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ABREVIATURAS
Ach . Acetilcolina
AC : Adenilato ciclasa
ADA : Asociacion Americana de Diabetes
ADP : Adenosin difosfato
AKT : Proteina cinasa B
ASP : Proteina adaptadora con dominios de pleckstrina y SH2.
ATP : Adenosin trifostato
Ca? : Calcio
cAMP : Adenosin monofosfato ciclico
CAP . Proteina asociada con Cbl
CCK . Colecistoquinina
CGRP : Gen relacionado con el de la calcotonina
Clb : Proteina que une ubiquitina
Crk : Reguladores cinasa de virus tumoral de pollo
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RESUMEN
La Diabetes mellitus (DM), principalmente la DM tipo 2 es una enfermedad de alta

prevalencia a nivel mundial. Los pacientes con dicha enfermedad presentan hiperglucemia
crénica debido a la resistencia a la insulina de los tejidos periféricos blanco de esta hormona.
El tratamiento para la DM tipo 2 consiste en una dieta balanceada acompafiada de ejercicio
y la ingesta de farmacos para controlar los niveles de glucosa sanguinea. En el presente
trabajo se utilizd como control positivo de los tratamientos el farmaco glibenclamida que

pertenece a las sulfonilureas caracterizadas por ser secretagogos de insulina.

En México hay aproximadamente 12 millones de personas diabéticas y es uno de los paises
en los que se utilizan plantas medicinales como remedio alternativo para tratar dicha
enfermedad, una de ellas es Ageratina petiolaris. El extracto acuoso de esta planta mostré
tener efecto hipoglucemiante y estudios fitoquimicos revelaron que tiene dos compuestos
mayoritarios a los cuales se les adjudica este efecto; el acido clorogénico que es un
compuesto que inhibe la gluconeogénesis y el L-quiroinositol (L-chiro-inositol) que podria

contribuir a la secrecién de insulina.

En el presente trabajo de investigacion se evalud el efecto sobre la secrecion de insulina
tanto del extracto acuoso de Ageratina petiolaris como el del compuesto L-quiroinositol
aislado de este mismo sobre la secrecién de insulina en ratas STZ-NA.

Se corrobord el efecto hipoglucemiante del extracto acuoso, aunque no aumentd la

secrecion de insulina de manera estadisticamente significativa.

Por otro lado, el compuesto L-quiroinositol mostrd un efecto hipoglucemiante tardio al ser
comparado con el grupo control hiperglucémico y aumento la secrecidon de insulina hasta de

un 200%.

En conclusién, el efecto hipoglucemiante de Ageratina petiolaris se debe al efecto sinérgico
de los compuestos presentes en el extracto acuoso y no solo a uno de los compuestos

mayoritarios.
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ABSTRACT

Diabetes mellitus (DM), mainly DM type 2, is a highly prevalent disease worldwide. Patients
with this disease have chronic hyperglycemia due to the insulin resistance of peripheral
target tissues to this hormone.

The treatment for DM type 2 consists of a balanced diet, exercise and the intake of drugs to
control blood glucose levels. In the present work, the drug glibenclamide, which belongs to
the sulphonylureas characterized by being insulin secretagogues, was used as positive

control.

In Mexico, there are approximately 12 million diabetic people and it is one of the countries
where medicinal plants are used, as an alternative remedy to treat this disease, one of them
is Ageratina petiolaris. The aqueous extract of this plant showed hypoglycemic effect,
phytochemical studies revealed it has two major compounds to which its effect is attributed:
chlorogenic acid, a compound that inhibits gluconeogenesis and L-chiro-inositol that could

contribute to insulin secretion.

In the present research work, the effect on insulin secretion of both; the agueous extract
and L-chiro-inositol were evaluated. The hypoglycemic effect of the extract was
corroborated, although insulin secretion did not increase in a statistically significant way.

On the other hand, the L-chiro-inositol showed a late hypoglycemic effect, when compared

to the Hyperglycemic control group and increased insulin secretion up to 200%.

In conclusion, the hypoglycemic effect of Ageratina petiolaris is due to the synergistic effect
of the compounds present in the aqueous extract and not only to one of the major

compounds.
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INTRODUCCION

La diabetes mellitus (DM) es un grupo de enfermedades metabdlicas donde los pacientes se
caracterizan por presentar hiperglucemia resultado de defectos en la secrecion y/o accion
de la insulina. La hiperglucemia crénica caracteristica de la diabetes esta asociada con dafios
a largo plazo, disfuncién y fallo de diferentes dérganos, especialmente los ojos, rifiones,
corazdn, nervios y vasos sanguineos.

De acuerdo a la Asociaciéon Americana de Diabetes (ADA) la DM se puede clasificar en cuatro
tipos la DM tipo 1, la DM gestacional, tipos especificos de DM y la DM tipo 2 que representa
alrededor del 90 al 95% de los casos de diabetes y esta relacionada con el sobrepeso y
obesidad (ADA, 2018).

La Federacion Internacional de Diabetes (IDF) calculd que en el afio 2017 habia 425 millones
de personas diabéticas en todo el mundo y estima que para el afio 2045 el nimero de
personas con esta enfermedad aumentara a 629 millones (IDF, 2017).

Cifras de la misma federacion indican que en México, en el afio 2017, habia 12 millones de
personas diabéticas y el gasto publico para tratar esta enfermedad fue de 19 millones de
dolares. La Encuesta Nacional de Salud y Nutricién de Medio Camino del afio 2016 (ENSANUT
MC) muestra que la prevalencia de diabetes en nuestro pais ha ido en aumento por ejemplo
en el afio 2006 la prevalencia era de 7.2%, para el afio 2012 aumento a 9.2% vy para el afio
2016 se calculd una prevalencia del 9.4% afectando principalmente a mujeres (ENSANUT
MC,2016) (IDF, 2017).

Debido al incremento de la prevalencia de la DM tipo 2 en nuestro pais y que gran parte de
los pacientes utilizan un tratamiento alternativo para ayudar a controlar la enfermedad, en
el presente trabajo se evalud el efecto del extracto acuso de la parte aérea de Ageratina
petiolaris y uno de sus compuestos mayoritarios el L-quiroinositol sobre los niveles de
insulina secretados en ratas con hiperglucemia inducida por el modelo estreptozotocina-
nicotinamida (STZ-NA). Dicha planta es utilizada en algunas comunidades del Estado de
México para tratar la DM. En estudios realizados por Bustos-Brito y colaboradores en el afio
2016 dicha planta mostro tener efecto hipoglucemiante aislaron e identificaron sus
compuestos mayoritarios: el acido clorogénico y el L-quiroinositol (L-chiro-inositol). También
el extracto de esta planta mostré un efecto inhibitorio de la gluconeogénesis, este efecto
puede estar dado por la presencia del dcido clorogénico, ya que, se ha comprobado que este
compuesto inhibe el transportador de glucosa-6- fosfato del complejo enzimatico glucosa-6-
fosfatasa (G6Pasa) una enzima importante para la gluconeogénesis (Espinoza-Hernandez,
2017).

Debido a los antecedentes fitoquimicos y farmacolégicos mostrados por la especie A.
petiolaris, se requiere de mas estudios para dilucidar los mecanismos de accién por los cuales
esta planta presenta efecto hipoglucemiante, uno de ellos el posible aumento en la secrecion
de insulina.
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OBJETIVOS

General

Evaluar el efecto de Ageratina petiolaris sobre los niveles de insulina plasmatica.

Particulares

v" Analizar el efecto de la administracién del extracto acuoso de la parte aérea de
Ageratina petiolaris con una dosis de 160 mg/kg sobre los niveles de insulina
plasmatica en ratas STZ-NA.

v" Analizar el efecto de la administracién del compuesto L-quiroinositol con una dosis
de 3.73 mg/kg aislado de Ageratina petiolaris sobre los niveles de glucosa e insulina
plasmatica en ratas STZ-NA.

10
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HIPOTESIS

X/

% La administracion del extracto acuoso de la parte aérea de Ageratina petiolaris
aumentara la concentracion de insulina plasmatica en ratas STZ-NA.

®,

% La administracién del compuesto L-quiroinositol aislado de Ageratina petiolaris
tendrd un efecto hipoglucemiante y aumentard la concentracion de insulina
plasmatica en ratas STZ-NA.

11
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ANTECEDENTES
1.Homeostasis de la glucosa y secrecion de insulina
La concentracion plasmatica de glucosa se mantiene en niveles de alrededor de 90 mg/dl

mediante el equilibrio entre la absorcion intestinal de glucosa, la glucogendlisis hepatica y la
gluconeogénesis tanto en el higado como en rifion (Segura & Ruilope, 2013).

Céluls alfa
Existen dos hormonas principales que
mantienen las concentraciones de glucosa
en niveles adecuados, el glucagén vy la
insulina, ambas hormonas son secretadas
por células pancredticas. El pdancreas
endocrino tiene un papel esencial en la
regulacion del metabolismo de lipidos,
proteinas y carbohidratos. La unidad
histoldgica del pancreas endocrino son los
islotes de Langerhans, estos islotes estan
compuestos de cuatro tipos celulares: las
células a productoras de glucagdn, células
B productoras de insulinay amilina, células |
6 productoras de somatostatina y células \
PP productoras del polipéptido '
pancreatico (Figura 1) (Tébar & Escobar,
20009).

Acnas
pancredticos

Células beta

Céluls PP

Figura 1: Islotes de Langerhans del pancreas enddcrino

Cuando los niveles de glucosa se encuentran en concentraciones bajas, las células a
pancreaticas son estimuladas secretando glucagodn, esta hormona ejerce su efecto en el
higado, en el cual estimula la glucogendlisis y la gluconeogénesis aumentando la
concentracion plasmatica de glucosa (Tébar & Escobar, 2009).

Por otro lado, cuando los niveles de glucosa se encuentran elevados, por ejemplo, después
de la ingesta de alimentos, la hormona que actua es la insulina la cual es secretada por las
células B pancreaticas, la secrecion de esta hormona es bifasica si el estimulo
(concentraciones elevadas de glucosa) se mantiene constante (Figura 2).
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Incrementa los Niveles bajos de glucosa
nivelesde glucosa

I Promueve la Isecrecion

ﬁ de glucagon
Glucégeno Glucosa

_

stimulacién de la ruptura del glucégeno
Glucagon

Pancreas
Es(timulacién de la formacion de glucdgeno I
Insulina
) Promueve la secrecién
Higado de insulina
Estimula la captacion de
glucosa por los tejidos

periféricos Nivelesaltos de glucosa

Figura 2: Homeostasis de la glucosa. Cuando los niveles de glucosa incrementan, las células B secretan insulina,
dicha hormona estimula a sus tejidos blanco a captar esta glucosa, a su vez esta glucosa es convertida en
glucdégeno vy triglicéridos. Por otro lado, cuando los niveles de glucosa disminuyen, las células a secretan
glucagon lo cual estimula la liberacion de glucosa desde el higado.

Tomada y modificada de Kaul, K. et al., (2012). Capitulo 1: Introduction of Diabetes mellitus. En S. I. Ahmad
(Ed.). Diabetes: An Old disease, a New Insight.

La insulina es una hormona peptidica de 5.8 KDa que estd conformada por dos cadenas
peptidicas unidas por dos puentes de disulfuro.

SN

Gen

La transcripcion de dicha hormona estd
regulada por nutrientes, principalmente
por las concentraciones de glucosa, por
citosinas proinflamatorias como IL-1b,
TNFa y por ella misma generando una

ARNm

<::<::

Ribosoma

" cascada de sefalizacion de
rT @ Preproinsulina retroalimentacion positiva. El proceso
L | sintesis de insulina comienza cuando el

@ RNAm se traduce a preproinsulina en el
Fe oy, Proinsulina ribosoma, la preproinsulina es trasladada

al aparado de Golgi donde le es

/\!‘Q.;{_/ desprendido el péptido N-terminal

o

generando proinsulina, la cual, es
Insulina Péptido C empaquetada en granulos, dentro de los

@/ C ) cuales, la proinsulina es transformada en

insulina y péptido C; estos granulos ya

Figura 3: Proceso de sintesis de insulina estan listos para ser liberados en caso de
Tomada y modificada de Tébar & Escobar, (2009). un estimulo de secrecidn de insulina
Diabetes en la practica clinica. (Figura 3) (Tébar & Escobar, 2009).
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Como se mencioné anteriormente el principal inductor de la secrecién de insulina es la
glucosa. El proceso inicia con la entrada de glucosa por transportadores de glucosa conocidos
como GLUT, en el caso de los humanos es GLUT1 y de los roedores es GLUT2, ubicados en la
membrana plasmatica de la célula B pancreatica.

Una vez en el interior, la glucosa es metabolizada aumentando los niveles de ATP/ADP,
debido a este incremento se cierran los canales de potasio sensibles a ATP, estos canales
actlan como un sensor metabdlico, ya que el cierre de estos responden a la concentracion
de los nucledtidos ATP/ADP, dicho cierre inicial provoca una baja despolarizacién del
potencial de membrana, que, cuando alcanza los -40mV provoca la apertura de los canales
de Na*y los canales de Ca®* tipo T dependientes de voltaje, tanto el incremento de Na* como
el de Ca?* intracelular causan una mayor despolarizacion de la membrana.

Cuando el potencial de membrana alcanza los -20mV se abren los canales de Ca?* tipo L
dependientes de voltaje, lo cual aumenta atin mas los niveles de Ca?* intracelular provocando
la secrecién de los granulos preformados de insulina (Figura 4) (Hiriart & Aguilar 2008).

preformados

de insulina . ‘ . ‘__n_'__jj/

o :-‘j/ \—‘/:i,\f"a
insulina

Figura 4: Secrecion de insulina mediada por glucosa. La glucosa entra a través de GLUT2 a la célula B
pancreatica, ya en el interior la glucosa es metabolizada, lo que aumenta la concentracién de ATP/ADP, dicho
aumento provoca el cierre de los canales de K* sensibles a ATP lo que a su vez provoca la apertura tanto de
los canales de Na* como los de Ca?*tipo T, una vez abiertos, estos canales causan una mayor despolarizacion
de la membrana y dicha despolarizacion causa la apertura de los canales de Ca?* tipo L, con esta accion la
concentracion intracelular de Ca?* es suficiente para llevar acabo la exocitosis de los granulos preformados
de insulina.

Modificada de Hiriart, Marcia y Lydia Aguilar-Bryan (2008). Channel regulation of glucose sensing in the
pancreatic B-cell.
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La secrecion de insulina estimulada por glucosa es modulada por varios neurotransmisores
y hormonas que se unen a receptores especificos ubicados en las membranas de las células
beta pancreaticas. La gran mayoria de estos receptores pertenecen a la superfamilia de
receptores acoplados a proteinas G (GPCRs). Las proteinas G, principalmente Ggll y Gs,
estan vinculadas a vias de sefializacidon especificas, las cuales, tienen multiples efectos sobre
la funcién de las células beta pancredticas induciendo la regulacion de la liberacion de
insulina; por otro lado, los receptores acoplados a Gi ejercen un efecto inhibitorio en la
secrecién de la insulina (Figura 5) (Ruiz de Azua et al., 2011).

Por ejemplo, el receptor del glucagdn tipo 1 (GLP-1) esta vinculado a Gs y estd ampliamente
expresado en las células beta pancredticas, estos receptores en la actualidad son un blanco
farmacoldgico que facilita la secrecién de insulina y mejora la homeostasis de la glucosa
(Figura 5) (Ruiz de Azua et al., 2011).

Las células beta pancredticas también expresan receptores acoplados a Ggll, por ejemplo,
el receptor muscarinico de acetilcolina M3R (ACh). La acetilcolina es el mayor
neurotransmisor de los nervios periféricos parasimpaticos, ejerce una pronunciada
estimulacion de liberacion de insulina sobre el pancreas; este efecto es de particular
importancia durante la fase preabsortiva de la alimentacién (Figura 5) (Ruiz de Azua et al.,
2011). Lt

de insulina

O & vDcCC \ Liberacidon
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CCK
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Figura 5: GRPCRs involucrados en |a liberacién de insulina de las células B pancreaticas. AC: adelitato ciclasa; ACh:
acetil colina; GLP1: péptido similar al glucagdn tipo 1; CCK: colecistoquinina; NPY: neuropéptido Y; CGRP: gen
relacionado con el gen de la calcitonina; GIP: péptido insulinotropico dependiente de glucosa o polipéptido
inhibidor gastrico;M3R: receptor muscarinico; PACAP: polipéptido de la adelinato ciclasa de la pituitaria; VIP:
polipéptido vasoactivo intestinal; VDCC: canal de Ca?* dependiente de voltaje; DAG: diacilglicerol; IP3: inositol
1,4,5-trifosfato; PKA: proteina cinas A; PKC: proteina cinasa C; RE: reticulo endopldsmico; Epac: proteina
intercambiadora activada por cAMP.

Modificada de Ruiz de Azua et al., (2011). Novel insights into the function of B-cell M3 muscarinic acetylcholine
recptors: therapeutic implication.
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Una vez dado el estimulo para la secrecién de insulina ya sea mediante el paso de glucosa
por GLUT2 o por accién de los GPCRs la secrecién de insulina se da en dos fases. En la primera
fase de secrecion de insulina son liberados los granulos preformados de insulina proximos a
la membrana, esta respuesta es rapida comienza segundos después del estimulo y dura de
cinco a diez minutos, esta fase es principalmente sensible a glucosa. La segunda fase de
secrecion de insulina es mas prolongada que la primera, puede extenderse hasta por 120
minutos y se da la migracion y liberacidon de los granulos centrales de insulina y también hay
sintesis de novo de esta hormona. A este tipo de respuesta se le conoce como secrecion
bifasica de insulina (Figura 6) (Hiriart & Aguilar, 2008) (Tébar & Escobar, 2009).

Primera fase de secrecion de insulina (estimulada)
[™ 10 mM glucosa]
Segunda fase de secrecion de insulina
(prolongada)
Estado basal
(secrecidn pulsatil de insulina)
[ 5 mM glucosa] j
o
3 - 10 minutos 120 minutos

Figura 6: Secrecion bifasica de la insulina. La secrecidon de insulina bifasica estd dada en respuesta a la
concentracién extracelular de glucosa. Cuando la glucosa extracelular aumenta de una concentracién basal a
una concentracion de glucosa estimulada de alrededor de 10 mM es observada la primera fase de secrecién de
insulina que se da en los primeros minutos; esta primera fase puede ser explicada por el cierre de los canales
Karp y la activacion de los canales KATP dependientes de voltaje o alimentando la via de despolarizacion, lo cual,
permite la exocitosis de pequefios granulos de insulina. Cuando los niveles de concentracién de glucosa se
mantienen altos se observa la segunda fase de secrecién de insulina. Cuando los niveles de glucosa se
encuentran alrededor de los 5 a 6 mM se da un estado basal (secrecidn pulsatil de secrecién de insulina) donde
dicha secrecién es constante y en menor grado y sirve para mantener la homeostasis de glucosa. (Hiriart &
Aguilar, 2008) (Tébar & Escobar, 2009).
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Una vez liberada la insulina, esta hormona ejerce su accion en tejidos blanco. La accion de la
insulina esta mediada por cascadas de sefializacion que inician con la fosforilacién de los
residuos de tirosina (Tyr) del receptor de insulina. El receptor de insulina (IR) es una proteina
compuesta por dos subunidades a (region extramembranal) y dos subunidades B (region
extramembranal, transmembranal e intracelular) unidas por puentes de disulfuro (Figura 7)
(Olivares et al., 2008).

Este receptor pertenece al grupo de receptores para factores de crecimiento que tienen
actividad intrinseca de cinasas de Tyr, que al ser estimulados por la unién de la insulina en
las subunidades a, estas presentan un cambio conformacional, dicho cambio permite que las
subunidades B se autofosforilen quedando activado el receptor (Olivares et al., 2008)

Sitios de unidn de la

insulina
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Figura 7: Receptor de insulina (IR). El IR es un heterotetramero constituido por dos subunidades a extracelulares
las cuales contienen los sitios de union de la insulina (a1IR y a2IR) y dos subunidades ubicadas en el interior de
las células con una region transmembranal en las cuales se localizan los sitios de fosforilacion de tirosinas (Tyr)
para que el IR se active después de la unién de la insulina.

Modificada de Olivares et al., (2008). Bases moleculares de las acciones de la insulina

Una vez activo el IR, se activan dos vias principales de transduccién de sefiales, 1: la via del
fosfatidilinositol 3-cinasa (PI3K/AKT) y 2: la via activada por mitdgenos (MAP cinasas).
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Estudio del efecto del extracto acuoso de la parte aérea de Ageratina petiolaris (Moc. & Sessé ex DC.) R.M. King & H. Rob.
y del L-quiroinositol sobre la secrecion de insulina en ratas STZ- NA.

1: Via PI3K: via por la cual la insulina mantiene la homeostasis de la glucosa al translocar
GLUT4. Esta via se activa una vez que el IR se autofosforila por la unién de la insulina; la
activacion del IR provoca la fosforilacion de los sustratos del receptor de insulina (IRS).

Existen cuatro isoformas del IRS, la isoforma involucrada en el transporte de glucosa es la
isoforma 1 (IRS-1). Una vez forforilados los IRS por el IR estos se convierten en sitios de unién
y activacién de proteinas con dominios SH2, como lo es PI3K, este Ultimo esta conformado
de una subunidad reguladora (p85 con dominios SH2 que permite la unién a los IRS) y de una
subunidad catalitica (p110 cercana a la membrana plasmatica).

La interaccion de p85 y del IRS-1 activa a p110 vy por su cercania a la membrana tiene acceso
al fosfatidilinositol 4-fosfato (PI4P) y al fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato (Pl4,5-P2), estos
sustratos son fosforilados en la posicion 3 del inositol formando PI3,4-bifosfato y PI3,4,5-
trifosfato (PIP2 yPIP3 respectivamente). PIP3 tiene un sitio de unién en PDK1 (cinasa
dependiente de fosfoinositidos) que es una cinasa de serina también se activa PDK2, una vez
fosforiladas estas dos proteinas se activa Akt. La activacidn de Akt tiene efectos en diferentes
vias y el resultado de esto es que promueve la sintesis de glucdgeno, inhibe la lipolisis y
aumenta la lipogénesis (Khan & Pessin, 2002) (Olivares et al., 2008).
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Figura 8:Translocacion del GLUTA4. El tréfico de GLUT4 depende de varios mecanismos, uno de ellos es el de la
AS160. AS160 tiene dominios Rab/GAP vy es sustrato de Akt, en su estado no fosforilado y activo inhibe la
actividad de las proteinas G pequefias Rab (Rab-GTP inh) estas proteinas participan en el trafico de las vesiculas
que contienen GLUT4. Cuando AS160 es fosforilada por Akt esta proteina se inhibe y se libera la via de las
proteinas G pequefias Rab (Rab-GTP act) y como resultado se incrementa la translocacién de GLUT4.

Otro mecanismo por el cual se transloca GLUT4, y que ha sido descrito en los adipocitos, es la via que involucra
la proteina Chl y las proteinas adaptadoras APS y CAP, las cuales forman el complejo proteico APS/CAP/Cbl.
Cuando el receptor de insulina (IR) se activa permite la fosforilacion de Cbl, una vez sucedida dicha fosforilacidn,
el complejo CAP/Cbl se separa del IR, esto permite que Cbl reclute a las proteinas Crk y C3G, esta Ultima activa
a la proteina TC10 la cual es una proteina G pequefia que favorece el trafico vesicular de GLUT4. Por otro lado,
también se activan las proteinas PKCZA lo cual favorece aln mas la translocacion de GLUT4.

Tomada y modificada de Olivares et al., (2008). Bases moleculares de las acciones de la insulina.
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2: Via de las MAP cinasas o MEK: es la via por la cual la insulina regula la sintesis de proteinas.
La via de las MAP cinasas participa principalmente en la regulacién genética en los tejidos
sensibles a la insulina, pero no participa en el transporte de glucosa. Existen dos principales
mecanismos por los cuales se ve activada. El primero es cuando el IR se activa promoviendo
la asociacién de la proteina Shc. El segundo mecanismo por el cual se activa la via de las MAP
cinasas es dependiente de IRS, el cual depende de la autofosfoliracion del IR, una vez
fosforilado el IR se activan los IRS (Olivares et al., 2008).
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Figura 9: Activacion de la via MAP cinasas por efecto de la insulina. La autofosforilacién del Receptor de insulina
(IR) causa la unién de la proteina Shc que a su vez promueve la unién del complejo Grb2/SOS, SOS es una
proteina intercambiadora de nucledtidos de guanina y esto causa la activacién de Ras, GTP-Ras se une a Raf-1
gue a su vez activa la via que involucra a MEK o MAP cinasa y se activan tanto ERK1 como ERK2 (cinasa regulada
extracelularmente 1y 2). La autofosforilacion del IR fosforila al IRS y una vez fosforilado este sustrato se une el
complejo Grb2/SOS y se llevan a cabo los mismos pasos que se describieron anteriormente a partir del
reclutamiento del complejo Grb2/SOS, esta es una via que no depende de la unién de Shc.

Tomada y modificada de Olivares et al., (2008). Bases moleculares de las acciones de la insulina.

Una vez que la insulina ha llevado a cabo su accion, las sefiales inducidas por la union de la
insulina con su receptor se ven reguladas a través de tres principales mecanismos. Dicha
regulacion es necesaria para el adecuado funcionamiento metabdlico. Los mecanismos de
regulacion de la sefial de la insulina son los siguientes:

1. Regulacion del IR: se lleva a cabo mediante la endocitosis del receptor de insulina. En
los endosomas primarios se realiza la degradacion de la insulina y el IR es reciclado
trastocandolo de nuevo a la membrana plasmatica.

2. Regulacion de los IRS: cuando se activa el IR, los IRS son fosforilados en los residuos
de Tyr, cuando el IRS se fosforila en los residuos de Ser/Thr (Serina /Treonina) se ve
disminuida la sefial y los IRS se desacoplan de las proteinas de la via de la insulina.

3. Regulacion por debajo del IRS: involucra fosfatasas que inducen la desfosforilacién
del PIP3 truncando la via de PI3K (Olivares et al., 2008).
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2. Diabetes mellitus

La diabetes es un grupo de enfermedades metabdlicas que se caracteriza por presentar
hiperglucemia resultado por defectos en la secrecidon y/o acciéon de la insulina. La
hiperglucemia crénica de la diabetes estd asociada con dafios a largo plazo, disfuncién y fallo
de diferentes érganos, especialmente los ojos, rifiones, corazén y nervios. (ADA, 2018).

La IDF en el 2017 calculd que habia 327 millones de personas de 20 a 64 afios con diabetes
mellitus y estima que para el afio 2045 habra 693 millones de personas de la misma edad
con esta enfermedad

2.1. Clasificacidn

De acuerdo con la ADA (2018), existen cuatro principales tipos de diabetes las cuales se
describen a continuacion:

Diabetes mellitus tipo 1: representa entre un 5 al 10% de los casos de diabetes, también se
le conoce como diabetes insulino-dependiente o diabetes juvenil. Es el resultado
principalmente de la destruccién autoinmune de las células B pancredticas, aungue en
algunos casos se desconoce su etologia. Muchos pacientes principalmente nifios vy
adolescentes presentan cetoacidosis como primera manifestacion de la enfermedad.

Diabetes mellitus tipo 2: representa entre un 90 a 95 % de los casos de diabetes se caracteriza
por la alteracion en la secrecion de insulina, resistencia en tejidos periféricos a la misma y
aumento en la produccion hepatica de glucosa. Muchos de los pacientes presentan
sobrepeso u obesidad por lo cual esta condicidon se asocia con la diabetes.

Diabetes gestacional: se define como cualquier grado de intolerancia a la glucosa que
comienza durante el embarazo independientemente de que si la insulina o la modificacién
de la dieta es usada para el tratamiento o si esta condicidn persiste después del embarazo.

Tipos especificos de diabetes debido a otras causas: entre los cuales se engloba a la diabetes
monogénica que es causada por la disfuncién de las células § pancredticas, como la diabetes
neonatal y MODY, menos del 5% de los pacientes diabéticos padecen este tipo de diabetes.
Otro tipo es causado por enfermedades del pancreas exocrino como fibrosis quistica y
pancreatitis. El uso de glucocorticoides utilizados en el tratamiento de VIH/SIDA o después
de un trasplante de algun érgano puede inducir quimicamente diabetes.
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2.1.1. Diabetes mellitus tipo 2

La diabetes mellitus tipo 2 es la forma mas frecuente de diabetes, representa alrededor del
90% del total de los casos de diabetes. En este tipo de diabetes la hiperglucemia es el
resultado de una produccién inadecuada de insulina y de la incapacidad del cuerpo de
responder a esta hormona a lo que se le conoce como resistencia a la insulina, que es su
principal caracteristica (IDF, 2017).

Este tipo de diabetes no es diagnosticada en etapas tempranas, debido a la existencia de
hiperinsulinemia al inicio de la enfermedad, este estado de hiperinsulinemia compensa los
niveles altos de glucosa, pero la hiperglucemia caracteristica de la diabetes se va
desarrollando gradualmente en conjunto con la disminucién de la secrecién de insulina
causada por agotamiento de las células beta pancredticas.

La hiperglucemia caracteristica de la enfermedad es precedida por un estado de prediabetes,
esta condicion predispone a las personas a desarrollar DM2. La prediabetes tiene como
caracteristicas la alteracién de los niveles de glucosa en ayuno (niveles de glucosa en ayuno
mas alto que los normales pero no entran en los criterios para ser diagnosticada como DM2,
los individuos manifiestan resistencia a la insulina por parte del higado y muestran alteracion
de la primera fase de la secrecion de insulina), la alteracion en la tolerancia a la glucosa
(resistencia a la insulina por parte del musculo con alteracion en la segunda fase de la
secrecion de insulina después de la ingesta de alimentos) o incremento en los niveles de
hemoglobina glicada (De Fronzo et al., 2015).

La DM tipo 2 es diagnosticada principalmente en adultos, pero debido al aumento de la
presencia de obesidad en nifios y adolescentes, este tipo de diabetes aparece con mas
frecuencia en esta poblacion (IDF, 2017).

Como se menciond anteriormente la resistencia a la insulina es la principal caracteristica de
esta enfermedad, a continuacion, se describe con mas detalle esta condicién.

La resistencia a la insulina es el principal factor de riesgo para desarrollar DM tipo 2, que es
causada por la inhabilidad de los tejidos blanco de la insulina para responder
apropiadamente a esta hormona. La resistencia a la insulina puede ser inducida por el fallo
en la via de sefializacion de la insulina en multiples niveles.

Un factor esencial que contribuye a la resistencia a la insulina es la fosforilacién en residuos
de serina en el IR, lo cual reduce la habilidad de esta proteina para atraer a PI3K, lo que
minimiza su activacion y puede acelerar la degradacion del IR. Esta fosforilacién en residuos
de serina, a su vez, disminuye la fosforilacion en residuos de tirosina del IRS-1, afectando los
efectores de la via de sefializacion por debajo de este punto (Soumaya, 2012).
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Estudios recientes han demostrado una asociacion entre los acidos grasos libres y PKCs la
cual induce resistencia a la insulina. Esta asociacion podria ser causante de la fosforilacion
en residuos de serina del IR. El IR es el principal receptor dafiado por los acidos grasos libres
deteriorando la actividad de la insulina en tejidos blanco de esta hormona (Soumaya, 2012).

Como se menciond anteriormente, tanto el sobrepeso como la obesidad son factores de
riesgo para el desarrollo de resistencia a la insulinay DM tipo 2. En un individuo con un peso
sano el tejido adiposo secreta adiponectina, hormona que es secretada Unicamente por el
tejido adiposo, dicha secrecion mejora la sensibilidad a la insulina, lo que se ve reflejado en
la disminucion de la produccion de glucosa por parte del higado y aumento en el consumo
de glucosa tanto en el musculo como en el tejido adiposo. Sin embargo, en un individuo
obeso los adipocitos se vuelven hipertroficos (aumento de tamafio) y se infiltran macrofagos
y en conjunto secretan citocinas proinflamatorias, principalmente resistina, TNF-a e IL-6 y a
su vez disminuye la secrecidn de adiponectina y se aumenta la liberacion de acidos grasos
(Figura 10) (Soumaya, 2012).

La liberacién de acidos grasos promueve la intolerancia a la glucosa: en el higado aumenta
tanto la oxidacion de acidos grasos como la gluconeogénesis, en el musculo disminuye la
captacion y consumo de glucosa y en el pancreas se da la apoptosis de las células B debido
al estado hiperinsulinémico inicial que conlleva a la disfuncion de estas células disminuyendo
la secrecién de insulina en estados avanzados de la enfermedad con su posterior apoptosis
(Figura 11) (Ginter & Simko, 2012).

La liberacién de adipocinas proinflamatorias por parte del tejido adiposo conlleva a un estado
de inflamacion croénica, dicha inflamacion tiene un papel central en el desarrollo de
resistencia a lainsulinay DM tipo 2 e incrementa el riesgo de enfermedades cardiovasculares

asociadas con la obesidad (Figura 10) (Soumaya, 2012).
Adipocito hipertréfico
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Figura 10: La disfuncién del adipocito esta vinculada con el desarrollo de resistencia a la insulina. Tanto la
liberacion de acidos grasos como la de citocinas proinflamatorias por parte del adipocito hipertréfico, asi como
la disminucién de adiponectina, afecta a los tejidos periféricos, lo cual conlleva a la resistencia a la insulina en
un individuo obeso.

Tomada y modificada de abajo Soumaya, K. (2012). Capitulo 19: Molecular Mechanisms of insulin resistance in
Diabetes. En S. I. Ahmad (Ed.). Diabetes: An Old disease, a New Insight.
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Figura 11: Efectos del aumento en la concentracién de acidos grasos libres en tejidos periféricos. El incremento
de la lipdlisis deteriora la utilizacién de la glucosa en el musculo y aumenta la sintesis de novo de glucosa por
parte del higado.

Tomada y modificada de Ginter & Simko (2012). Capitulo 6: Type 2 Diabetes mellitus pandemic in 21st Century.
En S.I. Ahmad (Ed.). Diabetes: An Old disease, a New Insigh.

- Sintomatologia
Los sintomas de la DM tipo 2 son: aumento de la sed (polidipsia), miccién frecuente (poliuria),
cansancio, cicatrizacion lenta, infecciones frecuentes, entumecimiento de las extremidades.
El diagnostico de dicha enfermedad suele ser tardio ya que en muchos de los casos los
sintomas pasan desapercibidos en etapas tempranas de esta enfermedad, debido a esto se
calcula que entre un tercio o la mitad total de los casos de DM tipo 2 de poblacién podrian
estar sin diagnosticar (IDF, 2017).

En algunos pacientes el diagnostico de DM tipo 2 se da después de haber presentado alguna
complicacion derivada de dicha enfermedad.

- Complicaciones
La DM estd asociada con el incremento en el riesgo a desarrollar complicaciones a las cuales
se le atribuyen la morbilidad y mortalidad de los pacientes. El bajo control de la glucemia y
de la presion sanguinea conlleva a complicaciones que afectan los vasos sanguineos grandes
(complicaciones macrovasculares) y los vasos sanguineos pequefios (complicaciones
microvasculares) (Figura 12) (Kaul et al., 2012).
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Figura 12. Complicaciones asociadas con la DM tipo 2. Complicaciones microvasculares derivadas de las lesiones
a los capilares y complicaciones macrovasculares consecuencia de los dafios a las arterias.

Tomada y modificada de de Kaul et al., (2012). Capitulo 1: Introduction of Diabetes mellitus. En S. I. Ahmad
(Ed.). Diabetes: An Old disease, a New Insight.

Complicaciones microvasculares: entre ellas se encuentran las lesiones oculares conocidas
como retinopatia es una causa importante de ceguera y discapacidad visual, esta
complicacion es causada por el dafio de los vasos sanguineos de la capa posterior del ojo. La
nefropatia es causada por las lesiones de los vasos sanguineos pequefios de los rifiones,
provoca insuficiencia renal y es una causa importante de didlisis y transplantes renales, si no
es tratada a tiempo puede causar la muerte. El pie diabético es una de las infecciones mas
comunes entre los pacientes diabéticos, es causada por las lesiones de los nervios con su
consecuente pérdida de sensibilidad (neuropatia), si la infecciéon es grave termina con la
amputacion de la extremidad (OMS, 2018).

Complicaciones macrovasculares: la hiperglucemia conica caracteristica de la DM tipo 2 dafia
los vasos sanguineos a través del proceso conocido como ateroesclerosis o endurecimiento
y obstruccién de las arterias, las lesiones en los vasos sanguineos grandes y el estrechamiento
de las arterias del sistema circulatorio pueden reducir el flujo de sangre, lo cual, incrementa
de dos a cuatro veces la posibilidad de sufrir accidente cerebro vascular, enfermedad
coronaria y enfermedad vascular periférica que puede provocar ulceracion y gangrena con
la posterior perdida de extremidades por amputacién (Kaul, 2012) (OMS, 2018).
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-Diagndstico
De acuerdo a la ADA (2018) existen cuatro pruebas que sirven para el diagndstico de la DM
tipo 2, cada prueba debe de llevarse a cabo dos veces para confirmar el diagndstico.

1. A1C o HbA1C (Hemoglobina glicada): esta prueba cuantifica el promedio de glucosa
sanguinea durante los ultimos tres meses, cuando la HbA1C es igual o mayor a 6.5% el
diagndstico es positivo, se debe realizar una segunda cuantificacion de HbA1C para confirmar
el diagndstico.

2. Glucosa plasmatica en ayuno: para que se pueda realizar esta prueba, la persona
necesita tener un ayuno minimo de 8 horas, se diagnostica DM tipo 2 cuando la glucosa
plasmatica es igual o mayor a 126mg/dl.

3. Prueba de tolerancia a la glucosa oral: tiene una duracion de dos horas, antes de
iniciar dicha prueba se cuantifica la glucosa sanguinea, después se da la ingesta de 75 gramos
de glucosa, si al término de la prueba los niveles glucémicos son iguales o mayores a
200mg/dl se diagnostica diabetes. Esta prueba indica como el paciente procesa la glucosa.

4. Prueba de glucosa casual o aleatoria: se cuantifica glucosa sanguinea a cualquier
hora del dia, el diagndstico es positivo a DM tipo 2 cuando la medida es igual o mayor a
200mg/dl.

Hay otros pardmetros a considerar, los cuales son, triglicéridos > 150mg/dl, HDL <40mg/d|I
en hombres y <50mg/dl en mujeres y presion arterial >140/90 mm Hg (Rosas,2009).

Los rangos en una persona prediabética son los siguientes:
- Valores de A1C o HbA1C: entre 5.7% y 6.4%
- Valores de glucosa sanguinea en ayuno: entre 100 a 125 mg/dI
- Valores de glucosa sanguinea después de la prueba de tolerancia a la glucosa oral:
entre 140 a 199mg/dI
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-Tratamiento
El tratamiento de la DM tipo 2 consiste en dieta y ejercicio en conjunto con la ingesta de
hipoglucemiantes orales, estos farmacos pueden ser usados solos 0 en combinacién con otro
hipoglucemiante oral o en combinacién con insulina para lograr niveles glucémicos
adecuados. A continuacidn, se describen brevemente los principales hipoglucemiantes
utilizados por los pacientes con dicha enfermedad (Figura 13).
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Figura 13: Principales érganos blanco y accién de los hipoglucemiantes orales mds utilizados en el tratamiento de
la Diabetes mellitus tipo 2. Biguanidas: inhiben la produccién hepética de glucosa y mejoran la captacion de la
misma en el musculo esquelético. Inhibidores de a glucosidasas: retrasan la absorcién de los carbohidratos
inhibiendo a las enzimas encargadas de romper los polisacdridos. Secretagogos de insulina: aumentan la
liberacion de los granulos preformados de insulina de las células B pancreaticas. Inhibidores de la lipasa
intestinal: inhibe la hidrdlisis de los lipidos ingeridos en la dieta. Tiazolidinedionas (TZD): mejoran la sensibilidad
a lainsulina de los tejidos blanco de esta hormona por lo tanto mejoran la captacidn de glucosa en el musculo
y en el tejido adiposo inhiben la liberacion de acidos grasos.

Modificada de Cheng & Fantus (2005). Oral antihyperglycemic therapy for type 2 diabetes mellitus.
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Tabla 1: Principales hipoglucemiantes orales utilizados en el tratamiento de la DM2. (Cheng
& Fantus, 2005).

Farmaco Mecanismo Dosis | Disminucion | Efectos Contraindicaciones
de accidén en la HbAlc | secundarios
Inhibidor de Retrasoenla | 25 mg 0.5% Gastrointestinal | Sindrome del
a-glucosidasas absorcionde | una - intestino irritable,
(acarbosa) glucosa  a | vezal 1.0% disfuncion severa
nivel dia renal y/o hepatica
intestinal
Biguanidas Incrementa 500 1.0% Gastrointestinal, | Disfuncion
(metformina) la mg - acidosis lactica | moderada a severa
sensibilidad una 1.5% cardiaca y/o
a la insulina | vezal hepatica,
de musculo dia disfuncion  renal
e higado, moderada
disminuye la
produccion
de glucosa
hepatica
Sulfonilureas Incrementa 5mg 1.0% Hipoglucemia vy | Disfuncién
(glibenclamida) la secrecion | una - ganancia de | moderada a severa
de insulina vez al 1.5% peso hepatica y/o renal
dia
Meglitinidas Incremento | 0.5-4 1.0% Hipoglucemia vy | Disfuncion severa
(repaglinida) agudo de la mg - ganancia de | renal y/o hepatica,
secrecion de | tres 1.5% peso se recomienda no
insulina veces ingerir con
al dia gemfibrozil
Tiazolidinedionas | Incrementan | 15— 1.0% Ganancia de | Disfuncion
(pioglitazona) la 45 mg - peso, anemia, | hepatica severa
sensibilidad una 1.5% edema
a la insulina | vezal pulmonar
del  tejido dia
adiposo vy
musculo
Inhibidor de | Disminucion 120 0.3% Gastrointestinal, | Sindrome de mala
lipasa intestinal | de la mg - reduce la | absorcidn,
(olistat) absorcionde | tres 0.9% absorcion de | coleostasis
grasas a| veces vitaminas %
nivel al dia grasas solubles
intestinal
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Glibenclamida
En el presente trabajo se utilizé el farmaco glibenclamida como control positivo, por tal
motivo se describen con mas detalle sus caracteristicas y su mecanismo de accion.

La glibenclamida es una sulfonilurea de segunda generacion y es el secretagogo de insulina
mas utilizado para el tratamiento de la DM tipo 2. Su accidn requiere de una gran masa de
células B pancredticas funcionales (alta capacidad insulinosecretora). La monoterapia con
sulfonilureas produce una reduccion en promedio de hemoglobina glicada de un 1% a un
1.5% y disminuye el riesgo de complicaciones micro y macrovasculares (Cheng y Fantus,
2005).

Los principales efectos secundarios que presenta es la hipoglucemia y la ganancia de peso,
debido a que estimula la secrecidn de insulina, conlleva al agotamiento de las células beta
pancredticas. La dosis es de 5mg una vez al dia, tiene una vida media de 10 horas, es
absorbida en el intestino y se descompone en el higado (Contreras 2004). En la actualidad
hay tratamientos en conjunto con metformina para que los pacientes mantengan indices
glucémicos éptimos.

Mecanismo de accién: su accion inicia cuando se une a la subunidad SUR1 del canal de
potasio sensible a ATP (Karp). Dicha unidén resulta en el cierre del canal de K* Kir 6.2 por lo
tanto se ve inhibido el flujo de iones de potasio aumentando la concentracidon de este en el
interior de la célula B pancreatica, lo cual conlleva a la despolarizacion de la membrana,
ingresa sodio y posteriormente se abren los canales de calcio dependientes de voltaje, al
aumentar los niveles de calcio intracelular, éste causa contracciones en los microtubulos
resultando en la exocitosis de los granulos de insulina proximos a la membrana plasmatica

. Apertura de
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Figura 14: Mecanismo de accién de la glibenclamida. La glibenclamida se une a SUR1 del canal de K* sensible a
ATP bloqueando dicho canal, al aumentar la [K*] ingresa Na* y se abren los canales de Ca?* dependientes de
voltaje, aumenta la [Ca?*] intracelular y se liberan los grénulos preformados de insulina.

Tomada y modificada de Cheng & Fantus (2005). Oral antihyperglycemic therapy for type 2 diabetes mellitus.
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3. Modelo STZ — NA (Masiello, 1998).

La estreptozotocina STZ (2-deoxi-2-(3-
metil-3-nitrosoureido)-D-glucopiranosa)

es un antibiético sintetizado por
Streptomyces achromogenes. Este
antibiodtico estd compuesto por dos

fracciones: la metilnitrosourea que es la
fraccion citotdxica y una glucosa que es la
fraccion que le brinda especificidad a las
células B pancreaticas. La STZ es utilizada
para inducir diabetes experimental en
animales, principalmente roedores. La STZ
es selectivamente acumulada en las
células B pancredticas debido a que su
ingreso a las células utiliza el
transportador de glucosa de baja afinidad
GLUT2, otros érganos que se ven dafados,
pero en menor proporcidon que el
pancreas, son el higado y el rifidn que
también expresan GLUT2. Las células que
no expresan este transportador de glucosa
son resistentes a la estreptozotocina
(Figura 15) (Lenzen, 2007) (Szkudelski,
2012).

P~|J\
G

Figura 16: Nicotinamida (NA). El efecto protector de
esta molécula se debe a que la PARP-1 tiene un
sitio de unién a NAD* dicho sitio es ocupado por la
NA inhibiendo la actividad reparadora de esta
enzima impidiendo el desgaste energético. Aparte
del efecto inhibitorio de la PARP-1, la NA
incrementa los niveles intracelulares de NAD*
(Szkudelski, 2012).

Tomada de Szkudelski (2012). Streptozotocin-
nicotidamide-induced diabetes in the rat.
Characteristics of the experimental model.
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Figura 15: Estreptozotocina (STZ). La toxicidad de
esta molécula radica en la transferencia de grupos
metilos a la molécula del ADN, especialmente en la
posicion 06 de las guaninas, dafiando el material
genético. Al ser fragmentado el ADN, se
sobreestimula la ADP ribosa polimerasa 1 (PARP-1),
esta enzima reparadora del ADN utiliza NAD* para
[levar a cabo su funcion, lo cual lleva a un
desequilibrio energético ya que tanto los niveles de
NAD* asi como los de ATP son drasticamente
disminuidos debido a esta sobreestimulacién. La
STZ también es capaz de metilar proteinas, pero la
metilacion del ADN es la principal causa de la
muerte de las células B pancreaticas (Lenzen, 2007)
(Szkudelski, 2012).

Tomada de Szkudelski (2012). Streptozotocin-
nicotidamide-induced diabetes in the rat.
Characteristics of the experimental model.

La nicotinamida NA (piridina-3-
carboxamida) es la amida formada de
vitamina B3 (niacina). Es la molécula que le
brinda el efecto protector al modelo
inhibiendo a la PARP-1 y es un precursor
de ATP por lo tanto los niveles energéticos
no se ven disminuidos de manera critica,
lo que resulta en mayor sobrevivencia
celular (Figura 16) (Szkudelski, 2012).
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4. Plantas con efecto hipoglucemiante

Andrade-Cetto & Heinrich en el 2005 reportaron 306 plantas utilizadas en México para el
tratamiento de la diabetes con posible efecto hipoglucemiantelas especies descritas
pertenecen a 93 familias y 235 géneros.

Entre las familias que destacan se encuentran Asteraceae con 47 especies, Fabaceae con 27
especies, Cactaceae con 16 especies, Laminaceae con 9 especies, Solanaceae vy
Euphorbiaceae con 10 especies.

En este listado destacan 7 especies, las cuales, son ampliamente utilizadas en México y
cuentan con estudios tanto farmacoldgicos vy fitoquimicos, estas especies son:

- Cecropia obtusifolia Bertol (Cecripiaceae): se demostré su efecto hipoglucemiante en
ratones diabéticos inducidos con aloxano, en conejos hiperglucémicos y en ratas
diabéticas inducidas con STZ. Contiene gran cantidad de acido clorogénico, el cual ha
demostrado tener un efecto inhibitorio de la gluconeogénesis.

- Equisetum myriochaetum Schlecht & Cham (Equisetaceae) es utilizada para tratar
enfemedades de los rifiones vy la diabetes, demostrd tener efecto hipoglucemiante
en ratas diabéticas inducidas con STZ y en pacientes con DM tipo 2.

- Acosmium panamense (Benth) Yacolev (Fabaceae) es utilizada para tratar la fiebre, la
malaria y en las recientes décadas, la diabetes. Su efecto hipoglucemiante se
demostro en ratas diabéticas inducidas con STZ.

- Cucurbita ficifolia Bouché (Curcibitaceae): su efecto hipoglucemiante se comprobd
en conejos hiperglucémicos y en ratones diabéticos inducidos con aloxano.

- Agarista mexicana (Hemsl.) Judd (Ericaeae): tanto el extracto como algunos
compuestos aislados de esta planta mostraron tener efecto hipoglucemiante en
ratones y ratas normoglucémicas e hiperglucémicas.

- Brikellia veroniacaefolia (Kunth) A. Gray (Asteraceae): su efecto hipoglucemiante se
comprobd tanto en ratones normoglucémicos, asi como en ratones diabéticos
inducidos con aloxano.

- Parmentiera aculeata (Kunth) Seem. (Bignoniaceae): el efecto hipoglucemiante de
esta planta se le atribuye a su fruto, dicho efecto se comprobd en ratones diabéticos
inducidos con aloxano, la administracion de este extracto fue administrado via
intraperitorial.
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También entre las especies documentadas en el mismo listado de Andrade-Cetto & Heinrich
(2005) se encuentra Ageratina petiolaris (Moc. & Sessé ex DC.) R.M.King & H.Rob. a
continuacién, se describe con mas detalle dicha planta, ya que es la que se evalud en el
presente trabajo.

4.1. Ageratina petiolaris

- Nombres comunes: amargocilla, amargosillo, hierba amargosa, hierba del burro,
hierba del perro, pésto, peisto grande y sopa. En el lugar donde se colecté (Tenancingo,
Estado de México) se le conoce como hierba del angel o su nombre en nahuatl “Yolochichil”
o “Yolochichol” (Bustos-Brito et al., 2016) (Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional
Mexicana).

- Uso tradicional: trastornos digestivos, afecciones hepaticas, dolor en los rifiones y
es empleada como purgante, ademas se encuentra en el listado de las 306 plantas mexicanas
con efecto hipoglucemiante usadas en el tratamiento de la diabetes publicado por Andrade-
Cetto & Heinrich, 2005 (Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional Mexicana).

- Caracteristicas morfoldgicas: es un arbusto de hasta 2 metros de largo, hojas
opuestas triangulares largas, flores color blanco dispuestas en cabezuelas compuestas de
entre 35 a 40 flores (Figura 17).

Ageratina petiolaris o su sindnimo Eupatorium petiolare es una planta endémica de México
ampliamente distribuida en el centroy sur del pais, principalmente en estados donde el clima
es calido, semicalido, semiseco y templado. Crece desde los 900 a 3900 metros sobre el nivel
del mar. Se asocia al bosque tropical caducifolio, matorral xerdfilo, bosque mesdfilio de
montafia y a bosques de pino-encino (figura 18).

Informacion taxondmica

Division Tracheophyta

Clase Magnoliopsida

Orden Asterales

Familia Compositae (Asteraceae)

Género Ageratina

Especie Ageratina petiolaris

Nombre cientifico | Ageratina  petiolaris (Moc. &
Sessé ex DC.) R.M. King & H. Rob.
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1333471

Figura 15: Ageratina petiolaris (Moc. & Sessé ex DC.) R.M .King & H. Rob. A) Ejemplar de herbario del
Departamento de Botanica, Instituto de Biologia (IBUNAM), Ageratina petiolaris (Moc. & Sessé ex DC.) R.M.
King & H. Rob., ejemplar de: Herbario Nacional de México (MEXU), Plantas Vasculares. En Portal de Datos
Abiertos UNAM (en linea), México, Universidad Nacional Autonoma de México. B) Ageratina petiolaris foto
tomada de naturalista, 2018.

Figura 16: Distribucion geografica de Ageratina petiolaris o Euphatorium petiolare. La distribucidn de esta especie
se da principalmente en el centro y sur de la republica, se localiza en estados como Coahuila, Durango,
Chihuahua, Jalisco, San Luis potosi, Estado de México (Lugar de la colecta: Tenancingo), Michoacan, Puebla,
Veracruz y Oaxaca.
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- Antecedentes fitoquimicos

Bustos-Brtito, 2016 purificod e identificé dos compuestos mayoritarios del extracto acuoso de
A. petiolaris a los cuales se les confiere la actividad hipoglucemiante que tiene esta planta.
Los compuestos identificados fueron el acido clorogénico (Figura 19) y el L-quiroinositol
(Figura 20), los cuales se describen a continuacion:

e Acido clorogénico (Figura 19): es conocido por ser uno de los componentes bioactivos
de una gran variedad de plantas, se le ha adjudicado propiedades antioxidantes,
antimicrobianas y antiinflamatorias. Este compuesto tiene efectos positivos sobre la
homeostasis de la glucosa debido a esto podria ser utilizado como tratamiento de la

DM tipo 2 (Dillenburg et al., 2017).

e L-quiroinositol (L-chiro-inositol) (Figura 20): La distribucion del L-quiroinositol esta
limitada en la naturaleza, el aislamiento de este compuesto solo se ha llevado a cabo
en pocas especies, tales como Cremanthodium ellisii, Euphorbia resinfera, Euphorbia
pilulifera y Ageratina petiolaris (Brustos-Brito, 2016). También se ha reportado que
el género Syringodium (algas marinas) acumula L-quiroinositol y se logré aislar este
compuesto en la especie Syringodium filiforme (Nussier et al., 2008).

OH
OH
O
@)
HOOC OH
OH OH
Figura 17: Acido clorogénico.
Tomada de Bustos-Brito (2016). Tesis de

doctorado: Aislamiento, determinacion estructural
y evaluacién de la actividad biolégica de
metabolitos secundarios de especies del género
Ageratina.
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Figura 18: L-quiroinositol (L-chiro-inositol).

Tomada de Bustos-Brito (2016). Tesis de
doctorado: Aislamiento, determinacion estructural
y evaluacion de la actividad biolégica de
metabolitos secundarios de especies del género
Ageratina.
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- Antecedentes farmacoldgicos

Bustos-Brito y colaboradores (2016) reportaron el efecto hipoglucemiante en ratas STZ-NA
tanto del extracto acuoso como metandélico de la parte aérea de Ageratina petiolaris, donde
el extracto acuoso a una dosis de 160 mg/kg presentd efecto hipoglucemiante a partir de los
60 minutos.

Espinoza-Hernandez en el 2017 reportd el efecto inhibitorio de la gluconeogénesis por parte
del extracto acuoso de A. petiolaris, dicho extracto disminuyd en un 30% el pico
hiperglucémico en la prueba de tolerancia a piruvato utilizada para observar los efectos
sobre la gluconeogénesis, el efecto hipoglucemiante se mantuvo por 90 minutos en dicho
experimento. En el mismo trabajo de investigacidn, el mismo extracto inhibié en un 100%
la actividad de la glucosa-6-fosfatasa, sin embargo, para observar dicho efecto inhibitorio se
necesitd una concentracion muy alta de extracto.

- Antecedentes farmacoldgicos de los compuestos mayoritarios

Acido clorogénico

El mecanismo por el cual este compuesto presenta efecto hipoglucemiante es mediante la
inhibicion de la produccion de glucosa hepatica, la presencia de dicho compuesto se ha
reportado en Cecropia obtusifolia (guarumbo) que es una planta ampliamente utilizada en la
medicina tradicional para el tratamiento de la DM tipo 2 (Andrade-Cetto & Heinrich, 2005)
El efecto que presenta este compuesto esta dado principalmente por la inhibicion de la
enzima glucosa-6-fosfatasa, de hecho, es utilizado como control positivo en ensayos de
inhibicion de esta enzima (Espinoza-Hernandez, 2017)

L-quiroinositol

Bustos-Brito (2016) aisld, purificd, identificd y probd este compuesto en ratas STZ-NA, donde
el L-quiroinositol tuvo efecto hipoglucemiante a partir de los 60 minutos después de su
administracion.

En general los inositoles actian como segundos mensajeros de membrana en la
secrecion de insulina. El enantiomero D-quiroinositol tiene propiedades
hipoglucemiantes y es utilizado como tratamiento para la resistencia a la insulina
presentada en la DM tipo 2 y también incrementa la secrecion de insulina en
pacientes con ovario poliquistico (Nuissier et al., 2008).

Yap vy colaboradores en el 2007 realizaron un estudio con miotubos de ratas L6
(sistemade  modelo in vitro) donde el D-quiroinositol, el L-quiroinositol, el epi-
inositol y el muco-  inositol mostraron incrementar la captacién de glucosa con
una concentracién de 0.1 nM en estos cultivos por un incremento en la
translocacién de GLUT4, al igual que en un modelo ex vivo en musculo
esquelético donde observaron el mismo efecto con un tratamiento de 1 mM
(efecto similar que 100 nM de insulina).
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METODOLOGIA

1. Elaboracién del extracto acuoso de Ageratina petiolaris

La planta fue colectada en el municipio de Tenancingo Estado de México y un ejemplar de
herbario fue depositado en el Herbario Nacional del Instituto de Biologia de la UNAM
IBUNAM:MEXU:1333471. El material vegetal fue proporcionado por la Dra. Celia Bustos
Brito, departamento de productos Naturales del Instituto de Quimica, UNAM.

Para preparar el extracto se utilizaron 25 g de la parte aérea de la planta molida de A.
petiolaris, la cual se colocd en 500 mL de agua destilada en ebullicion y se retird de la fuente
de calor, y posteriormente se agité por 15 minutos. Transcurridos los 15 minutos se dejé
reposar la mezcla por 5 minutos antes de filtrarla con ayuda de tierra de diatomeas y vacio,
posteriormente el extracto se congeld a -40°C y se liofilizd (LABCONCO FreeZone 2.5) hasta
obtener el producto seco.

1.1. Obtencion del L-quiroinositol del extracto acuoso

El compuesto puro utilizado en el presente trabajo fue proporcionado por la Dra. Celia Bustos
Brito del Instituto de quimica, la metodologia empleada para aislar el compuesto se describe
en la tesis de doctorado de Bustos-Brito, 2016: Aislamiento, determinacion estructural y
evaluacién de la actividad biologica de metabolitos secundarios de especies del género
Ageratina.

Se comprobo por técnicas espectroscopicas y espectrométricas la presencia del compuesto
en el extracto utilizado en el presente trabajo.

2.Evaluacion del efecto de los tratamientos in vivo

Se utilizaron 6 ratas de la cepa Wistar, ambos sexos, para cada grupo de aproximadamente
60 dias de edad con un peso aproximado de 200 g, las cuales permanecieron con un
fotoperiodo 12/12, a una temperatura de 25°C y 50% de humedad, con agua y alimento ad
libitum, antes de la administracidon de los tratamientos se sometieron a un ayuno de 12 horas.

2.1. Induccion de hiperglucemia (modelo STZ-NA)
Se administraron 150 mg/kg de nicotinamida (NA) via intraperitonial y 15 minutos después
de la administracion de la NA se administraron via intravenosa (vena caudal) 65 mg/kg de
estreptozotocina (STZ).

Las ratas con niveles glucémicos entre 300 y 400mg/dL sin ayuno fueron utilizadas para los
grupos hiperglucémicos (los niveles glucémicos con ayuno de 12 horas de estas ratas estaban
alrededor de los 170 a 210 mg/dL).

2.1.1. Administracién de tratamientos
Se realizaron ensayos agudos con duracién de 150 minutos. Los tratamientos fueron
administrados después de medir glucosa basal (TO) posteriormente se realizaron mediciones
alos 60, 90, 120 y 150 minutos después de la administracion del tratamiento (Tabla 2)
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Tabla 2: Grupos experimentales con su respectivo tratamiento (n=6).

Grupo Tratamiento
Normoglucémico (N) Solucion fisioldgica (p.o)
Hiperglucémico (H) Solucién fisioldgica (p.o)
Hiperglucémico + glibenclamida (HG) 5 mg/kg de glibenclamida (Euglucon) (p.o)

Hiperglucémico +  extracto acuoso de | 160 mg/kg de extracto acuoso de Ageratina
Ageratina petiolaris (HE) petiolaris (p.o)
Hiperglucémico + L-quiroinositol (HL) 3.73 mg/kg de L-quiroinositol (p.o)

- Cuantificacion de glucosa
Las mediciones de glucosa sanguinea fueron realizadas tomando una gota de sangre extraida
de la vena caudal de la rata, la cuantificacion de glucosa se llevd a cabo mediante tiras
reactivas y dos aparatos de la marca Accutrend Plus de Roche, los cuales determinan los
niveles glucémicos a través del cambio de color dado en la tira el cual se da por la oxidacion
de la glucosa mediada por la enzima glucosa oxidasa.

- Cuantificacion de insulina
Para la cuantificacion de la concentracidon plasmatica de insulina se recolectaron
aproximadamente 60 uL de sangre obtenida de la vena caudal de la rata, las muestras
sanguineas se centrifugaron por 10 minutos a 12 000 rpm vy los sueros se almacenaron a -
40°C hasta el momento de la cuantificacion.
La cuantificacion de insulina se llevd a cabo mediante el equipo de microelisa Awareness®
con el reactivo de ELISA “Rat/Mouse Insulina kit” Milipore Corporation, el cual contiene todas
las soluciones utilizadas en la cuantificacion.

Pasos para llevar a cabo la técnica de ELISA para la cuantificacién de insulina
1. Lavado de pozos: se agregaron a los pozos de la prueba 300 plL de buffer de lavado
y se decantd, este paso se realizd por triplicado.

2. Se afladieron 10 pL de buffer de ensayo a cada pozo.

3. Al primer pozo de la placa (pozo del blanco) se le afiadieron 10 uL de solucidn
matriz, los siguientes 8 pozos correspondieron a la curva patrén, donde se agregaron 10 plL
de las soluciones contenidas en el kit 0.2, 0.5, 1, 2, 5y 10 ng de insulina y los controles de
calidad QC1 y QC2, los pozos siguientes se les afiadieron 10uL de muestra de suero, todos
con sus correspondientes duplicados.

4. Se agregaron a cada pozo 80 plL de anticuerpo de deteccion, posteriormente se
colocd una mica adherible contenida en el kit a la placa.
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5. La placa se incubd durante dos horas a temperatura ambiente y en agitacion
constante utilizando el incubador/agitador de micro platos Stat Fax 2200 Awareness
Techology

6. Transcurrido el tiempo de incubacion se decanté el contenido de la placa y
posteriormente se realizé el lavado de los pozos (Paso 1).

7. Se afiadieron 100 pL de solucion de enzima, se cubrié con la misma mica adherible
y se incubo durante 30 minutos con agitacién constante en el incubador/agitador de micro
platos Stat Fax 2200 Awareness Techology.

8. Pasado el tiempo de incubacion con la solucion enzima se decantd el contenido y
se realizé el lavado de los pozos como el paso uno, solo que en este paso se realizaron 6
lavados.

9. Después de los lavados se agregaron 100 plL de sustrato (reaccién es fotosensible)
y se incubd durante quince minutos en el incubador/agitador de micro platos Stat Fax 2200
Awareness Techology.

10. Transcurrido los quince minutos de incubacidon a cada pozo se agregaron 100 plL
de solucién de paro a lo ya contenido en los pozos.

11. La placa se leyd a una longitud de onda de 405-630 nm con el lector de micro
platos Stat Fax 3200 Awareness Techology.

3. Andlisis estadistico

- Glucosa
Los niveles de glucosa fueron analizados a través de una ANOVA de una via con un valor de
significancia de p<0.05 seguida de una prueba de comparaciones multiples Tukey.
Tanto el analisis estadistico como el grafico se realizaron utilizando el programa estadistico
GraphPad Prism version 7.0.

- Insulina
Para la conversion de las absorbancias a ng/mL se utilizé el programa estadistico GraphPad
Prism version 7.0 y las absorbancias se ajustaron a una curva sigmoidea de 4 pardmetros
para realizar dicha conversion.
Debido a las variaciones en las concentraciones de glucosa en el tiempo cero intragrupales y
entre grupos se normalizd con el TO de cada individuo experimental, posteriormente se
calcularon la media, desviacion y error estandar de cada grupo a partir de dicha
normalizacion. Se realizd una prueba de t student con un valor de significancia de p<0.05.
Tanto el analisis estadistico como el grafico se realizaron utilizando el programa estadistico
GraphPad Prism version 7.0.
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RESULTADOS

- Glucosa
Tabla 3: Valores de glucosa plasmatica (mg/dL) de los grupos experimentales (n=6). Se muestra
el promedio + ESM de los grupos Normoglucémico (N), Hiperglucémico (H), Hiperglucémico
+ Glibenclamida (HG), Hiperglucémico + Extracto (HE) e Hiperglucémico + L-quiroinositol
(HL). *: diferencia significativa respecto a TO, a: diferencia significativa con grupo H p <0.05.

T0 T60 T90 T120 T150
N 117 + 2a 118 + 3a 111 + 3a 115t 4a 117 + 3a
H 180+ 4 195+6 193 +5 194 +5 184 +6
HG 187 +5 151 + 6*a 132 + 8*a 125+ 7*a 119 £ 5*a
HE 176 £ 3 160 + 4*a 159 + 4*a 150 + 5*a 142 + 5*a
HL 181+5 170+ 12 164 + 15 158 + 14a 151+ 13a
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140

Glucosa plasmatica (mg/dL)

120-
100 1 1 1 1 1
T0 T60 T90 T120 T150
Tiempo (en minutos)
N ®* H -+ HG -+ HE HL

Figura 19: Valores de glucosa plasmatica (mg/dL) de los grupos experimentales (n=6): Normoglucémico(N),
Hiperglucémico (H), Hiperglucémico + Glibenclamida (HG), Hiperglucémico + Extracto (HE) e Hiperglucémico +
L-quiroinositol (HL). Se muestra el promedio + ESM, *: diferencia significativa respecto a TO, a: diferencia
significativa con grupo H p <0.05.

Tanto el grupo Normoglucémico como el Hiperglucémico mantuvieron niveles glucémicos
estables a lo largo de los 150 minutos que durd el experimento agudo (Tabla 3 y Figura 21),
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y si se comparan los niveles de glucosa de ambos grupos se observa que los niveles estan
elevados en el grupo H, lo cual confirma que el modelo STZ-NA es un modelo que causa
hiperglucemiay que estos niveles de glucosa se mantienen estables a lo largo del tiempo que
duré este experimento ya que no se encontraron diferencias significativas en ningin tiempo.

En el grupo HG se encontro diferencia significativa comparandolo con su tiempo inicial a
partir de los 60 minutos después de la administracion de este farmaco (Tabla 3) la tendencia
a la baja se puede observar en la Figura 21. Comparando este grupo con el grupo control H
los niveles glucémicos del grupo HG son significativamente diferentes a los del grupo H a
partir del T60. La administracién de esta sulfonilurea baja tanto los niveles de glucosa
sanguinea que llegan a niveles normoglucémicos en el T150 (Figura 21).

Analizando los resultados obtenidos con el grupo HE, se observé diferencia significativa a
partir de los 60 minutos después de la administracién del extracto acuoso de A. petiolaris si
lo comparamos con su TO (Tabla 3) y la tendencia a disminuir los niveles glucémicos se
observa en la Figura 21. Si comparamos este grupo con el grupo control H, son
significativamente diferentes a partir del T60, lo cual corrobora el efecto hipoglucemiante de
este extracto.

En el grupo HL no hubo cambios estadisticamente significativos en los niveles glucémicos a
lo largo de los 150 minutos que durd el experimento, pero comparando el grupo HL con el
grupo control H los niveles glucémicos de ambos grupos son significativamente distintos a
partir del T120 (Tabla 3) y se observa una tendencia a disminuir los niveles de glucosa
plasmatica por parte del compuesto (Figura 21).
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- Insulina
Tabla 4: Valores de insulina plasmatica (ng/mL) de los grupos experimentales (n=6). Se
muestra el promedio + ESM de los grupos Normoglucémico (N), Hiperglucémico (H),
Hiperglucémico + Glibenclamida (HG), Hiperglucémico + Extracto (HE) e Hiperglucémico + L-
quiroinositol (HL). *: diferencia significativa respecto al TO, a: diferencia significativa con
grupo H p<0.05.

TO T60 T90 T120 T150
N 2.8+£0.5 2204 2+£0.5 1.5+ 3* 1.4+0.3*
H 2204 2204 1.7+0.3 1.6+0.3 1.6+04
HG 3.7 £0.6a 6 +0.5%a 6.2+0.7¥a 5.7+0.7%a 5.4+0.7*a
HE 49 +0.8a 4.3 £0.6a 4.8 £ 0.6a 4.7 £0.5a 4.4 +0.6a
HL 25204 4 +0.6*a 4 +0.6*%a 3.6+ 0.6a 3.8+ 0.5a

Insulina plasmatica (hg/mL)

Q Q
N N ,\00

Tiempo (en minutos)

NE H B HG B8 HEEDR HL

Figura 20:Figura 22. Valores de insulina plasmdtica (ng/mL) de los grupos experimentales (n=6). Se muestra el
promedio  ESM de los grupos Normoglucémico (N), Hiperglucémico (H), Hiperglucémico + Glibenclamida (HG),
Hiperglucémico + Extracto (HE) e Hiperglucémico + L-quiroinositol (HL). *: diferencia significativa respecto al
TO, a: diferencia significativa con grupo H p<0.05.

Al comparar los niveles de insulina plasmatica en ng/mL de los grupos Normoglucémico y del
grupo Hiperglucémico, no hubo diferencia estadisticamente significativa.
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En el grupo N al comparar los niveles insulinémicos con respecto a su TO se calculé diferencia
a partir del T120, esta diferencia es debido a la disminucion de insulina plasmatica, los valores
de esta disminucion se pueden observar en la Tabla 4.

En el grupo H se mantuvieron estables los niveles de insulina plasmatica en los 150 minutos
del experimento, aunque se puede observar en la Figura 22 que dichos niveles empiezan a
disminuir a partir del T90, aunque este decremento no es estadisticamente significativo.

Analizando los valores del grupo HG se puede observar que los niveles de insulina en ng/ml
se encuentran elevados a partir del TO (Tabla 4), por lo tanto, dichos niveles no son
comparables con el grupo H ya que no tuvo los mismos niveles de insulina al inicio del
experimento, pero al comparar los niveles de insulina de todos los tiempos con respecto a
su TO son significativamente diferentes a partir del T60 debido al aumento en los niveles de
insulina cuantificados (Tabla 4 y Figura 22).

Los valores iniciales de insulina del grupo HE se encuentran elevados al igual que en el grupo
HG por lo tanto no son comparables con el grupo H (Tabla 4). Los valores insulinémicos del
grupo HE se mantuvieron estables en los 150 minutos del experimento, hubo oscilaciones en
los niveles de insulina en algunos tiempos, pero no fueron estadisticamente diferentes (Tabla
4y Figura 22).

Analizando los valores de insulina plasmatica del grupo HL se encontraron diferencias
significativas en los tiempos 60 y 90 minutos después de la administraciéon del compuesto
respecto a su TO debido a un aumento en la concentracidon plasmatica de insulina (Tabla 4 y
Figura 22). Los niveles iniciales de insulina de los grupos H y HL no fueron estadisticamente
diferentes, por lo tanto, si pueden ser comparables, el grupo HL fue estadisticamente
diferente a partir del T60 al ser comparado con el grupo control H, se observa en la Figura 22
gue los niveles del grupo H estan estables en todos los tiempos, pero en el grupo HL se elevan
a partir del T60.
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Tabla 5: Normalizacién de los valores de insulina de los grupos experimentales (n=6). Se
muestra el promedio de los porcentajes + ESM de los grupos Normoglucémico (N),
Hiperglucémico (H), Hiperglucémico + Glibenclamida (HG), Hiperglucémico + Extracto (HE) e
Hiperglucémico + L-quiroinositol (HL). *: diferencia significativa respecto a TO, a: diferencia
significativa con grupo H p <0.05.

TO T60 T90 T120 T150
N 100 93+ 19 71+ 16* 53 + 6*a 57 + 8%
H 100 112 + 18 93+8 92 +11 80+11*
HG 100 188 + 17*a 186 + 13*a 163 + 9*a 155 + 10*a
HE 100 105 + 16 114 + 13 120 + 15 96 +5
HL 100 195 + 33*3 198 + 29*3 172 + 30*a 202 + 47*a
3001
*a
*a *a
*a % *a
a
~ 2001
X
(0]
c
E
0
£ 1001
0.
Q Q \ Q
A
<0 ) /\,Q,
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Figura 21: Normalizacién de los valores de insulina de los grupos experimentales (n=6). Se muestra el promedio
de los porcentajes + ESM de los grupos Normoglucémico(N), Hiperglucémico (H), Hiperglucémico +
Glibenclamida (HG), Hiperglucémico + Extracto (HE) e Hiperglucémico + L-quiroinositol (HL). *: diferencia
significativa respecto a TO, a: diferencia significativa con grupo H p <0.05.
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Debido a las variaciones de los niveles de insulina en el tiempo O de cada individuo
experimental se normalizaron con el TO cada uno de los valores de insulina y se calculd los
parametros estadisticos mostrados a partir de dicha conversion (ng/mL = porcentaje).

En el grupo Normoglucémico se calculd diferencia significativa a partir del T90 comparado
con su tiempo inicial debido a la disminucion de la concentracion de insulina plasmatica
(Tabla 2 y Figura 22). Los niveles de insulina fueron significativamente diferentes en el T120
al compararlos con el grupo H (Tabla 4).

Los niveles de insulina en el grupo H se mantuvieron estables hasta el T120, a los 150 minutos
del experimento los niveles de insulina fueron significativamente diferentes al tiempo inicial
debido a una disminucion en la concentracion de dicha hormona (Tabla 4).

En el grupo HG se calculd diferencia significativa a partir de los 60 minutos después de la
administracion del farmaco, aumentando hasta un 88% la secreciéon de insulina vy
manteniendo una secrecion a lo largo de los 150 minutos del experimento al comparar los
valores con el grupo H (Tabla 4 y Figura 22).

Los niveles de insulina en el grupo HE se mantuvieron estables, no se calculé diferencia
significativa a lo largo de los 150 minutos del experimento (Figura 22) y los valores no fueron
significativamente diferentes a los del grupo control H (Tabla 4).

En el grupo HL hubo un aumento en la concentracion plasmatica de insulina de hasta un
202 % en el T150 si lo comparamos con el tiempo inicial (Tabla 4), se calculé diferencia
significativa a partir de los 60 minutos después de la administracion del compuesto. Todos
los valores posteriores de la administracion del tratamiento fueron significativamente
diferentes al ser comparados con los niveles del grupo control H.
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DISCUSION

Con respecto a los resultados obtenidos en los niveles de glucosa, tanto la administracién del
farmaco como del extracto acuoso de A. petiolaris, presentaron efecto hipoglucemiante al
ser comparados tanto con sus respectivos niveles iniciales de glucosa como al ser
comparados con el grupo control Hiperglucémico.

Como se menciond en los antecedentes farmacoldgicos de la planta, ya se habia comprobado
el efecto hipoglucemiante de A. petiolaris los resultados obtenidos en la presente
investigacién confirman dicho efecto. En otro estudio farmacolégico del extracto se observo
gue inhibe la gluconeogénesis hepatica y este efecto se le atribuye a la presencia del acido
clorogénico que es uno de los compuestos mayoritarios presentes en el extracto acuoso
(Espinoza-Hernandez, 2017).

Bustos-Brito en el afio 2016 aisld y probd el compuesto L-quiroinositol en ratas STZ-NA donde
el compuesto mostré tener efecto hipoglucemiante a los 120 minutos después de su
administracion. En los resultados obtenidos en esta investigacidén, se observa que el
compuesto tiene efecto hipoglucemiante, aunque no es estadisticamente significativo al
comparar los niveles glucémicos con el tiempo inicial. Se obtuvo diferencia a partir de los 120
minutos al comparar los niveles glucémicos con el grupo control Hiperglucémico. Dichos
resultados pueden deberse a que las ratas que se utilizaron en el presente trabajo de
investigacion tuvieron niveles glucémicos mas altos sin ayuno (entre 300-400 mg/dl) y con
un ayuno aproximado de 12 horas las glucemias de estas ratas estaban en los niveles
glucémicos similares a las ratas sin ayuno que utilizé Bustos-Brito en su investigacion.

El modelo de hiperglucemia crénica inducida por la administracion de estretozotocina como
agente citotodxico y la nicotinamida como agente citoprotector se debe a la destruccion
parcial de la masa de células B pancreaticas. Dicha destruccién no es controlable, debido a
esto la glucemia de las ratas inducida por este modelo es variable al igual que la secrecion
de insulina.

Con respecto a los resultados de la cuantificacion de insulina y debido a lo mencionado
anteriormente, en este trabajo los niveles de insulina de las ratas hiperglucémicas fueron
variables, por lo tanto, aparte del analisis estadistico realizado a los datos obtenidos de
insulina en ng/mL, se decidié analizar dichos niveles de manera porcentual ya que en cada
individuo de cada grupo con su respectivo tratamiento mostré una tendencia clara.

A pesar de esta variacion se pudo realizar el analisis estadistico con respecto al tiempo inicial.
Tanto en el grupo Normoglucémico como el Hiperglucémico los niveles insulinémicos se
mantuvieron estables en los primeros tiempos de experimentacion y posteriormente se
observd una disminucion de estos niveles, dicha disminucidon es mas evidente al observar los
valores de insulina de manera porcentual, en el caso del grupo N los niveles de insulina
disminuyeron un 47 %y en el H los niveles de insulina disminuyeron un 20 %.
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En el caso del grupo con glibenclamida, en todas las ratas administradas con el farmaco, se
observé un aumento en la secrecion de insulina a los 60 minutos de la administracion
(aumento en la secrecion de un 88 %) y se observd diferencia significativa con respecto al TO.
Los resultados obtenidos en la cuantificacion de insulina concuerdan con el inicio del efecto
hipoglucemiante del farmaco, ya que tanto el efecto secretor de insulina como el efecto
hipoglucemiante se observaron a partir de los 60 minutos después de la administracién de
la sulfonilurea.

La administracién del extracto acuoso de A. petiolaris estadisticamente no causé aumento
en la concentracién plasmatica de insulina, pero se observd que los niveles de insulina no
bajan de forma drastica como lo hacen las ratas del grupo Hiperglucémico, esta tendencia es
mds evidente al observar los valores y el grafico de los porcentajes de insulina (Tabla 5y
Figura 23) a los 150 minutos hubo una disminucion de un 4 % que es menor a lo observado
en el grupo H, a los 120 minutos dada la administracion del extracto se observé aumento de
un 20 % en los niveles de insulina pero dicho aumento en ng/mL no fue estadisticamente
significativo como se menciond.

Analizando los resultados obtenidos del grupo HL, tanto de los niveles glucémicos como de
la concentracién de insulina plasmatica, estadisticamente no concuerdan entre ellos. Se
observd un aumento en la concentracién plasmatica de insulina a los 60 minutos y a los 90
minutos posteriores a la administracion del compuesto y dicho aumento es estadisticamente
significativo al comparar los niveles insulinémicos del tiempo inicial con estos tiempos, pero,
como ya se menciond, el efecto hipoglucemiante no fue significativamente diferente al
comparar los niveles glucémicos iniciales con los demas tiempos, sin embargo, se observo
una disminucién de dichos niveles. A diferencia de los otros grupos de este experimento los
niveles de insulina plasmatica de este grupo si son comparables con el grupo control
Hiperglucémico debido a que los niveles iniciales de insulina no son estadisticamente
diferentes, con lo anteriormente mencionado los niveles insulinémicos del grupo HL son
distintos al grupo H a partir de los 60 minutos de la administracién del compuesto.

El incremento de la concentracion plasmatica de insulina por parte del compuesto es mas
evidente al observar los valores en porcentaje, el compuesto aumentd los niveles de insulina
aun 195 % en el T6O, a los 90 minutos aumentd a un 198 %, en el T90 aumenté a 172 %y a
los 150 minutos después de la administracion aumentd a 202 % la concentracién de insulina
plasmatica.
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CONCLUSIONES

En el presente trabajo de investigacion se evalud el efecto del extracto acuoso de Ageratina
petiolaris y uno de sus compuestos mayoritarios el L-quiroinositol (L-chiro-inositol) aislado
del extracto acuoso de dicha planta y se concluye lo siguiente:

1. Se corroboré el efecto hipoglucemiante por parte del extracto acuoso de la parte
aérea Ageratina petiolaris.

2. Laadministracién via oral del L-quiroinositol aumenta la concentracién plasmatica de
insulina y tiene efecto hipoglucemiante tardio.

3. Porlotanto, se puede concluir que uno de los mecanismos de accion por el cual actua

la planta Ageratina petiolaris es aumentar la concentracion plasmatica de insulina y
gue dicho aumento se puede adjudicar a la presencia del compuesto L-quiroinositol.
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