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1. RESUMEN

La diabetes mellitus es un conjunto de alteraciones metabdlicas que afecta al 8.5% de
la poblacién adulta mundial y al 15.8% de la poblacién mexicana. Mediante el control de la
glucosa sanguinea a través de diferentes hipoglucemiantes orales es posible prevenir las
complicaciones a largo plazo ocasionadas por la diabetes. Dentro de los farmacos utilizados
para el tratamiento de la diabetes se encuentran los inhibidores de a-glucosidasas, los cuales

retrasan la absorcion de los carbohidratos, reduciendo el pico de hiperglucemia postprandial.

A pesar de contar con antecedentes del uso de Eysenhardtia polystachya y Calea
integrifolia en el tratamiento de la diabetes mellitus tipo 2, aln no existen registros en la
literatura cientifica que expliquen el mecanismo de accion de ambas especies. Por lo que en
el presente estudio se probaron los efectos de los extractos etanol-agua (1:1) de la parte aérea
de Eysenhardtia polystachya y acuoso de la parte aérea de Calea integrifolia sobre la

actividad in vivo e in vitro de las enzimas a-glucosidasas de levadura y de intestino de rata.

Los resultados de las pruebas de tolerancia oral a la sacarosa en ratas Wistar
normoglucémicas e hiperglucémicas STZ-NA (estreptozotocina-nicotinamida) mostraron
que el extracto de C. integrifolia no inhibi6 ni disminuy6 de manera significativa el pico
hiperglucémico postprandial. Por su parte, con el extracto de E. polystachya hubo una
disminucion significativa del pico hiperglucémico postprandial, pero no una inhibicién. Los
ensayos in vitro permitieron observar que éstas especies no tienen un efecto inhibitorio sobre
las enzimas a-glucosidasas de rata. Con respecto al ensayo realizado con a-glucosidasas de
levadura, se observé una tendencia hacia la disminucion de la actividad in vitro con E.

polystachya, mientras que con C. integrifolia no se obtuvo inhibicion.

Los resultados obtenidos contribuyeron al entendimiento del mecanismo de accion de
ambas plantas y permitieron determinar que ni C. integrifolia ni E. polystachya tienen un
efecto inhibitorio sobre las enzimas a-glucosidasas. Debido a lo anterior, serd necesario
realizar otros protocolos experimentales que permitan dilucidar el mecanismo de accion a

través del cual estas plantas ejercen su efecto hipoglucemiante.



2. INTRODUCCION

La diabetes mellitus (DM) es considerada una de las mayores emergencias de salud a
nivel mundial del siglo XXI. Una persona que padece diabetes presenta niveles elevados de
glucosa sanguinea debido a una produccion insuficiente de insulina y/o a una respuesta

inapropiada del cuerpo a esta hormona (International Diabetes Federation, 2017).

Los niveles elevados de glucemia se encuentran asociados a dafios en el sistema
vascular a largo plazo (Guzméan-Juarez y Madrigal-Bujaidar, 2003). Este tipo de
complicaciones termina siendo la principal causa de morbilidad y mortalidad entre los
pacientes diabéticos. Por lo tanto, si la diabetes no es diagnosticada y controlada, puede tener
efectos devastadores e irreversibles en el organismo (International Diabetes Federation,
2017).

Al ser la diabetes un grupo diverso de trastornos metabdlicos con diferentes causas, se
sabe que numerosos procesos patogénicos estan involucrados en su evolucion. Sin embargo,
se han identificado algunos elementos clave en la etiopatogénesis de la diabetes,
determinando que hay participacion tanto de factores genéticos, como de factores
ambientales (World Health Organization, 1985). ElI cambio en el estilo de vida que ha
ocurrido en la sociedad durante los ultimos 50 afios, es decir, la reduccion de la actividad
fisica y una mayor ingesta calorica, han ocasionado un aumento en la prevalencia de la
diabetes, especificamente de la DM2 (Feinglos y Bethel, 2008). Lo anterior se refleja en las
cifras publicadas por la Federacion Internacional de Diabetes (IDF, por sus siglas en inglés),
pasando de 382 millones de diabéticos en 2013 a 425 millones en el afio 2017 (International
Diabetes Federation, 2017)

Conociendo las consecuencias a las que se dirige una poblacion con un nimero elevado
de personas diabéticas, resulta necesario llevar a cabo investigaciones que nos permitan
ampliar el conocimiento sobre este padecimiento con el propdésito de alcanzar su contencion
y prevencion. Lo anterior permitira lograr una reduccion de las complicaciones que se

desarrollan a largo plazo, asi como su morbilidad y mortalidad.



El control de la concentracion de glucosa sanguinea es el principal objetivo de los
farmacos empleados en el tratamiento de esta enfermedad, denominados hipoglucemiantes
orales. Si esto se logra, entonces resulta posible retrasar o erradicar la aparicion de

complicaciones posteriores (Andrade-Cetto et al., 2008).

Los inhibidores de a-glucosidasas se encuentran entre los hipoglucemiantes orales que
retrasan la absorcion de carbohidratos en su forma simple, lo cual permite reducir los niveles
de hiperglucemia postprandial. La acarbosa es el farmaco de este tipo de hipoglucemiantes
mas utilizado en el tratamiento de la DM2 y es un producto natural aislado de la fermentacion

de cultivos de Actinoplanes sp. (Schmidt et al., 1977).

Asi como la acarbosa, otros farmacos hipoglucemiantes han sido aislados de fuentes
naturales, algunas de las cuales son utilizadas por la medicina tradicional. La riqueza vegetal
de nuestro pais y el amplio uso de extractos herbales para el tratamiento de esta enfermedad,
nos provee de un extenso material, cuyos usos y efectos deben ser investigados, entendidos
y confirmados para lograr la obtencién de nuevos farmacos (Andrade-Cetto y Heinrich,
2005).

El uso de palo azul (Eysenhardtia polystachya) y jehuite amargoso (Calea integrifolia)
en la medicina tradicional mexicana para el tratamiento de la diabetes, asi como los estudios
realizados con anterioridad (Pérez-Gutiérrez y Garcia-Baez, 2014; Pérez-Gutiérrez et al.,
2016), las proponen como potenciales agentes hipoglucemiantes de los cuales resulta

necesario determinar, entre otros aspectos, su mecanismo de accion.



3. ANTECEDENTES

3.1 GENERALIDADES SOBRE DIABETES MELLITUS.

La diabetes mellitus se define como un conjunto de enfermedades metabdlicas
caracterizadas por una condicion de hiperglucemia crénica, ocasionada por la produccion
insuficiente de insulina debido al fallo de las células B pancreaticas, por defectos en la accion

de esta hormona sobre los tejidos blanco 0 ambas (International Diabetes Federation, 2017)

La insulina es sintetizada y secretada por las células B pancreaticas, estas células son
consideradas sensores energéticos, ya que se encuentran monitoreando de manera constante
la concentracion de glucosa sanguinea. La secrecion de insulina desde las células P es
estimulada por diversos compuestos, denominados secretagdgos, algunos de los cuéles son:
nutrientes metabolizados, neurotransmisores, hormonas o farmacos; siendo el mecanismo

estimulado por la glucosa, el principal y el mejor caracterizado (Fig. 1) (Hiriart et al., 2013).

Glucosa

arp @
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l ATP
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Figura 1. Secrecion de Insulina estimulada por Glucosa desde la célula p pancreatica. La glucosa ingresa
alacélula B por el GLUT2 para ser convertida a piruvato y obtener ATP, cuya elevada concentracion cierra los
canales Karp y abre canales TRPs, de Na*y de Ca?*tipo T y L, despolarizando la membrana; la elevada
concentracion de Ca?* permite el movimiento y la secrecion de la insulina desde las vesiculas (Modificado de
Hiriart et al., 2013).



En condiciones no patoldgicas, después de que la insulina es secretada, viaja por
torrente sanguineo y se une a su receptor en los tejidos diana (receptor de insulina),
desencadenando multiples vias de sefializacion, principalmente en masculo esquelético,
tejido adiposo e higado (Grupo de Trabajo Resistencia a la Insulina de la Sociedad Espafiola
de Diabetes, 2002; Olivares-Reyes y Arellano-Plancarte, 2008).

Las acciones de esta hormona son diversas; sin embargo, sus principales funciones en
los tejidos mencionados, son aumentar la captacion, el transporte y la oxidacion (glucolisis)
de glucosa. Ademas, en el tejido adiposo inhibe la hidrolisis de acidos grasos (lipolisis), y en
el higado la sintesis de glucosa (gluconeogénesis) (Fig. 2) (Grupo de Trabajo Resistencia a
la Insulina de la Sociedad Espafiola de Diabetes, 2002; Olivares-Reyes y Arellano-Plancarte,
2008).

Musculo
esquelético

Tejido adiposo

~an

INSULIN A 1 Captacion y transporte de glucosa

1 Captac.i(').n y transporte de glucosa 1 Glucolisis
1 Glucolisis 1 Lipogénesis
1 Glucogenogénesis | Lipolisis

1 Captacion y transporte de aminodcidos
1 Sintesis proteica
1 Catabolismo proteico

1 Captacion y transporte de glucosa
1 Glucolisis
i 1 Glucogenogénesis
ngado | Gluconeogénesis
1 Lipogénesis
1 Captacion y transporte de aminoacidos
1 Sintesis proteica
| Catabolismo proteico

Figura 2. Accién de la Insulina sobre los principales tejidos blanco (musculo esquelético, tejido adiposo e
higado). La insulina participa en multiples procesos metabdlicos que permiten regular los niveles de glucosa
sanguinea (Adaptado de Grupo de Trabajo Resistencia a la Insulina de la Sociedad Espafiola de Diabetes, 2002).



La deficiencia en la produccion y liberacion de insulina desde las células f pancreaticas
se debe al fallo de las mismas, el cual comienza desde muchos afios antes del diagnostico
de la enfermedad. La disfuncion de éstas células implica tanto la pérdida de su masa,
como de su funcidn, y ocurre por la activacién de vias apoptoticas, provocando una reduccion
en el nimero de células y por lo tanto en la secrecion de insulina (Keane y Newsholme,
2014).

La resistencia a la insulina, es una condicion patolégica en la que existe una
disminucion en la capacidad de esta hormona para ejercer sus acciones biolédgicas, como
consecuencia de una deficiencia en su sefializacién (Grupo de Trabajo Resistencia a la
Insulina de la Sociedad Espafiola de Diabetes, 2002; Olivares-Reyes y Arellano-Plancarte,
2008)

Las funciones adecuadas de la insulina, y por ende, el mantenimiento
de las condiciones normales de glucemia, dependen del balance existente entre la
secrecion y la accion de la insulina (Stumvoll et al., 2005). Debido a lo anterior, es que en
un individuo diabético existe una alteracion en el metabolismo de nutrientes como
carbohidratos, lipidos y proteinas, dirigiendo de esta forma a una condicion de

hiperglucemia crénica (Poretsky, 2010).

3.1.1 Clasificacion de la Diabetes mellitus

Antes de 1979, la clasificacion de diabetes se encontraba basada en ciertos
hallazgos clinicos en los pacientes, teniendo al menos seis categorias diferentes.
Entre los criterios diagnosticos que delimitaban a las categorias se pueden mencionar
algunos ejemplos, como la edad en que comenzaba la enfermedad, recibiendo el
nombre de diabetes juvenil o diabetes de adultos; o el tipo de tratamiento que recibian los
pacientes, denominandose diabetes insulino-dependiente o no insulino-dependiente
(Davidson, 2011; Poretsky, 2010).



Después de esta fecha, el Grupo Nacional de Datos de Diabetes (NDDG, por sus siglas
en inglés) en conjunto con la Organizacion Mundial de la Salud, establecieron un conjunto
de criterios que permitieran realizar un diagnostico de la diabetes, asi como una clasificacion
unificada de la misma. Fue asi como ambos drganos publicaron un reporte en el que
propusieron una division de la DM basada en el conocimiento acumulado que se tenia sobre
esta enfermedad, es decir, se basaron en una combinacion de manifestaciones clinicas,

patogénesis y tratamiento (Poretsky, 2010).

La clasificacion actual comprende cuatro grupos, los cuales se muestran en la Tabla 1.
Esta nueva clasificacion incluye los términos diabetes mellitus tipo 1 y tipo 2, los cuales
remplazan la terminologia empleada anteriormente que se basaba en el tipo de tratamiento
que recibian los pacientes. De esta manera, la diabetes mellitus insulino-dependiente (IDDM,
por sus siglas en inglés) paso a ser la diabetes tipo 1 (DM1), mientras que la diabetes mellitus
no insulino-dependiente (NIDDM, por sus siglas en inglés) es actualmente denominada
diabetes tipo 2 (DM2) (Poretsky, 2010).

Tabla 1. Clasificacion de la Diabetes mellitus (Tomado de American Diabetes Association, 2017)

I. Diabetes tipo 1

A. Autoinmune

B. Idiopatica
I1. Diabetes tipo 2
I11. Otros tipos

A. Defectos genéticos de la funcion de la célula
Defectos genéticos en la accion de la insulina
Enfermedad del pancreas exocrino
Endicrinopatias
Inducido por drogas o quimicos

Infecciones

® Mmoo w

Otros mediadores inmunes
H. Otros sindromes genéticos especificos

IV. Diabetes gestacional




La DM1 se caracteriza por presentar una deficiencia absoluta en la secrecion de
insulina debido a la destruccion de las células B por una respuesta del sistema inmune
frente a estas células, por lo que es denominada como un trastorno autoinmune (American
Diabetes Association, 2017). Se han identificado ciertos marcadores asociados
a la destruccion de estas células, los cuales se encuentran presentes en un 85-90% de
los pacientes recién diagnosticados con DM1 (American Diabetes Association, 2010;
Poretsky, 2010).

La etiologia de algunas otras formas de DML1 es poco conocida, por lo que son
denominadas idiopaticas. Aunque poco se sabe de estas formas de diabetes, se ha establecido
que son enfermedades heredadas y que no hay evidencia de autoinmunidad contra las
células f (American Diabetes Association, 2010; Poretsky, 2010).

El segundo grupo, la DM2 resulta de una combinaciédn de resistencia a la insulina y de
una alteracién en la secrecién de la misma, lo que impide mantener la homeostasis de la
glucosa (Hiriart et al., 2013). Por ser este tipo de diabetes al que se dirige el presente trabajo,
esta serd descrita detalladamente més adelante.

El tercer grupo de la clasificacion incluye los tipos de diabetes menos comunes
que se originan bajo condiciones especificas o por la presencia de algun sindrome (Guzman-

Juérez y Madrigal-Bujaidar, 2003).

Finalmente, el cuarto grupo de la clasificacion incluye al tipo de diabetes
que es diagnosticada durante el segundo o tercer trimestre del embarazo, por lo que recibe
el nombre de diabetes gestacional (American Diabetes Association, 2017; Poretsky, 2010).
La diabetes gestacional ocurre por una disminucion de la tolerancia a la glucosa,
generada por cambios metabolicos de origen hormonal (Guzman-Juarez y Madrigal-
Bujaidar, 2003).



3.1.2 Complicaciones de la Diabetes

Las complicaciones de la diabetes pueden clasificarse en dos grupos, las

complicaciones agudas y las complicaciones crénicas (Fig. 3) (Mediavilla-Bravo, 2001).

Las complicaciones agudas son de naturaleza metabdlica y potencialmente reversibles.
Este tipo de complicaciones ocurren bajo diversas circunstancias, pero la principal de ellas
es el abandono del tratamiento farmacoldgico. Dentro de esta clasificacion se incluyen la
cetoacidosis diabética y el sindrome hiperglucémico hiperosmolar no cetésico, las cuales
pueden presentarse en ambos tipos de diabetes; sin embargo, la primera de ellas es mas
recurrente en la DM1, mientras que la segunda se presenta con mayor frecuencia en la DM2
(Mediavilla-Bravo, 2001).

Por su parte, las complicaciones cronicas de la diabetes tienden a surgir
después de varios afios a partir del diagndstico de la enfermedad, se originan por niveles
constantemente elevados de glucosa sanguinea y se presentan generalmente en pacientes

con DM2, por lo que seran explicadas a detalle méas adelante (Mediavilla-Bravo, 2001).

¢ Cetoaciddsis diabética

AGUDAS * Sindrome hiperglucémico
hiperosmolar no cetdsico

COMPLICACIONES
DE LA DIABETES

— — Enfermedad arterial coronaria

MACROVASCULARES , Enfermedad vasculo-cerebral

Enfermedad arterial periférica
CRONICAS —
* Retinopatias

MICROVASCULARES ¢ Nefropatias

D — .

Neuropatias

—

Figura 3. Clasificacion de las complicaciones de la diabetes. Existen complicaciones agudas vy
complicaciones conicas, las cuales son caracteristicas de la DM1 y de la DM2, respectivamente (Adaptado de
Mediavilla-Bravo, 2001).



La cetoacidosis diabética afecta anualmente a un 2-5% de las personas que padecen
DML1. Se define como el estado en el que hay una presencia excesiva de cuerpos cetonicos
en la sangre, a consecuencia de la utilizacion de las grasas como fuente de energia, puesto
que la baja o nula secrecion de insulina impide la utilizacion de la glucosa (Mediavilla-Bravo,
2001).

Cuando existe insulinopenia o deficiencia de insulina y ademas ocurre un aumento
en la produccién de hormonas antagonistas de la insulina (glucagén, catecolaminas,
cortisol y hormona del crecimiento), se activan los procesos de glucogendlisis vy
gluconeogénesis, lo que produce un aumento en la produccion de la enzima lipasa
(Mediavilla-Bravo, 2001). Esta enzima produce un incremento en la concentracion de
triglicéridos y de acidos grasos libres, los cuéles son dirigidos al higado a traves del torrente
sanguineo, donde sufren un proceso llamado f-oxidacion, a partir del cual se obtiene acetil
CoA. Este producto, comin a la degradacion de polisacaridos, lipidos y proteinas, puede
producir cuerpos cetonicos (acetoacetato, acido B-hidroxibutirico y acetona) a traves del
proceso de cetogenesis, los cuales son parcialmente excretados en la orina y cuya
sobreproduccion lleva a un estado de acidosis (Mediavilla-Bravo, 2001; Tavera-Hernandez
y Coyote-Estrada, 2006).

Por su parte, el sindrome hiperglucémico hiperosmolar no cetésico ocurre cuando
existe una hiperglucemia sostenida, ocasionada por insulinopenia, alta produccion de
hormonas antagonicas de la insulina y baja captacion periférica de glucosa.
Con la hiperglucemia se produce glucosuria, y esto da como resultado una diuresis
osmética (aumento de la miccion) y, por lo tanto, un desequilibrio de agua y
electrolitos. Cuando la diuresis osmética es prolongada puede llevar al paciente
diabético a una estado de hipovolemia (disminucion del volumen total de la sangre)
y a una grave deshidratacion, ocasionando una pérdida de 8 a 12 litros de agua

corporal (Mediavilla-Bravo, 2001).
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3.1.3 Epidemiologia

La prevalencia global de la DM estd aumentando rapidamente como resultado del
envejecimiento de la poblacion, la urbanizacion y los cambios asociados al estilo de vida (Lei
Chenetal., 2012).

El mayor aumento de individuos diagnosticados con diabetes se registré en paises de
bajos y medianos ingresos, donde una importante proporcion de pacientes diabéticos se
encontraban entre los 40 y los 59 afios de edad, es decir, esta enfermedad tiende a presentarse

en una poblacién cada vez mas joven (Poretsky, 2010).

La DM2 corresponde al mayor porcentaje de individuos diagnosticados,
comprendiendo del 90 al 95% de los casos totales de diabetes, mientras que la DM1
representa entre un 5y 10% de los casos de diabetes a nivel global y su incidencia entre la
poblacion se debe a ciertos factores como la edad, la historia familiar, el ambiente, la genética
y la raza (Poretsky, 2010).

En la edicion del afio 2017 del Atlas de Diabetes de la Federacion Internacional de
Diabetes (IDF, por sus siglas en inglés), se estimd que casi 425 millones de personas, es
decir, el 8.8% de la poblacién mundial, vivia con dicha enfermedad; de este modo, casi fue
alcanzado el numero de pacientes diabéticos que la misma IDF estimd en 2009 se alcanzaria
hasta el afio 2030, que era de 438 millones de personas. El hecho anterior demuestra que la
diabetes presenta una rapida y evidente tendencia hacia el incremento (International Diabetes
Federation, 2017)

Las ultimas estimaciones realizadas por la IDF en 2017, indican que para el afio 2045
el nimero de personas diabéticas de 20 a 79 afios de edad se incrementara a 629 millones,
siendo la regién de Norte América y del Caribe la que presenta la mayor prevalencia per
capita, con uno de cada ocho adultos con esta enfermedad (Fig. 4) (International Diabetes
Federation, 2017)
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América del Oriente Medio y
Norte y el Caribe Norte de Africa Europa

46miliones

Sudeste
Asiatico

Pacifico
Occidental

Figura 4. NGmero estimado de personas con diabetes en el mundo y por regién en 2017 y 2045. (Tomado
de International Diabetes Federation, 2017).

Respecto al comportamiento de esta enfermedad en México, durante las Gltimas tres
décadas, el nUmero de mexicanos diabéticos diagnosticados ha aumentado. Lo anterior se
observa en la figura 5, donde se muestra que del afio 1980 al afio 2016, el porcentaje de

adultos diabéticos casi se duplicé (World Health Organization, 2016).
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Figura 5. Tendencia de la diabetes en hombres y mujeres mexicanos desde 1980 hasta el afio 2014 (Tomado
de World Health Organization, 2016)
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Segun las cifras reportadas por la Organizacion Mundial de la Salud (WHO, por sus
siglas en inglés) en el perfil proporcionado de los paises para la diabetes en 2016, un 10.4%
de la poblacion mexicana total padecia diabetes, es decir, casi 12 millones de adultos, siendo
las mujeres el género con mayor porcentaje de pacientes con un 11%, mientras que el 9.7%
de los hombres padece esta enfermedad. No obstante, la IDF publicé que un 15.8% de la
poblacion mexicana adulta padecia esta enfermedad y que casi un 34% de los mexicanos
adultos con diabetes aun no han sido diagnosticados, lo que aumentaria el numero de
pacientes (International Diabetes Federation, 2017; World Health Organization, 2016).

El aumento en la incidencia de la diabetes ha ocasionado que ésta enfermedad se perfile
como la segunda causa de muerte entre la poblacion mexicana, con un porcentaje
de mortalidad del 14%, solo por debajo de las enfermedades cardiovasculares (Fig. 6) (World

Health Organization, 2016).
Enfermedades
cardiovasculares
24%

Traumatismos 12%

Afecciones
transmisibles,
maternas,
perinatales y
nutricionales 11%

Canceres
12%
Otras
enfermedades no
transmisibles 21%
Enfermedades
respiratorias
Diabetes cronicas
14% 6%

Figura 6. Mortalidad proporcional: porcentaje total de muertes de todas las edades en México
(Tomado de World Health Organization, 2016)
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3.2 DIABETES MELLITUS TIPO 2

La DM2 es una enfermedad metabdlica caracterizada por presentar anormalidades en
el metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas. Es considerada un problema de salud
global que aumenta afio con afio, y es el tipo de diabetes mas comun entre la poblacion que
padece esta enfermedad (De Fronzo et al., 2015). La DM2 es causada por la interaccion de

una variedad de factores genéticos, epigenéticos y ambientales (Prasad y Groop, 2015).

3.2.1 Patogeénesis

A pesar de que la DM2 se presenta en el 90-95% de los pacientes diabéticos
diagnosticados, la patogénesis de esta enfermedad aiin permanece poco clara, principalmente
porque este tipo de diabetes es un sindrome heterogéneo con causas multifactoriales
(Ampudia-Blasco, 2003).

El riesgo de que wun individuo desarrolle DM2 depende de Ila
interaccion que ocurre entre los factores genéticos y ambientales a los que
¢éste se ve expuesto, los cuales afectan la funcionalidad de las células P pancredticas

y la sensibilidad periférica a la insulina (Ampudia-Blasco, 2003).

Algunos de los factores de riesgo a los que obedece este tipo de diabetes son la raza,
la edad, la historia familiar y en una proporcion mucho mayor, los habitos que dominan el
estilo de vida de las personas, asi como las condiciones comorbidas, entre las cuales, la mas
importante es la obesidad, la cual se encuentra intimamente relacionada al incremento en la
prevalencia de DM2 (Tabla 2) (Poretsky, 2010).

Para que tenga lugar la aparicion de esta enfermedad, es necesario que ocurra la
alteracion de la funcion de la célula B pancreatica, ademas de la resistencia
periférica a la insulina, y ya que una puede originar a la otra, aln no se ha

determinado cual de las dos ocurre en primer lugar (Ampudia-Blasco, 2003).
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Tabla 2. Factores de riesgo para DM2 (Modificado de Poretsky, 2010)

Edad > 45 afios

Obesidad (IMC segun el grupo étnico)
Historia Familiar de Diabetes

Inactividad fisica habitual

Raza o Etnicidad

Hipertension (> 140/90 mmHg en adultos)
Colesterol HDL (> 135 mg/dl)
Triglicéridos > 250 mg/dl

Alteraciones en la tolerancia a la glucosa
Alteraciones en los niveles de glucosa en ayunas
Historia de Enfermedad Cardiovascular
Sindrome de Ovario Poliquistico

Diabetes gestacional

Con base en el conocimiento que se tiene sobre esta enfermedad, se ha establecido
que si un individuo es susceptible a desarrollar DM2, atravesard entonces por
las dos etapas siguientes: i) adaptacion y ii) fallo (Alejandro et al., 2015).

En la etapa de adaptacion, el individuo ain es capaz de mantener la glucemia
en niveles normales, a expensas de un aumento en la secrecién de insulina
desde las células P pancredticas, 1o que lo lleva a un estado de hiperinsulinemia
(Ampudia-Blasco, 2003). Posteriormente, ocurre el fallo de la célula B pancreatica,
a través de procesos como el estrés oxidativo, el estrés del reticulo endoplasmico,
la glucotoxicidad y la lipotoxicidad, procesos que eventualmente llevan a la apoptosis de la
célula (Alejandro et al., 2015).
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Finalmente, el individuo continla con una baja secrecién de insulina y resistencia a la
misma, por lo que esta hormona no realiza sus funciones normales, ocasionando el aumento
de la lipdlisis en el tejido adiposo, la disminucion en el consumo de glucosa en el musculo

esquelético y una mayor liberacion de glucosa hepética (Fig. 7) (Stumvoll et al., 2005).

Pancreas

PR T Genes
- -~ . .
il e Adipocinas
F Falloenlas Inflamacion
\ células B 7 _ Hiperglucemia
S ’ Acidos grasos libres
~ - ~
it i s ot Otros factores

INSULINA A4

_-
7
4 . .
i Resistencia a
‘. lalnsulina
~
s a1

Lipélisis Produccion de glucosa
Consumo de glucosa
Musculo esquelético
Higado
Tejido adiposo X j
Acidos grasos Glucosa sanguinea

Figura 7. Patofisiologia de la Diabetes mellitus tipo 2. Diversos factores genéticos y ambientales contribuyen
al fallo de las células p pancreaticas, lo que provoca una disminucion en la secrecion de insulina. Aunado a esto,
los tejidos diana (musculo esquelético, higado y tejido adiposo) presentan resistencia a la insulina, lo que impide
que las vias de sefializacion de esta hormona se lleven a cabo correctamente. Especificamente, no hay captacion
de glucosa en el masculo esquelético, hay un aumento en la produccién de glucosa hepética (gluconeogénesis)
y hay un aumento en la lip6lisis en el tejido adiposo. Las dos primeras alteraciones contribuyen al aumento de
la glucosa sanguinea, mientras que el aumento de la lipdlisis provoca un crecimiento de la concentracion de los
acidos grasos (Tomado de Stumvoll et al., 2005).
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3.2.2 Epidemiologia

La DM2 es uno de los principales problemas de salud a nivel mundial y una de las
enfermedades con mayor impacto sociosanitario debido a su alta prevalencia, a las
complicaciones cronicas que produce y a su elevada tasa de mortalidad (Goday, 2002), como
ya se mencion0, corresponde al 90-95% de los casos totales de diabetes. Los cambios
culturales y sociales de la poblacion como el envejecimiento, la urbanizacién, la poca
actividad fisica y el elevado consumo calérico de los individuos, han propiciado el aumento

de este tipo de diabetes (International Diabetes Federation, 2017).

La DM2 puede afectar a cualquier individuo, a pesar de ello, en ciertas regiones del
mundo aparece en proporciones epidémicas. Por ejemplo, los indios Pima del estado de
Arizona y la poblacion Nauru en Oceania, son los grupos con mayor prevalencia de DM2,
siendo el 35y 20% de los habitantes quienes presentan esta enfermedad, respectivamente
(Goday, 2002; Poretsky, 2010). Mientras que en otras partes del mundo, la prevalencia
registrada oscila entre el 2 y el 15% (Poretsky, 2010).

Ademas del incremento observado entre los adultos mayores y de edad media, la DM2
ha aumentado entre adultos jovenes y nifios en paises como Estados Unidos, donde el 45%
delas personas diagnosticadas con diabetes son nifios, y en Japon, donde la prevalencia de
este tipo de diabetes en edades comprendidas entre 10-19 y 20-29 afios fue aproximadamente
del 50% y 75%, respectivamente. La aparicion de la DM2 desde una edad temprana fue

reportada también en China, México, India y Australia (Wenyi Kang et al., 2012).

En México, los estilos de vida poco saludables cada vez mas comunes en la poblacion
han propiciado un aumento en la obesidad y el sobrepeso, los cuales estan relacionados con
la DM2, por lo que la prevalencia de esta enfermedad también ha incrementado en las ultimas
décadas, pasando de un porcentaje de prevalencia del 4% en 1993 al 9.17% en 2012, es decir,
6.4 millones de mexicanos diabéticos adultos diagnosticados. Mientras tanto, el porcentaje
de adolescentes mexicanos con diagndstico previo de diabetes es del 0.68%, lo que representa
alrededor de 155 000 adolescentes diabéticos (Jiménez-Corona et al., 2013).
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Los datos anteriores demuestran que en los Gltimos 20 afios, el niUmero de mexicanos
diabéticos previamente diagnosticados ha incrementado, y como consecuencia,
también se ha observado un aumento en la prevalencia de las complicaciones de esta
enfermedad. De tal manera que desde el afio 2004, la diabetes es la segunda causa de
muerte en el pais con 64, 243 defunciones al afio, segin la ENSANUT (Jiménez-Corona et
al., 2013).

3.2.3 Manifestaciones clinicas

Frecuentemente, el paciente que padece diabetes es un individuo con sobrepeso u
obesidad, y normalmente no presenta otro tipo de sintomas asociados a la enfermedad.
Sin embargo, cuando existe una condicién de hiperglucemia crénica, el individuo diabético
presenta cuatro manifestaciones clinicas que ocurren debido a esta condicion. Estas
alteraciones son poliuria, polidipsia, polifagia y pérdida de peso, las cuales seran explicadas

a continuacion (Ortega-Hernandez et al., 2005).

Cuando la concentracion de glucosa sanguinea sobrepasa los niveles renales de
eliminacion, el organismo se ve condicionado a eliminar el exceso de ésta glucosa a traves
de un volumen de orina mayor al esperado, asi como una frecuencia de miccion mayor a la
usual, ésta manifestacion es denominada como poliuria. La pérdida excesiva de orina en el
organismo conduce a que el individuo aumente la ingesta de liquidos, lo que se conoce como

polidipsia (Ortega-Hern&ndez et al., 2005)

Como ya se menciond anteriormente, la hiperglucemia es causada por una
combinacion de la deficiencia en la secrecion y accion de la insulina, es decir,
los tejidos blanco no son capaces de captar la glucosa proveniente de los alimentos,
lo que obliga al organismo a consumir las proteinas y los lipidos de reserva,
ocasionando una pérdida de peso y por consiguiente un aumento del apetito o polifagia
(Ortega-Hernandez et al., 2005).
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3.2.4 Criterios diagnosticos de la diabetes tipo 2

Existen cuatro pruebas principales establecidas por la Asociacion Americana
de Diabetes (ADA, por sus siglas en inglés), mediante las cuales se lleva a cabo el
diagnostico de un individuo como paciente diabético. La ADA recomienda que estas
pruebas se realicen por duplicado para poder dar un diagnéstico certero (American Diabetes
Association, 2010).

La prueba de HbA1C (hemoglobina glicada) mide el promedio en porcentaje de
glucosa en sangre durante los ultimos 2 0 3 meses; la prueba de glucosa plasmatica en ayunas
mide el nivel de glucosa en la sangre cuando el organismo se encuentra en ayuno (American
Diabetes Association, 2010). Otra de las pruebas diagnoésticas es a prueba de tolerancia oral
a la glucosa, la cual mide los niveles de glucosa sanguinea antes de tomar una carga de
glucosa y dos horas después de haber tomado la carga. Y finalmente, la prueba aleatoria o
causal de glucosa plasmatica permite medir los niveles de glucosa a cualquier hora del dia

(American Diabetes Association, 2010)

En la tabla 3 se indican los valores minimos que deben obtenerse en cada prueba para

poder dar un diagnostico de diabetes.

Tabla 3.Criterios diagnosticos de la Diabetes mellitus tipo 2
(Tomado de American Diabetes Association, 2017)

HbA1C>6.5%
Glucosa plasmatica en ayunas > 126 mg/dl
Prueba de tolerancia oral a la glucosa > 200 mg/dl (2 horas después)

Prueba aleatoria de glucosa plasmatica > 200 mg/dl
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3.3 COMPLICACIONES DE LA DIABETES MELLITUS TIPO 2

La hiperglucemia cronica, caracteristica comdn de todos los tipos de diabetes
principalmente de la DM2, se asocia con las complicaciones cronicas, es decir, con el fallo,
la disfuncion y el dafio a largo plazo de diferentes érganos, especialmente de ojos, rifiones,

nervios, corazén y vasos sanguineos (Prasad y Groop, 2015).

De igual forma, los niveles elevados de glucemia postprandial promueven procesos que
causan disfuncion endotelial, como el estrés oxidativo, la modificacion de lipoproteinas, la
glicacion y el aumento en la concentracion de productos finales de glicacion avanzada
(Giacco et al., 2016).

El deterioro del sistema vascular que provocan las complicaciones crénicas, termina
siendo la principal causa de morbilidad y mortalidad de los pacientes que las presentan
(Sanchez-Rodriguez, 2010). Es decir, las repercusiones de las complicaciones
macrovasculares constituyen la principal causa de muerte en los pacientes diabéticos;
mientras que las repercusiones de las complicaciones microvasculares afectan notablemente
la calidad de vida de los pacientes y representan un elevado costo para el sistema sanitario
(Mediavilla-Bravo, 2001).

Este tipo de complicaciones, se dividen a su vez en complicaciones microvasculares y

complicaciones macrovasculares, segun el tipo de vaso sanguineo que se vea afectado.

3.3.1 Complicaciones macrovasculares

Las complicaciones crénicas macrovasculares (aterosclerosis) se refieren a la
afectacion arteriosclerética de los vasos sanguineos de mediano y gran calibre. Estas
complicaciones representan la principal causa de mortalidad y morbilidad entre los pacientes
diabéticos, pues cerca del 75-80% de estos pacientes muere de causa vascular (Mediavilla-
Bravo, 2001; Sanchez-Rodriguez, 2010).
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Las complicaciones macrovasculares son enfermedades de las arterias coronarias,
la cuales ocurren cuando las arterias que suministran sangre al organismo se endurecen
y se vuelven mas estrechas; enfermedades de las arterias periféricas, que ocurren
cuando existe un estrechamiento de los vasos sanguineos fuera del corazon; y
enfermedades vasculares cerebrales que ocurren por la obstruccion de una arteria,
lo que produce una interrupcion o pérdida repentina del flujo sanguineo cerebral (Mediavilla-
Bravo, 2001).

3.3.2 Complicaciones microvasculares

Las complicaciones cronicas microvasculares ocurren por la afectacion de los capilares
y se relacionan intimamente con la duracidon y magnitud de la hiperglucemia (Mediavilla-
Bravo, 2001).

La DM provoca oftalmopatias diabéticas ya que puede afectar a cualquier
estructura del aparato visual, como el cristalino produciendo cataratas, la camara
anterior provocando glaucoma del &ngulo abierto, la cdrnea, el iris, el nervio dptico, los
nervios oculomotores y, por supuesto, la retina. La retina es la estructura ocular mas afectada
por la enfermedad, ocasionando wuna retinopatia diabética, la cual es la
complicacion méas frecuente que presentan los diabético, en especial los pacientes
con DM2 (Mediavilla-Bravo, 2001).

El engrosamiento de los glomerulos de las nefronas de los rifiones, llamada nefropatia
diabética es la causa principal de insuficiencia renal y una de las complicaciones mas
importantes de la diabetes a largo plazo. Las nefropatias se manifiestan con un aumento de
la excrecion urinaria de albumina y alteraciones en la filtracion glomerular y se caracteriza
por albuminuria superior a 300 mg/24 h, hipertension e insuficiencia renal progresiva
(Mediavilla-Bravo, 2001; Sanchez-Rodriguez, 2010).
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Las alteraciones en las fibras nerviosas del sistema nervioso periférico (nervios
externos al cerebro y la médula espinal), llamadas neuropatias diabéticas, pueden expresarse

en cualquier localizacion corporal, afectando uno o varios nervios (Bril et al., 2013).

Mediante el Estudio del Control y las Complicaciones Diabéticas (DCCT, por sus
siglas en inglés) y el Estudio de Epidemiologia de Complicaciones e Intervenciones en
Diabetes (EDIC, por sus siglas en inglés), fue posible establecer la relacion existente
entre la hiperglucemia crénica y las complicaciones cronicas (Gugliucci, 2000).

A través de estos estudios se determind que la disminucién de los niveles de HbAlc
redujo la progresion y/o la aparicion de todas las complicaciones microvasculares,
con una reduccion del 76% de las retinopatias, del 50% de las nefropatias y del 60% de las
neuropatias; asi como de las complicaciones macrovasculares, como una reduccion
del 42% de las enfermedades cardiovasculares y del 57% de los ataques al corazon
y muerte (National Diabetes Information Clearinghouse, 2008). Lo anterior quiere decir que
un control estricto de la glucemia reduce considerablemente el riesgo de complicaciones
crénicas (Gugliucci, 2000).
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3.4 DIGESTION Y ABSORCION DE CARBOHIDRATOS

Los carbohidratos son un componente importante de la dieta, debido a que proveen
de energia al organismo (Maughan, 2013). Sin embargo, se ha determinado que
una elevada ingesta de carbohidratos refinados se asocia a un aumento en
la glucosa plasmética y en los niveles de insulina durante el periodo postprandial,
asi como de los niveles de triglicéridos y de colesterol lipoproteinas de alta densidad (HDL,

por sus siglas en inglés) (Giacco et al., 2016).

Lo anterior resulta importante para los pacientes diabéticos, ya que se ha
demostrado que las concentraciones de glucosa sanguinea son un factor de
riesgo  importante para el desarrollo de enfermedades cardiovasculares,

como se menciond en la seccion anterior (Giacco et al., 2016).

Los carbohidratos se clasifican en cuatro tipos principales: monosacaridos,
disacéridos, oligosacaridos y polisacaridos. Los monosacaridos, o azUcares simples,
son las unidades basicas estructurales de los carbohidratos, y se destacan la glucosa,

la fructosa y la galactosa (Fig. 8) (Maughan, 2013).

a) Glucosa b) Fructosa

c) Galactosa

Figura 8. Principales monosacaridos (Tomado de National Center for Biotechnology Information. PubChem
Compound Database, 2017)
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La union de dos moléculas de monosacéaridos, a través de una reaccion de
condensacién, da como resultado la formacion de un disacarido y la liberacion de una
molécula de H.O. Esta reaccion de condensacion establece un enlace glucosidico entre los
dos monosacaridos que se unen. Los principales disacaridos de la dieta son maltosa, lactosa
y sacarosa: la union de dos moléculas de glucosa, las cuales se unen en el carbono 1y 4,
resulta en una maltosa; la uniéon de una galactosa y una glucosa por los carbonos 1 y 4
respectivamente, resulta en una lactosa; y la union de una glucosa y una fructosa en los

carbonos 1y 2, da como resultado una sacarosa (Fig. 9) (Maughan, 2013).
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Figura 9. Principales disacaridos (Tomado de National Center for Biotechnology Information. PubChem
Compound Database, 2017
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La unién de hasta 20 monosacaridos resulta en la formacién de un oligosacarido, y a
partir de 20 monosacaridos se denominan polisacéaridos, los cuales pueden estar conformados
por las mismas unidades de monosacaridos o por dos o mas tipos, denominandose

homopolisacéridos y heteropolisacéridos, respectivamente (Hasudungan, 2017).

Los polisacaridos pueden presentan dos tipos de enlaces, enlaces a 1-4 y enlaces
a 1-6. El primer tipo de enlace se ubica en las uniones lineales, mientras que los enlaces

a 1-6 se localizan en las uniones de las ramificaciones (Fig. 10) (Hasudungan, 2017).
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Figura 10. Enlaces lineales y ramificados presentes en el almidén (Tomado de National Center for
Biotechnology Information. PubChem Compound Database, 2017)

La sacarosa y el almiddn son los componentes de mayor abundancia en la dieta,
por lo que la variacion en la cantidad de su consumo tiene importantes
implicaciones nutricionales y de salud (Maughan, 2013). Estos carbohidratos vy
el resto de los que se encuentran en los alimentos, tienen que ser descompuestos hasta
sus unidades méas basicas, es decir, hasta monosacaridos, mediante la hidrdlisis de
los enlaces glucosidicos, para que puedan ser aprovechados por las células del cuerpo
humano (Maughan, 2013).
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La hidrolisis ocurre durante el proceso de digestion, el cual comienza desde la boca,
mediante la accion de las enzimas salivales denominadas a-amilasas. Estas enzimas
hidrolizan los enlaces o 1-4 de las uniones lineales de los carbohidratos; sin embargo, son
incapaces de hidrolizar los enlaces a 1-6 de las uniones ramificadas. La hidrolisis de los
polisacéridos en la boca resulta en carbohidratos més pequefios llamados oligosacaridos,
cuya digestion se lleva a cabo hasta que estos llegan al intestino delgado, ya que las a-
amilasas salivales son desnaturalizadas por los &cidos gastricos del estomago (Fig. 11)
(Sanders, 2016).

Glandulas
salivales
H.O o-amilasa

salival

Estomago

|

Desnaturalizacion de
o-amilasa salival

Péncreas

oee

a-amilasa
pancreatica

Intestino
delgado distal . .

glucosidasas

Figura 11. Digestion de carbohidratos por las enzimas a-amilasas salivales y pancreaticas y por las
enzimas glucosidasas. Las enzimas a-amilasas salivales y pancreaticas hidrolizan los enlaces glucosidicos de
los poli- y oligosacéridos en la boca e intestino delgado, respectivamente. En la region distal del intestino
delgado, las glucosidasas hidrolizan los enlaces de los disacaridos, para convertirlos en monosacaridos y que
puedan ser absorbidos (Adaptado de Hasudungan, 2017 y Sanders, 2016).
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Una vez en el intestino delgado, especificamente en la regién del duodeno, el pancreas
secreta una enzima muy similar a la a-amilasa, denominada a-amilasa pancreética, la cual
también tiene la capacidad de hidrolizar los enlaces a 1-4 de las uniones lineales de los
carbohidratos (Sanders, 2016). En regiones mas distales del intestino delgado, como el
yeyuno y el iledn, existen enzimas en las vellosidades de los enterocitos (células intestinales),
denominadas glucosidasas, las cuales contintian con la digestion de carbohidratos a través de
la hidrolisis de enlaces a 1-4 y o 1-6, obteniendo asi unidades de monosacaridos a partir de

oligosacéridos y disacaridos (Fig. 11) (Hasudungan, 2017).

Las enzimas glucosidasas, suelen ser clasificadas en a-glucosidasas y - glucosidasas,

segun el tipo de enlace glucosidico que hidrolizan (Escandon-Rivera, 2013).

Las a-glucosidasas, sobre las que se centra la presente investigacion, actian sobre los
enlaces a-glucosidicos y como resultado de la hidrolisis liberan moléculas de a-glucosa.
Estas enzimas son nombradas segun el tipo de sustrato sobre el que actlan, existiendo asi
maltasas, sacarasas, dextrinasas, glucoamilasas, entre otras (Chiba, 1997). Es posible
encontrarlas en microorganismos, plantas y animales, y se clasifican en dos familias
(Tabla 4) (Chiba, 1997; Escandon-Rivera, 2013).

Tabla 4. Principales a-glucosidasas de la familia | y familia 11
(Modificado de Chiba, 1997)

Familia | Familia Il
Saccharomyces cerevisiae Aspergillus niger (P2)
Bacillus cereus Aspergillus oryzae
Bacillus sp. (SAM 1606) Mucor javanicus
Miel de abeja (1) y (I1) Candida tsukubaensis
Mosquito Schwanniomyces occidentalis

Mosca de la fruta: proteinas H, D y L | Intestino humano: isomaltasa, sacarasa,
maltasa y lactasa

Intestino de conejo: isomaltasa y sacarasa
Intestino de rata: isomaltasa y sacarasa

Remolacha azucarera, espinaca y cebada
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Estas enzimas realizan diferentes funciones metabodlicas en los seres vivos. Por
ejemplo, en las plantas llevan a cabo la degradacion del almidon presente en las semillas
germinantes (Nakai et al., 2007); en insectos, realizan la digestion de la celulosa
(Ghadamyari et al., 2010; Watanabe et al., 2013) y en bacterias y hongos, llevan a cabo el
proceso de degradacion de oligo y disacaridos (Murray et al., 2004; Kurakata et al., 2008).

Cuando ha finalizado el proceso de digestién de los carbohidratos, continGa su
absorcion, comenzando en la primera mitad del intestino delgado, del lumen hacia el sistema
circulatorio, a través de los enterocito, en cuya region apical se encuentran dos tipos de
transportadores, los Transportadores de Glucosa asociados a Sodio (SGLT, por sus siglas en
inglés) y los sistemas facilitadores del transporte de glucosa GLUT 5 (Fig. 12) (Sanders,

2016).
* e )
Y o0 e
® Fructosa @ Na+ Glucosa ot
Galactosa :.

GLUT 5 SGLT

Enterocito

GLUT 2

Sistema
Circulatorio

Figura 12. Absorcion de carbohidratos. Este proceso consiste en el paso de los monosacaridos hacia el sistema
circulatorio e involucra el ingreso de la fructosa por el GLUTS5 y el contransporte de la glucosa y la galactosa
con dos moléculas de Na?* a través del SGLT hacia el enterocito. Los monosacaridos salen de los enterocitos
hacia el sistema circulatorio a través de los sistemas facilitadores del transporte de glucosa GLUT2 localizados
en la membrana basolateral de los enterocitos (Modificado de Sanders, 2016).
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El transportador SGLT permite el paso de una molécula de glucosa o galactosa y dos
de sodio (Na*) hacia el interior del enterocito, mientras que el GLUT 5 facilita el paso de
fructosa. Toda vez que los monosacaridos se encuentran dentro del enterocito, estos son
transportados hacia el sistema circulatorio a través de los glucotransportadores GLUT 2, los
cuales se localizan en la region basal del enterocito. De esta forma es que los carbohidratos
son absorbidos para ser utilizados como energia o almacenados en forma de glucégeno
(Fig.12) (Sanders, 2016; Hasudungan, 2017).

El estudio de la digestién y absorcion de los carbohidratos es relevante para el
tratamiento de enfermedades metabolicas, tales como la diabetes, ya que el retraso de uno o
ambos procesos representa implicaciones benéficas en la prevencion de estos padecimientos
(Giacco et al., 2016).

Los principales farmacos capaces de retrasar la digestion de carbohidratos son los
inhibidores de a-glucosidasas, descritos mas adelante. Sin embargo, algunos otros
hipoglucemiantes como la metformina, a pesar de no ser su principal mecanismo de accion,
también son capaces de disminuir la absorcién de carbohidratos (Castro-Serna y Castro-
Martinez, 2006).
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3.5 TRATAMIENTO DE LA DIABETES MELLITUS TIPO 2

El tratamiento de esta enfermedad tiene como objetivo controlar y mantener la glucosa
sanguinea en niveles normales, logrando esto a través del empleo de farmacos y de la
implementacion de una nutricion apropiada, asi como de un nivel requerido de ejercicio.
Ademas de esto, es importante modificar los factores de riesgo asociados a la diabetes para

detectar y manejar las complicaciones especificas de la diabetes (Subramoniam, 2016).

Los farmacos utilizados en el tratamiento de la DM2 son denominados
hipoglucemiantes orales, ya que son agentes capaces de reducir los niveles de glucosa
sanguinea. Estos farmacos suelen ser empleados en monoterapia o en combinacion con otros
farmacos (Subramoniam, 2016). En la tabla 5 se nombran los hipoglucemiantes orales de

mayor uso.

Tabla 5. Principales hipoglucemiantes orales (Adaptado de Stumvoll et al., 2005)

Hipoglucemiantes Mecanismo de Accidén y Sitio de Accion Farmaco
Orales

Sulfonilureas Secretag6gos de insulina. Gibenclamida
Célula B. ‘

Meglitinidas Secretag6gos de insulina. Repaglinida
Célula B. ‘

Tiazolidinedionas | Sensibilizadores de insulina. — Pioglitazona

(TZDs) Mdsculo, higado y tejido adiposo.

Biguanidas Disminuye la produccion de glucosa hepética. Metformina

Disminuyen la absorcion de carbohidratos. .~
Sensibilizador de insulina.
Mdsculo, higado e intestino

Inhibidores de Retardan la absorcién intestinal de carbohidratos. | Acarbosa
a-glucosidasas Intestino delgado. , Voglibosa

@ Miglitol
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3.5.1 Inhibidores de a-glucosidasas

Al ser los inhibidores de a-glucosidasas el tipo de hipoglucemiantes orales estudiados

en la presente investigacion, su mecanismo de accion sera detallado a continuacion.

Los inhibidores de o-glucosidasas inhiben de forma competitiva y reversible
a las enzimas o-glucosidasas que se localizan en las vellosidades de la superficie
apical de los enterocitos. Mediante esta inhibicion, este tipo de farmacos impiden la hidrélisis
de oligosacaridos y disacaridos a monosacaridos, por lo tanto retardan la absorcion de
carbohidratos en el intestino delgado, y por consiguiente, disminuyen los picos
hiperglucémicos e hiperinsulinémicos postprandiales (Leroux-Stewart et al., 2015;
Wolffenbuttel y Graal, 1996).

Oligosacaridos . '
Disacéridos . .

'..' e

a-glucosidasas

Acarbosa

nterocito

Circulatorio

Figura 13. Inhibicion de las enzimas e-glucosidasas intestinales y disminucién de la absorcion de
monosacaridos. Los farmacos inhibidores de las a-glucosidasas se unen a una serie de estas enzimas,
impidiendo que sean capaces de hidrolizar los enlaces glucosidicos de los oligo- y disacaridos, de esta forma
disminuye la cantidad de monosacaridos que ingresan al enterocito y al sistema circulatorio, con lo que el pico
hiperglucémico postprandial se ve atenuado (Adaptado de Cheng y Josse, 2004).
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La disminucién en la absorcién de los carbohidratos permiten la reduccién del pico
hiperglucémico postprandial, asi como de los niveles de HbAlc, lo que en general
mejora el control de la glucemia. Lo anterior otorga una proteccion al organismo
contra el desarrollo de las enfermedades cardiovasculares y de la propia
enfermedad (Stumvoll et al., 2005; Wolffenbuttel y Graal, 1996).

Los tres farmacos inhibidores de o-glucosidasas disponibles a nivel mundial son
miglitol, voglibosa y acarbosa (Cheng y Josse, 2004). Ya que la acarbosa es el inhibidor méas
utilizado y dado que proviene de una fuente natural, fue el farmaco empleado para el

desarrollo del presente trabajo, por lo que sera explicado a detalle a continuacion.

3.5.2 Acarbosa

Algunos componentes aislados de diversas especies del género Actinomycetes
funcionan como potentes inhibidores de a-glucosidasas, tales como sacarasas, a-amilasas y
maltasas. Actualmente es distribuida mundialmente bajo diferentes nombres comerciales; no
obstante, la acarbosa es el inhibidor de enzimas digestivas mas utilizado a nivel mundial en
el tratamiento de la DM2 (Bedekar et al., 2010).

La acarbosa es un pseudotetrasacarido compuesto por una seccién denominada
acarviosina, la cual se compone de un ciclitol y una amino azlcar, y a la cual se encuentran

ligados dos residuos de glucosa (Fig. 14) (Bedekar et al., 2010).

La elevada afinidad de la acarbosa a las enzimas a-glucosidasas se debe a la similitud
estructural que presenta con los oligosacaridos, gracias a sus dos residuos de glucosa. De esta
forma, la acarbosa es capaz de inhibir diversas enzimas a-glucosidasas en el siguiente orden
(presentados de mayor a menor afinidad): glucoamilasa > sacarasa > maltasa > isomaltasa;

y ademas también inhibe débilmente a las a-amilasas (Bedekar et al., 2010).

Menos del 2% de la dosis oral de acarbosa es absorbida de forma inalterada en el tracto
gastrointestinal, mientras que el resto es degradado por enzimas digestivas intestinales y por

biotransformacion de microorganismos intestinales (Bedekar et al., 2010; Lee et al., 2012).
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Figura 14. Estructura quimica de la acarbosa (Tomado de National Center for Biotechnology Information.
PubChem Compound Database, 2017).

La acarbosa es utilizada frecuentemente en combinacion con otros farmacos, como las
biguanidas. Una de las ventajas de este farmaco es que al ser utilizado en monoterapia no
causa hipoglucemia, pues no promueven la liberacién de insulina. Por otro lado, algunos de

sus efectos secundarios son flatulencias, dolor abdominal y diarrea (Cheng y Josse, 2004).

3.5.3 Inhibidores de a-glucosidasas de origen natural

Las investigaciones centradas en inhibidores de a-glucosidasas provenientes de plantas
medicinales han adquirido gran importancia en los Gltimos afios (Andrade-Cetto et al., 2008).
Se ha determinado que entre los productos naturales con potencial actividad inhibitoria sobre
las a-glucosidasas se encuentran disacaridos, iminoazucares, tioazUcares, alcaloides
polihidroxilados (piperidinas, pirrolidinas, indolizidinas y nortropanos), aminociclitoles,
ciclitoles insaturados, polifenoles (flavonoides, taninos y fenilpropanoides), terpenoides,

entre otros (Escandon-Rivera, 2013).
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TioazUcares como el salacinol (Fig. 15a) y el kotalanol (Fig. 15b), son productos
naturales obtenidos de la especie vegetal Salacia reticulata, los cuales presentan casi la
misma actividad inhibitoria que la acarbosa sobre las a-glucosidasas, especificamente las
maltasas y las sacarasas. EI macerado de la madera con agua se emplea en la medicina

ayurvédica para el tratamiento de la diabetes (Escandon-Rivera, 2013).

b) Kotalanol C12H24012S; a) Salacinol CoH1s0sS,
Figura 15. Estructura quimica de los compuestos derivados de Salacia reticulata: a) Salacinol y

b) Kotalanol (Tomado de National Center for Biotechnology Information. PubChem Compound Database,
2017).

Los flavonoides y polifenoles que se encuentran presentes en muchas de las especies
medicinales, son los encargados de proporcionar su actividad hipoglucemiante. Muchos de
estos compuestos son capaces de inhibir a las a-glucosidasas. Algunos ejemplos son la
soforaflavona, la luteolina y la apigenina que inhiben las a-glucosidasas de levadura, la
baicaleina capaz de inhibir sacarasas intestinales de mamiferos, el acido chebulégico inhibe
las maltasas intestinales de mamifero y el acido rosmarinico inhible las o-amilasas

pancredticas porcinas (Escandon-Rivera, 2013).

La diversidad de compuestos con potencial actividad inhibitoria sobre las enzimas
a-glucosidasas, es evidencia de lo importante que es la realizacion de investigaciones
centradas en productos de origen natural que permitan la obtencion de nuevos agentes

hipoglucemiantes.
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3.6 MODELOS ANIMALES PARA EL ESTUDIO DE LA DIABETES
MELLITUS TIPO 2

La bdsqueda sistematica de nuevos agentes hipoglucemiantes responde a la elevada
prevalencia de la diabetes, asi como de las complicaciones de esta. El entendimiento de los
procesos patoldgicos de esta enfermedad, asi como la investigacion de nuevos farmacos, es
imprescindible para el avance en su prevencion y tratamiento (Arias-Diaz y Balibrea, 2007).

Existen maltiples modelos animales que permiten el estudio de la DM2, estos modelos
presentan caracteristicas tan complejas y diversas como las propias de la enfermedad. Debido
a esto, es que cada modelo cuenta con ventajas y desventajas que los hacen adecuados para

ser aplicados en distintos protocolos experimentales (Arias-Diaz y Balibrea, 2007).

Los modelos animales utilizados para la investigacion de la DM2 se clasifican
en dos grandes grupos segun el mecanismo por el cual se origina la enfermedad, los
modelos espontaneos y los modelos inducidos. El primero de ellos proviene de animales
que han sido detectados con diabetes de forma espontanea 0 que presentan una
caracteristica fenotipica propia de la enfermedad, y que se han mantenido mediante
cruces endogadmicos. Los modelos espontaneos se dividen a su vez en modelos anélogos,
los cuales presentan comportamientos representativos de la enfermedad; y modelos
intrinsecos, los cuales portan mutaciones que originan rasgos fenotipicos similares a alguna

de las manifestaciones clinicas de la DM2 (Arias-Diaz y Balibrea, 2007).

El segundo grupo incluye a los modelos inducidos, y como su nombre lo indica, son
animales que presentan una o varias caracteristicas clinicas de la enfermedad mediante la
implementacion de diversos métodos, por ejemplo, a través de la manipulacion genética o
mediante la administracién de hormonas que provocan hiperglucemia o de farmacos que
tienen efectos citotoxicos sobre la célula B pancreatica (Arias-Diaz y Balibrea, 2007). En la
tabla 6 se enlistan los tipos de modelos animales incluidos en las clasificaciones

mencionadas, asi como sus caracteristicas principales y algunos ejemplos.
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Tabla 6. Clasificacion de los modelos animales para el estudio de la DM2 (Tomado de Arias-Diaz

y Balibrea, 2007)

MODELO

CARACTERISTICAS

I. Modelos espontaneos

I.1 Modelos Analogos

- Rata Goto-Kakizaki
(GK)

Presenta hiperproduccién de glucosa, reduccion de la
torelancia a la misma, deterioro en la secrecion de
insulina, aumento de la resistencia periférica a la insulina,
alteracion en el metabolismo lipidico y un numero
reducido de islotes de Langerhans al nacer. Desarrolla
lesiones renales, de los nervios periféricos y de la retina.

- Raton Obeso de Nueva
Zelanda (NZO)

Presenta peso y grasa corporal elevados, resistencia a la
insulina y excesiva produccién de glucosa hepatica. Los
machos desarrollan hipertensién si son sometidos a una
dieta alta en grasa y la hiperglucemia es de aparicion
tardia.

- Raton KK

Presenta obesidad moderada, resistencia a la insulina,
hiperinsulinemia compensadora e hiperplasia de células
insulares y finalmente aparece una hiperglucemia
discreta.

- Psammomys obesus (rata
israeli de la arena)

Al ser alimentado con dieta estandar de rata de
laboratorio, presenta obesidad, resistencia a la insulina e
hiperglucémico; mientras que con una dieta rica en
colesterol desarrolla hiperlipidemia y aterosclerosis.

- Rata OLETF (Otsuka
Long-Evans Tokushima fatty rat)

Este modelo se caracteriza por presentar un desarrollo
tardio de la hiperglucemia, un curso cronico de la
enfermedad, obesidad discreta, aparicion clinica de
diabetes en machos vy participacion de genes
diabetogénicos.

I.I Modelos Intrinsecos

- Raton db/db

El gen db codifica una mutacion puntual en el gen del
receptor de la leptina, originando un déficit en la
sefializacion de dicha hormona adipocitaria. Este modelo
presenta  primero  hiperinsulinemia y  después
hipoinsulinemia, ademas muestra muchas caracteristicas
de la DM2 humana.

- Raton Agouti

El fenotipo de este modelo es complejo, presenta
obesidad y resistencia a la insulina, ademas de su tipico
color amarillo.

- Rata Zucker (fa/fa)

La mutacion “fatty” (fa) ocasiona obesidad apreciable,
hiperlipidemia, hipercolesterolemia e hiperinsulinemia,
hipertrofia e hiperplasia adipocitaria, hiperglucemia es
discreta y presenta algunas complicaciones propias de la
enfermedad.
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Tabla 6. (Continuacion)

I1. Modelos inducidos

I1.I Induccion hormonal Los corticoides administrados en diferentes etapas de la
vida del animal causan un estado similar al de la diabetes;
ademas, otras hormonas como la somatostatina, el
glucagon, las catecolaminas y la tiroxina son capaces de
ocasionar hiperglucemia.

[1.11 Administracion de Consiste en la administracion de determinadas sustancias
que tienen efectos toxicos sobre las células f
pancredticas, como la estreptozotocina (STZ) y el
aloxano.

farmacos

IL.111 Manipulacion genética | A través de técnicas de biologia molecular como sobre-
expresion, eliminacion y reemplazo de genes, se pueden
generar manipulaciones especificas que pueden producir
un modelo especifico.

3.6.1 Modelo hiperglucémico STZ-NA

El modelo utilizado en el presente protocolo experimental corresponde al desarrollado
por Masiello y colaboradores en 1998, el cual se basa en los efectos protectores que ejerce la
nicotinamida (NA) contra las acciones [-citotoxicas altamente selectivas de la
estreptozotocina (STZ) (Ghasemi et al., 2014). Este modelo se ubica en la clasificacion de

los modelos inducidos con administracién de los farmacos.

La STZ es un antibiotico producido por el hongo Streptomyces achromogenes. Los
efectos citotdxicos de este farmaco se deben a que presenta una elevada afinidad por la
membrana de la célula B, a la que ingresa a través del glucotransportador GLUT2, razén por
la cual también es capaz de dafiar otros 6rganos como rifién, higado e intestino. La baja
capacidad de la célula B de eliminar los radicales libres en combinacién con la baja
proporcion de NAD'/ATP intracelular provocan la muerte de la célula, a través de procesos

de necrosis y apoptosis (Fig. 16) (Szkudelski, 2001).

La NA es una vitamina con propiedades antioxidantes, razon por la cual puede reducir
los efectos citotoxicas de la STZ, a través de la eliminacion de radicales libres, funcionando
como precursor del NAD™ e inhibiendo a la proteina Poli (ADP-ribosa) polimerasa (PARP1),
la cual se encuentra sobreestimulada debido a la accion de la STZ (Fig. 16) (Ghasemi et al.,
2014).
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Este modelo se caracteriza por presentar claras ventajas, como el mantenimiento
estable de la hiperglucemia, dafio en la secrecion de insulina e intolerancia a la glucosa,
ademas responde a agentes farmacoldgicos como la insulina y las sulfonilureas, por lo que
es un modelo adecuado para comprobar la efectividad de nuevos hipoglucemiantes, asi como
de complicaciones propias de la enfermedad. Adicionalmente, se observan niveles elevados
de triglicéridos, una reduccién en la masa celular de las células B pancredticas y
manifestaciones clinicas como polifagia y polidipsia (Ghasemi et al., 2014). Algunas de sus
desventajas son la falta de resistencia a la insulina, el dano potencial de las células P

residuales y los posibles efectos toxicos de la STZ sobre otros 6rganos (Ghasemi et al., 2014).

O
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p NAD *
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| ATP

kERTE célula B
CELULAR

Figura 16. Mecanismo de induccion del modelo hiperglucémico STZ-NA. La STZ ingresa a la célula 8
pancredtica por el transportador GLUT2; las acciones intracelulares de la STZ generan dafios en el ADN
mediante procesos de alquilacién, promoviendo la activacion de la proteina PARP-1, disminuyendo la
concentracidn intracelular de NAD*/ATP, ocasionando la muerte de la célula B pancreatica. Por su parte, la NA
inhibe la actividad de la PARP-1 y es un precursor del NAD* (Adaptado de Ghasemi et al., 2014; Szkudelski,
2001).
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3.7 ETNOFARMACOLOGIA

Dentro de la medicina tradicional, existe un gran nimero de especies vegetales
utilizadas para el tratamiento de la diabetes. Estas especies son de gran interés para la
investigacion y el desarrollo de nuevos agentes hipoglucemiantes; sin embargo, menos de la
mitad de estas plantas han sido sometidas a estudios cientificos para poder validar su uso
(Subramoniam, 2016).

El campo de estudio que se centra en la investigacion de las plantas medicinales
utilizadas por las poblaciones humanas es la etnofarmacologia, la cual se define como la
disciplina cientifica que involucra la observacion, identificacion, descripcion e investigacion
experimental de los productos naturales, asi como de sus efectos farmacologicos y

toxicoldgicos (Holmstedt, 1991; Heinrich y Jager, 2015).

Las bases cientificas y culturales del uso de las plantas medicinales son de gran
importancia para la investigacién basica y aplicada que se realiza en México; y a pesar de la
dificultad a la que se enfrenta, a través de la etnofarmacologia se han logrado identificar
diversos productos naturales bioactivos para el tratamiento de enfermedades comunes en las
poblaciones, como desordenes gastrointestinales, aunque también para desordenes

metabdlicos emergentes, tales como la diabetes (Heinrich y Jager, 2015).

Con 23,424 especies de plantas vasculares, México es el quinto pais megadiverso de
todo el mundo; de las cuales, mas de 3,000 especies han sido documentadas como plantas
medicinales (Heinrich y Ger, 2015). Con respecto al uso de las plantas como agentes
hipoglucémicos, se han documentado al menos 306 especies mexicanas de 235 géneros
(Andrade-Cetto y Heinrich, 2005).

Las plantas seleccionadas para realizar el presente estudio fueron Eysenhardtia
polystachya Ortega (Sarg.) y Calea integrifolia (DC.) Hemsl., las cuales se tienen registradas
como especies utilizadas tradicionalmente para el tratamiento de la diabetes, asi como
agentes hipoglucemiantes utilizados en México (Andrade-Cetto y Heinrich, 2005;
Subramoniam, 2016).
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3.8 Eysenhardtia polystachya (Ortega) Sarg.

Eysenhardtia polystachya (Ortega) Sarg. es una especie perteneciente a la familia
Fabaceae y es conocida bajo distintos nombres comunes a lo largo del pais. Por ejemplo, en
Jalisco es llamada cuate, en Sinaloa se conoce como palo cuate o palo dulce, recibiendo este
altimo nombre también en Hidalgo, Puebla, Michoacan y el Estado de México (Vazquez-
Yanes et al., 1999).

Se trata de un arbusto caducifolio, de entre 3 y 6 m de altura, con hojas alternas,
compuestas y pinnadas. Sus tallos son ramificados de color café oscuro. Su corteza externa
es amarilla de textura ligeramente rugosa, mientras que la interna es de color pardo rojiza.
Las inflorescencias estdn dispuestas en racimos espigados terminales o subterminales,
presentan caliz campanulado y corola blanca formada por 5 pétalos libres. El fruto es una
vaina ligeramente curvada pubescente o subglabra; cada vaina contiene una semilla, la cual

es delgada y permeable al agua (Fig. 19) (Vazquez-Yanes et al., 1999).

Figura 19. Ejemplar de herbario de Eysenhardtya polystachya.
(Tomado de Tropicos.org)
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La distribucion de E. polystachya se reporta desde el sureste de Arizona en Estados
Unidos hasta el estado de Oaxaca (Fig. 20) (Vazquez-Yanes et al., 1999).
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Figura 20. Distribucién de Eysenhardtia polystachya. Esta especie se distribuye desde el sureste de Arizona
hasta el estado de Oaxaca en México, pasando por los estados de Aguascalientes, Chiapas, Chihuahua, Coahuila,
Colima, Ciudad de México, Durango, Guanajuato, Guerrero, Hidalgo, Jalisco, Michoacan, Morelos, Estado de
México, Nayarit, Nuevo ledn, Puebla, Querétaro, San Luis Potosi, Sinaloa, Sonora, Tamaulipas, Tlaxcala,
Veracruz y Zacatecas (Modificado de CONABIO, 2017).

La madera de esta planta es utilizada como combustible, mientras que la parte aérea de
la proporciona forraje en abundancia. En el &mbito de la medicina tradicional, E. polystachya
es utilizada como un depurativo de la sangre, antitusivo, antiespasmadico, antidiabético,
febrifugo, antiinflamatorio, antireumatico y analgésico; ademas la madera es preparada en
infusion y se le atribuyen propiedades diuréticas, contra enfermedades renales y de la

vesicula (Vazquez-Yanes et al., 1999; Pablo-Pérez et al., 2016).
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Se tienen registros del uso tradicional de sus raices contra la diabetes (Subramoniam,
2016). Ademas, se tiene reporte de los efectos hipoglucemiantes de la infusion de las partes

aéreas de esta planta (Andrade-Cetto y Heinrich, 2005; Marles y Farnsworth, 1995).

Estudios fitoquimicos de E. polystachya indican que la corteza contiene el
compuesto 9-metoxi-2,3-metilenedioxicoumestano, se encontraron ademas flavonoides,
como las flavonas 7- hidroxi-4’-etoxiisoflavona y la 7-hidroxi-2’, 4°, 5’-trimetoxiisoflavona,
siendo esta ultima el principal constituyente del extracto metanolico del duramen
(Burns et al., 1984; Pérez-Gutiérrez et al., 2002) .

Del extracto acuoso de madera se aislaron también otros compuestos fendlicos,
como chalconas, especificamente dos C-glucosil-a-hidroxidihidrochalconas, llamadas
coatlina A y B (Beltrami et al., 1982). En el extracto metandlico de corteza se separaron
cuatro compuestos fenolicos conocidos: (-)-epicatequina, (+)-afzelequina, eriodictiol y
(+)-quercetina-3-O-p-D-galactopiranosido. Todos estos compuestos mostraron actividad
contra radicales libres, sustancias quimicas que tienen un papel etiopatogénico en el
desarrollo de las complicaciones de la DM (Calvo-Romero y Lima-Rodriguez, 2001; Pérez-

Gutiérrez y Garcia-Baez, 2014).

Alvarez y col. (1999) aislaron tres nuevas a-hidroxidihidrochalconas, junto con la
coatlina B, de la corteza y troncos de E. polystachya, y en el mismo trabajo publicaron que

uno de los compuestos aislados presento actividad insecticida.

Los polifenoles y flavonoides que se encontraron presentes en los diferentes extractos
de E. polystachya, son compuestos a los que presumiblemente se les otorga la capacidad

antioxidante de esta planta (Pérez-Gutiérrez y Garcia-Baez, 2014).

En cuanto a sus efectos farmacoldgicos, se comprob6 que en experimentos agudos con
dosis de 100, 200 y 400 mg/kg y cronicos con dosis de 400 mg/kg con ratones STZ, el
extracto metanol-agua de la corteza de E. polystachya es capaz de reducir los niveles de la
enzima glucosa-6-fostasa (G-6-Pasa), glucosa sanguinea, triglicéridos y colesterol, asi como
de incrementar la concentracion de insulina sérica, el peso corporal y los niveles de colesterol
HDL (Pérez-Gutiérrez y Garcia-Baez, 2014; Pérez-Gutiérrez et al., 2016).
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Se comprobd el uso tradicional de esta especie como diurético, determinando que las
dosis 500 y 750 mg/kg del extracto acuoso de la corteza de E. polystachya tuvieron actividad

diurética en un modelo de rata (Pablo-Pérez et al., 2016).

Algunos otros registros de la planta reportan la presencia de triterpenos, asi como un
efecto positivo en ratones con hiperglucemia inducida con aloxano (Andrade-Cetto y

Heinrich, 2005).

43



3.9 Calea integrifolia (DC.) Hemsl.

Calea integrifolia (DC.) Hemsl. es una especie de la familia Asteraceae y pertenece
al género Calea, en el cual se agrupan arbustos o hierbas de tallos erectos y pilosos.
Sus hojas son opuestas con un peciolo corto o casi sésil. Las infloresencias se componen de
capitulos sésiles o pedunculados en agrupaciones mas o menos umbeliformes (Fig. 17)
(CONABIO, 2017).

Esta especie es conocida bajo los nombres de prodigiosa (Andrade-Cetto & Heinrich,
2005) o amula (Martinez, 1979), asi como jehuite amargoso en la comunidad de Tamala,
Hidalgo, lugar donde fue colectada.

1937.12:21
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Figura 17. Ejemplar de herbario de Calea integrifolia (DC.) Hemsl..
(Tomado de Tropicos.org)
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http://en.wikipedia.org/wiki/Capitulescencia

En Meéxico, la distribucién de C. integrifolia se reporta en los estados de Chiapas,
Guerrero, Hidalgo, Michoacéan y Veracruz. De igual forma se ha registrado su presencia en
paises como Guatemala, Honduras, El Salvador y Nicaragua (Fig. 18) (CONABIO, 2017).
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Figura 18. Distribucién de Calea integrifolia. Esta especie se distribuye en México, Guatemala, Honduras,
El Salvador y Nicaragua (Modificado de CONABIO, 2017)

El uso tradicional de esta planta se ha reportado en el estado de Michoacan: “Para
controlar la diabetes los curanderos también preparan un té con todo lo que se pueda
conseguir de la planta llamada amula de Monterrey (Calea integrifolia); se toma una tacita
en ayunas todos los dias” (Ruiz-Méndez, 2000, p.157). Se tiene también registro del uso
tradicional del tallo como infusion y de las hojas de C. integrifolia para el tratamiento de la
diabetes (Andrade-Cetto y Heinrich, 2005; Subramoniam, 2016).

El unico estudio fitoquimico de esta especie fue realizado en 1976 en el Instituto de
Quimica Orgéanica de la Universidad Técnica de Berlin, donde se encontré que la raiz de
C. integrifolia contiene el aldehido heptadeca-2-t-9,16-trien-1-al, asi como pequefias

cantidades de alcohol (Bohlmann y Zdero, 1976).
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Si bien no se cuenta con antecedentes farmacoldgicos de esta especie, y los
fitoquimicos son muy limitados, si se han realizado este tipo de estudios en diversas especies

del género Calea, tal es el caso de Calea ternifolia.

Los estudios quimicos de C. ternifolia revelaron que los compuestos mayoritarios de
la preparacién tradicional de esta planta (infusion) son los cromenos 1 (6-acetil-5-hidroxi-
2,2-dimetil-2H-cromeno) 'y 2 (6-hidroxiacetil-5-hidroxi-2,2-dimetil-2H-cromeno),

las caleinas A y C, asi como flavonoides y acido clorogénico (Escandon-Rivera et al., 2017).

En cuanto a sus efectos farmacoldgicos, se probo que algunos de los compuestos
anteriores (cromenos 1y 2, y caleina 5) mostraron un efecto inhibitorio sobre las enzimas
a-glucosidasas de levadura. Asi mismo, se observo que el extracto acuoso de la parte aérea
de C. ternifolia fue capaz de controlar los niveles de glucemia sanguinea postprandial y en
ayuno en ratones normo e hiperglucémicos. En pruebas de tolerancia oral a la
sacarosa (3 g/kg) con ratones STZ-NA, se observé que el cromeno 1y las caleinas Ay C
controlaron los niveles de glucosa postprandial, con efectos comparables a los obtenidos con
acarbosa (5 mg/kg). Se demostré también que el aceite esencial redujo la hiperglucemia

postprandial (Escandén-Rivera et al., 2017).

Otro ejemplo es la especie C. zacatechichi, cuya hojas se prepararon en infusion y
mostraron un efecto positivo en conejos normales (Andrade-Cetto y Heinrich, 2005).
Ademas, a partir del extracto petrol-EtOAc (1:1) de hojas de esta especie se identificaron las
siguientes flavonas: 4',5-dihidroxi-7-metoxiflavona, 5,7-dihidroxi-3',4'-dimetoxiflavona,
4'5,7-trihidroxiflavona, 5-hidroxi-3',4',7-trimetoxiflavona y 5-hidroxi-4',7-dimetoxiflavona
(Amaral et al., 2017).

En el extracto metanolico de C. zacatechichi se identifico también la caleina A,
ademas de la B y la D, asi como germacrandlidos, 8B-angeloxi-9a-acetiloxicaliculatolide y
lactonas sesquiterpénicas, entre las que se encuentran las caleolactonas C, D y E (Amaral et
al., 2017). En otro estudio se caracterizO el extracto acuoso de esta misma especie,

encontrando acido clorogénico, acacetina y también germacranolidos (Sataga et al., 2016)
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4. JUSTIFICACION

El rdpido aumento de individuos diabéticos a nivel mundial y nacional, asi como la
elevada incidencia de las complicaciones micro y macrovasculares debido a la hiperglucemia
crénica que se origina por la diabetes ha promovido la busqueda de nuevos farmacos que
permitan controlar los niveles de glucosa sanguinea, y por consiguiente disminuir la

incidencia de complicaciones.

Las plantas son una fuente importante de compuestos que poseen un amplio rango de
actividades bioldgicas, los cuales podrian ser utiles para el desarrollo de una terapia

alternativa o adyuvante de muchas enfermedades, tales como la diabetes.

Aunado a lo anterior, en México un gran porcentaje de la poblacion recurre al uso de
las plantas medicinales -con o sin prescripcion médica- para el tratamiento de la diabetes.
Empero, el efecto farmacoldgico de la gran mayoria de estas plantas no ha sido comprobado

por pruebas preclinicas ni clinicas.

Debido a esto, es que el presente trabajo responde a la necesidad de recopilar
informacion que permita sustentar el uso farmacol6gico de dos plantas mexicanas utilizadas
para el tratamiento de esta enfermedad, enfocandose en dilucidar el mecanismo de accion de

su efecto hipoglucemiante.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Evaluar el efecto de dos plantas mexicanas sobre la actividad in vivo e in vitro de las

enzimas o-glucosidasas.

5.2 Objetivos Particulares

* Probar el efecto del extracto etanol-agua de la parte aérea de Eysenhardtia
polystachya sobre los niveles de glucosa sanguinea postprandial a través de una curva

de tolerancia oral a la sacarosa en ratas STZ-NA.

« Evaluar el efecto del extracto etanol-agua de la parte aérea de E. polystachya sobre la
actividad enzimatica de las a-glucosidasas provenientes de intestino de rata, a través

de un ensayo in vitro y con el calculo de ICso.

» Evaluar el efecto del extracto etanol-agua de la parte aérea de E. polystachya sobre la
actividad enzimatica de las a-glucosidasas provenientes de levadura, a través de un

ensayo in vitro y con el calculo de ICso.

» Probar el efecto del extracto acuoso de la parte aérea de Calea integrifolia sobre los
niveles de glucosa sanguinea postprandial a través de una curva de tolerancia oral a

la sacarosa en ratas STZ-NA.

» Evaluar el efecto del acuoso de la parte aérea de C. integrifolia sobre la actividad
enzimatica de las a-glucosidasas provenientes de intestino de rata, a través de un

ensayo in vitro y con el calculo de ICso.

» Evaluar el efecto del acuoso de la parte aérea de C. integrifolia sobre la actividad
enzimatica de las a-glucosidasas provenientes de levadura, a través de un ensayo in

vitro y con el célculo de ICso.
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. HIPOTESIS

El extracto etanol-agua de la parte aérea de E. polystachya evitara el pico
hiperglucémico postprandial en una curva de tolerancia oral a la sacarosa en ratas
STZ-NA.

El extracto etanol-agua de E. polystachya inhibird la actividad de las

a-glucosidasas provenientes de intestino de rata en un modelo in vitro

El extracto etanol-agua de E. polystachya inhibird la actividad de las

a-glucosidasas provenientes de levadura en un modelo in vitro.

El extracto acuoso de la parte aérea de C. integrifolia evitara el pico hiperglucémico

postprandial en una curva de tolerancia oral a la sacarosa en ratas STZ-NA.

El extracto acuoso de la parte aérea de C. integrifolia inhibira la actividad de las a-

glucosidasas provenientes de intestino de rata en un modelo in vitro.

El extracto acuoso de la parte aérea de C. integrifolia inhibira la actividad de las a-

glucosidasas provenientes de levadura en un modelo in vitro.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Colecta del material vegetal

E. polystachya se colecté en el estado de Hidalgo en la comunidad de Tlanchinol y
corresponde al numero de colecta 237, mientras que C. integrifolia se colect6 en la

comunidad de Tamala en Hidalgo y corresponde al niUmero de colecta 238.

7.2 Elaboracion de extractos vegetales y calculo de dosis

7.2.1 Extracto etanol-agua de la parte aérea de Eysenhardtia polystachya
(Ortega) Sarg.

Para la elaboracion del extracto etanol-agua de E. polystachya
se empled la parte aérea de la planta, la cual fue secada en una camara de secado
a 40°C para ser molida posteriormente. Una vez que el material vegetal fue molido,
se llevd a cabo la extraccion de los compuestos. La extraccion consistié en mantener 20 g
del material vegetal molido con 500 ml de una mezcla etanol-agua (1:1) en agitacion

constante durante cuatro horas a una temperatura de 35-40°C. Posteriormente se realizo

una filtracion con papel filtro y vacio.

Después de la filtracion, el extracto liquido se rotaevapord en un rotavapor BUCHI
hasta eliminar el etanol. EI material liquido recuperado de la rotaevaporacion se congel6 en
un congelador vertical de ultrabaja temperatura REVCO™ ULTIMALII a -40°C para ser
liofilizado posteriormente en un LABCONCO FreeZone 2.5 durante 24 horas. Después de

este proceso se obtuvo el extracto etanol-agua seco de E. polystachya.
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7.2.2 Extracto acuoso de la parte aérea de Calea integrifolia (DC.) Hemsl.

Para la elaboracion del extracto acuoso de C.integrifolia se emple6 la parte aérea de la
planta, la cual fue deshidratada en una camara de secado a 40°C para ser molida
posteriormente. Una vez que el material vegetal fue molido, se llevo a cabo la extraccion de
los compuestos. La extraccion consistid en calentar 500 ml agua destilada hasta alcanzar su
ebullicion, se retird la temperatura y se colocaron 20 g del material molido en agitacion

durante 15 minutos. Posteriormente se realiz6 una filtracién con papel filtro y vacio.

El material liquido recuperado de la filtracién se congelé en un congelador vertical de
ultrabaja temperatura REVCO™ ULTIMA 1I a -40°C para ser liofilizado posteriormente en
un LABCONCO FreeZone 2.5 durante 24 horas. Después de este proceso se obtuvo el

extracto acuoso seco de C. integrifolia.

7.2.3 Calculo de dosis

Para calcular la dosis que fue administrada a los animales de experimentacion, se
obtuvo el peso final de cada extracto, lo que equivale a los 20 g de material vegetal utilizados
inicialmente. Tomando en cuenta que en campo se ha establecido que los 20 g de planta se
utilizan para una persona de 70 kg, se emplea la siguiente formula para calcular la dosis

requerida para un kg de peso:

(peso final del extracto g)

70kg g/kg

Dosis:
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7.3 Experimentacion in vivo

7.3.1 Animales experimentales

Se empled un total de 40 ratas (hembras y machos) de la cepa Wistar de 2 a 3 meses de
edad y con un peso aproximado de 250 g. Los organismos se mantuvieron en el bioterio de
la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional Autdnoma de México, bajo condiciones
estandar de temperatura (20-25 °C) y humedad (50-55%), con ciclos de luz/oscuridad de 12
horas y acceso a agua y alimento (Purina para Roedores de Laboratorio 5001) ad libitum. Los
procedimientos experimentales fueron realizados de acuerdo a la NOM 062-Z0O0-1999 sobre
el cuidado y uso de animales de laboratorio.

7.3.2 Induccién del modelo hiperglucémico STZ-NA

La induccion del modelo hiperglucémico STZ-NA se realizo segin el protocolo
desarrollado por Masiello y colaboradores en 1998 con algunas modificaciones.

Doce horas antes de la induccion, se privo de alimento a los animales y un dia antes se
llevo a cabo la preparacion de la STZ a una dosis de 65 mg/kg disuelta en 1 ml/kg buffer de
acetatos (0.9% de acetato de sodio, 0.1M de acido acético) a pH 4.5; mientras que la NA se
preparé el dia de la induccidn a una dosis de 150 mg/kg disuelta en 2 ml/kg de solucion
fisioldgica. La induccion se realizd mediante la administracion intraperitoneal (i.p.) de la NA

y 15 minutos después se inyectd por via intravenosa (i.v.) la STZ por la vena caudal.

Se consideraron para el experimento aquellos organismos con una glucemia mayor o

igual a 180 mg/dl.
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7.3.3 Grupos experimentales

Los organismos fueron separados en cinco grupos de 8 ratas, cada uno con un

tratamiento diferente (Tabla 7).

Tabla 7. Grupos experimentales con su respectivo tratamiento (n=8)

Grupo Experimental Tratamiento
Control Normoglucémico (NG) Sacarosa (3 g/kg)
Control Hiperglucémico (HG) Sacarosa (3 g/kg) |

Control Hiperglucémico Positivo (GHAC) Acarbosa (3 mg/kg) y sacarosa (3 g/kg)

| Hiperglucémico + E. polystachya (GHEp) Extracto (8 mg/kg) y sacarosa (3 g/kg)

| Hiperglucémico + C. integrifolia (HGCi) Extracto (41 mg/kg) y sacarosa (3 g/kg)

7.3.4 Pruebas de tolerancia oral a la sacarosa

Para la realizacion de las pruebas de tolerancia oral a la sacarosa, se midieron por
duplicado los niveles iniciales de glucosa sanguinea (TO) con el glucémetro Accutrend® Plus
mediante la extraccion de una muestra sanguinea proveniente de la vena caudal, realizando

un corte en la punta de la cola.

Después de obtener los valores iniciales de glucosa sanguinea se administraron los
farmacos y los extractos a los animales de los grupos correspondientes, disueltos en solucion
fisiolégica (NaCl 0.9%), segun las dosis y el peso de cada organismo. La administracion de
sacarosa se realizon 5 minutos después, y se midio por duplicado la glucemia a los 30, 60 y

90 minutos posteriores a la ultima administracion.
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7.4 Inhibicion de a-glucosidasas in vitro

La actividad inhibitoria del farmaco y los extractos se determind por el método
de Matsui et al. (1996) con algunas modificaciones. Este ensayo mide la liberacion del
4-nitrofenol a partir del sustrato 4-nitrofenol-a-D-glucopiranosido (4NPGP) que ocurre
mediante la reaccion de hidrélisis que realizan las enzimas a-glucosidasas (Fig. 21). A una
mayor liberacion del 4-nitrofenol, habra una mayor intensidad de color, lo que significa que

no hay inhibicion de las enzimas.

4-nitrofenil a-D-glucopiranosido

HO

O a-glucosidasas

OH » M)

HO O- NO,
OH

4-nitrofenol

OH

O2N

Figura 21. Reaccién de liberacién del 4-nitrofenol a partir del 4-nitrofenil a-D-glucopiranosido. Si no hay
inhibicién de las enzimas a-glucosidasas, ocurre la reaccién de hidrélisis, hay liberacion de-nitrofenol y por lo
tanto se observa una coloracion (Adaptado de Matsui et al., 1996).

Los ensayos se realizaron por duplicado en microplacas de pozos de 250 pl, a los cuales
se les afiadid en el siguiente orden: buffer de fosfatos (POs) 0.1 M a pH 6.8,
inhibidor (farmaco o extracto) a concentraciones de 0, 50, 200, 350 y 1000 upg/ml,
1.1 U de a-glucosidasas de Saccharomyces cerevisiae (SIGMA-ALDRICH) en 1 ml de
buffer de fosfatos o 100 mg de liofilizado de extracto crudo de epitelio de intestino de rata
(SIGMA-ALDRICH), como fuente de a-glucosidasas, disuelto en 2 ml buffer de fosfatos,
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Finalmente, cada ensayo comenz6 con la adicion del 4NPGP (SIGMA-
ALDRICH) 57.15 mM. Las reacciones se incubaron por 13 minutos y el cambio de la
absorbancia fue medido a 405 nm con el espectofotdmetro BioTek Instruments Inc. modelo
ELx800 cada 30 segundos.

7.5 Andlisis estadistico

Para determinar la existencia de diferencias estadisticas significativas (p<0.05) de los
datos obtenidos de las pruebas de tolerancia oral a la sacarosa, se realizaron ANOVAs de una

via seguidas por pruebas de Tukey.

En cuanto al célculo del valor de la ICso de los experimentos in vitro, este se realizd

con el método grafico.

Los calculos y la graficacion de los datos se realizaron con el software GraphPad Prism
Version 7.03
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8. RESULTADOS

8.1 Calculo de dosis

A partir de 20 g de material vegetal de C. integrifolia se obtuvieron 2.87 g de extracto
seco, sustituyendo en la formula, se obtiene la dosis por cada kg de peso:

Dosis: E879) .0 041 g/kg = 41 mg K
0Sis: 70kg g/kg =41mg/kg
En cuanto al extracto de E. polystachya, a partir de 20 g de material vegetal se
obtuvieron 0.561 g de extracto seco, sustituyendo en la férmula, se obtiene la dosis por cada
kg de peso:
(0.561 g)

Dosis: W: 0.008g/kg =8mg/kg

Estas dosis se emplearon en los tratamientos de la experimentacion in vivo.

8.2 Pruebas de tolerancia oral a la sacarosa

Los resultados de las pruebas de tolerancia a la sacarosa oral a lo largo de
90 minutos se muestran en la tabla 8 y estan expresados como el promedio de los valores
de glucosa sanguinea + EEM (mg/dl). La figura 22 corresponde a las curvas que
se obtuvieron de estas pruebas de tolerancia oral a la sacarosa, donde se grafica
el nivel de glucosa plasmatica (mg/dl) en los tiempos 0, 30, 60 y 90 que dur6 el proceso

experimental

Los datos que se obtuvieron de los grupos controles (NG y HG) reflejan que la
carga de sacarosa administrada ocasiona un aumento significativo (p<0.05) en los
niveles de glucosa sanguinea del TO al T30. Asi mismo, se observa que los organismos

del grupo NG son capaces de restablecer los niveles de glucosa basales al minuto 90.
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Por el contrario, los valores del grupo HG durante los tiempos 60 y 90
son significativamente mayores (p<0.05) al del TO, es decir, este grupo no es capaz
de restablecer los niveles de glucosa basales 90 minutos después de administrar la carga

de sacarosa.

Por su parte, el control positivo acarbosa demostré tener una actividad
inhibitoria eficaz sobre los niveles de glucemia postprandial al no registrarse
diferencia significativa (p<0.05) entre el TO y el T30. Ademas, con la administracion de
este farmaco no ocurrié un aumento de la glucosa plasmatica durante los tiempos 60 y 90,
es decir, tampoco existio diferencia significativa (p<0.05) entre el TO y el resto de los

tiempos.

En lo que concierne al efecto del extracto etanol-agua de la parte aérea de
Eysenhardtia polystachya (Ortega) Sarg., se observd que la administracion del extracto
no inhibid el pico hiperglucemico, ya que el T30 es significativamente mayor (p<0.05) al TO;
sin embargo, si provoc6 una disminucion de este, ya que los valores del T30 del grupo
HGEp son significativamente menores (p<0.05) a los valores del T30 del grupo HG.
A pesar de ello, después de 90 minutos de haber administrado el tratamiento, no se
restablecieron los valores iniciales de glucosa sanguinea, ya que se registré una diferencia

significativamente mayor con respecto al TO del mismo grupo (p<0.05).

De acuerdo a lo que se obtuvo en las pruebas de tolerancia oral a la sacarosa
en ratas hiperglucémicas STZ-NA, se determinO que el extracto acuoso de la parte aérea
de Calea integrifolia (DC.) Hemsl. no inhibi6 el pico hiperglucémico después de
administrar el tratamiento de sacarosa, ya que se obtuvieron valores significativamente
mayores (p<0.05) en el T30 con respecto al TO del grupo HGCi. De igual forma, tampoco se
observd una disminucion del pico hiperglucémico, pues no se registrd diferencia
significativa (p<0.05) entre los T30 del grupo HG y del grupo HGCi. Sin embargo,
es destacable que en el T90 de este grupo se registraron valores sin diferencia
significativa (p<0.05) con respecto al TO del mismo grupo, restableciendo de este modo los

niveles de glucosa basales.
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Cabe destacar que tanto el extracto de C. integrifolia, como el de E. polystachya,
disminuyeron los valores de glucosa sanguinea 90 minutos después de su administracion al
mismo nivel que el farmaco acarbosa, debido a esto fue que no se registrd una diferencia
significativa (p<0.05) entre los grupos de los extractos (HGCi y HGEp) y el control positivo
(HGAC) en dicho tiempo.

Tabla 8. Efecto de la administracién oral de los extractos de plantas y el farmaco sobre la concentracion
de glucosa plasmatica en ratas STZ-NA con carga de sacarosa.

Tratamientos Niveles de glucosa plasmatica (mg/dl)

Tiempo (minutos) TO T30 T60 T90
NG 123+ 22 185 + 2*2 155 + 3*2 125+ 32
HG 200+ 6 303 +11* 305 + 18* 267 £ 17*
HGACc 196 + 3 202 + 32 197 + 42 195 + 3%
HGEp 188 + 4 261 + 7*2P 246 + 8*ab 217 £ 7*2
HGCi 186 + 3 275 + 6*P 252 +13*2b 154+ 8?2

Diferencias estadisticas significativas (p<0.05): * con respecto al TO de su grupo, 2 con respecto al
Control Hiperglucémico y P de los extractos con respecto al Control Positivo (acarbosa). Los valores
estan expresados como promedio + EEM, n=8. NG (Control Normoglucémico), HG (Control Hiperglucémico),
HGACc (Control positivo Acarbosa), HGCi (Extracto acuoso Calea integrifolia) y HGEp (Extracto etanol-agua
Eysenhardtia polystachya).
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Figura 22. Curvas resultantes de las pruebas de tolerancia a la sacarosa. Cada punto representa la media de ocho determinaciones + EEM. Las diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05) se representan en la figura: * con respecto al TO de su grupo,  con respecto al Control Hiperglucémico y ° de los extractos
con respecto al control positivo (acarbosa). NG: Control Normoglucémico, HG: Control Hiperglucémico, HGAc: Control positivo Acarbosa, HGCi: Extracto
acuoso Calea integrifolia y HGEp: Extracto etanol-agua Eysenhardtia polystachya.
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8.3 Ensayos de la medicion de la actividad in vitro de las a-glucosidasas

La capacidad inhibitoria del control positivo (acarbosa) y de los extractos sobre la
actividad in vitro de enzimas a-glucosidasas provenientes de intestinto de rata (Tabla 9) y de
levadura (Tabla 10), se expresa en términos de la I1Cso.

En las figuras 23 y 24 se muestran las graficas obtenidas del porcentaje de actividad
enzimatica con cada una de las concentraciones probadas, las cuales se expresan en términos
de Log10.

El farmaco acarbosa ejercié actividad inhibitoria sobre ambos tipos de enzima,
obteniendo un valor de la ICso de 43.7 pg/ml en la enzima de intestino y de 114.46 pg/ml en

enzima de levadura.

Por otra parte, los extractos acuoso de C. integrifolia y etanol-agua de E. polystachya
no mostraron actividad inhibitoria sobre el extracto dializado de enzima de intestino de rata
liofilizado (Fig. 23) ni sobre las enzimas de S. cerevisiae (Fig. 24), por lo que no se

obtuvieron valores de 1Csg.

Tabla 9. Ensayo con extracto dializado de enzima de intestino de rata liofilizado.

Inhibidor I1Cs0 (ng/ml)
Acarbosa (10 mg) 47.22
Extracto etanol-agua C. integrifolia (10 mg) --
Extracto acuoso E. polystachya (10 mg) -

Tabla 10. Ensayo con enzima de Saccharomyces cerevisiae

Inhibidor 1Cs0 (ng/ml)
Acarbosa (10 mg) 172.62
Extracto etanol-agua C. integrifolia (10 mg) --
Extracto acuoso E. polystachya (10 mg) --
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9. DISCUSION

Como fue reportado en la seccion de resultados, la induccion de hiperglucemia
mediante la aplicacion del modelo STZ-NA de Masiello en ratas de la cepa Wistar fue
efectiva, ya que se origind una elevacién significativa de los niveles de glucosa plasmatica.
Lo anterior se comprobdé al obtener una diferencia significativa al comparar los niveles de
glucosa sanguinea del control hiperglucémico (HG) con los niveles del grupo control
normoglucémico (NG).

El farmaco acarbosa demostré ser un potente inhibidor de las enzimas a-glucosidasas,
pues inhibi6 el pico hiperglucémico postprandial en su totalidad. Se comprob6 ademas
que es un farmaco que no produce hipoglucemia, como se menciono en los antecedentes
(Cheng & Josse, 2004). Su efecto hipoglucemiante a través de la inhibicion de
las o-glucosidasas se ratificd con los resultados obtenidos de los ensayos in vitro,
ya que fue capaz de inhibir tanto a las enzimas de mamifero como a las de levadura.
Asi mismo, la ICso que resultd del ensayo realizado con enzimas intestino de rata fue menor
a la que se obtuvo del ensayo realizado con enzimas de Saccharomyces cereviseae.
Lo anterior permite comprobar que la acarbosa presenta mayor afinidad por las enzimas de
origen animal, es decir, aquellas pertenecientes a la familia Il (Bedekar et al., 2010; Chiba,
1997).

En cuanto a los resultados obtenidos en las curvas de tolerancia oral a la sacarosa con
administracion del extracto etanol-agua de la parte aérea de E. polystachya se observo que, a
pesar de no haber inhibido el pico hiperglucémico, si hubo una reduccion de este, asi como
una tendencia a disminuir los niveles de glucosa sanguinea durante los 90 minutos de
experimentacion. Es decir, se comprobd el efecto hipoglucemiante previamente observado

por Pérez-Gutiérrez y Garcia-Baez (2014).

Considerando los resultados del ensayo in vitro de E. polystachya, es posible
determinar que esta especie no tiene una actividad inhibitoria sobre las enzimas
a-glucosidasas, por lo que se descarta que mediante este mecanismo de accion ejerza su

efecto hipoglucemiante.
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Sin embargo, al tomar en cuenta que Pérez-Gutiérrez y Garcia-Baez (2014) observaron
una disminucion de los niveles de la G-6-Pasa, enzima que participa en la produccion de
glucosa hepética (Mata-Torres Valle, 2017), se propone realizar protocolos experimentales
que permitan descartar que su mecanismo de accién sea a través de la inhibicion de este

proceso.

Considerando el aumento en la concentracion de insulina sérica observado por Pérez-
Gutiérrez y Garcia-Baez (2014) con la administracion del extracto metanol-agua de

E. polystachya, se propone determinar si esta especie actlia como un secretagdgo de insulina.

Por otro lado, se observo que con una dosis de 1000 pg/ml del extracto de
E. polystachya se alcanzé un 52% de inhibicidn de las a-glucosidasas de Saccharomyces
cereviseae, es decir, esta especie presenta cierta afinidad hacia las enzimas de la Familia I.
Lo anterior, si bien no es farmacoldgicamente relevante, tiene importancia ecoldgica, pues
se sabe que la presencia de metabolitos que inhiban las a-glucosidasas de insectos es un
mecanismo de defensa vegetal contra la herbivoria, cuya aplicacion cientifica permite el
desarrollo de nuevos métodos para lograr el control de plagas que afectan cultivos de
importancia econdémica (Avellaneda-Ortiz, 2013). Por lo tanto, debera estudiarse el efecto de

E. polstachya como un potencial control de plagas.

En lo referente al efecto del extracto acuoso de C. integrifolia, se observo
que esta planta no tiene un efecto inhibitorio ni reductor sobre el pico hiperglucémico
postprandial, contrario a lo que se obtuvo en estudios realizados con la especie C. ternifolia
(Escandon-Rivera et al., 2017). Sin embargo, es importante destacar que se emplearon
compuestos aislados de C. ternifolia, lo que implica que con la administracion del extracto
de C. integrifolia puede generarse un efecto de antagonismo, en el que la accién del principio
o de los principios activos se ve mimetizado por la interaccion de los compuestos presentes

en el mismo (Wagner, 2006).

La ausencia del efecto inhibitorio del extracto de C. integrifolia sobre la actividad de
las enzimas a-glucosidasas se comprobd con los ensayos in vitro, en los cuales no se obtuvo

un valor de ICso. Es decir, se descarta este mecanismo de accion esta especie.
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Es destacable que en los resultados de este estudio, se observa una disminucion
significativa de los niveles de glucosa sanguinea en los tiempos 60 y 90 con la administracion
del extracto de C. integrifolia. Tomando en cuenta lo anterior y considerando que Escandon-
Rivera et al. (2017) y Sataga et al. (2016) registraron la presencia de acido clorogénico en
las especies C. ternifolia y C. zacatechichi, respectivamente, es que se propone continuar con
los estudios quimicos del extracto de C. integrifolia para determinar si hay presencia de acido
clorogénico, compuesto que inhibe a la G-6-Pasa (Mata-Torres Valle, 2017) en cuyo caso se
deberd considerar realizar protocolos experimentales que discrepen que el efecto
hipoglucemiante que ejerce esta especie 90 minutos después de su administracion sea a traves

de la inhibicion de la produccion de glucosa hepatica.

A pesar de que se realizaron propuestas para probar ciertos mecanismos de accién en
ambas especies, no se descartan otros procesos a través de los cuales estas especies ejercen

su efecto hipoglucemiante, como la sensibilizacion a la insulina en masculo y/o adipocito.
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10. CONCLUSIONES

A través de las pruebas de tolerancia oral a la sacarosa se determind que las especies
Eysenhardtia polystachya (Ortega) Sarg. y Calea integrifolia (CD.) Hemsl. no inhiben el

pico hiperglucémico postprandial, pero si disminuyen la intolerancia a la glucosa.

Los resultados de los ensayos in vitro realizados con enzimas de intestino de rata y de
Saccharomyces cereviseae mostraron que estas especies no tienen un efecto inhibitorio sobre

las enzimas a-glucosidasas.

A partir de lo anterior, resta concluir que estas especies deberan ser sometidas a
distintos analisis farmacologicos que permitan descartar las potenciales vias de accién a
través de los cuales ejercen sus efectos hipoglucemiantes. Asi mismo, se destaca la
importancia de realizar estudios fitoquimicos que permitan determinar su composicion y cual

o cuales de estos compuestos sean los responsables de sus efectos hipoglucemiantes.

Los resultados que se obtuvieron con esta investigacion, representan un paso
importante en la obtencidn de nuevos agentes hipoglucemiantes de origen natural a través de
la comprobacion de su efecto hipoglucemiante y de la dilucidacion de su mecanismo de
accion, demostrando la gran aportacion que realiza la medicina tradicional mexicana al

descubrimiento de fitomedicamentos.
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