13C
1 ——— ————
2 161.40
3 6.30, d, 1H, 107.98
9.47Hz
4 7.64, d, 1H, 143.30
9.42 Hz
4a 111.45
5 6.86, s, 1H 113.56
6 146.35
7 150.04
8 6.87, s, 1H 100.1
8a 152.85
1 3.97,s, 1H 56.23
1” 3.94, s, 1H 56.23
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7.15.5 AH-4
De acuerdo a los resultados la molécula corresponde a la 7-preniloxicumarina (figura
7.15.5-1). Se observan sus sefiales caracteristicas, como los protones de los carbonos 1’y 1”
(3H, S, 8'H, 1.83 ppmy 1.79 ppm, respectivamente), y adicionalmente el protén de la posicién
11 (1H, multiplete, d'H, 5.49 ppm), los protones de la posiciéon 10 (2H, d , 3'H, 4.60 ppm), el
protén de la posicion 3 (1H, d, J=9.55 Hz, d'H, 6.26 ppm), el protén de la posicién 4 (1H, d,
J=9.53 Hz, d'H, 7.65 ppm), asi como el carbono de la posicién 11a (56*3C, 139.38 ppm).

Figura 7.15.5-1. Estructura de 7-preniloxicumarina.
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Tabla 7.15.5-1. Desplazamientos quimicos (400 MHz) obtenidos de la RMN de 'H

y BC de 7-preniloxicumarina.

Posicion [} [¢]
multiplicidad,
H,J
1H 13C
1 ——— ————
2 161.38
3 6.26, d, 1H, 112.52
9.55Hz
4 7.65, d, 1H, 143.54
9.56Hz
4a 113.31
5 7.38,d, 128.79
1H,8.64Hz
6 6.85, dd,1H, 113.06
8.77, 2.40Hz
7 163.23
8 6.88, d, 1H, 101.65
2.41Hz
8a 155.98
9 ——— ———
10 4.60, d, 2H, 65.52
6.86Hz
11 5.49, 118.73
multiplete,1H
1l1la 139.38
1 1.79, s, 1H 18.37
17 1.83,s, 1H 25.90
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7.15.6 AH-5, AH-6, AH-7

Los resultados de los espectros de AH-5, 6 y 7, corresponden a la 7-metoxicumarina
(figura 7.15.6-1). Se observan sus sefiales caracteristicas, como la de los protones del carbono
CHs (38H, S, 8'H, 3.89 ppm), el protén de la posicion 3 (1H, d, J=9.54 Hz, 3'H, 6.26 ppm), el
protén de la posicion 4 (1H, d, J=9.48 Hz, &'H, 7.65 ppm), asi como la de los carbonos en la
posicion 2 (8'3C, 161.21 ppm), y los de la posicion 3 'y 4 (3'3C, 112.54 ppm y d'3C, 143.44
ppm, respectivamente). También se observan los acoplamientos orto entre los protones 5-6
(J=7.5- 8.3 Hz), orto de los protones 6-5 (J=7.5- 8.3 Hz) / meta 6-8 (J=1.5- 2.5Hz) y meta de
los protones 8-6(J=1.5- 2.5Hz) (figura 7.15.6-2). Ademas, en el espectro de '3C se observan
10 sefiales que corresponden a los 10 atomos de carbono de la molécula y esto se confirmé
con los rayos X (figura 7.15.6-4). Los desplazamientos quimicos, asi como sus constantes de
acoplamiento, son muy similares a los reportados por Sanchez-Recillas et al. (2014), por lo

gue se confirma que los compuestos, AH-5, 6 y 7 corresponden a 7-metoxicumarina.

Figura 7.15.6-1. Estructura de 7-metoxicumarina.
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Figura 7.15.6-2. Sistema spin de 3 protones

__HB

de 7-metoxicumarina.

Tabla 7.15.6-1. Desplazamientos quimicos (400 MHz) obtenidos de la RMN de 'H y *3C de

7-metoxicumarina.

AH-5 AH-6 AH-7
o, multiplete, H, J o) o, multiplete, H, J o) o, multiplete, H, J o)
Posicion
1H 1SC 1H 13C 1H 13C
1 —_—- ——- ——- —- ——- ——-
2 161.21 161.21 161.53
3 6.26, d, 1H, 112.54 |6.26, d, 1H, 9.55Hz| 112.59 6.26, d, 1H, 9.55Hz| 112.92
9.54Hz
4 7.65,d, 1H, 143.44 |7.65, d, 1H, 9.48Hz| 143.44 7.65,d, 1H, 9.48Hz| 143.63
9.48Hz
4a 112.57 112.59 113.36
5 7.39,d, 1H, 128.78 |7.38, d, 1H, 8.57Hz| 128.77 7.38,d, 1H, 8.57Hz| 129.16
8.58Hz
6 6.84,dd, 1H, 9.22, | 113.10 |6.83,dd, 1H, 9.23, | 113.10 6.83, dd, 1H, 9.23, | 113.50
2.44Hz 2.45Hz 2.45Hz
7 162.85 162.85 162.85
8 6.87,d, 1H, 100.85 |6.87, d, 1H, 2.44Hz| 100.86 6.87,d, 1H, 2.44Hz| 101.17
2.44Hz
8a 155.92 155.93 156.25
1 3.89, s, 3H 55.79 3.88, s, 3H 55.78 3.88, s, 3H 55.99
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Figura 7.15.6-3. Cristalografia de rayos X de metoxicumarina.

Figura 7.15.6-4. Estructura obtenida por difraccion de rayos X de 7-

metoxicumarina.

105




7.16 Propiedades fisicoquimicas de 7-metoxicumarina, 6,7-dimetoxicumarina, 6,7,8-

trimetoxicumarinay 7-preniloxicumarina.
Algunas de las propiedades fisicoquimicas de 7-metoxicumarina, 6,7-
dimetoxicumarina, 6,7,8-trimetoxicumarina y 7-preniloxicumarina se muestran en la tabla 7.11-
1.

Tabla 7.16-1. Propiedades fisicoquimicas de 7-metoxicumarina, 6,7-dimetoxicumarina, 6,7,8-

trimetoxicumarina y 7-preniloxicumarina. Fuente: (ChemAxon, 2020; Molinspiration Cheminformatics, 2023).

Nombre de la 7- 6,7- 6,7,8- 7-
propiedad metoxicumarina | dimetoxicumarina| trimetoxicumarina| preniloxicumarina
Log P
2.05 1.90 1.82 3.4
Peso Molecular
176.17 g/mol 206,19 g/mol 236.22 g/mol 230.26 g/mol
Férmula Molecular
C10HgOs3 C11H1004 C12H1205 C14H1403
Numero de atomos 17
13 15 17
Aceptores de
enlace de 3 4 5 3
hidrogeno
Donadores de
enlaces de 0 0 0 0
hidrogeno
Estado fisico
Soélido Sélido Sélido Sélido
Numero de
enlaces rotables 1 2 3 3
Area superficial
topologica 355 A 448 A 54.0 A 355A
Punto de fusién
(Tebrico) 117.0-118.0 °C 144°C 103.0- 104.0°C 77-78 °C
Punto de fusion
(Experimental) 110.0 -112.0 °C 142.0- 143.0 °C 99.0- 100.0°C 62-63 °C
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7.17 Evaluacion del efecto traqueorrelajante de los compuestos obtenidos de Tagetes lucida
ala dosis efectiva media.
Se evaluo los diferentes compuestos aislados, a la concentracion efectiva media (CEso)
del EEtOHTI en anillos aislados de traquea.

Como pueden observar los compuestos 7-preniloxicumarina, 6,7-dimetoxicumarinay 7-
metoxicumarina, provocaron relajacion del 100% en comparacion con 6,7,8-

trimetoxicumarina, cuya relajacién fue 70%.

Compuestos aislados de Tagetes lucida
N 7-preniloxicumarina
100+ mm 6,7-dimetoxicumarina
‘S *Ekk*k ’ .
e BEm 7-metoxicumarina
% Em 6,7 8-trimetoxicumarina
& 50+
P
*** p < 0.001 vs 7-prenil,6,7-dimetoxi,
0- 7-metoxi; cumarina.
P & .;\00 gé"b
2 2 ?
& & & &
g & g N
R 4N g o
¥ O 5 x€
S ) & &
OQ /b ’
A A a2
© o)
[35.7na/mL]

Figura 7.17-1. Porcentaje de relajacion a la CEsy de los compuestos sobre anillos aislados de

traquea.
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7.18

Investigaciones en relaciones estructura-actividad sugieren que el aumento en las
cadenas lipdfilas de las posiciones 6 y / o 7 de la estructura general de la cumarina, aumenta
el efecto relajante traqueal de las ratas, mientras que la disminucion en la lipofilia sobre estas
posiciones, el efecto también se reduce. Por lo que los compuestos 7-preniloxicumarina, 6,7-
dimetoxicumarina y 7-metoxicumarina, al poseer grupos éter en la posicion 6 o 7 o0 en ambas,
producen relajacion, sin embargo, 6,7,8-trimetoxicumarina, al estar sustituido en la posicion 8,
disminuy6 el efecto relajante quiza por disminucion en la afinidad con el blanco terapéutico
(Sanchez-Recillas et al., 2014).

Determinacion del efecto vasorrelajante de 7-preniloxicumarina
Se evaluo el efecto vasorrelajante de 7-preniloxicumarina. Los datos experimentales
muestran que 7-preniloxicumarina indujo vasorrelajacion independiente de endotelio y

dependiente de la concentracion sobre anillos de aorta aislada de rata.

Tabla 7.18-1. Concentraciones medias del efecto vasodilatador y porcentaje de relajacion

de 7-preniloxicumarina en tejido con endotelio (e+) y en tejido sin endotelio (e-).

Evaluado % de relajacion en CEs, (ug/ml)
aorta
7-preniloxicumarina (e +) 96.78% 232.97 +/- 7.53
7-preniloxicumarina (e -) 92.1% 253.49 +/- 3.69

108




e Carbacol
+  7-preniloxicumarina e+
—w— T-preniloxicumarina e-

a4 _ _ |—=— Nifedipina
| | "'- ; ¥ F'S '!'—1'..__‘
* - L 5. .!""
o] b .3
= 40 * B
S *
5 1 . I
Kos - I
T 50 - * g !
7]
i ", [
- .
80 "
u s . - j
100 - = $
01 1 10 100

Log [uM]
Figura 7.18-1. Efecto vasorrelajante dependiente de la concentracion de 7-

preniloxicumarina en anillos de aorta aislada de rata, con (e+) y sin endotelio (e-).

Como se muestra en la figura 7.18-1, 7-preniloxicumarina es vasodilatador con eficacia
del 96.78% y con CEsp de 232.97 +/- 7.53 pg/ml, en anillos con endotelio. El efecto en los
anillos sin endotelio 92.1% de eficacia, con CEso de 253.49 +/- 3.69 pyg/ml, indica que el efecto
relajante de 7-preniloxicumarina es independiente del endotelio. Tal efecto puede ser por la
produccion de éxido nitrico (endotelio) y/o receptores acoplados a proteina G, involucrados en

regular la contraccion y relajacion del muasculo liso y/o bloqueo de canales de calcio.
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7.19 Determinacion del efecto traqueorrelajante de 7-preniloxicumarina

Se evaluo el efecto traqueorrelajante de 7-preniloxicumarina, con curvas concentracion-

respuesta de relajaciéon, en el modelo ex vivo de anillos de trdquea aislados de rata, contraidos

por Carbacol [1 uM]. Como se observa en la tabla 7.19-1, 7-preniloxicumarina tuvo 100 %
eficacia y con CEso de 94.07 +/- 1.79 ug/ml, mayor que el de la Teofilina (control utilizado). Es

importante mencionar que 7-preniloxicumarina generé traqueorrelajacién dependiente de la

concentracion.

Tabla 7.19-1. Concentraciones medias y eficacia maxima del efecto traqueorrelajante

de 7-preniloxicumarina.

5 —— m
Evaluado % de relajacion CEx, ( g/ml)
en traquea
7-preniloxicumarina 100 94.07 +/- 1.79
Teofilina 69.04 324.64 +/- 3.05
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Figura 7.19-1. Efecto traqueorrelajante dependiente de la

preniloxicumarina vs. Teofilina en anillos de traquea aislados de rata.

concentracion de 7-
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Investigaciones en relaciones estructura-actividad, sugieren que el aumento en las
cadenas lipdfilas de las posiciones 6 y / o 7 de la estructura general de la cumarina, aumenta
la relajacion traqueal de las ratas, mientras que la disminucion en la lipofilia sobre estas
posiciones, el efecto se reduce. Por lo que el efecto por la 7-preniloxicumarina, al poseer una
sustitucion de un grupo prenilo con un grupo éter en la posicién 7, le confiere el efecto

traqueorrelajante.

Se sugiere que la actividad mostrada (figura 7.19-1), es por la disminucion de la
afluencia de calcio al bloquear los canales de calcio de la membrana, asi como el bloqueo de
los canales de calcio intracelulares, provocando relajacion por disminucion del calcio

intracelular (Sanchez et al., 2014).
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7.20 Evaluacion Toxicolégica
La toxicidad aguda se define como: ‘los cambios adversos que ocurren de inmediato o
en periodo corto de tiempo tras la administracidén y corta exposicion de una o multiples dosis
en un periodo no mayor a 24 horas de una sustancia quimica’. Asi, un efecto adverso resulta
por disfuncidn y/o alteracion bioquimica que afecta la homeostasis del organismo y que podria

ser letal por la entidad quimica.

Para evaluar el efecto toxicologico tras administrar una sola dosis del EEtOHTI, se
determind la toxicidad aguda, acorde con el apartado 423 de la OCDE; este informa el rango
de DLso de la muestra de prueba, y permite clasificar a la muestra de prueba de acuerdo al
sistema globalmente armonizado de clasificacion y etiquetado de productos quimicos (SGA)
(Schlede et al. 2005). EI SGA tiene entre sus propositos mejorar la proteccion de la salud
humana y del medio ambiente, al facilitar un sistema homogéneo con una base comdn y
coherente de clasificacion, para comunicar los peligros de una sustancia. Asi, la clasificacion
se refiere a los peligros derivados de las propiedades intrinsecas de sustancias y mezclas, ya

sean naturales o sintéticas (SGA, 2011).

De acuerdo a la SGA, las sustancias se clasifican en cinco categorias de toxicidad,
basadas en la toxicidad aguda por ingestion, absorcion cutanea o inhalacion. Los valores de
toxicidad aguda se expresan en valores aproximados de DLso 0 CLso 0 en estimaciones de la
toxicidad aguda (ETA).

Tabla 7.20-1. Categorias de peligro de toxicidad aguda por ingestién y elementos que

deben figurar en la etiqueta (modificado de SGA, 2011).

Ingestion Categoria1 Categoria2 Categoria3 <Categoriad4 Categoria 5 |
(mgka) ] :
Rango de valores
experimentales de n=5s 5 =50 =0 < 00 300 <2000 2000 = SO00
toxicidad aguda
Eetimaclén puntual

obtenida de toxicidad 0.5 5 100 500 2500
aguda
Canegorie Caepocia 3 Cacacca3 Capcpieia =
ke el
Simbolo b o k23000, 2 Sin simbolo
Puligen Pl
Palabra de advertencia Peliare 2aligro Peligro Alencia Atencidn
Fuede ser
Adartal en fiortal en Toxko en Nockhvo en
TR > nocvo an
Indicacion de peligro a0 ok caso e oo gy
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En la tabla 7.20-2 se presentan los resultados tras la administracion de las diferentes

dosis evaluadas del EEtOHTI, en cada grupo formado por 3 ratones hembra de la cepa Balb/c,

observando 4 horas, 24 horas y 14 dias, posteriores a la administracion.

Tabla. 7.20-2. Resultados del ensayo toxicolégico agudo del EEtOHTI a cada dosis.

Dosis Grupos Diferencia de | Mortalidad Observaciones
(mg/Kg) | (# animales) peso
5 3 No 0/3 No se observé ningdn cambio
conductual, ni fisico.
50 3 No 0/3 No se observé ningdn cambio
conductual, ni fisico.
300 3 No 0/3 No se observd ningin cambio
conductual, ni fisico.
1120 3 No 0/3 Disminucién de la actividad a los 5
minutos y sedacion a los 10 minutos.
A las 2 horas post administracion
regresaron a su comportamiento normal.
2000 3 N/A 3/3 Disminucién de la actividad a los 5

minutos y sedacion a los 10 minutos.

A las 2 horas post administracion no
regresaron a su comportamiento normal
y hubo decesos a las 4 horas post
administracion.

Asi, el EEtOHTI se clasifica en la categoria 4, correspondiente a sustancia nocivas,

dado que con la dosis mas alta evaluada (2,000 mg/kg) hubo mortalidad, también se observan

los resultados sobre cambios fisicos o conductuales durante el ensayo toxicoldgico.
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7.21 CONCLUSION
Es evidente que las cumarinas simples son una magnifica alternativa en el
descubrimiento de nuevas moléculas con actividad biolégica, partiendo de que las especies
vegetales ofrecen una diversidad estructural con mecanismos de accion novedosos, y no se

descarta que puedan ser de mucho interés farmacéutico.

Derivado de los experimentos de la evaluacién traqueorrelajante, vasorrelajante y
antihiperglucémico, el extracto etandlico, asi como las cumarinas asiladas de Tagetes lucida
(7-preniloxicumarina, 6,7-dimetoxicumarina y 7-metoxicumarina, 6,7,8-trimetoxicumarina),

producen antihiperglucemia, traqueorrelajacion y vasorrelajacion.

La 7-preniloxicumarina es 100% traqueorrelajante con CE;,94.07 +/- 1.79 pg/ml, y no

hay antecedentes cientificos de esta actividad farmacologica atribuida a esta cumarina.
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7.23 ANEXOS:
7.23.1 Cromatogramas del precipitado

Data file: 2021-05-21 21-39-22-05-00-03.dx

Sequence Name: DGOCMS-2521-E5-21 19-56-30-05- Project Mame: AROMATICOS

Sample name: jm Operator : Lab Parasitologia
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7.23.2 Espectros
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Espectro 1. Espectro de RMN *H de 6,7,8-trimetoxicumarina. (JM-1)

ABARAIL = MILe, LIUh1 SIGLSL 1301, 143, TS IL LIRS LT, T2 TR EL SLEL
WREg DA E |3 L

1 I y | ht |

Tl
LRI
i

sl
a

—
150
=531

o ——".

e D

o 1]

it

ADD

FEs0D

EHE D

1505

FImo

bes  lED 155 150 L4540 135 133 1I i@ LIS 1J:iH:I IJI:IS HICU <] = &5 a8 75 i 55 &0 Sk

S

Espectro 2. Espectro de RMN *3C de 6,7,8-trimetoxicumarina (JM-1).
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Espectro 3. Espectro de RMN *H de 6,7-dimetoxicumarina (JM-2).
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Espectro 4. Espectro de RMN 3C de 6,7-dimetoxicumarina (JM-2).
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Espectro 5. Espectro de RMN *C DEPT-90 de 6,7-dimetoxicumarina (JM-2).
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Espectro 6. Espectro de RMN **C DEPT-135 de 6,7-dimetoxicumarina (JM-2).
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Espectro 7. Espectro de RMN *H de 7-metoxicumarina (AH-5).
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Espectro 8. Espectro de RMN *C de 7-metoxicumarina (AH-5).
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Espectro 9. Espectro de RMN *H de 7-metoxicumarina (AH-6).
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Espectro 10. Espectro de RMN *3C de 7-metoxicumarina (AH-6).
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Espectro 11. Espectro de RMN 'H de 7-metoxicumarina (AH-7).
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Espectro 12. Espectro de RMN *3C de 7-metoxicumarina (AH-7).
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Espectro 13. Espectro de RMN H de 7-preniloxicumarina (AH-4).
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Espectro 14. Espectro de RMN **C de 7-preniloxicumarina (AH-4).
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Espectro 15. Espectro de RMN *3C de 7-preniloxicumarina (AH-4).
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