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Resumen

La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) es un conjunto de enfermedades crénicas caracterizado
por presentar hiperglucemia, que es resultado de la resistencia a la insulina (RI) presente
en los tejidos diana y de una insuficiencia en la secrecion de esta hormona por dafios en
las células B pancreaticas. El uso de medicina tradicional ha persistido por ser una parte
fundamental para la cultura mexicana y gracias a ciencias como la Etnofarmacologia se
han reportado una gran cantidad de especies vegetales utilizadas tradicionalmente para el
tratamiento de la DM2, lo que ha dado pauta a investigaciones que permiten conocer los
componentes quimicos, asi como los mecanismos de accién por los cuales ejercen su

efecto hipoglucemiante.

La produccion constante de glucosa por la via gluconeogénica por parte del higado es un
factor fundamental para el desarrollo de la DM2. Por lo que la inhibicion de dicha via
podria ser considerada como un blanco terapéutico para el control de la glucemia dado
gue estudios anteriores han revelado que existen plantas con propiedades
hipoglucemiantes capaces de inhibir o reducir la produccién de glucosa por parte del
higado. Por tal motivo, en el presente trabajo, se evalud el efecto hipoglucemiante del
extracto acuoso de Calea integrifolia (DC.) Hemsl. sobre la gluconeogénesis hepatica in

ViVO e in vitro.

En este estudio se llevé a cabo la evaluacién in vivo, se realizaron pruebas de tolerancia
al piruvato en ratas con hiperglucemia inducida con el modelo de STZ-NA
(estreptozotocina-nocotinamida). Por otro lado, la evaluacion in vitro consistié en pruebas
de concentracidn-respuesta en microsomas hepaticos de rata, con el fin de observar la
inhibicion de la actividad enzimatica de glucosa-6-fosfatasa (G6Pasa), una de las enzimas
reguladoras de la gluconeogénesis, por medio de la obtencién de la concentracion
inhibitoria 50 (ICso) del extracto.

Como resultado de la prueba de tolerancia al piruvato se observo que el extracto acuoso
de C. integrifolia evitd el aumento de la glucosa plasmatica a lo largo del experimento, en
comparacion con el grupo control; mientras que en la curva de inhibicién concentracion-
respuesta se presentd una disminucion en la actividad de la enzima G6Pasa con una ICso

de 406 pg/ml. De acuerdo a los resultados obtenidos se concluye que uno de los
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mecanismos de accion por los que C. integrifolia ejerce su efecto hipoglucemiante es la
inhibicién de la via gluconeogénica, por lo que se sugiere la realizacion de estudios que
permitan esclarecer la composicion fitoquimica y los mecanismos de accion relacionados

con la reduccién de la produccién de glucosa inducida con esta planta.
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Introduccion

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad crénico-degenerativa que aparece cuando
el pancreas no produce suficiente insulina o cuando el organismo no la utiliza
eficazmente, provocando un estado de hiperglucemia (Organizacion Mundial de la Salud,
2020). Uno de los tipos mas frecuentes y con mayor importancia es la diabetes mellitus
tipo (DM2) ya que se ha considerado un problema de salud a nivel mundial debido a que
representa al menos el 90% del total de casos. Dicha afecciébn se caracteriza por
presentar hiperglucemia, la cual es el resultado de una produccion inadecuada de insulina
y la incapacidad del organismo de responder plenamente a dicha hormona, la cual se

define como resistencia a la insulina (RI) (International Diabetes Federation, 2019).

Cualquier alteracion en la homeostasis de la glucosa provocada por esta enfermedad,
predispone a un aumento en las vias de la glucogendlisis y de la gluconeogénesis,
llevadas a cabo principalmente por el higado, condicionando asi el incremento de glucosa
circulante (Riafio & Suéarez, 2006). La gluconeogénesis es una via metabdlica para la
sintesis de glucosa a partir de sustratos diferentes de los carbohidratos (Engelking, 2015).

Debido a que la produccion de glucosa de novo es constante en pacientes con DM2, el
inhibir la via gluconeogénica seria un buen blanco terapéutico para la disminucién de
glucosa plasmatica. En este contexto, existen moléculas naturales y sintetizadas
quimicamente que permiten la inhibicion de la gluconeogénesis para el tratamiento de
este trastorno; una de ellas es el acido clorogénico, un producto natural que inhibe
directamente la actividad de la glucosa-6-fosfatasa (G6Pasa) con efectos relevantes sobre

la gluconeogénesis hepatica (Tajik, Tajik, Mack, & Enck, 2017).

La ciencia encargada del estudio farmacolégico de estas moléculas es la
Etnofarmacologia, por medio de la cual se han logrado conocer e identificar productos
naturales biolégicamente activos utilizados tradicionalmente en el tratamiento de
enfermedades como la DM. En el afio 2005, se obtuvo un registro realizado por Andrade-
Cetto & Heinrich, en el cual se dieron a conocer las plantas utilizadas en el tratamiento de

la DM2 en la medicina tradicional Mexicana. Una de estas plantas fue Calea integrifolia, la



cual cuenta con estudios previos sobre su efecto hipoglucemiante y su efecto sobre la
inhibicion de a-glucosidasas; aun faltando por caracterizar su efecto sobre la inhibicion de
la produccién de glucosa hepética, otro de los mecanismos de accion relevantes
reportados para las plantas medicinales.



Antecedentes

1. Diabetes mellitus

La DM se define como un conjunto de enfermedades que se caracteriza por presentar
niveles elevados de glucosa en sangre o hiperglucemia crénica, causada por factores
genéticos, epigenéticos y ambientales, que conducen a que el organismo deje de producir
0 no produzca suficiente cantidad de la hormona denominada insulina, o no logre utilizar
dicha hormona de modo eficaz (Couselo-Fernandez & Rumbo-Prieto, 2018). De acuerdo a
su origen, este trastorno metabdlico se clasifica en cuatro tipos de diabetes: diabetes tipo
1, diabetes tipo 2, diabetes gestacional y otros tipos de diabetes menos frecuentes,
relacionados principalmente con deficiencias genéticas (International Diabetes Federation,
2019).

1.1 Clasificacion

e Diabetes mellitus tipo 1 (DM1)

Este tipo de diabetes ocurre en personas genéticamente predispuestas y se caracteriza
por la presencia de anticuerpos que actian especificamente contra las células B de los
islotes pancreaticos secretores de insulina. Sin embargo, no todos los pacientes con DM1
presentan las mismas caracteristicas, por lo que se ha clasificado en: autoinmune, que se
presenta en la mayoria de los pacientes, y se observan linfocitos T activados para la
destruccién selectiva de las células B; y la idiopatica, que engloba a los pacientes con
caracteristicas particulares y no hay presencia de autoinmunidad (Atkinson, Eisenbarth, &
Michels, 2014).

En las primeras etapas de la enfermedad, no se muestran alteraciones respecto a los
niveles de glucosa en sangre debido a que, a pesar de haber una destrucciéon de las
células, ésta no se ve reflejada ya que existe una reserva pancredtica que permite
mantener la euglucemia; conforme la enfermedad se va desarrollando aumenta la
destruccién de las células B por lo tanto comienza a existir una disminucién en los niveles
de insulina y un aumento en la concentracion de glucosa plasmatica. Cuando la mayoria
de las células B son destruidas se desarrolla la DM1 (Fig. 1) (Zaccardi, Webb, Yates, &
Davies, 2016).



Es importante que, posterior al diagndéstico, los niveles de glucemia se mantengan
estables ya que, de no ser asi, podrian presentarse complicaciones asociadas a la
enfermedad; también, es necesario preservar y proteger las células B aln restantes
(Picardi et al., 2006).
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Figura 1. Etapas del desarrollo de la DM1. Se pueden observar las diferentes fases de la pérdida
de masa y funcién de la célula B conforme transcurre la evolucién de la enfermedad a lo largo del
tiempo. Tomada y modificada de (Atkinson et al., 2014).

e Diabetes mellitus tipo 2 (DM2)

Es un padecimiento caracterizado por un desequilibrio en el metabolismo de
carbohidratos, lipidos y proteinas, y resulta de una disminucién progresiva de la secrecién
de insulina por las células B pancreaticas sobre un fondo de resistencia a la insulina (RI)
preexistente en el masculo esquelético, el higado y el tejido adiposo (DeFronzo et al.,
2015).

Este trastorno se ha considerado un problema de salud a nivel mundial debido a que
representa al menos el 90% de todos los casos de DM. Las causas que la desencadenan
se desconocen en el 70-85% de los pacientes; no obstante, influyen diversos
componentes como la herencia poligénica, junto con factores de riesgo que incluyen la
obesidad, dislipidemia, hipertensiéon arterial, historia familiar, dieta rica en carbohidratos,

factores hormonales y una vida sedentaria (Cervantes-Villagrana & Presno-Bernal, 2013).

Los pacientes con DM2 no presentan manifestaciones clinicas o éstas son minimas

durante varios afios antes del diagnostico; incluso esta enfermedad puede ser precedida
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por prediabetes, la cual se refiere a la condicion en la que los valores de glucosa en
plasma son mas altos que los niveles normales pero aln mas bajos que los utilizados

para el diagnostico de diabetes (Rajput, Garg, & Rajput, 2019).

En muchas ocasiones los sintomas que se llegan a presentar son dificiles de detectar ya
que pueden confundirse o asociarse a otras enfermedades. De acuerdo a la Asociacion
Americana de Diabetes (ADA, por sus siglas en inglés) (2019), la sintomatologia de la
DM2 va desde una constante necesidad de orinar (poliuria), sed inusual (polidipsia),
hambre excesiva (polifagia), pérdida inusitada de peso, fatiga e irritabilidad extremas
(astenia); hasta infecciones frecuentes, vision borrosa, cortes 0 moretones que tardan en
sanar, hormigueo o entumecimiento en las manos o los pies e infecciones recurrentes en
la piel, encias o vejiga, por lo general estas Ultimas se presentan conforme se va
desarrollando la enfermedad, por lo cual es importante realizarse pruebas constantes para

un diagnéstico temprano.

Para llevar a cabo un diagndstico es necesario realizar pruebas de laboratorio, en las
cuales se miden las concentraciones de glucosa en sangre bajo distintas condiciones. A

continuacion se menciona cada una de ellas detalladamente:

e Glucosa plasmatica en ayunas: esta prueba generalmente se realiza a primera
hora de la mafiana con 8 horas de ayuno, el diagnéstico es positivo cuando los

niveles glucémicos son mayores a 200 mg/dl.

e Tolerancia a la glucosa oral: se miden los niveles glucémicos en la sangre antes y
después de ingerir 75 g de glucosa en ayuno, realizando mediciones cada 30 min
por 2 horas, una persona es diagnosticada como diabética tipo 2 cuando los

niveles de glucemia estan arriba de los 200 mg/dl.

e Prueba aleatoria de glucosa plasmatica: consiste en un analisis de sangre en
cualquier momento del dia, una persona es diagnosticada con DM2 cuando

presenta glucosa sanguinea superior a los 200 mg/dl.

e Prueba de hemoglobina glicada (HbAlc): cuantifica el nivel promedio de glucosa
en la sangre durante los dltimos 2 o 3 meses, dichos niveles de hemoglobina
glicada deben encontrarse por encima de 6.5% (American Diabetes Association,
2019).



De acuerdo a los pardmetros determinados por la ADA (2019) para el diagnéstico de DM2
(Tabla 1), si el andlisis de sangre es normal, se deben repetir las pruebas cada 3 afos;
sin embargo, si la prueba indica prediabetes, se deben repetir cada 1 a 2 afos, ya que
algunos individuos clasificados como prediabéticos (alrededor del 10%) pueden
desarrollar este trastorno (Alpert, 2016). De acuerdo a los parametros establecidos, si se

diagnostica DM2, es necesario acudir al médico para recibir el tratamiento adecuado.

Tabla 1. Parametros de diagnéstico para DM. Se muestran las pruebas para el diagnéstico de
DM, asi como los niveles de corte de la concentraciéon de glucosa normal, con prediabetes y
diabetes.

Prueba Normal Prediabetes Diabetes

Glucosa plasmética en ayunas <100 mg/dl 100 — 125 mg/dl > 126

mg/dl
Tolerancia a la glucosa <140 mg/dl 140 - 199 mg/dl > 200
mg/dl
Glucosa al azar <100mg/dI - > 200
mg/dl
Hemoglobina glicada (HbAlc) <5.7% 5.7 - 6.4% > 6.5%

Modificada de (American Diabetes Association, 2019).

Si esta enfermedad no es diagnosticada a tiempo o no se le da un tratamiento adecuado
pueden presentar una serie de complicaciones cronicas consecuencia de hiperglucemia
cronica; estas se clasifican en dos tipos, microvasculares y macrovasculares. Las
microvasculares dafian a los vasos sanguineos mas pequefios y abarcan retinopatia,
nefropatia y neuropatia; mientras que las complicaciones macrovasculares dafian
directamente las arterias, lo cual, es causante de enfermedades cardiovasculares
acelerada que resulta en un infarto de miocardio y enfermedad cerebrovascular (Forbes &
Cooper, 2013).



e Diabetes gestacional (DMG)

Es una forma de diabetes que consta de altos niveles de glucosa en la sangre durante el
embarazo. Se desarrolla del 3 al 5% de embarazos a nivel mundial y se asocia con
complicaciones tanto para la madre y el feto. EI 80% de los casos se debe a una
insuficiencia en la produccion de insulina por las células B pancreaticas para compensar la
resistencia fisiolégica del embarazo a la insulina. Mientras que el otro 20% corresponde a
un incremento de la RI la cual no se ve compensada por una respuesta pancreatica

normal (Contreras-Zlfiiga et al., 2008).

Al igual que los otros tipos de diabetes se caracteriza por una insuficiencia en la
producciéon de insulina por las células B pancreaticas para satisfacer las necesidades de
insulina del cuerpo, y puede desarrollarse por las mismas causas en general, incluidas las
enfermedades autoinmunes, las causas monogénicas y Rl (Buchanan, Xiang, Kjos, &
Watanabe, 2007).

e Oftros tipos

Los otros tipos de diabetes son mas especificos e incluyen una gran variedad de
condiciones poco frecuentes como son: defectos genéticos de la funcion de la célula B,
deficiencias genéticas en la accién de la insulina, enfermedades del pancreas exocrino,
endocrinopatias, induccion por farmacos o quimicos, infecciones ocasionadas por virus,
diabetes mediada inmunoldégicamente, e incluso otros sindromes genéticos asociados a
diabetes. En la mayoria de estos casos para el diagnostico es necesario un andlisis
genético acertado, ya que sus sintomas son similares a los presentados en DM1 y DM2
(Kherra, Blouin, Santoni, & Schwitzgebel, 2017).

1.2 Epidemiologia

La diabetes, a lo largo de los afos, se ha convertido en una de las mayores emergencias
sanitarias a nivel mundial del siglo XXI. En los ultimos afios, esta afeccion ha tenido un
gran auge en la mayoria de los paises debido a la gran cantidad de personas que la
padecen, asi como los gastos que representa su tratamiento. Se estima que en la
actualidad aproximadamente 463 millones de adultos presentan esta enfermedad en el
mundo, y se espera que en el afio 2045 esa cifra aumente a 700 millones (Fig.2)

(International Diabetes Federation, 2019).



México se encuentra dentro de los diez paises con mayor niumero de personas con
diabetes y se estima que esta cifra incrementara para el afio 2030 representando hasta el
7.7% de la poblacién adulta en el mundo (Canché-Aguilar, Zapata-Vazquez, Rubio-
Zapata, & Camara-Vallejos, 2019). El Instituto Nacional de Estadistica y Geografia, en el
afio 2016 reportd a la DM2 como la segunda causa de muerte en el pais con un 15.4% de
la poblacién diagnosticada con este padecimiento (Federacion Mexicana de Diabetes.,
2018).

Los datos arrojados por la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT) de Medio
Camino 2018, reportaron que la prevalencia nacional de DM2 es del 10.3% del cual el
11.4% son mujeres, mientras que el 9.1% son hombres; de estos casos por lo menos el
90% se relacionan principalmente con sobrepeso y obesidad. Asi mismo, se ha reportado
que el 87.7% de los pacientes reciben un tratamiento para el control de dicha enfermedad,
sin embargo, menos del 50% de los mismos no realizan actividades preventivas para

evitar o retrasar complicaciones (Encuesta Nacional de Salud y Nutricién, 2018).

El tratamiento para esta patologia ha generado un gran impacto en la economia del pais,
ya que ha llegado a representar hasta el 15% de los recursos invertidos por las
instituciones de salud en México. De acuerdo a estudios realizados entre los afios 2008 y
2013 se demostré que el Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) es una de las
instituciones que destina mayor cantidad de recursos al tratamiento, principalmente a las
complicaciones generadas por DM; dicha institucion durante este periodo invirtié un total
de 1,563 millones de dolares por hospitalizaciones debidas a DM, de las cuales, las
complicaciones diagnosticadas significaron un costo del 83.02% y un costo anual
aproximado de 260 millones de ddlares (Salas-Zapata, Palacio-Mejia, Aracena-Genao,
Hernandez-Avila, & Nieto-Lopez, 2018).
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2. Homeostasis de la glucosa

Los organismos vivos son sistemas abiertos capaces de mantener una estabilidad interna
gue les permite llevar a cabo sus funciones, a este proceso se le conoce como
homeostasis. Para la mayoria de los organismos, entre ellos los humanos, la glucosa es
de gran importancia debido a que es la mayor fuente de energia para todas las células,
por lo que es indispensable que los niveles sanguineos de éstas permanezcan en un
rango de 70-100 mg/dl y asi mantener un balance entre la entrada de glucosa a la
circulacion y su captacion por los tejidos periféricos (Fig. 3) (Bermudez et al., 2007,
Osorio & Salceda, 2012).

El cerebro es el érgano con mayor necesidad de glucosa ya que es su principal fuente de
energia, ademas de ser incapaz de sintetizarla, por lo que es necesario un aporte
continuo. La glucosa plasmatica proviene de tres fuentes principales: absorcion intestinal
procedente de la digestién de carbohidratos a partir de la dieta, degradacion de glucégeno
hepatico por medio de glucogendlisis y produccién endbégena a partir de precursores
como lactato, piruvato, entre otros aminodcidos, por la via gluconeogénica en los rifiones

y principalmente por el higado (Jara, 2011).

La glandula del sistema endocrino responsable del control homeostatico de la glucosa es
el pancreas, el cual interactia tanto con la hipéfisis como con el higado para regular la
cantidad de glucosa en la sangre (Fig.3). En el pancreas hay dos tipos de células que
actlan directamente para mantener la homeostasis de la glucosa: las alfa y las beta,
encargadas de secretar glucagon e insulina, respectivamente (Osorio & Salceda, 2012).
La insulina es una hormona peptidica que consta de dos cadenas unidas por tres enlaces
disulfuro; es secretada por las células B de los islotes de Langerhans, localizados en el
pancreas, y tiene como funcién facilitar la entrada de glucosa a las células del cuerpo
(Berg, Stryer, & Tymoczko, 2008).

10


https://www.diabetes-cidi.org/ca/diabetes-tipo-1/glosario#glucosa

Células B liberan

insulify'

Estimulacién P e
de la captacion

De i
de glucosa N9 ' o
P T~ | Restablecimiento
de glucosa en

Aumento sangre
de
glucosa Disminucion
plasmatica | Homeostasis de la glucosa: Nivel normal de la glucosa plasmatica ~70-100 mg/dl de
~—-q glucosa
plasmatica

Restablecimiento
de glucosa en
sangre

Estlmulacxop dg la ,/Céau!as a liberan
glucogendlisis glucagon

Figura 3. Homeostasis de la glucosa. La alteracion o desequilibrio del nivel de glucosa
sanguinea es censada por el pancreas y es regulada por la insulina y el glucagén. El glucagén, por
medio de la glucogendlisis permite la produccién de glucosa en el higado, mientras que la insulina
permite la captacién de glucosa por musculo y tejido adiposo, asi como la activacién de la
produccion de glucogeno y la inhibicién de la via gluconeogénica en el higado; de esta forma los
niveles de glucosa vuelven a estabilizarse. Tomada y modificada de (Norman & Henry, 2015).

La homeostasis de la glucosa puede dividirse en tres estados: absortivo (postprandial),
ayunas (postabsortivo) e inanicidn; esta Ultima a su vez se subdivide en inicial y tardia, de
acuerdo a la via metabdlica que provea de glucosa durante la falta de alimento (Appleton
& Vanbergen, 2013). El estado postprandial es un estado anabdlico y es el periodo entre
0-4 h después de haber ingerido algun alimento, y es especificamente el momento en el
que se estdn absorbiendo, usando y almacenando los productos de la digestion
(Silverthorn, 2014).

Al momento de ingerir carbohidratos, éstos son hidrolizados y transportados al torrente
sanguineo en forma de glucosa, la cual es censada por el pancreas promoviendo la
liberacion de insulina. Este proceso de liberacién sucede cuando la glucosa ingresa en la
célula B a través del transporte facilitado mediado por el transportador de glucosa 2

(GLUT2); la glucosa es fosforilada por la glucocinasa y metabolizada mediante glucolisis y
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la cadena transportadora de electrones, trayendo como consecuencia un aumento en la
relacion ATP/ADP, y provocando que los canales de potasio sensibles a ATP se cierren,
lo que conlleva a una despolarizacién de la membrana y esto, a su vez, a la apertura de
los canales de calcio, que por medio de cascadas de sefalizacién permiten la secrecion

de insulina al torrente sanguineo (Riafio & Suarez, 2006).

La insulina secretada se une a su receptor en los tejidos periféricos, iniciando las vias de
sefalizacién que permiten la translocacion del transportador de glucosa 4 (GLUT4) hacia
la membrana plasmadtica, y asi llevar a cabo su funcién de transportar la glucosa de la
sangre al interior de la célula (Cervantes-Villagrana & Presno-Bernal, 2013) (Fig. 4). En el
tejido adiposo, la insulina estimula la glucolisis en el interior del adipocito generando el
substrato 3a-glicerol fosfato indispensable en la lipogénesis y, a su vez, en la sintesis de
triglicéridos. Mientras que en el musculo, la insulina activa y promueve la captacion y
transporte de glucosa y de aminoacidos para la sintesis de glucégeno y proteinas,
respectivamente (Serrano, Cascales, & Larrad, 2016).

Por otro lado, en el higado, por medio de la via de glucogenogénesis permite el
almacenamiento de la glucosa en forma de glucégeno, que, una vez llenos, los
excedentes de glucosa son transformados en acidos grasos y transportados a las células
adiposas para su almacenamiento (Kumar, Abbas, & Aster, 2013; Osorio & Salceda,
2012).

Posteriormente, durante el periodo de 4 a 12 h después de haber ingerido alimento, los
nutrientes obtenidos de la dieta comienzan a desaparecer del torrente sanguineo, por lo
que el organismo entra en un estado de postabsorcién, en el cual, al disminuir los niveles
de glucosa sanguinea, las células se ven obligadas a recurrir a las reservas almacenadas.
Este almacenamiento de glucosa se encuentra principalmente en el higado en forma de
glucoégeno; que es liberado en el momento en el que la falta de glucosa plasmética es
censada por el pancreas, promoviendo la secrecion de glucagén de las células alfa
(Silverthorn, 2014).

Las acciones fisiologicas del glucagén en el higado promueven la activacién de la
glucogendlisis, la cual consiste en la degradacién del glucégeno para que este sea

liberado en forma de glucosa al torrente sanguineo y asi satisfacer las necesidades del
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cuerpo. Conforme los niveles de glucégeno hepético van disminuyendo, comienza a
activarse otra via productora de glucosa a partir de sustratos diferentes a los
carbohidratos (lactato, glicerol y alanina); esta via es la gluconeogénesis y es activada
cuando el cuerpo se encuentra en un estado de inanicién, es decir, en un rango de 12
horas hasta mas de 16 dias sin ingesta de nutrientes (Appleton & Vanbergen, 2013;
Brendan et al., 2002).

GLUCOSA

- 4 GLUT4
~——{Lipélisis
Glucogénesis Lipogénesis

Gluconeogénesis

Figura 4. Representacién de la via de sefializacién de la insulina. En el momento en el que la
insulina se une a su receptor, éste se autofosforila en los residuos de tirosinas especificas,
fosforilando también al sustrato 1 del receptor de insulina (IRS-1). Posteriormente le sigue la
fosforilaciéon de la fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K) y proteina cinasa B (Akt), la cual promueve
cambios en los procesos metabolicos de los lipidos y proteinas asi como la captacion de glucosa
por medio de la translocacién del transportador de glucosa GLUT4 en sus 6rganos blancos
especificos. Tomada y modificada de (Thomas, Zhang, & Mitch, 2015).
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3. Fisiopatologia de diabetes mellitus tipo I

Como se menciond anteriormente las causas que desencadenan la DM2 aldn no se
conocen con exactitud, sin embargo, se sabe que existen factores caracteristicos que
contribuyen al desarrollo de este trastorno metabdlico que resultan de la pérdida gradual

de la funcién de las células B pancreaticas, en presencia de Rl (Ampudia-Blasco, 2003).

En las primeras etapas de la enfermedad o cuando los pacientes se encuentran en un
estado de prediabetes, los efectos de la insulina se ven disminuidos, sin embargo, el
sistema genera mecanismos compensatorios durante este periodo lo que conlleva a un
aumento en la funcién de las células [ conocido como hiperinsulinemia, manteniendo asi
la glucemia dentro de los niveles normales; por este motivo resulta dificil detectar la
enfermedad dentro de las primeras etapas. No obstante, conforme la DM2 va en progreso
comienza a haber un agotamiento de las células B provocado por la alta demanda de
insulina debido al incremento constante de glucosa plasmatica, ocasionando asi una
disfuncion en las mismas. En este punto es cuando se diagnostica la diabetes (Ros-Pérez
& Medina-Gémez, 2011; Stumvoll, Goldstein, & van Haeften, 2005).

La obesidad es uno de los factores que pueden llegar a desencadenar Rl debido a la
desregulada ingesta de alimentos ricos en carbohidratos, los cuales pueden no ser
aprovechados como consecuencia de una baja actividad metabdlica y/o sedentarismo, por
lo cual, se almacenan y acumulan en el tejido adiposo (Cervantes-Villagrana & Presno-
Bernal, 2013). Debido a la acumulacion de acidos grasos en este tejido, los adipocitos
comienzan a presentar hipertrofia, que trae como consecuencia hipoxia, asi como la
activacion de distintas respuestas celulares entre las que se incluyen el estrés oxidativo,
el estrés de reticulo endoplasmatico, liberaciébn de acidos grasos y la liberacion de
citocinas proinflamatorias. Estas dos Ultimas interfieren directamente sobre la via de
sefializacion de la insulina en pasos posteriores a la unién de la insulina al receptor, lo

cual condiciona a un estado de Rl (Ros-Pérez & Medina-Gémez, 2011).

La RI se puede definir como la condicion patolégica que provoca la disminuciéon de la
capacidad de la insulina para ejercer sus acciones bioldgicas en los tejidos diana (Serrano
Rios, 2002). El desarrollo de dicha condicion no incluye defectos en la union de la insulina

a su receptor en las membranas celulares, en cambio, produce "defectos posteriores al
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receptor" que interfieren con los procesos de sefalizacion intracelular en las células 3

pancreéticas (Thomas et al., 2015).

Al haber defectos en la sefializacion intracelular, la accién de la insulina se ve
comprometida en los tejidos diana principales; en el tejido adiposo no hay una inhibicion
de la lipdlisis, lo que conduce a un aumento en el suministro de &cidos grasos no
esterificados tanto en el cerebro, pancreas, musculo e higado (Fig. 5) (Delarue &
Magnan, 2007).

Como consecuencia del aumento de acidos grasos circulantes derivado de la RI, en el
higado comienza a haber una sobreproducciéon de glucosa, debido a que, por un lado,
inhibe la captacién de glucosa en la célula hepatica mientras que, por el otro, se estimula
la produccion de glucosa enddégena a través de la activacion de acetil-CoA. Este
fendmeno estimula la actividad de la enzima piruvato carboxilasa (PC), una de las
enzimas reguladoras de la gluconeogénesis hepética. Debido a la sobreproduccion de
glucosa hepética provocada por la Rl de este 6rgano, una gran parte de la hiperglucemia
presente en la DM2 es causada por el higado (Rodriguez-Rodriguez, Perea, LOpez-
Sobaler, & Ortega, 2009).
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Figura 5. Fisiopatologia de la DM2. Existen diferentes factores que contribuyen a la patogénesis
de la DM2 afectando tanto la secrecion de insulina como la accion de la misma. Al presentar R, las
vias de sefializacién de los tejidos diana se ven afectadas provocando un aumento de glucosa y
acidos grasos en el torrente sanguineo. En el tejido adiposo, la lipdlisis no es inhibida por lo tanto
provoca una constante liberacion de &cidos grasos al plasma, mientras que en el mudsculo, la
glucosa no se capta de manera adecuada, por lo que los niveles de glucosa en el torrente
sanguineo aumentan; por otra parte, en el higado la produccién de glucosa enddgena generada
por la gluconeogénesis no se ve inhibida, lo que trae como consecuencia que los niveles de
glucosa sigan aumentando. Tomada y modificada de (Stumvoll et al., 2005).
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4. Regulacion hepéatica de glucosa

El higado es un 6rgano indispensable para el control del metabolismo de los
carbohidratos. Puede expresar enzimas gque se activan o desactivan dependiendo de los
niveles de glucosa en plasma; de igual manera, permite que las concentraciones de
glucosa se mantengan dentro del rango normal ya sea en periodos largos o cortos de
tiempo. En el periodo postprandial, el higado capta una porcion de los carbohidratos
ingeridos para restaurar las reservas de glucégeno, mientras que en el estado
postabsortivo, la produccion de glucosa hepética (HGP) asegura un suministro al sistema
nervioso central y al mismo tiempo regula las concentraciones de glucosa en ayunas
(Postic, Dentin, & Girard, 2004).

Para el suministro de glucosa al cuerpo existen dos vias principales como son la
glucogendlisis, que se encarga de la ruptura del glucégeno almacenado, y la
gluconeogénesis, gque sintetiza glucosa de novo a partir de sustratos de dos o tres
carbonos. Ambos mecanismos son necesarios para mantener la glucemia en un estado
de ayuno corto o prolongado. De acuerdo a estudios previos, la produccién corporal total
de glucosa en personas sanas a diferentes intervalos de ayuno depende de la via
gluconeogénica, que es responsable del 50-96% de la produccion de glucosa y puede

aumentar conforme la duracion del ayuno se prolongue (Polonsky & Burant, 2017).

4.1 Gluconeogénesis

La gluconeogénesis es una via anabdlica capaz de formar moléculas nuevas de glucosa a
partir de sustratos diferentes a los carbohidratos como son lactato, glicerol, alanina,
glutamina, entre otros aminoacidos; esta asociada principalmente a la respuesta al ayuno,
y es clave para el mantenimiento de la glucemia. Se sabe que el higado es el principal
organo, aunque no el unico, en donde se lleva a cabo tal via, ya que se ha detectado,
aunque en menor medida, en los rifiones e incluso en el intestino (Pérez-Mendoza, Ita-
Pérez, & Dias-Mufios, 2012).
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Las reacciones quimicas que se llevan a cabo en la gluconeogénesis estan relacionadas
con la glucdlisis, ya que las que se llevan a cabo en una, son las inversas de la otra. Sin
embargo, la gluconeogénesis se caracteriza por presentar enzimas paso-limitantes que no
participan en la via glucolitica, llamadas asi debido a que controlan la via en puntos
especificos (Fig. 6) (Mckee & Mckee, 2009).

Esta via es regulada por la disponibilidad de sustratos, metabolitos, los mecanismos de
transcripcién y el estado redox celular; una mala alimentacion a base de grasas, e
inanicibn o ayunos prolongados que proporcionan grandes cantidades de estas
moléculas. Como ya se menciondé anteriormente, existen diferentes moléculas
precursoras de la via gluconeogénica provenientes de sitios atipicos: por ejemplo, la
lipdlisis en el tejido adiposo produce acidos grasos no esterificados (NEFA) y glicerol, que
pueden estimular la gluconeogénesis. La B-oxidacion de NEFA produce acetil-CoA
mitocondrial, que promueve la gluconeogénesis activando a PC, que, a su vez, cataliza la
conversion de piruvato en oxalacetato; mientras que, por otro lado, el glicerol puede
fosforilarse y convertirse en el precursor gluconeogénico dihidroxiacetona fosfato (DHAP),
gue explica hasta el 20% de la HGP (Petersen, Vatner, & Shulman, 2017).

Las células musculares producen lactato y alanina que pueden ser transportados por los
eritrocitos y otras células que carecen de mitocondrias (con concentraciones bajas de
oxigeno) al higado. El lactato es producido por medio de la enzima lactato
deshidrogenasa; mientras que la alanina proviene de una reaccion catalizada por la
alanino transaminasa con participacion del glutamato. Una vez en el higado, estos
sustratos son transformados en piruvato para dar inicio a la via gluconeogénica
(Manzanares & Aramendi, 2010; Mckee & Mckee, 2009).

Una vez que los sustratos fueron convertidos en piruvato, éste entra en la mitocondria,
donde es transformado a oxalacetato por medio de la enzima PC. Posteriormente, el
oxalacetato es reducido a malato, y al salir de la mitocondria se oxida para convertirse
nuevamente a oxalacetato por la accién de la enzima malato-deshidrogenasa del citosol.
El oxalacetato citosdlico se descarboxila por la fosfoenolpiruvato carboxicinasa (PEPCK)

en presencia de guanosin trifosfato (GTP), de la cual se obtiene la energia para la sintesis
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del fosfoenolpiruvato. Posteriormente, a partir de dos moléculas de 2-fosfoglicerato, la
gluconeogénesis puede proceder en sentido inverso a la glucdlisis hasta formar una
molécula de gliceraldehido 3-fosfato (G3P) y otra de DHAP (Fig.6) (Castellanos, 2014).

Finalmente, ya formadas las moléculas G3P y DHAP, es generada la fructosa-1,6-
bifosfato (fructosa-1,6-P) por la accion de la aldosa. La fructosa-1,6-P se transforma en
fructosa-6-fosfato (fructosa-6-P) por una reaccién de hidrélisis, que es catalizada por la
F1,6BPasa. Posteriormente, la glucosa-6-fosfato (G6P) producida es transformada a
glucosa libre por la G6Pasa (reaccion inversa a la realizada por la glucocinasa) (Fig. 6)
(Castellanos, 2014; Engelking, 2015).

Glucosa

G6Pasa Pi
Glucosa-6-P

i

Fructuosa-6-P

P F1,6BPasa

Fructosa-1,6 P

y
G3th==DHAP +«— GLICEROL

GDP + CO;
GTP PEP
OXALOACETATO PEPCK lT
o .~ ALANINA
PIRUVATO
¥~ LACTATO

Figura 6. Esquema de la gluconeogénesis. Se muestra de manera general la via metabdlica. En
color verde se indican los principales sustratos de la via gluconeogénica. El lactato y la alanina son
convertidos en piruvato, que entra posteriormente a la mitocondria; otro de los sustratos de la ruta
es el glicerol, el cual es transformado en dihidroxiacetona fosfato (DHAP). Las enzimas paso
limitantes de la gluconeogénesis se muestran en diferentes colores: PC, piruvato carboxilasa;
PEPCK, fosfoenolpiruvato carboxicinasa; F1,6BPasa, fructosa-1,6-bisfosfatasa; G6Pasa, glucosa-
6-fosfatasa. Tomada y modificada de (King, 2015; Mckee & Mckee, 2009).
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4.2 Regulacion de la gluconeogénesis por insulina y su alteracion en DM2

Como se mencion0 anteriormente la regulacion del aporte de glucosa proveniente de la
gluconeogénesis hepética al torrente sanguineo se lleva a cabo principalmente por medio
de la insulina, que en los hepatocitos cumple con su funciéon basada sobre todo en
procesos de fosforilacion y desfosforilacion. Su via de sefalizacibn comienza cuando se
une a su receptor y activa la via de la fosfoinositol 3-cinasa (PI3K) y Akt2, suprimiendo la
produccion hepética de glucosa mediante dos mecanismos principales: la disminucién de
la expresion de las enzimas gluconeogénicas mediante fosforilacion y exclusién nuclear
del factor de transcripcion “Forkhead box protein O1” (FOXO1), asi como el aumento de la
actividad de glucogeno sintasa (GS), mediante la fosforilacion e inactivacion de glucégeno
sintasa cinasa 3 (GSK3) (Berlanga, Guiu-Jurado, Porras, Aragones, & Auguet, 2016).

FOXOL1 es un miembro de la familia de factores de transcripcién FOX que interaccionan
con las secuencias denominadas elementos de respuesta a la insulina (IRE). Entre sus
dianas se encuentran los genes que codifican la PEPCK, enzima limitante de la velocidad
de la utilizacion de la glucosa, y G6Pasa, enzima limitante de la produccion de glucosa;
por lo que al ser inhibido por medio de la insulina, la produccion de glucosa se ve
disminuida resultando en un mayor aprovechamiento de la misma a través de la glucdlisis,
entre otras vias. Por otro lado, GSK3, al estar en su forma inactiva, no cataliza la
fosforilacion y la inhibicién de la actividad de GS, permitiendo asi la sintesis de glucégeno
hepatico (Fig. 7) (Rodriguez, 2013). En consecuencia, cuando FOXO1 es inhibido por la
insulina, los niveles de G6Pasa disminuyen, reflejando un descenso en la produccion de

glucosa, lo que es un efecto benéfico para los pacientes con DM2 (Morris, 2017).

Al presentar este trastorno metabdlico, los pacientes con DM2 presentan un aumento en
los niveles de diacilgliceroles (DAG), los cuales, al acumularse en el higado, permiten la
activacion y translocacion de la proteina cinasa Ce (PKCe), promoviendo la inhibicion del
receptor de la insulina, lo que trae como consecuencia un decremento en la fosforilacién
del mismo, en la actividad de AKT2 vy la sefalizacién intracelular. Finalmente, estos

fendmenos traen como consecuencia que la actividad de la insulina para inducir la
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sintesis de glucdégeno e inhibir la gluconeogénesis se vea disminuida (Berlanga et al.,
2016).
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Figura 7. Esquema de la regulacion de la gluconeogénesis por insulina. Se muestra una
representacion general de la regulacion de la via gluconeogénica por la insulina. La interaccion de
la insulina con su receptor induce la cascada de sefializacién que desemboca en la fosforilacion de
FOXO1, que promueve su translocacion al nucleo, inhibiendo asi la expresion de los genes que
codifican para dos de las principales enzimas reguladoras de la gluconeogénesis PEPCK vy
G6Pasa. Tomada y modificada de (Berlanga et al., 2016).

4.3 Inhibicién de la via gluconeogénica por medio de la Metformina

Para el control de la glucemia de un paciente con DM2 es recomendable la dieta y
ejercicio en conjunto con tratamiento farmacologico. Actualmente existen una gran
variedad de hipoglucemiantes orales, cada uno con un mecanismo de accion diferente,
como las meglitinidas, sulfonilureas, tiazolidinedionas, analogos del péptido similar al
glucagén tipo 1 (GLP-1), los inhibidores de dipeptidil peptidasa-IV (DPP-IV) y las
biguanidas (Llave, 2008).
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Las biguanidas son los farmacos de primera linea utilizados en la actualidad para el
control de la glucemia, ya que son sensibilizadores a la insulina, capaces de disminuir la
hiperglucemia sin estimular la producciéon de la misma. Uno de sus efectos es el de
reducir los lipidos circulantes, cuyo incremento esta asociado a un mayor riesgo
cardiovascular, por tal motivo (compardndolo con otras biguanidas) el primer
medicamento de eleccion para pacientes obesos o dislipidémicos con DM2 es la
metformina, ya que no incrementa los niveles plasmaticos de insulina, e incluso es capaz
de reducir la hiperinsulinemia (Rodriguez-Rivera, Cuautle-Rodriguez, & Molina-
Guarneros, 2017).

La metformina proviene de la planta Galega officinalis, de la cual se identificé el principio
activo isoamileno guanidina (también llamado galegina). Esta planta es conocida desde
hace siglos por sus efectos benéficos en la diabetes. Estudios farmacoldgicos han
demostrado que actta disminuyendo diferentes marcadores de riesgo cardiovascular,
incluidos el perfil lipidico y el higado graso, asi como la sensibilidad de receptores
celulares periférico y hepético a la insulina. Por otro lado, es capaz de reducir el riesgo de
cancer, ademas de retardar la absorcién de glucosa a nivel intestinal (Pernicova &
Korbonits, 2014; PLM®, 2020).

La sensibilizacién de receptores celulares periféricos por parte de la metformina se ha
observado en la oxidacion aumentada de acidos grasos y en la activacion de la proteina
cinasa activada por AMP (AMPK) para aumentar la translocacion de GLUT4 en el
musculo. Estudios anteriores sugieren gue el incremento en la concentracién circulante de
GLP-1 puede contribuir a los efectos metabdlicos de la metformina, debido a una mayor
secrecion de esta hormona como consecuencia de una mayor absorcion de glucosa en
segmentos del intestino delgado, donde las células L secretoras de GLP-1 son mas
abundantes (Scarpello & Howlett, 2008).

Sin embargo, adicionalmente a los efectos descritos con anterioridad, se ha observado
gue la principal funcion de la metformina se lleva a cabo en el higado, suprimiendo la
produccion de glucosa, lo que lleva a una reduccion en los niveles de glucosa en plasma
en ayunas y HbAlc (DeFronzo etal.,, 2015). La gluconeogénesis es inhibida por la

metformina mediante diferentes mecanismos. En el primero de ellos se comporta como un
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inhibidor no competitivo de la glicerol-3-fosfato deshidrogenasa mitocondrial (mGPD),
afectando la produccion de DHAP vy, por lo tanto, promoviendo una disminucién en la
gluconeogénesis a partir de glicerol y un aumento del estado redox citosdlico, debido a la
inhibicién de la enzima lactato deshidrogenasa dependiente de redox (LDH). De esta
manera, se limita la produccién de piruvato y, por lo tanto, la gluconeogénesis a partir de

lactato (Petersen et al., 2017).

Otro mecanismo de la metformina en el hepatocito es la promocién de la fosforilacion
estimuladora de AMPK a través de la desestabilizacion de la cadena transportadora de
electrones al suprimir la funcién del complejo | de la cadena respiratoria mitocondrial,
provocando una disminucién de ATP, trayendo como consecuencia una reduccion de la
transcripcion génica de enzimas gluconeogénicas. Asimismo, al aumentar los niveles de
AMP, se promueve la regulacion alostérica de la F1,6-Pasa suprimiendo su actividad (Fig.
8) (Madiraju et al., 2014; Mata-Torres, Andrade-Cetto, Espinoza-Hernandez, & Cardenas-
Vazquez, 2020).

Por otra parte, la metformina reduce la respuesta ciclica del AMP a la estimulacion del
glucagén en los hepatocitos, lo que ocasiona cambios en la proteina cinasa dependiente
de AMPc (PKA), inhibiendo la gluconeogénesis y asi reduciendo la HGP (Fig. 8) (Madiraju
et al., 2014; Vicente et al., 2019).
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Figura 8. Esquema de los mecanismos de accion de la metformina en el hepatocito. Se
muestran de manera general los diferentes mecanismos por los que actia la metformina en el
hepatocito. La metformina entra a la célula mediante el transportador OCT-1, dirigiéndose a la
mitocondria donde inhibe tanto a la glicerol-3-fosfato deshidrogenasa mitocondrial (mGPD) como al
complejo 1 de la cadena de transporte de electrones, lo que provoca una disminucion en la relacion
ATP/AMP intracelular, inhibiendo adenilato ciclasa (AC), la f-1,6-bispasa y activando a AMPK. Este
sensor energético inhibe la expresiéon de PEPCK y G6Pasa. Tomada y modificada de (Vicente
et al., 2019).

4.4 Glucosa-6-fosfatasa como blanco terapéutico

La G6Pasa es una proteina de membrana asociada al reticulo endoplasmico que se
expresa principalmente en el higado y en la corteza renal, los principales tejidos
gluconeogénicos. La activacion y concentracion de la G6Pasa depende de la
concentracion de G6P, que a su vez puede ser aumentado por glucocorticoides, tiroxina,
glucagodn, e incluso cuando se presentan enfermedades como DM. La G6Pasa, es la
enzima responsable de eliminar el fosfato de la G6P, permitiendo que la glucosa sea
liberada por medio GLUT2 al torrente sanguineo; este es el paso final en la
gluconeogénesis y glucogendlisis hepética, aumentando la concentracion de glucosa en la
sangre (Baginski, Foa, & Zak, 1974; Van & Gerin, 2002).
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La G6Pasa es una fosfatasa con una alta especificidad que se compone por una
subunidad catalitica orientada hacia la luz del reticulo endoplasmico. De igual manera se
compone de tres sistemas de transporte diferentes (translocasas T1, T2 y T3) las cuales
se encargan de transportar el sustrato a través del reticulo endoplasmico (Fig. 9). T1 es
una proteina estabilizadora de polipéptidos que transporta G6P desde la cara citosélica a
la luz del reticulo; la proteina T2 se encarga de transportar el fosfato liberado a partir de la
hidrélisis de G6P (pirofosfato) fuera de la luz del reticulo endoplasmico; mientras que
el transportador de glucosa (T3) transporta la glucosa formada a partir de la hidrélisis de
G6P fuera del reticulo endoplasmico (Van & Gerin, 2002; Wolfsdorf, Holm, & Weinstein,
1999).

Debido a que el complejo G6Pasa juega un papel sumamente importante en la produccion
de glucosa liberada proveniente de vias como glucogendlisis y gluconeogénesis, es
considerado como uno de los mejores blancos terapéuticos para el control de la glucosa
plasmética, ya que, en personas sanas, la insulina inhibe la expresién de G6Pasa y, a su
vez, la via gluconeogénica, evitando la HGP. Mientras que en pacientes con DM2, al
presentar Rl la produccién de glucosa liberada al torrente sanguineo es constante, debido
al aumento en la actividad de G6Pasa, por lo que este complejo representa un objetivo

claro para la intervencién terapéutica (Charkoudian, Farrell, & Khosla, 2012).

Existen dos categorias principales de inhibidores del complejo G6Pasa: los inhibidores de
la subunidad catalitica y los inhibidores de la T1; sin embargo, uno de los aspectos a
considerar al inhibir a la subunidad catalitica es que este tipo de inhibidores
farmacologicos pueden llegar a inhibir a otras fosfatasas, o que puede provocar efectos
negativos. Debido a que T1 es estructuralmente distinto, es considerado el blanco para la
intervencion farmacoldgica, por lo que, hasta la fecha, se han identificado una gran
cantidad de inhibidores de este transportador desde sintéticos hasta productos naturales
(Charkoudian et al., 2012).
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Figura 9. Esquema del sistema enzimatico de G6Pasa. Se muestra el sistema de transporte de
glucosa-6-fosfato (G6P) a través del reticulo endoplasmico hepético, en donde entra en contacto
con la enzima G6Pasa; posteriormente, la glucosa y el fosfato son liberados por sus respectivas
translocasas al citoplasma. La glucosa obtenida es liberada al torrente sanguineo. Tomada y
modificada de (Sundaram & Alonso, 2011).

4.5 Inhibidores naturales de G6Pasa T1

Existen una gran cantidad de plantas, hongos y bacterias de los cuales se han logrado
aislar una gran variedad de inhibidores de la enzima G6Pasa T1. Algunos de ellos son: la
floretina, con una ICso = 340 uM, componente fendlico de la manzana; trimeros de acido
sialico (tielavinas) obtenidos a partir de una cepa fungica Chaetomium carinthiacum con
ICs0 de 0.33 uM a 250 uM, y los tetrameros de acido sialico (CJ-21,164) con una ICso de
1.6 uM; kodiastatinas aisladas del hongo filamentoso Aspergillus terreus Thom DSM
12247; y la mumbaistatina, producida por la bacteria Streptomyces sp. DSM 11641,
conocida como el inhibidor més potente de G6-Pasa T1 con una ICso = 5 nM (Charkoudian
et al., 2012).

Otro ejemplo de metabolito secundario aislado de plantas es el acido clorogénico (acido 5-
O-cafeoil-4cido quinico), el cual es el mas abundante en la naturaleza y quiza el inhibidor
por excelencia de la enzima G6Pasa T1 (Charkoudian et al., 2012). El &cido clorogénico

es un polifenol dietético biol6gicamente activo, que se compone de ésteres
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hidroxicinamicos con &cido quinico, incluidos los acidos cafeoil, feruloil, dicaffeoil y
cumaroilquinico (Fig. 10) con una ICso = 230 uM (Tajik etal.,, 2017). Gracias a su
estructura, diferentes estudios han sugerido que el acido clorogénico tendria un posible
papel en el tratamiento y prevencion de enfermedades cardiovasculares, asi como una
mejora en el metabolismo de glucosa en pacientes con diabetes debido a que tiene
efectos hipoglucemiantes y sensibilizadores a la insulina (Bhandarkar, Brown, & Panchal,
2019).
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Figura 10. Estructura del acido 5-O-cafeoil-acido quinico (acido clorogénico).

Tomada de (Chaves-Ulate & Esquivel-Rodriguez, 2019).
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5. Etnofarmacologia

La Etnofarmacologia puede definirse como “el estudio de productos naturales
biol6gicamente activos utilizados tradicionalmente, con el objetivo de comprender sus
acciones terapéuticas”. Gracias a estudios etnofarmacoldgicos se han encontrado una
gran cantidad de productos naturales con el propdsito de tener una gama mas amplia en

los tratamientos terapéuticos de diversas patologias (Andrade-Cetto & Heinrich, 2011).

La OMS estima que el 80% de la poblacion mundial utiliza recursos naturales,
principalmente especies vegetales, como fuente de atencion a problemas de salud,
acudiendo a los herbolarios 0 a personas de la comunidad que posean un conocimiento
tradicional empirico (Bueno, Gutierrez, Isaza, Carmona, & Perez, 2001). En México existe
una extensa riqueza dentro de la herbolaria, y se sabe que nuestros ancestros han
clasificado plantas medicinales a partir de su efecto. Desde entonces, hasta nuestros
dias, es conocido su uso terapéutico para la prevencién de diferentes enfermedades

como las cardiovasculares, hipertension y DM2 (Jimenez-Corona & Mateo-Rivera, 2019).

La finalidad del tratamiento de la diabetes es la regulacion de los niveles de glucosa en
sangre y asi evitar complicaciones micro y macrovasculares. Como se mencioné
anteriormente, para controlar la hiperglucemia se utilizan diferentes farmacos, asi como
un régimen alimenticio y ejercicio. Sin embargo, a pesar de su efectividad, tienen un uso
limitado debido a condiciones patolégicas indeseables y a una alta tasa de efectos
adversos; por lo cual, en la actualidad, el buscar agentes hipoglucemiantes con un mayor
indice de efectividad y con menores efectos secundarios, se ha planteado como una

prioridad para los investigadores (Surya et al., 2014).

En México, el tratamiento de enfermedades como la diabetes, sobre todo en poblaciones
rurales, es comunmente a base de plantas; es por eso que en el afio 2005 se
inventariaron un total de 306 especies para el uso popular en el tratamiento de esta
enfermedad. En dicho estudio se registraron especies pertenecientes a diferentes familias
como: Malvaceae, Asteraceae, Lamiaceae, Agavaceae, Liliaceae, Bromeliaceae,

Annonaceae, Cactaceae, Ericaceae, Cecropiaceae, Equisetaceae, Fabaceae, por decir
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algunas. A especies de estas familias se aislaron compuestos fitoquimicos entre los que
se encuentran tetrahidropiranos, aceites esenciales, sapogeninas, flavonoides, terpenos,
compuestos sulftricos, polisacéaridos, lactonas, entre otros. (Andrade-Cetto & Heinrich,
2005).

Se han llevado a cabo una gran cantidad de estudios farmacolégicos que permiten
esclarecer y corroborar el efecto hipoglucemiante de estas especies utilizadas
tradicionalmente en ciertas regiones; para ejemplificar mejor, a continuacion se muestran

algunos de los estudios realizados para diferentes especies:

Para la especie Arocomia mexicana se realizé un extracto metandlico de la raiz, de la cual
se aislé un nuevo compuesto de tetrahidropirano, dicho extracto mostré un efecto reductor
de glucosa en sangre en ratones normoglucémicos y con diabetes aloxana, mostrando
una respuesta dependiente de la dosis en los modelos de ratones (Pérez G, Pérez G,
Pérez G, Zavala S, & Vargas S, 1997).

En el caso de Trigonella foenum-graecum se realizaron y analizaron extractos acuosos y
alcohdlicos de sus hojas para determinar la actividad hipoglucemiante en ratas
normoglucémicas y con diabetes inducida por aloxano. Este estudio arrojé dos diferentes
resultados, en el caso del extracto etandlico produjo una reduccion en la concentracion de
glucosa en sangre, sin embargo, produjo un dafio directo en el higado atribuido a su via
de administraciéon; mientras que en el caso del extracto acuoso demostré un efecto
hipoglucemiante estadisticamente significativo (Abdel-Barry, Abdel-Hassan, & Al-Hakiem,
1997).

Al encontrar los mecanismos de accién por los cuales actlan ciertas especies vegetales
ha ayudado a esclarecer muchos de los usos que les dan a las plantas tradicionalmente.
Es por eso que existen estudios dirigidos a blancos terapéuticos especificos como es el
caso de la investigacion realizada a especies como Smilax moranensis y Ageratina
petiolaris, en los cuales se evalué el efecto del extracto etanol-agua de la raiz y el extracto
acuoso de la parte aérea respectivamente; concluyendo que uno de los mecanismos de
accion de ambas plantas con un efecto hipoglucemiante es la inhibicion de la produccién

hepatica por la via gluconeogénica (Espinoza-Hernandez, 2017).
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6. Caleaintegrifolia (DC.) Hemsl.

Una de las plantas reportadas con efecto hipoglucemiante en el trabajo de Andrade-Cetto
y Heinrich (2005), utilizada en México, es Calea integrifolia (DC.) Hemsl. de la familia
Asteraceae. Se describe como un arbusto de hasta 3 m de alto; sus hojas se presentan
de manera opuesta, pueden ser ovaladas, muy angostas y puntiagudas, llegan a medir
hasta 12 cm de largo y hasta 4 cm de ancho; presentan un margen a veces aserrado o
entero, con abundantes tricomas en el haz y envés de la hoja. En las puntas de las ramas
y axilas de las hojas se pueden encontrar las cabezuelas densamente agrupadas en
inflorescencias ramificadas, las cabezuelas se conforman por las flores liguladas
(femeninas) que se encuentran en la periferia con forma oblonga y de color blanco; y las
flores del disco (hermafroditas) en la parte central de la cabezuela dividida en 5 |6bulos
iguales, de color amarillo. El fruto es seco e indehiscente, conocido como aquenio en

forma de cono invertido de color negruzco, cubierto de pelillos (Fig. 11) (Vibrans, 2009).

6.1 Clasificacion Taxondmica

Reino: Plantae

Subreino: Traqueobionta
Superdivisién: Spermatophyta
Dvision:Magnoliophyta

Clase: Equisetopsida C. Agardh

Subclase: Magnoliidae Novak ex Takht.
Superorden: Asteranae Takht.

Orden: Enlace Asterales

Familia: Asteraceae Bercht. & J. Presl|

Género: Calea L.

Especie:Calea integrifolia (DC.) Hemsl.

Sindbnimos:

Allocarpus integrifolius DC.

. L Vs )
Calea integrifolia var. dentata JM Coult.

Figura 11. Ejemplar de herbario de C. integrifolia

Tomada de (Hinton, s/f).
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6.2 Distribucién

En el continente americano se ha reportado la distribucion de C. integrifolia desde el sur
hasta el norte de América. En México, se ha registrado en los estados de Chiapas,
Oaxaca, Guerrero, Michoacan, Colima, Estado de México, Hidalgo, Morelos, Zacatecas,
Durango, San Luis Potosi y Veracruz (Fig.12) (CONABIO, 2019).

.
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Figura 12. Mapa de la distribucién de C. integrifolia en México. Registros obtenidos de
CONABIO 2019. Tomada de (CONABIO, 2019). Modificada en BioRender.com

6.3 Antecedentes etnobotanicos, fitoquimicos y farmacolégicos

Un gran numero de especies pertenecientes al género Calea son utilizadas en la medicina
tradicional para el tratamiento de diferentes enfermedades como fiebre, dolor de
estébmago, ulceraciones, heridas infectadas, hiperacidez, artritis, enfermedades hepaticas,
de los rifiones, diarreas, hipertensién y diabetes (Aguiar et al., 2017). C. integrifolia es una

de las especies pertenecientes a este género con uso medicinal importante.
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Algunas de las comunidades en las que se ha registrado el uso de C. integrifolia para el
tratamiento de la diabetes es Uruapan, Michoacan, en la cual su nombre comun es “amula
de Monterrey” y se ingiere por medio de un té de toda la planta; por otro lado, en Tamala,
Hidalgo, se conoce como “jehuite amargoso” y, al igual que en San Miguel Suchixtepec,
Oaxaca, en donde la nombran “prodigiosa”, se consume en infusiones del tallo,
principalmente (Andrade-Cetto & Heinrich, 2005; Ruiz, 2000).

Los estudios fitoquimicos de C. integrifolia siguen siendo escasos hasta la fecha. El
primer registro fue en 1976, Alemania, donde se report6 que la raiz de C. integrifolia
contiene el aldehido heptadeca-2-t-9,16-trien-1-al, asi como pequefias cantidades de
alcohol (Bohlmann & Zdero, 1976). En el afio 2005, se registrd la presencia de lactonas
sesquiterpénicas (Andrade-Cetto & Heinrich, 2005); mientras que en el afio 2019, se
lograron identificar compuestos fendlicos como el acido clorogénico y rutina, ambas
registradas como inhibidores naturales de la gluconeogénesis, uno de los mecanismos

que le da el efecto hipoglucemiante a esta planta (Yacini, 2019).

Para esclarecer el mecanismo de accién de C. integrifolia se han llevado a cabo
diferentes estudios farmacoldgicos. En uno de ellos, se observd la inhibicion de la
induccién de diferenciacion de precursores de adipocitos por medio de derivados
sesquiterpénicos, obtenidos a partir de un extracto de varias especies del género Calea,
entre ellas C. integrifolia (linuma et al., 2005). En otro estudio, se reporté que el extracto
acuoso de C. integrifolia disminuyd de forma significativa los niveles de glucosa
sanguinea a pesar de no presentar un efecto inhibitorio sobre el pico hiperglucémico
postprandial en ratas STZ-NA durante una prueba de tolerancia a la sacarosa oral; en
el mismo estudio, en la prueba in vitro, se advirti6 la ausencia de un efecto inhibitorio
sobre la actividad de las enzimas alfa-glucosidasas, por lo tanto, qued6 descartado este
mecanismo de accion para el efecto hipoglucemiante de esta planta (Ramos-Torres,
2018).

Finalmente en un estudio reciente, se comprobd el efecto sobre los niveles de glucosa
sanguinea de C. integrifolia en ratas STZ-NA durante una prueba de tolerancia a la
glucosa oral, en la cual, a pesar de no haber una inhibicion del pico hiperglucémico
postprandial, se observa un cambio descendente en la glucosa plasmatica en los

diferentes tiempos de la prueba, alcanzando valores normoglucémicos (Yacini, 2019).
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7. Modelo STZ-NA

A pesar de ser tan estudiada, todavia existen muchas incognitas sobre la fisiopatologia y
estrategias terapéuticas efectivas para el control de la DM (Masiello, 2006). Por este
motivo, para tener un mayor entendimiento, tanto de la patologia como de los posibles
tratamientos, se han llegado a desarrollar diferentes modelos animales utilizados en
investigaciones sobre la DM2, en los que se generan estados hiperglucémicos y otras
alteraciones metabdlicas relacionadas; estos modelos, en su mayoria, son inducidos de

forma experimental en los laboratorios (Hugués, Rodriguez, Rodriguez, & Marrero, 2002).

Una de las principales finalidades de generar estos modelos inducidos a un estado
hiperglucémico es la de comprobar la toxicidad y/o eficiencia de multiples farmacos,
productos y extractos naturales. Existe una gran variedad de métodos descritos para la
induccion de estos modelos animales los cuales, como se mencioné anteriormente,
ilustran muchas de las anomalias metabdlicas propias de la enfermedad; estos métodos
de induccion van desde estrategias quirdrgicas, dietas especiales, modificaciones
genéticas, y aplicacion de farmacos con toxicidad especifica sobre el pancreas (Moreno-

Cortés, Gutiérrez-Garcia, & Contreras, 2020).

En 1998, Masiello y colaboradores desarrollaron un modelo en ratas para inducir diabetes
experimental, en la cual la administracion de estreptozotocina (STZ) y nicotinamida (NA)
son claves para el desarrollo de una hiperglucemia moderada estable en los roedores,
debido a que la STZ ejerce un efecto citotéxico sobre la célula B, mientras que la NA
ofrece una proteccion parcial a la misma (Masiello etal., 1998). Por tal motivo se
selecciond dicho modelo, ya que al presentar hiperglucemia moderada permite observar
los cambios, resultado de diferentes factores como son el ayuno, la ingesta de farmacos,

asi como la administracion del extracto.

El modelo STZ-NA consiste principalmente en la administracién de dosis reguladas de
STZ y NA. La STZ, debido a su estructura, es reconocida por el glucotransportador
GLUTZ2, permitiéndole el acceso a la célula B pancreatica, provocando un dafio en el DNA

y estimulando un aumento en la actividad de la enzima poli (ADP-ribosa) polimerasa
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(PARP-1). La actividad exacerbada de esta enzima resulta en el decaimiento intracelular
de NADy ATP vy, por consiguiente, a una muerte celular. Por otro lado, la NA se
administra con el fin de proteger parcialmente a las células secretoras de insulina de la
STZ. Esta accién protectora se debe a la inhibicién de la actividad de PARP-1; por otra
parte, la NA es un precursor de NAD+, por lo que se evita una disminucién de ATP y

muerte celular posterior (Fig.13) (Szkudelski, 2012).
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Figura 13. Mecanismo de induccién del modelo STZ-NA. Se muestra la representacion
esquematica de la accion citotdxica de la STZ y la accién protectora de la NA en la célula B. La
STZ provoca dafio directo en el DNA, aumentando los niveles de PARP-1, lo que lleva a una
disminucién en los niveles energéticos celulares que a su vez incita a una muerte celular. La NA es
un precursor de nicotinamida adenina dinucleétido (NAD+) y un inhibidor de PARP-1, lo que
permite una proteccion parcial de la célula . Tomada y modificada de (Szkudelski, 2012).
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Justificacion

La DM2 se ha convertido en un grave problema de salud a nivel mundial debido a su
elevada morbilidad y mortalidad; sin embargo, los esfuerzos que se han llevado a cabo
para entender esta enfermedad no han sido suficientes, ya que en la actualidad adn
existen muchas incognitas, tanto del cémo y cuando se desarrolla tal enfermedad, asi
como de su tratamiento, su deteccion temprana y, por supuesto, su prevencion. Por lo
tanto, es importante promover la basqueda de nuevas moléculas que, adicionalmente a
los conocimientos ya adquiridos, permitan controlar de mejor manera los niveles de
glucosa que, a largo plazo, pueden conducir a complicaciones vasculares y disminuir la

calidad de vida de los pacientes.

Al ser México un pais con una alta gama de tradiciones y cultura, los conocimientos del
uso tradicional de una gran cantidad de productos naturales han sido aplicados a lo largo
de la historia al tratamiento de muchas de las enfermedades y, gracias a ello, por medio
de herramientas como la etnofarmacologia, se han podido recopilar una gran cantidad de
datos, para posteriormente llevar a cabo estudios que nos permitan evaluar la eficacia de
estas moléculas o extractos completos sobre la DM. En este caso, se utilizan modelos
animales inducidos para evaluar el efecto hipoglucemiante de plantas, que forman parte
de la medicina tradicional de las comunidades étnicas, como lo es C. integrifolia, de la
cual gracias a estudios previos se ha podido corroborar su efecto sobre la hiperglucemia
inducida en ratas, por consiguiente es importante dilucidar el mecanismo de accion vy el

tejido blanco sobre el cual actla.
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Objetivos

OBJETIVO GENERAL

-Evaluar el efecto del extracto acuoso de la parte aérea (tallo y hojas) de Calea integrifolia

sobre la gluconeogénesis hepética.
OBJETIVOS PARTICULARES

-Evaluar el efecto del extracto acuoso de la parte aérea de C. integrifolia sobre la

gluconeogénesis hepatica en ratas STZ-NA realizando pruebas de tolerancia al piruvato.

-Evaluar in vitro el efecto inhibitorio del extracto acuoso de la parte aérea de C. integrifolia

sobre la actividad de la glucosa-6-fosfatasa de microsomas hepéticos de rata.
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Hipotesis

- En la prueba in vivo, el extracto acuoso de la parte aérea de C. integrifolia inhibira la
gluconeogénesis en las pruebas de tolerancia al piruvato; observando un efecto
antihiperglucemiante posterior a la administracion del extracto y del piruvato.

- En la prueba in vitro, el extracto acuoso de la parte aérea de C. integrifolia inhibira a la

actividad de la enzima G6Pasa.
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Metodologia

1. Obtencion del material biolégico
El material biol6gico fue proporcionado por el laboratorio de Etnofarmacologia. C.
integrifolia fue colectada en octubre de 2016 a orillas de la carretera Hidalgo Otongo -
Santa Ana de Allende, cerca de la comunidad de Tamala, con ayuda de un guia local. Las
coordenadas del sitio son 21° 0" 34” N (latitud) y 98°47°57” O (longitud). Posteriormente,
fue secada en la unidad de ambientes controlados de la Facultad de Ciencias en una

camara caliente a 40 °C.

2. Preparacion del extracto acuoso de C. integrifolia

El extracto acuoso se obtuvo a partir del material vegetal previamente seco. Se molié la
parte aérea de la planta. Se agregaron 20 g de planta molida en 500 ml de agua destilada
en ebullicion, se mantuvo en agitacion por 15 min y se dejo reposar por otros 5 min.
Posteriormente, se filtré utilizando 10 cm? de papel filtro marca Whatman® vy tierra de
diatomeas en un embudo Bichner conectado a un matraz kitasato y a una bomba de
vacio. Posteriormente, se ultracongel6 a -40 °C en un ultracongelador para finalmente ser
liofilizado 24 horas después en una liofilizadora LABCONCO® FreeZone 2.5. Después de

este proceso se obtuvo el extracto seco de C. integrifolia.

3. Céalculo de dosis

Para el calculo de la dosis administrada a los animales experimentales, se obtuvo el peso
final del extracto seco (equivalente a los 20 g de material vegetal utilizados inicialmente).
Tomando en cuenta que en campo se ha establecido que los 20 g de planta se utilizan
para una persona de 70 kg, se realizé el calculo pertinente utilizando la siguiente féormula

para obtener la dosis requerida para 1 kg de peso:

Dosis = Peso final del extracto (g) = (g/kg)
70 kg
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4. Experimento in vivo de la Inhibicién de la gluconeogénesis hepatica

4.1 Animales experimentales

Se utilizé un total de 36 ratas de la cepa Wistar, de ambos sexos, con un peso
aproximado de 250 g, proporcionados por el bioterio de la Facultad de Ciencias,
UNAM. Se mantuvieron con fotoperiodos de 12h/12h de luz/oscuridad con libre acceso a

agua y alimento.

4.2 Induccion del modelo STZ-NA
Como se menciond anteriormente, la induccion del modelo hiperglucémico STZ-NA se
llevé a cabo de acuerdo al modelo desarrollado por Masiello y colaboradores en 1998, con
algunas modificaciones. Un dia previo a la induccién, se prepar6 la solucién de STZ y se
refrigeré a 4°C hasta su utilizacién; por otro lado las ratas fueron privadas de alimento 12
h antes. La preparacion de la NA fue al momento de la induccién, inyectandose una dosis
de 150 mg/kg (i.p.) disuelta en 2 ml de solucién fisioldgica por kg de peso; después de 15
min, se administr6 STZ a una dosis de 65 mg/kg (i.v.) disuelta en 1 ml de buffer de
acetatos a un pH de 4.5 (0.9% de acetato de sodio en 105 mM de &cido acético) por kg de
peso. Una semana después de la induccion, se eligieron aquellos organismos con una
glucemia mayor a 300 mg/d para que, al ser sometidas a 18 h de ayuno, presentaran

valores de glucosa alrededor de 200 mg/dl.

4.3Pruebas de tolerancia al piruvato

Para llevar a cabo el estudio in vivo se utilizaron diferentes grupos experimentales con un

n de 6 para cada grupo. Estos grupos se muestran en la Tabla 2.

La prueba de tolerancia a piruvato consiste en administrar un sustrato como el piruvato,
con el fin de iniciar la producciéon de glucosa por medio de la via gluconeogénica en ratas
STZ-NA y observar un aumento en el pico hiperglucémico, de modo que se pueda
observar el efecto del extracto sobre el dicho pico al ser administrado. Para realizar dicha
prueba, se midi6é la glucosa plasmatica basal por duplicado con glucometrosy tiras
reactivas Accu-Chek® Active en ratas con un ayuno prolongado de 18 h, para asegurar
gue la glucosa en sangre haya sido producto de gluconeogénesis, y asi observar el efecto
de los tratamientos sobre el pico hiperglucémico. Posteriormente, se administrd via oral,

por medio de una canula esofagica para rata, solucion fisiologica, farmaco o extracto
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segun fuese el caso. La solucion fisiologica o el piruvato de sodio se inyectaron 15 min

después de la administracién oral, por via intraperitoneal, y pasados 30 min se midio la

glucosa en sangre por duplicado cada media hora durante 2 h.

Tabla 2. Grupos experimentales para las pruebas de tolerancia a piruvato con su respectivo

tratamiento y dosis.

Grupo experimental Tratamiento Dosis
Control Normoglucémico (N) -Solucion fisiolégica (p.o.) -
-Solucion fisiolégica (i.p.) -
Control Hiperglucémico (H) -Solucidn fisiologica (p.o.) -
-Solucion fisiolégica (i.p.) -
Control Normoglucémico + Piruvato (NP) -Solucion fisiolégica (p.o.) -
-Piruvato de sodio (i.p.) 2 g/kg
Control Hiperglucémico + Piruvato (HP) -Solucién fisiologica (p.o.) -
-Piruvato de sodio (i.p.) 2 g/kg
Control Hiperglucémico + Piruvato + -Metformina (p.o.) 500 mg/kg
Metformina (HPM) -Piruvato de sodio (i.p.) 2 g/kg
Grupo Hiperglucémico + Piruvato + C. - Extracto acuoso (p.o.) 41 mg/kg
integrifolia (HPCi) -Piruvato de sodio (i.p.) 2 g/kg
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5. Inhibicién de la G6Pasa por medio de experimento in vitro

Una vez realizada la prueba de tolerancia al piruvato, es necesario confirmar los
resultados obtenidos, por lo que se realiz6 una prueba in vitro, la cual involucra la
inhibicion de la enzima G6Pasa obtenida de microsomas del higado de rata, midiendo por
espectrofotometria la cantidad de fosfato liberado, y de esta manera observar la inhibicion
de la actividad enzimética (Andrade-Cetto & Vazquez, 2010).

5.1 0Obtencién de microsomas

Para obtener los microsomas, se sometieron cuatro ratas de la cepa Wistar a un ayuno
prolongado de 18 h. Posteriormente, fueron anestesiadas con pentobarbital sédico (10
u/100 g, i.p.) para ser disectadas y extraer el higado. Se pes6 cada higado y se cortaron
fracciones de 2 g aproximadamente, colocados en cajas Petri previamente puestas en
hielo. Cada fragmento fue colocado en un homogeneizador DOUNCE y se agregaron 8 ml
de buffer de sacarosa 0.25 M, EDTA 1 mM, HEPES 5 mM a pH 7.4. El homogenado al
10% se filtr6 con ayuda de una gasa y se colectd en un vaso de precipitados de 50 ml.

El volumen final de homogenado fue dividido en tubos Falcon® de 15 ml que se calibraron
y centrifugaron a 1000 g por 10 minutos a 4°C; posteriormente, el sobrenadante se
colect6 en varios tubos de policarbonato de 14 ml que fueron calibrados y colocados en
un rotor de angulo fijo enfriado a 4°C para ser centrifugados a 12000 g durante 10 minutos
en una centrifuga Beckman. El sobrenadante post-mitocondrial obtenido fue colectado en
otros tubos de policarbonato que se centrifugaron a 100000 g durante una hora. Las
pastillas obtenidas se lavaron tomando buffer con una pipeta Pasteur y se guardaron a -

40°C en un ultracongelador Revco™.

5.2Ensayo de actividad de glucosa-6fosfatasa de los microsomas

Una vez obtenidos los microsomas, se realiz6 una prueba de actividad para determinar la
concentracion adecuada de microsomas en el ensayo, es decir, una concentracion que
forme parte de la regién lineal de la gréfica entre el volumen o mg de proteina de

microsomas en el ensayo y la actividad de G6Pasa, para utilizar en el ensayo de
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inhibicion de la G6Pasa. Se preparé el buffer (imidazol 40 mM, sacarosa 0.5 M a pH 7.0) y
la solucion para detener la reaccibn y medir la concentracion de fosforo inorganico
liberado por la accion de la G6Pasa (molibdato de amonio al 0.42%, SDS al 10% y acido
ascorbico al 10%). Esta solucién, denominada como solucién de trabajo, fue preparada
unas horas antes del ensayo y se mantuvo en hielo hasta ser utilizada. Se resuspendi6

una pastilla de microsomas en 1 ml de buffer utilizando un vortex; y se colocé en hielo.

En una gradilla se colocaron nueve tubos de ensayo de 10 ml. En cada tubo se agreg6
un volumen total de reaccién de 100 pl, donde se afiadieron: 5, 10 o 15 ul de microsomas,
50 ul buffer; 10 pl de G6P 20 mM y agua destilada para completar los 100 pl; la reaccion
se inici6 al agregar la G6P a dos de los tres tubos de cada concentracion de microsomas.
La reaccion se realizé a 22°C.

Se incubd por 20 minutos y se detuvo la reaccién al afiadir 900 ul de solucién de trabajo.
Posteriormente, se afiadid G6P a los tubos blanco de cada concentracién de microsomas.
Los tubos se incubaron en bafio maria a 45°C por 20 minutos, con la finalidad de
determinar el contenido de fosforo inorganico producido por la actividad de la G6Pasa,

midiendo la absorbancia de la coloracién azul obtenida a una longitud de onda de 830 nm.

5.3 Ensayo de inhibicion de la G6Pasa

Una vez realizada la prueba para seleccionar la concentracién de microsomas a utilizar,
se llevd a cabo el ensayo de inhibicién de la enzima G6Pasa, para el cual se utilizaron 48
tubos de ensayo de 10 ml que fueron colocados en una gradilla. En cada tubo se colocé
un volumen total de reaccion de 100 pl, donde se afadieron: 50 pl de buffer, agua
destilada a distintos volumenes para completar el volumen de reaccién; acido clorogénico
(inhibidor) (previamente disuelto en una mezcla methanol-agua 1:9) o el extracto a
distintas concentraciones (0, 2, 5, 20, 50, 200, 500, 1000, 2000, 4000, 8000 y 12000 pg/mi
de ensayo); el volumen seleccionado de microsomas; y 10 pl de G6P 20 mM, que al igual

que en el ensayo de actividad de miscrosomas se agrego al final.

Al afiadir los microsomas se dej6 incubar a temperatura ambiente por 5 min para que
tanto el inhibidor como la enzima entren en contacto. Se llevé a cabo el mismo

procedimiento descrito previamente en el ensayo de actividad de microsomas para
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finalizar con la obtencion de los valores de densidad Optica por la formaciéon de un color

azul dependiente de la concentracion de fosforo inorganico.

6. Analisis estadistico

Para el analisis de los datos obtenidos y la elaboracion de gréficos se utilizé el programa
estadistico GraphPad Prism version 7.00, GraphPad Software. Para el caso de las
pruebas de tolerancia al piruvato, los datos se analizaron utilizando ANOVA de una viay,
como prueba de comparaciones multiples, se utiliz6 Tukey con un valor de significancia
de p<0.05. Se hicieron comparaciones intergrupales, es decir entre los valores de glucosa
plasmética en los diferentes tiempos de cada grupo; y comparaciones intragrupales, en
donde se compararon los valores de glucemia en los diferentes tiempos respecto a sus
tiempo cero. Por otro lado, también se obtuvieron andlisis del area bajo la curva (AUC) de
todos los grupos; mientras que para la obtencién de los valores de ICso de la prueba in

vitro, se realizaron regresiones no lineales de tres y cuatro parametros.
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Resultados

1. Calculo de dosis

A partir de los 20 g de material herbal de C. integrifolia se obtuvieron 2.87 g de extracto

seco, sustituyendo en la formula se obtuvo la dosis por cada kg de peso:

Dosis: 2.87 g: 0.041 g/kg = 41 mg/kg
709

2. Prueba de tolerancia al piruvato

Por medio de la prueba de tolerancia al piruvato con duracion de 120 min se evalud el
efecto de los tratamientos administrados sobre la gluconeogénesis hepética en ratas. En
el grupo control normoglucémico (N) se observd que los niveles de glucosa se
mantuvieron durante la prueba, como se muestra en la Tabla 3, por lo que no hay
diferencias significativas respecto a su tiempo 0; mientras que en el grupo control
normoglucémico tratado con el sustrato gluconeogénico piruvato (NP), los niveles de
glucosa se ven aumentados significativamente en el T30, 60 y 90 vs. el grupo N, ademas,
se presentaron diferencias significativas en cada uno de los tiempos respecto a su TO
(Tabla 3); sin embargo, al ser organismos normoglucémicos, se puede observar como los
niveles de glucosa tienden a disminuir alcanzando niveles basales (Fig. 14), ya que en el

T120 no se presentaron diferencias significativas contra el grupo N.

Para el caso del grupo control con hiperglucemia inducida (H) se observa un aumento
significativo desde el TO, que se mantiene estable hasta el T120 respecto al grupo N
(Fig.14). En este grupo se puede determinar la eficacia del modelo STZ-NA, debido a que
al haber un dafio parcial en las células beta, la secrecién de insulina disminuye, por lo que
la glucemia de los organismos se ve alterada significativamente. En este caso, se
muestran diferencias significativas en los tiempos 30 y 60 respecto a su tiempo 0, sin
embargo, estos cambios pueden ser atribuidos al manejo de los organismos (estrés), ya
que los niveles se restablecen en el T90, mostrando nuevamente la estabilidad del
modelo STZ-NA.
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Debido al tratamiento con piruvato, en el grupo control HP, las diferencias significativas
respecto al grupo H se observan desde el T30, debido a la inyeccién de este sustrato,
manteniéndose hasta el T120. Este resultado contrasta con el efecto observado en el
grupo NP, ya que HP no regresa a niveles basales de glucosa, manteniéndose en un
rango de 344 mg/dl (Tabla 3), lo que permitié la evaluacion del efecto de los tratamientos

posteriores.

Al demostrar que la inyeccion de piruvato generé un aumento significativo en los niveles
de glucosa en ratas con un ayuno de 18 hrs, permitiendo la iniciaciébn de la via
gluconeogénica, se procedio a observar el efecto del farmaco metformina sobre la HGP.
En este caso el grupo tratado con metformina (HPM) presentd una inhibicién del pico
hiperglucémico, es decir, no hubo diferencia significativa a partir del T30 hasta el T90
respecto el TO, observandose un comportamiento dual: antihiperglucemiante en el T30 e
hipoglucemiante a partir del T60. Los valores del T120 fueron parecidos al grupo NP
(Tabla 3). Estos resultados mostraron la eficacia de este tratamiento, que se observa al
compararlo con el grupo HP, en el que hay diferencia significativa a partir del T30 (Fig.
14).

Con la administracién de C. integrifolia en el grupo HPCi se observaron diferencias
significativas a partir del T30 hasta el T120 respecto al TO del grupo, sin embargo, cabe
destacar que el extracto evitd la elevacion de los niveles de glucosa, presentando un
efecto antihiperglucemiante confirmado por las diferencias significativas que present6 en

los tiempos 30, 60 y 90 respecto al grupo HP (Fig. 14).
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Tabla 3. Valores medios de glucosa plasmatica + error estandar de la prueba de tolerancia al
piruvato. Se muestran los valores medios de glucosa plasmatica (mg/dl) + el error estandar de los
diferentes grupos, asi como la diferencia significativa (p<0.05). Donde “a” expresa la diferencia
significativa respecto al grupo N; “b” representa la diferencia significativa respecto al grupo H; “¢c”
indica diferencia significativa contra el grupo HP. Mientras que * representa la diferencia

significativa de los diferentes tiempos respecto a su tiempo 0 de cada grupo.

Glucosa plasmatica (mg/dl)

Grupo (n=6) TO T30 T60 T90 T120
N 111+ 3 118 +3 109 +2 105 +2 110 +4
NP 106 +4 169442  167+72 151492 135 +9 *
H 185+52 220+6%° 214+11? 209102 201 +13°2
HP 200+9° 338+7°"  345+9°"  350+14°P" 344 +16°°
HPM 211 49 247116° 193+:21° 170+24° 152+26¢
HPCi 195+9 283 +16° 302%15°" 320+13°¢"  320%16*
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Figura 14. Grafica de los valores medios de glucosa plasmatica + error estandar de la prueba
de tolerancia al piruvato. Se muestran los valores medios de glucosa plasmatica (mg/dl) de los
diferentes tiempos de cada grupo experimental, con una diferencia significativa de p< 0.05. Donde
“a” expresa la diferencia significativa respecto al grupo N; “b” representa la diferencia significativa
respecto al grupo H; “c” indica diferencia significativa contra el grupo HP. Mientras que * representa
la diferencia significativa de los diferentes tiempos respecto al tiempo 0 en cada grupo.
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Por otra parte, el andlisis de AUC permiti6 observar un comportamiento global de los
niveles de glucosa plasméatica de cada uno de los grupos a lo largo del experimento (Fig.
15). Al igual que como se muestra en la Figura 14, se observa un aumento en los niveles
de glucosa plasmética al administrar el piruvato en los grupos NP y HP, que al

compararlos con los grupos N y H muestran una diferencia estadisticamente significativa.

En el caso del grupo control positivo (HPM), se confirmé la inhibicion de la via
gluconeogeénica, ya que muestra una reduccion significativa del area al compararse contra
el grupo HP. Finalmente, al comparar el grupo experimental (HPCi) respecto al grupo HP

también se puede observar una disminucion significativa del area, lo que verifica que hay

una disminucidon de glucosa circulante (Fig.15).
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Figura 15. Gréafica de AUC de los valores medios de glucosa plasmética + error estandar de
la prueba de tolerancia al piruvato. “a” representa diferencia significativa vs. N; mientras que “b”
representa diferencias significativas vs. H y “c” diferencias significativas vs HP (p<0.05).

“w

47



3. Cinética enzimatica de G6Pasa

La prueba in vitro que se llevd a cabo fue una cinética enzimatica de inhibicién de la
G6Pasa, con el fin de evaluar la potencial reduccion de la actividad enzimatica del
extracto acuoso de C. integrifolia. Esta prueba permiti6 conocer la concentracion del

extracto en la que se disminuye la mitad de la actividad enzimatica, es decir, la ICso.

Como control se realiz6 una curva concentracion-respuesta de acido clorogénico, el cual
es un inhibidor natural de G6Pasa T1, de igual manera, es un compuesto identificado en
estudios anteriores de Calea integrifolia. Como resultado se observé una reduccion total
de la actividad enzimética, presentando una ICso de 278 pg/ml; dicha curva se ajusté a
una regresion no lineal de cuatro pardmetros (Fig. 16 A). Por otro lado, la curva del
extracto acuoso de C. integrifolia, al igual que en la curva de &cido clorogénico, se ajusto
a una regresion no lineal de cuatro parametros, presentando una ICso de 406 pg/ml (Fig.
16 B).

48



G 125 ICsq= 278 pg/ml
T 100+
(T
< R ¢
'S 754
=
© 50
o \
=S ¢
0 T T T %9
1 10 100 1000 10000
Concentracién (pg/mil)
B) 125+ IC 5= 406 pg/m|
T 100
o
S 754 N
T 1 t
© 50
S
25-
X .
c ] ] 1 L) 1
1 10 100 1000 10000

Concentracion (pg/ml)

Figura 16. Curvas de inhibicion concentracion-respuesta de la actividad enzimatica
de G6Pasa. Se muestran las curvas de inhibicién de la enzima G6Pasa de los dos tratamientos: A)
acido clorogénico, ICso de 278 pg/ml. B) extracto acuoso de C. integrifolia con un valor de 1Csp =

406 pg/ml.
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Discusioén

De acuerdo con los resultados y como se menciond anteriormente, se observaron
diferencias significativas al comparar los niveles de glucosa entre el grupo N vs. el grupo
H; el aumento en los niveles de glucosa del grupo H, confirman la efectividad del modelo
STZ-NA para este estudio, ya que al presentar un dafio en las células beta, la secrecion
de insulina se ve comprometida, evidenciando el aumento significativo de glucosa
plasmatica. En el caso del grupo H, se observd que los niveles de glucosa aumentaron
significativamente en los tiempos 30 y 60 respecto a su tiempo 0; sin embargo, esto se
atribuye al estrés provocado por el manejo del animal durante la prueba.

En el caso de los grupos en los que se inyectd piruvato se observé un evidente aumento
en los niveles de glucosa de las ratas con un ayuno de 18 h. Como se mencion6
anteriormente, el piruvato es un sustrato gluconeogénico, por lo que los organismos al
encontrarse en un ayuno prolongado, la liberacién de glucosa por medio del higado sera
producida de novo, y al inyectar el piruvato aseguramos que la via por la que se

suministra de glucosa al organismo es la gluconeogénica.

Utilizando el grupo HP es posible comparar y determinar el efecto inhibitorio de los
tratamientos a los que se sometieron los organismos. En el caso del grupo HPM, se
observé una inhibicién sobre el pico hiperglucémico y una disminucién significativa de los
niveles de glucosa, en los que de acuerdo a la Fig. 14, se muestra que en el T120
tienden a alcanzar valores normoglucémicos. Estos resultados nos permiten evidenciar la
operatividad de la metformina como control positivo, ya que este farmaco se conoce
principalmente por la reduccion de la HGP por medio de la inhibicibn de la
gluconeogénesis, sin embargo al control de glucemia en pacientes con DM2 con
metformina se le suman otros mecanismos de accibn como son la inhibicién de la
glucogendlisis, el aumento en la captacion de glucosa a nivel muscular, asi como la
disminucion en la absorcién de glucosa en el tracto gastrointestinal (Vicente et al., 2019).
Por lo que la disminucion en los valores de glucemia observada en la Tabla 3 se le puede

atribuir al conjunto de estos mecanismos.

50



Por otra parte, en el grupo experimental (HPCi), se observé una significativa disminucién
en los niveles de glucosa comparandola con el grupo HP, lo que indica una inhibicién
sobre la gluconeogénesis; el que no haya significancia en el T120, se debe al aumento
en los niveles de glucosa, que podria atribuirse a la biodisponibilidad del extracto. Sin
embargo, al observar el comportamiento general de los niveles de glucosa plasmética por
medio del analisis del AUC de la prueba nos permitié corroborar la inhibicién sobre la

gluconeogénesis al presentar diferencias significativas entre ambos grupos.

Al contrario de un farmaco en el que la sustancia activa se encuentra aislada y con una
dosis especifica, la administracion y efecto del extracto de plantas en un organismo es
mas complejo debido a que el extracto contiene mas de un principio activo, permitiendo
que haya una variacién en el contenido por la elaboracién del mismo. En el caso de la
administracion de extractos es importante tomar en cuenta las interacciones
farmacocinéticas que se pueden llegar a producir, como alteraciones en el pH digestivo,
aceleracion o ralentizacién del transito gastrointestinal, e incluso por la formacion de
complejos no absorbibles en el proceso de absorcion; asi como en la distribucion,

metabolismo o excrecion del extracto (Lépez, 2011).

Posterior a la inyeccion de piruvato y administracién a una dosis tradicional del extracto
acuoso de C.integrifolia, se registr6 un aumento de forma significativa de los niveles de
glucosa en todos los tiempos respecto su tiempo cero, lo que puede atribuirse
principalmente a dos factores: el primero es, que como se menciond anteriormente, puede
deberse a cuestiones farmacocinéticas (deficiente absorcién); mientras que, el segundo
factor, pudo haber sido la dosis tradicional del extracto acuoso, ya que pudo no ser
suficiente para que hubiera una mayor inhibicion en via gluconeogénica. Para corroborar
este Ultimo punto se sugiere la modificacion de la dosis del extracto y asi, podriamos

observar una mayor inhibicién del pico hiperglucémico.

Tanto el uso tradicional del extracto acuoso de esta planta como el efecto
hipoglucemiante fueron verificados mediante un estudio realizado en el afio 2019 por
Yacini; mientras que estudios realizados por Ramos-Torres en el afio 2018, por medio de
pruebas in vivo e in vitro se descart6 que el mecanismo de accién del extracto es por el
efecto inhibitorio sobre enzimas alfa-glucosidasa. Sin embargo, a partir de ambos trabajos

se delimitaron y observaron metabolitos secundarios como el acido clorogénico, que
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dieron pie a este trabajo, en el que se plante6 que el mecanismo de accién podria ser por
medio de la inhibicion de la gluconeogénesis, contribuyendo asi a la disminucion en los
niveles de glucosa en pacientes con DM que consumen esta planta de manera

tradicional.

Dentro de los metabolitos secundarios que se identificaron en estudios anteriores, se
reportaron dos compuestos fendlicos conocidos principalmente por su capacidad de
inhibicién de vias como la glucogendlisis y gluconeogénesis hepatica por medio de la
interaccion con la enzima G6Pasa. Estos compuestos son el flavonoide rutina, la cual
inhibe la expresion transcripcional de dicha enzima, y el acido clorogénico, que inhibe
directamente la actividad de la G6Pasa T1 (Yacini, 2019). Por lo tanto, la presencia de
estos compuestos explica la disminucion en la actividad de la enzima que se muestra en
la curva de concentracion respuesta del extracto acuoso (Fig.15), exhibiendo que uno de
los mecanismos de accion del extracto de C.integrifolia es la inhibicion de la produccion
de glucosa hepética.

Sin embargo, a pesar de observar una disminucion en la actividad de esta enzima, el valor
de la ICso que es de 406 ug/ml, que es mucho mayor si se compara con la ICso del 4cido
clorogénico; tomando en cuenta que el acido clorogénico es una sustancia activa y
aislada, al contrario del extracto de C.integrifolia, que como se menciond anteriormente
varia en la absorcién y distribucién en el cuerpo, dado lo siguiente, se podria pensar que
no es el mecanismo de accion principal por el cual la planta presenta un efecto
hipoglucemiante. El acido clorogénico y la rutina, ademas de inhibir la gluconeogénesis,
tienen otras propiedades como la de aumentar la captacion de glucosa en los tejidos
diana y la estimulacion de la secrecién de insulina de las células 3, por lo que podrian ser

otros mecanismos por los cuales actta C. integrifolia.

De acuerdo a lo anterior, se sugiere la realizaciébn de pruebas farmacol6gicas que
permitan conocer otros mecanismos de accion del extracto de la planta; por ejemplo, para
el caso de la secrecion de insulina, se podria cuantificar la concentracion plasmatica de la
insulina de ratas STZ-NA por medio de pruebas de ELISA. Por otro lado, para comprobar
la captacion de glucosa en los tejidos, se sugiere un estudio en el cual se analice el

efecto del extracto sobre la absorcion de 2-desoxiglucosa (reconocida por los
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transportadores de glucosa de la célula) por los miotubos L6 del musculo, determinando la
expresion de GLUT4 del tejido (Wei, Hsu, & Huat, 2012).

Otro de los mecanismo de accidén que se pueden asociar al extracto de C. integrifolia es la
induccién de la diferenciacion de adipocitos, ya que en estudios anteriores demostraron
que diferentes extractos de especies pertenecientes al género Calea, entre ellas C.
integrifolia, poseian sesquiterpenos con efectos inhibitorios sobre la diferenciacion de
adipocitos; por lo que, al suprimir la formacion de adipocitos, no se formara tejido adiposo,
lo que es benéfico para el control de enfermedades relacionadas a la obesidad como es la
diabetes (linuma et al., 2005).

Finalmente, es necesario la realizacibon de estudios fitoquimicos que permitan la
identificacion de todos los metabolitos secundarios pertenecientes al extracto de C.
integrifolia, ya que de esa forma sera posible dilucidar todos los mecanismos de accion

que permiten una disminucion en los niveles de glucosa plasmética.
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Conclusiones

El uso de C. integrifolia para el tratamiento de la DM2 se registré en el afio 2005 por
medio de estudios etnofarmacoldgicos. A partir de ello, se han llevado a cabo diferentes
estudios fitoquimicos y farmacol6gicos que han permitido conocer algunos de los
metabolitos secundarios como son rutina, lactonas, sesquiterpenos y acido clorogénico, y
sus posibles mecanismos de accién. Particularmente, en este proyecto se evalué el efecto
del extracto acuoso de C. integrifolia sobre la gluconeogénesis hepatica con pruebas in

Vivo e in vitro en ratas STZ-NA y se concluye lo siguiente:

e El extracto acuoso de C. integrifolia disminuye la produccion de glucosa hepatica

en el modelo utilizado e inhibe la actividad de la glucosa 6 fosfatasa in vitro.

Perspectivas

De acuerdo a los resultados de este proyecto, es importante considerar la realizacion de
estudios posteriores que permitan esclarecer del todo el efecto hipoglucemiante de la
planta C. integrifolia, por lo que se sugiere llevar a cabo estudios fitoquimicos que
posibiliten la identificacion de los metabolitos secundarios pertenecientes a la planta, asi
como la realizacién de pruebas farmacol6gicas que permitan identificar otros mecanismos
de accion, ademas de aumentar la dosis tradicional, probar otras vias de administracion y
determinar el efecto del extracto sobre otras enzimas de la via gluconeogénica o

mecanismos de regulacién relacionados.
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