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1. Resumen

Una de las enfermedades con mayor prevalencia en el mundo es la diabetes
mellitus tipo 2, por lo cual se ha investigado sobre las plantas utilizadas en la medicina
tradicional en busca de nuevos principios activos que puedan ser desarrollados como
farmacos para mejorar el estado de salud de las personas y tratar ésta enfermedad.
Con la evaluacion de extractos obtenidos de plantas, se busca conocer sus
mecanismos de accion. Este trabajo tuvo como objetivo evaluar el efecto del extracto
acuoso de Ageratina petiolaris en la actividad de las enzimas a-glucosidasas a nivel
intestinal, por lo que se probo dicho extracto en pruebas de tolerancia a sacarosa en
ratas hiperglucémicas STZ-NA, asi como en ensayos in vitro utilizando el extracto
crudo de intestino de rata y enzimas de Saccharomyces cerevisiae. Se obtuvo como
resultado que el extracto no inhibid a las enzimas en los ensayos in vitro, sin embargo,
se observo que evita el pico hiperglucémico significativamente comparandolo contra
los grupos controles en la prueba de tolerancia a la sacarosa. Por lo anterior, se
concluye que el extracto presenta un mecanismo de accién hipoglucemiante, diferente

a la inhibiciéon de enzimas a-glucosidasas.



2. Introduccién

La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) es un conjunto de enfermedades metabdlicas
caracterizadas por una deficiencia en la accion y/o secrecion de la insulina, lo que
provoca hiperglucemia. Este padecimiento se ha convertido en un grave problema de
salud a nivel mundial la federacién internacional de diabetes (FID 2015) tiene un
registro de 425 millones de personas que la presentan, es decir una de cada 11.
Nuestro pais ocupa el quinto lugar con un aproximado de 12 millones de personas
(Ogurtsova, 2017). Esto genera un alto costo econdmico que aumenta cada afio, ya
gue se ha convertido en una de las principales causas de mortalidad asociada con
multiples factores, desde genéticos, hasta ambientales (Direccidbn General de
Epidemiologia, 2013). La DM2 afecta el metabolismo de carbohidratos, lipidos y
proteinas, lo que provoca un conjunto de sintomas que dan como resultado una serie
de complicaciones. No existe cura para esta enfermedad, sin embargo, hay farmacos
para su tratamiento, lo que se complementa con un estilo de vida donde se incluya el

ejercicio y una alimentacion balanceada (Gonzales-Villapando, 1992).

México es un pais multicultural lo que da paso a creencias y tradiciones por parte
de las diferentes etnias con respecto a los recursos naturales que poseen. El
conocimiento de uso de plantas para tratar enfermedades permite estudiar sus
componentes y propiedades, asi como sus caracteristicas, y gracias a la diversidad
floral hay plantas que son utilizadas para diferentes enfermedades (Xiaorui, 1998). Se
tiene un registro de 306 especies de plantas que son utilizadas para el tratamiento de
la diabetes (Andrade-Cetto y Heinrich, 2005). El presente estudio tuvo por objetivo
probar el extracto de una planta usada en la medicina tradicional para el tratamiento
de la DM2 evaluando su efecto sobre la absorcion intestinal de glucosa, pretendiendo

comprobar el posible mecanismo de accién del extracto.



3. Antecedentes

3.1 Diabetes mellitus

La DM2 es definida como un conjunto de enfermedades metabdlicas que tienen
como caracteristica en comun hiperglucemia, debido a una alteracion en la secrecion
y/o accion de insulina (De Fronso et al., 2015). Su patogenia se asocia con multiples
factores, entre los que se encuentran: componente genético, estilo de vida,
sedentarismo y obesidad (Bradfield et al., 2011). La diabetes representa un importante
problema, debido al costo monetario que tiene el tratamiento, asi como a la carga de
la morbilidad y la mortalidad asociadas con la misma segun la Federacion
Internacional de Diabetes (FID, 2017).

3.2 Clasificacion

De acuerdo a la Asociacion Americana de Diabetes (2018) se reconocen
principalmente 3 tipos de diabetes:

Diabetes tipo 1

Este tipo es generado a partir de una reaccion autoinmune, por lo que el sistema
de defensa corporal ataca las células beta, productoras de insulina en el pancreas, lo
gue da como resultado que el organismo no genere insulina para mantener la

homeostasis de glucosa y se produzca hiperglucemia (FID 2017).

Se detecta principalmente en nifios y jévenes adultos antes de 30 afios. A partir
de esta enfermedad las personas necesitan de insulina exdgena todos los dias para
poder sobrevivir. Este tipo de diabetes representa del 5 al 10% de las personas en el
mundo (ADA, 2018).



Diabetes tipo 2

En este tipo de diabetes el organismo presenta trastornos en la secrecion y/o
accion de la insulina, lo que genera hiperglucemia. Aunado a ello se presentan una
serie de fallas en el metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas. Por esta causa,
con el tiempo los niveles de glucosa llegan a ser mas elevados (FID, 2017).

La etiologia de esta enfermedad es atribuida a varios factores como la mala
alimentacion, sedentarismo y principalmente obesidad; de este ultimo factor se han
realizado estudios para concluir que es el que genera la aparicion de DM2, ya que es
el que genera resistencia a la insulina (Organizacion Mundial de la Salud, 2012;
Rosen-MacDougald, 2006, Najera et al. 2016).

Diabetes gestacional

Puede producirse durante cualquier periodo de gestacion, a pesar de esto suele
ocurrir a partir de la semana 24. Es caracterizada por un estado de hiperglucemia
temporal. En este caso los niveles de glucosa regresan a la normalidad al finalizar el
embarazo, sin embargo, se ha visto que puede llegar a generar DM2 posterior al

embarazo tanto para el bebé y la madre (Organizacién Mundial de la Salud, 2014).

3.3 Prevalencia
Diabetes a nivel mundial

La diabetes es un problema mundial, afectando a las personas en su edad mas
productiva debido a los costosos del tratamiento, empobreciendo a las familias y
reduciendo la esperanza de vida. La carga de diabetes minimiza los presupuestos
sanitarios nacionales, frena el crecimiento econdmico, genera gastos en hogares
vulnerables y sobrecarga los sistemas sanitarios (FID, 2017).

La diabetes es una de las mayores emergencias sanitarias mundiales del siglo
XXI. Esta entre las 10 principales causas de muerte a nivel mundial junto con las otras
tres principales enfermedades: enfermedad cardiovascular, cancer y enfermedades
respiratorias. Uno de los principales potenciadores del problema de la diabetes es que
entre un 30 y un 80% de las personas con diabetes no estan diagnosticadas (FID,
2017).



Diabetes en México

Esta enfermedad en nuestro pais presento un incremento del 2015 al 2017 de 500 mil
habitantes nuevos diagnosticados (FID, 2015; FID, 2017). Para el afio 2017 se estima
que existen 570 mil personas sin diagnosticar diabetes, si se continua con esta
tendencia se estima que para el afio 2045 en nuestro pais se encuentren 21.8 millones
de personas diagnosticadas (FID, 2017). Como ya se mencioné, la FID (2017) tiene
registro de 12 millones de personas con diabetes.

Cifras preliminares emitidas por el Instituto Nacional de Estadistica y Geografia
(INEGI) para el afio 2012, estiman que la diabetes es la segunda causa de muerte en
la poblacién mexicana, con una tasa de mortalidad de 75 defunciones por cada 100
mil habitantes. Ademas, su incidencia ha presentado un incremento acelerado en los
altimos 15 afos, ya que en el afio de 1998 present6 una tasa de mortalidad de 42.5
defunciones por cada 100 mil habitantes (INEGI, 2012).

3.4 Sintomas

Una persona con DM2 secreta inadecuadamente insulina o bien, presenta
resistencia a dicha hormona, lo que trae como consecuencia hiperglucemia. En la
mayoria de las personas este padecimiento es asintomatico en etapas tempranas, sin
embargo, los sintomas aparecen cuando la enfermedad ya es avanzada, lo que forza
al organismo a regular la glucosa excesiva en la sangre, tratando de eliminar la
glucosa a través de la orina (glucosuria). Esto genera deshidratacion y la persona
tiende a beber grandes cantidades de agua para reponer los liquidos perdidos lo que
se denomina como polidipsia (ADA, 2018).

Ya que el cuerpo no logra asimilar glucosa, la cual juega un papel determinante
en la obtencidn de energia, los musculos pierden energia para su contraccion y se da
el fendbmeno de astenia, en el cual las personas presentan cansancio, lo que conlleva
a una pérdida de peso a pesar de la ingesta excesiva de alimentos, a este otro sintoma

se le conoce como polifagia (ADA, 2018).



3.5 Diagnostico

Para el diagnéstico de la diabetes se emplean los criterios descritos por la
Asociacion Americana de Diabetes (ADA, 2018) los cuales estan basados en los
siguientes métodos y se muestran valore de glucosa en el cuadro 1:
eHemoglobina glicada (HbAlc). Con esta prueba se logra medir la cantidad de
hemoglobina que se glicosila en la sangre, no es necesaria una carga de glucosa o
un ayuno para su realizacion.
ePrueba de glucosa en ayuno. Consiste en la medicion de glucosa en sangre con un
ayuno de 8 a 12 horas.
ePrueba de tolerancia a la glucosa. Esta prueba se realiza después de haber medido
la glucemia en ayuno para posteriormente dar una carga de glucosa oral (75g de
glucosa anhidra) disuelta en agua. Después de la ingesta se realizan mediciones de
glucosa cada 30 o 60 minutos, con una duracién de 2 a 3 horas.
ePrueba de glucosa al azar. Se realiza cuando se cree que se presenta la enfermedad

por la aparicion de sintomas y se mide la glucosa en cualquier momento.

Diagnostico DM2

Prueba Prediabetes Diabetes
HbAlc 5.7% a 6.4% =26.5%
Glucosa en ayuno 100mg/dl a 125mg/dI 2126 mg/dl
Tolerancia a la glucosa 140mg/dl a 199mg/di =200
Glucosa al azar > 200 mg/dl

Cuadro 1. Valores de glucosa que determinan el diagnostico de prediabetes y DM2 (ADA,
2018).



3.6 Hiperglucemia

La glucosa es un monosacarido que se encuentra libre en la sangre de todos los
mamiferos, se oxida en las células dando como resultado una fuente de energia y se
almacena en el higado en forma de glucogeno y el masculo esquelético (Hernandez,
2010). La insulina favorece la homeostasis de la glucosa, esta es una hormona
secretada por el pancreas, la glucosa es absorbida por diferentes 6rganos, dando
como resultado una correcta asimilacion de la glucosa.

En una persona con DM2 la homeostasis de la glucosa se ve alterada; en una
menor activacion del transportador de glucosa GLUT 4 en los tejidos dependientes,
reduciendo su sintesis, o interfiriendo con su translocacion desde el citosol a la
membrana, asi como una baja captacion de glucosa por el tejido muscular y adiposo,
lo cual produce hiperglucemia. Al presentarse hiperglucemia crénica, con el tiempo se
dan a una serie de complicaciones metabdlicas agudas y cronicas. Las agudas
comprenden un aumento o disminucion de la cantidad normal de glucosa o bien
llamadas hipoglucemia o hiperglucemia severa (Guzman et al., 2010).

Las complicaciones cronicas son diversos padecimientos que se presentan a
causa de esta enfermedad provocando incapacidad prematura y defunciones en los
pacientes diabéticos (Guillén Gonzales, 2002). Generan alteraciones en 6érganos
donde se incluyen las llamadas “complicaciones microvasculares” como la retinopatia,
nefropatia, neuropatia, y también las “complicaciones macrovasculares” como la
enfermedad arterial periférica, el accidente cerebrovascular y la enfermedad coronaria
(Guzman, et al., 2010).



4. Digestion y absorcion de carbohidratos

La glucosa es la principal fuente de energia en la naturaleza, por lo que su transporte
al interior celular es un proceso esencial para la vida; el transporte de glucosa es
llevado a cabo por dos familias de proteinas de membrana: los transportadores de
glucosa acoplados a sodio (SGLT) y las proteinas facilitadoras del transporte de
glucosa (GLUT) (Castrejon, et al. 2007) (fig. 1).

GLUT 2
\ SGLT 1
Glucosa %Glucosa

) Glucosa/Galactosa
< ( 2 Na*
Na* ?
GLUT 5
ATP /
K ADP + Pi ‘ Fructosa
MEMBRANA MEMBRANA
BASOLATERAL APICAL

Figura 1. Transporte de glucosa a través del epitelio intestinal. La glucosa entra a través de las
células epiteliales por medio de los SGLT presentes en la membrana apical. Posteriormente sale
de las células epiteliales por sistemas facilitadores de transporte localizados en la membrana
basolateral (Imagen de Castrejon, et al. 2007).

El SGLT se presenta en epitelios y son responsables de la absorcién y
reabsorcion de nutrientes, los GLUT estan presentes en todos los tipos celulares y se

encargan de transportar la glucosa de un lugar a otro (Hernandez-Herrera, 2002).

Los carbohidratos consumidos por los organismos son principalmente
polisacaridos, por lo tanto, se requiere de una maquinaria enzimatica que permita
desdoblarlos (Jockovi¢, 2013). Estas enzimas se nombran a-glucosidasas y se
clasifican respecto al organismo que las posee como |y Il (Kimura, 2000). Las enzimas

tipo Il, presentes en mamiferos, plantas y hongos, se encargan de desdoblar sustratos



homogéneos como la maltosa, maltotriosa e isomaltosa. (Jockovi¢, 2013). En
mamiferos, estas enzimas se localizan en el borde de las células del cepillo intestinal
(enterocitos) en intestino delgado, su actividad ha sido identificada en el duodeno y el
tercio superior del yeyuno, distal al ligamento de Treitz (Lagmang y Rowland, 1990).
Se han identificado tres complejos: sacarosa-isomaltasa, maltasa y glucoamilasa.
Particularmente, la sacarosa es hidrolizada por medio del complejo sacarosa-

isomaltasa (Hoefsloot et al., 1988) (fig. 2).

Complejos para la digestién y absorcion de sacaridos.

Lumen intestinal Fr-—=====z=z==zz=:==c = Maltosa
|

Lactosa

Sacarosa

N\

eseledeg
-ese}|ewos|
BSe|lweodn|9

D- Glucosa

D- Fructosa D- Glucosa

D- Galactosa D- Glucosa

D- Glucosa

D- Glucosa
Mucosa intestinal

Figura 2. Esquema de mucosa intestinal de mamiferos donde se muestra Maltasa,
Isomaltasa-Sacarasa y Glucoamilasa las cuales son Il, y se muestra como cada una tiene
actividad para diferentes sacaridos (modificado de Caspary, 1992).

Por otra parte, las enzimas a-glucosidasas | presentes en bacterias, levaduras e
insectos se caracterizan por presentar una alta afinidad a los sustratos heterogéneos
como la sacarosa, p-nitrofenol-a-D-glucopirandsido (p-NPG) y aril a-glucosidos
(Kimura, 2000). Ambas familias de enzimas a-glucosidasas (I, II) pueden ser inhibidas
competitivamente por acarbosa o isoacarbosa. (Chakrabarti et al., 1993; Kim et al.
1999).



5. Hipoglucemiantes orales

Los hipoglucemiantes orales son un conjunto de farmacos que se caracterizan
por generar una disminucion en los niveles de glucosa en el organismo después de

su administracion via oral (Ruiz, 1999; Masharani, 2005).
Los mas utilizados en la actualidad son (OMS, 2014):

e Sulfonilureas: estimulan la secrecion de insulina por parte de los islotes

pancreéticos.

e Meglitinidas: promueven la secrecion de insulina sobre las células beta en un sitio

distinto a las sulfonilureas.

e Biguanidas: reducen la sintesis hepatica de glucosa, inhiben su absorcién intestinal

y aumentan la sensibilidad periférica de la insulina.
e Tiazolidinedionas: mejoran la sensibilidad celular a la insulina.

e Inhibidores de la dipeptidil peptidasa 4 (DPP-4): son un tipo de medicamento de
accion incretina que bloquean la accién de la enzima DPP-4. Esto hace que el GLP-1
dure mas y aumenta la cantidad de GLP-1 en la sangre. Mientras mas GLP-1, menos

acumulacion de glucosa en la sangre.

e Inhibidores de alfa-glucosidasas: retrasan la absorcion y digestion de los azUcares

en el tubo digestivo, los integrantes de este grupo son: la acarbosa y miglitol.

Cada clase de medicamento posee indicaciones terapéuticas asociadas a
caracteristicas de los pacientes, asi como el grado de la enfermedad. Se toman en
cuenta las posibles enfermedades extras que presente el paciente, sin dejar de lado
aspectos como el peso, la estatura y sexo (Altagracia-Martinez, et al., 2007) para este

estudio se utilizé acarbosa que es un inhibidor de las enzimas alfa-glucosidasas.
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5.1 Acarbosa

El farmaco utilizado en este trabajo como control positivo es acarbosa, la cual es
un pseudotetrasacérido de origen microbiano que inhibe competitivamente a las
enzimas a-glucosidasas, que estan presentes en las células del borde de cepillo en
las vellosidades intestinales, esto conlleva a una disminucién de la hiperglucemia
postprandrial tanto en animales de experimentacion como en seres humanos
diabéticos (Mesa, et al. 2001).

La acarbosa es mayormente degradada en el intestino. Algunos de los productos
de la degradacion y cantidades minimas del farmaco pasan a la circulacion, sin
embargo, son eliminados a través de la orina y las heces fecales. El farmaco y sus
metabolitos son excretados casi por completo en uno o dos dias (Taylor, 1990;
Hanefeld, 1993). En la investigacion biomédica el estudio y descubrimiento de nuevos
farmacos pasa por dos etapas: la clinica y preclinica. En la etapa preclinica se utilizan

modelos animales.

OH

OH 0 OH

HO
OH 0 OH
C

HO
OH

Figura 2. Estructura quimica de Acarbosa.
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6. Modelos animales

Los modelos animales utilizados para el estudio de enfermedades humanas han
sido utilizados en distintas areas de la investigacion, constituyendo uno de los pasos
fundamentales en la biomedicina. Se requieren tanto para proyectos de investigacion
como en pruebas diagnosticas, terapéuticas y en los controles de productos

farmacoldgicos (Rodriguez, 2007; Arias, 2007).

En el caso de la DM2 se encuentra un gran rango de posibilidades de usar
diferentes modelos. En algunos animales predomina la resistencia a la insulina y otros
presentan disfuncion de las células B. Sin embargo, hay modelos donde la intolerancia
a la glucosa es parte de un fenotipo mas complejo, tal como el que incluye obesidad,
dislipemia e hipertension, que podrian generar informacion valiosa para el estudio de

esta enfermedad (Barbosa-da-Silva et, al. 2014; Brito-Casillas et, al. 2016).

Los modelos animales de DM2 se pueden clasificar en espontaneos e inducidos:
los espontaneos se dividen en dos categorias, analogos e intrinsecos; por otro lado,
los modelos inducidos son generados a partir de administracion de hormonas,
farmacos o manipulacion genética, sin dejar de mencionar los que son inducidos por

admiOOnistracion de dieta (Barbosa-da-Silva et, al. 2014, Brito-Casillas, et, al. 2016).

Los principales modelos animales utilizados, por su forma de controlar el grado

de generar enfermedad son los inducidos, algunos de ellos son:

Cuadro 2. Caracteristicas de modelos animales inducidos con farmacos y hormonas (Brito-
Casillas, et, al. 2016).

Modelo Caracteristica

*Produccién Inducida

-Administracion de Estan basados en la administracion de determinadas

farmacos sustancias con efectos toxicos sobre las células 3. Por
ejemplo, la estreptozotocina (STZ), un antibiético utilizado
en la quimioterapia del cancer, induce DM2 en roedores
recién nacidos no predispuestos, mediante la destruccién
de sus células B. Otro farmaco utilizado a veces con el

mismo fin es el aloxano. La STZ es un derivado de la

12



nitrosourea aislado del Streptomyces achromogenes con
actividad antibiotica y antineoplasica de amplio espectro,
se trata de un potente agente alquilante que interfiere con
el transporte de glucosa y la funcion de la glucocinasa, e
induce multiples puntos de ruptura en la doble hélice del
DNA.

-Inducciéon hormonal La administracion de corticoides puede causar un estado
similar a la DM2 humana, este modelo seria
especialmente apropiado para el estudio de la DM2 que
aparece en humanos en tratamiento esteroideo cronico
por otro motivo. Otras hormonas que pueden causar
hiperglicemia en animales son la somatostatina, el

glucagon, las catecolaminas y la tiroxina.

A pesar de la cantidad de modelos existentes para el estudio de la diabetes se
debe tener en cuenta que la mayoria asemeja una caracteristica de la enfermedad y

depende del investigador utilizar el que ayude a cumplir sus objetivos.

7. Modelo STZ-NA

El modelo estreptozotocina-nicotidamina (STZ-NA) es un modelo de hiperglucemia
inducido con la administracion de estos farmacos a distintas dosis. Fue descrito por
Masiello et al. 1998 y obtenido a partir de la induccién de STZ, el cual es un farmaco
aislado del hongo Streptomyces achromogenes (fig. 3A). Tiene actividad antibiética y
antineoplasica de amplio espectro (Bono, 1976). Posee la accién de un potente
agente alquilante que dificulta el transporte de glucosa, ademas de generar metilaciéon
con multiples puntos de ruptura en la doble hélice del ADN (Bolzan, 2002). La STZ
dafia selectivamente a las células B pancreaticas a causa de la afinidad con el

transportador de glucosa GLUT?2 a través de la membrana plasmatica.

13
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Figura 3. Estructura quimica de compuestos usados en el modelo STZ-NA. A) Estreptozotocina, B)
Nicotinamida (Imagen de www.sigmaaldrich.com).

Una vez dentro de la célula, la transferencia del grupo metilo de STZ causa dafios
al ADN, que a lo largo de una cadena definida de eventos dan como resultado la
fragmentacion del mismo (Pieper et al., 1999; Yamamoto et al., 1981). En el intento
de reparaciéon del ADN, la enzima poli ADP ribosa polimerasa 1 (PARP-1) es sobre
estimulada, generando una disminucién celular del nicotin adenin dinucleétido (NAD*)
y sucesivamente de ATP (Uchigata et al., 1982; Schein, 1986; Sandler, 1983). EIl
agotamiento de las reservas de energia celular, en ultima instancia resulta en necrosis
de las células beta. La metilacion del ADN es responsable de la muerte y disminucion

de las células beta.

Por otra parte, el NA posee un efecto protector de la célula B a diversos niveles
(fig. 3B). Este compuesto protege frente a la accion de toxicos de las células B,
disminuye la inflamacién en los islotes y los protege ante la accion de radicales libres,
antagoniza la accion de citocinas e inhibe la sintesis de 6xido nitrico, de igual manera
previene la disminucién de NAD™* en la célula, mediante la inhibicién de la accion de
la enzima (PARP-1), protege a las células del islote y mejora la respuesta de insulina
al estimulo glucémico. En modelos experimentales con diabetes espontanea o
inducida, se ha observado un incremento en la regeneracion de las células 3

pancreaticas (Licea et al., 2013).

A partir de la seleccion de un modelo animal se tiene la posibilidad de probar

distintos compuestos para un tratamiento especifico, en este caso para la diabetes
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tipo 2 junto con técnicas de la etnofarmacologia, que son utiles en la seleccién de

plantas como posibles agentes terapeuticos.

8. Etnofarmacologia

Esta disciplina puede ser definida como “el estudio de los productos naturales
biolégicamente activos, utilizados tradicionalmente, con el objetivo de comprender sus
acciones terapéuticas” (Andrade-Cetto y Heinrich, 2011). Hace uso de otras ciencias
como: la biologia, quimica, farmacologia, entre otras. Para la eleccion y uso de plantas
se utilizan diferentes indices, los cuales dan al investigador la posibilidad de generar
un mejor resultado respecto a la eleccion de una planta, con base en su utilizacion y

seleccion.

El propésito de los estudios etnofarmacologicos de campo tienen como finalidad
obtener plantas de uso tradicional con el objetivo de comprender acciones
farmacoldgicas (Andrade-Cetto y Heinrich, 2011), estos estudios son importantes con

respecto al uso del conocimiento tradicional.

8.1 Plantas de México para el tratamiento de la diabetes mellitus 2

En México la segunda causa de muerte se debe a la DM2 (Ogurtsova, 2015;
INEGI, 2012), el conocimiento de la medicina tradicional mexicana se considera como
un recurso fundamental para la salud, asi como un componente esencial del
patrimonio tangible e intangible de las culturas y genera alternativas terapéuticas para
distintas enfermedades, para lo cual existe registro y estudio de diferentes plantas,
hongos o animales (Biblioteca digital de la Medicina tradicional Mexicana, 2012).

Particularmente existe un unico registro de 306 especies de plantas reportadas
para México que son usadas para el tratamiento de la diabetes en la medicina
tradicional, a pesar de esto no se cuenta con informacién de cada una de las especies
acerca de las propiedades fitoquimicas o farmacoldgicas (Andrade-Cetto y Heinrich,
2005).

En este trabajo se utilizo Ageratina petiolaris debido a que en estudios de campo
anteriores fue mencionada y seleccionada como agente hipoglucemiante (Andrade-
Cetto y Heinrich, 2005; Bustos-Brito et al., 2016).
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8.1.1 Antecedentes de Ageratina petiolaris (Moc. & Sessé EX DC. R.M.
King & H. Rob.)

Esta planta presenta una distribucion en varios estados de la Republica
Mexicana: Tamaulipas, Nuevo Leon, Estado de México, Oaxaca, Guerrero, y la ciudad
de México, entre otros (fig. 4). En algunos lugares es llamada comunmente

“amargocilla”, “hierba del angel” o “Yolochichitl” por su nombre en nahuatl (fig. 5)
(Conabio, 2015).

Clasificacion.

Ageratina petiolaris

Division: Tracheophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Asterales
Familia: Asteraceae
Género: Ageratina

Especie: Ageratina petiolaris

Figura 4. Ageratina petiolaris (Imagen de http://unibio.unam.mx)
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Figura 5. Distribucién de Ageratina petiolaris. Distribucién de la planta de estudio en México,
en color verde los estados donde hay registro de recolectas (Imagen de
http://unibio.unam.mx).

Sobre sus antecedentes fitoquimicos se han realizado fracciones del extracto
acuoso destacando el &cido clorogénico y el L-quiroinositol (fig. 6) a los cuales se les

han atribuido propiedades hipoglucemiantes (Bustos-Brito et al., 2016).

OH
_ OH OH
o] a HO OH
HO
HDGEMGH OHoH
OH  OH L-gquiroinositol

acido clorogénico

Figura 6. Estructura quimica de Acido clorogénico y L-quiroinositol. A estos compuestos se le
atribuyen propiedades hipoglucemiantes.

En otros trabajos se ha reportado que el L-quiroinositol presenta un efecto que
promueve la translocacion de GLUT4 dependiente de glucosa en los miotubos de

ratas L6, presentes en musculo esquelético (Thomas et al., 2016; Yap et al., 2007)
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De igual manera se comprob6 el efecto hipoglucemiante agudo de ambos
extractos (acuoso y metandlico) de la parte aérea de la planta, esto en ratas STZ-NA
a una dosis de 65 mg/kg, i.v.; 150 mg/kg, i.p. A partir de este experimento se observo
que reducia significativamente la hiperglucemia con respecto al control
hiperglucémico, con esto se concluy6 que el extracto acuoso era el méas indicado a
una dosis de 160 mg/kg (Bustos-Brito et al., 2016).

A partir de esto se realizo otro estudio, en el cual se observo que el extracto
acuoso a la misma dosis suprimia la liberacion de glucosa hepatica, a través de la
inhibicion de la glucosa-6-fosfatasa, utilizando como control comparativo acido
clorogénico y concluyendo que uno de los posibles mecanismos de A. petiolaris es la
inhibicién de la gluconeogénesis (Espinoza, 2017).
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9. Objetivo

9.1 Objetivo General
-Evaluar el efecto del extracto acuoso de A. petiolaris en la actividad de las enzimas

a-glucosidasas.

9.2 Objetivos Particulares

-Evaluar el efecto del extracto acuoso de A. petiolaris en ratas STZ-NA en una prueba
de tolerancia a la sacarosa.

-Evaluar el efecto de A. petiolaris sobre la actividad de las enzimas a-glucosidasas de
Saccharomyces cerevisiae y de intestino de rata in vitro.

10. Hipotesis

-El extracto inhibe la absorcion de glucosa a nivel intestinal provocando una
disminucién del pico hiperglucémico en una curva de tolerancia a la sacarosa en ratas
STZ-NA.

-El extracto inhibe las enzimas a-glucosidasas de S. cerevisiae y de intestino de rata,

en un modelo in vitro.
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11. Justificacién

La diabetes es un problema de salud en México que ha ido incrementando su
incidencia de una manera acelerada, por lo que es necesario implementar estrategias
de control que permitan disminuir la prevalencia, por las causas que generan su

aparicion.

Partiendo del conocimiento tradicional de plantas con propiedades terapéuticas,
se realiza investigacion para la obtencién de nuevos farmacos y se ha logrado obtener
informacion de los efectos que poseen algunas de ellas e indagaciones sobre los

posibles mecanismos de accidén que presentan.

En este trabajo se utilizd el extracto acuoso de A. petiolaris, del cual se ha
comprobado que posee un efecto hipoglucemiante (Espinoza 2017), con el fin de
contribuir a dilucidar su mecanismo de accion, en el presente estudio se determinara
su efecto sobre la absorcion intestinal de sacarosa y, adicionalmente, se analizara su
efecto in vitro sobre la actividad de alfa glucosidasas de intestino de rata y de

Saccharomyces cerevisiae.

20



12. Metodologia

12.1 Preparacion del material biologico

La planta A. petiolaris fue identificada por el Dr. José Luis Villasefior, y se
deposité un ejemplar en el Herbario Nacional del Instituto de Biologia, UNAM (MEXU-
1333 471). Se colectd en el municipio de Tenancingo, Estado de México en febrero
de 2012. El material vegetal fue proporcionado por parte del Departamento de

Productos Naturales del Instituto de Quimica, UNAM.

12.2 Elaboracién de extracto acuoso

El extracto con rendimiento de 5.738 g., fue elaborado por la M. en C. Fernanda
Artemisa Espinoza Hernandez en el laboratorio de Etnofarmacologia de la Facultad
de Ciencias, UNAM. Se confirmé su efecto hipoglucemiante en trabajos anteriores del
Dr. Andrade-Cetto y su equipo. Se tomo el extracto congelado y se liofilizé en una
liofilizadora LABCONCO® para su debida administracion (Espinoza, 2017).

12.3 Manejo de animales de laboratorio

Para este trabajo se utilizaron 40 ratas de la cepa Wistar, teniendo una “n” de 8
por grupo, con machos y hembras de 2 a 3 meses de edad con un peso aproximado
de 250 g, las cuales fueron proporcionadas por el bioterio de la Facultad de Ciencias,
UNAM. Los animales se mantuvieron en condiciones de bioterio con acceso libre a
agua y alimento Rodent Laboratory Chow 5001 de purina, con periodos de luz y
oscuridad controlados 12h/12h, y temperatura de 18-22°C. Cabe resaltar que todos
los procedimientos fueron realizados siguiendo la NOM-062-Z00-1999.
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12.4 Induccion del modelo hiperglucémico STZ-NA

1. Con base en el modelo descrito por Masiello et al. (1998), las ratas en
estudio presentaron un ayuno de 12 horas.

2. Se les inyectd NA con jeringa de insulina de 1 ml a una dosis de 150 mg/kg
de manera intraperitoneal, disuelto en solucion fisioldgica.

3. Quince minutos después se inyectd STZ con una jeringa de 0.5 ml una dosis
de 65 mg/kg, disuelto en buffer de acetatos 0.1 M.

4. Posteriormente se midieron los niveles de glucosa plasmatica utilizando un
glucometro Accutrend Plus (Roche) para seleccionar aquellos organismos con una

hiperglucemia adecuada.

12.5 Medicion de glucosa plasmaética

Se midi6é glucosa plasmatica 24 horas después de la induccion, repitiendo la
medicion al tercer y séptimo dia, para lo cual, se obtuvo una gota de sangre
proveniente de la vena caudal. Posteriormente la gota se colocO en tiras reactivas
Accutrend Plus glucose (Roche), las cuales se introdujeron a un glucometro. Se
seleccionaron aquellas ratas que presentaron glucosa en sangre dentro de un rango
de 170 a 210 mg/dl.

Una vez seleccionada la rata dentro del rango de glucosa adecuado, se
realizaron las pruebas de tolerancia a sacarosa con una duracion de hora y media,
midiendo glucosa cada treinta minutos, a partir de la administracién del tratamiento

correspondiente. Todas las medidas se tomaron por duplicado.

22



12.6 Grupos experimentales

Las ratas fueron separadas en 5 grupos experimentales de 8 animales cada uno:
control normoglucémico (CN), control hiperglucémico (CH), control hiperglucémico
con farmaco (C+), experimental con extracto de A. petiolaris (EAP). A todos los grupos

se les administré una carga de sacarosa (Cuadro 3).

Cuadro 3. Grupos experimentales y sus tratamientos

Grupo experimental Tratamientos

CONTROL NORMOGLUCEMICO (CN) Solucién de sacarosa (3 g/kg)
CONTROL HIPERGLUCEMICO (CH) Solucion de sacarosa (3 g/kg)
CONTROL HIPERGLUCEMICO CON | Acarbosa (3 mg/kg) y solucion de
FARMACO (C+) sacarosa (3 g/kg)

EXPERIMENTAL CON EXTRACTO DE A. | Extracto de A. petiolaris (160 mg/kg) y
PETIOLARIS (EAP) solucién de sacarosa (3 g/kg)

12.7 Preparacion y administracién de tratamientos.

Los calculos para los diferentes tratamientos fueron elaborados con base en el
peso de cada rata. Para facilitar el proceso de administracién se diluyeron los
tratamientos en solucion fisiolégica (NaCl al 0.9%). Se administr6 via oral cada

tratamiento por medio de una canula esofégica.

Primero se administré el extracto (160 mg/kg) o acarbosa (3 mg/kg) y 5 minutos
después se administré sacarosa (3 g/kg), a partir de ese momento se tomé el tiempo
para las siguientes mediciones de glucosa, de los T30, T60, T90 minutos, tomando
como TO la medicion inicial antes de administrar el tratamiento. Con base en este

procedimiento se obtuvieron las curvas de glucosa.

12.8 Obtencién de disacaridasas de intestino de ratay S. cerevisiae

Las disacaridasas de intestino de rata se obtuvieron de acuerdo al método
descrito por Nishioka (1998). Las enzimas de S. cerevisiae se obtuvieron de Sigma-
Aldrich (G5003-100UN).
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12.9 Ensayos enzimaticos de inhibicion de a-glucosidasas

El experimento in vitro se realiz6 con base en el procedimiento descrito por
Matsui (1999) con modificaciones. Se evaluo la actividad de enzimas a-glucosidasas

de intestino de rata (10mg) y de S. cerevisiae (10mg).

La medicion de la actividad de las enzimas a-glucosidasas se determiné a través
de la liberacion del p-nitrofenol, el cual genera una coloracion amarilla con respecto al
p-Nitrofenol a-D- glucopiranosido (4NPGP), disuelto en buffer de fosfatos 0.1M y pH
6.8.

Se realizaron ensayos por duplicado con diferentes concentraciones de extracto,

empleando como control positivo el farmaco acarbosa.

Tanto el extracto, como la acarbosa (10mg) y las enzimas fueron disueltas en el
buffer ya mencionado. A partir de esto, se hicieron las mediciones a diferentes
concentraciones de extracto o de acarbosa, las cuales fueron de 0 a 1000 pg/ml. La
liberacién de p-nitrofenol fue seguida en un espectrofotdmetro (Beckman modelo

DU640) a 405nm, durante siete minutos.

A través del A absorbancia/minuto se determind la inhibicién de la actividad

enzimatica, posteriormente se calcul6 la ICso por medio del método grafico.
12.10 Estadistica

Los datos fueron analizados mediante una prueba ANOVA, aplicandose un pos-
hoc de Tukey, para comparar los niveles de glucosa plasmatica contra el control y

tiempo cero. Se tomo un nivel de significancia de una p=< 0.05.

Se hizo un ANOVA de una via con la prueba pos-hoc de Tukey, para el efecto

de A. petiolaris. Todos los andlisis anteriores se llevaron a cabo mediante GraphPad
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13. Resultados

13.1 Curva de tolerancia a la sacarosa

Con el objetivo de comprobar la condicion hiperglucémica de las ratas utilizadas
en este trabajo, se compararon los niveles de glucosa plasmatica del grupo control
normoglucémico con las ratas del grupo hiperglucémico, observandose diferencias
significativas en todos los tiempos (0, 30, 60, 90). Los valores de glucosa en sangre
de los tratamientos de acarbosa y extracto de A. petiolaris se muestran en el siguiente
cuadro 4.

Cuadro 4. Media de valores de glucosa en una curva de tolerancia a sacarosa. Se

[t}

muestra el error estandar, con una “n” de 8 por grupo y la diferencia significativa, en
donde “a” representa diferencia significativa con respecto al TO, “X” representa
diferencia significativa con respecto al grupo CN, “b” representa diferencia significativa

con respecto al grupo CH, el grupo C+y el grupo EAP.

Glucosa sanguinea (mg/dl) * (ER)

Grupo/Tiempo TO T30 T 60 T90

(min.)

Normoglucémico 122 *2 169 16 @ 148 5 ° 147 152
(CN)

Hiperglucémico 180 5 253 £10 252 +17* 211 £18*
(CH)

Hiperglucémico 191 14 204 £7° 198 6 © 195 16

con farmaco (C+)
Extracto de A. 179 +6 210 5@ 223 £13 2 205 £11
petiolaris (EAP)
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Para la observacion ilustrada de los datos anteriores se realizé la gréfica 1.

Curva de tolerancia a la sacarosa
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Gréfica 1. Curva de tolerancia a la sacarosa. Se muestran los datos y los valores
obtenidos. En el grupo CH muestra diferencias (x) en todos los tiempos contra el
grupo CN. El grupo C+ presentd diferencia (b) en tiempo 30 y 60, mientras que el
grupo EAP solo present6 diferencia contra el grupo CH en el tiempo 30 (b). “a@”
representa diferencia significativa contra el tiempo cero.
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13.2 Ensayos in vitro de actividad de enzimas a-glucosidasas

Para los ensayos de la actividad de enzimas a-glucosidasas de intestino de rata
y de S. cerevisiae se calculo el ICso, sin embargo, no se pudo calcular para la prueba
del extracto de A petiolaris, ya que no inhibi6 lo suficiente a ninguna de las enzimas,

en las graficas 2 y 3 se muestra el porcentaje de actividad enzimatica.

El porcentaje de actividad inhibitoria que presento el farmaco acarbosa en los

ensayos con las dos enzimas diferentes se muestran en el cuadro 5y 6.

Cuadro 5. Ensayo con extracto de intestino de rata
Inhibidor ICso (ug/ml)
Acarbosa 21.76

Extracto de A petiolaris --

Cuadro 6. Ensayo con enzima de S. cerevisiae
Inhibidor ICs0 (Mg/ml)
Acarbosa 121.1

Extracto de A petiolaris --




Efecto del extracto en enzimas de intestino de rata.
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Gréfica 2. En azul control acarbosa y en verde el extracto acuoso de A. petiolaris

Efecto del extracto en enzimas de S. cerevisiae.
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Gréfica 3. En azul control acarbosa y extracto de A. petiolaris en verde.

Por otra parte, se realizé una Anova de una via, comparandose los tiempos de la actividad
del extracto de A. petiolaris por ensayo.
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14. Discusion

A partir de los primeros estudios realizados de A. petiolaris se comprobé que
esta planta utilizada en la medicina tradicional en comunidades del Estado de México,

tiene efecto hipoglucemiante (Bustos-Brito et al., 2016).

Con base en los resultados obtenidos en la curva de tolerancia a la sacarosa se
tiene que: El grupo CN presento diferencias significativas a partir del TO, vs T30, T60,
T90 y tuvo un pico postprandial al T30; esto se debe a que las enzimas a-glucosidasas
hidrolizaron la carga dada de sacarosa, para que se asimilara la glucosa y se diera el

pico hiperglucémico (Jockovi¢, 2013).

Por otra parte, el grupo CH presento diferencia significativa del TO vs T30y T60
alcanzado un pico hiperglucémico en el T30; esto ocurrié porque se dio una carga de
sacarosa y a que en el modelo STZ-NA se presenta una disminucion de la cantidad
de células B a causa de la administraciéon del STZ, hay una menor secrecion de
insulina que favoreciendo en las ratas una condicion de hiperglucemia. También cabe
resaltar que presento diferencia significativa contra todos los tiempos del grupo CN, lo
cual indica que el modelo de hiperglucemia fue el correcto, ya que es estable y
funcional para el estudio de extractos con posible efecto hipoglucemiante (Masiello et
al. 1998).

El grupo C+ no presentd diferencia significativa en ninguno de sus tiempos vs
TO, esto fue porque el farmaco acarbosa inhibié6 competitivamente a las enzimas a-
glucosidasas encargadas de desdoblar a la sacarosa y asi evitd la asimilacion de
glucosa (Mesa, et al. 2001), sin embargo, existe diferencia significativa en los tiempos
T30y T60 contra el grupo CH.

El grupo EAP presento diferencia significativa en T30 y T60 vs TO, inhibiendo el
pico hiperglucémico de manera similar al grupo C+, a la dosis ya reportada de
160mg/kg (Bustos-Brito et al.,, 2016), también presentando diferencia significativa

contra el grupo CH en el T30.

El extracto acuoso de A. petiolaris es un compuesto que presenta acido
clorogénico que inhibe a la enzima G6pasa, la cual evita la liberacion de glucosa por
parte del higado, cabe resaltar que las ratas no estuvieron en ayuno para estudiar este

mecanismo de accion, por lo tanto, no se le puede atribuir la inhibicion del pico post-
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prandial. También presenta L-quiroinositol que promueve la translocacion de GLUT4
y actia como sensibilizador de la glucosa. Parecido al efecto hipoglucemiante
reportado en otros trabajos y quiza esto actué a favor de la inhibicion del pico post-
prandial (Espinoza, 2017; Bustos-Brito et al., 2016; Thomas et al., 2016; Yap et al.,
2007).

En los ensayos del experimento in vitro para la actividad de enzimas a-
glucosidasas de intestino de rata, se obtuvo una ICso de 21.76 pug/ml para el farmaco
acarbosa. Al probarse el extracto de A. petiolaris no se logré calcular ICso ya que los
resultados presentaron mucha varianza, sin embargo, al compararse los puntos en
una prueba posc-hoc de Tukey tampoco existio diferencias significativas en el ANOVA

realizado.

En los ensayos de enzimas a-glucosidasas de S. cerevisiae se obtuvo un ICsode
121.1% pg/ml para el farmaco acarbosa, por otra parte, el extracto de A petiolaris no
se logré calcular una ICso, ya que de manera similar a las enzimas de intestino, le
varianza fue mucha y de la misma forma los puntos analizados en el posc-hoc de

Tukey en el ANOVA no presentaron diferencias significativas.

En otros estudios se ha observado una inhibicidon por parte de la acarbosa del
90% de actividad enzimatica a una concentracién de 20 ug/ml (Andrade et. al, 2015),
por lo que se ha demostrado que la efectividad de este inhibidor es parecida a la

reportada en este trabajo.

El extracto de A. petiolaris no mostr6 inhibicion en las enzimas de intestino de
rata, ni de S. cerevisiae en el modelo in vitro. Esto puede deberse a un error en el
ensayo debido a las variaciones de los resultados, por lo que se concluye que el
mecanismo de accién no es el de inhibir a las enzimas a-glucosidasas. Los
compuestos de la planta, como el acido clorogénico y el L-quiroinositol, pueden estar

evitando el pico post-prandial en el modelo in vivo mediante otro mecanismo.

Teniendo en cuenta los trabajos anteriores y los resultados del presente trabajo
se puede inferir que el mecanismo principal por el cual actla la planta es la de inhibir
la gluconeogénesis por medio de la supresion de la actividad de la enzima G6pasa,
generada por el acido clorogénico; y por otro lado, el L-quiroinositol estaria

funcionando como un sensibilizador que promueva la entrada de glucosa a tejidos
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periféricos generando la translocacion de GLUT4, como se ha observado en trabajos
reportados por Thomas et al., 2016; Yap et al., 2007.

Finalmente, se considero la posibilidad del papel bioldgico presente en algunas
plantas con la capacidad de inhibir enzimas a-glucosidasas como defensa contra la
herbivora y para su proteccion contra insectos (Simoni, 2014). Se sugiere realizar un
estudio crénico con el extracto para observar si a largo plazo modifica los parametros
lipidicos (como triglicéridos y colesterol) y asi dilucidar su posible mecanismo de
accion, que puede ser el de sensibilizar los tejidos periféricos a la insulina a largo plazo

o bien estar actuando de forma parecida a las incretinas.
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15. Conclusién

*El extracto acuoso de A. petiolaris inhibi6 el pico hiperglucémico en el ensayo

in vivo en una prueba de tolerancia a la sacarosa

* El extracto acuoso de A. petiolaris no inhibe las enzimas a-glucosidasas en el
ensayo in vitro, tanto de S. cerevisiae como de intestino de rata, lo que indica que el
principal mecanismo de accion hipoglicémico no es la inhibicién de las enzimas a-

glucosidasas intestinales.
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