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Resumen

La diabetes mellitus es una enfermedad que afecta a millones de personas en el mundo cada afio,
siendo una de las principales causas de muerte a nivel mundial. Esta enfermedad esta
categorizada en cuatro tipos, siendo la diabetes mellitus tipo 2 la de mayor prevalencia y que
ocasiona multiples complicaciones cronicas, las cuales consumen la mayor parte del presupuesto

de salud publica en México.

Debido a lo anterior, la elaboracién de nuevos farmacos que disminuyan los efectos
negativos de la enfermedad ha cobrado importancia en los Gltimos afios, con el propoésito de
aumentar la calidad de vida del paciente. Cabe destacar que, en paises como el nuestro, la
medicina tradicional ha jugado un papel muy importante desde tiempos prehispanicos vy,
actualmente, la etnofarmacologia nos ayuda a comprender mejor los elementos usados en esta
practica humana. La etnofarmacologia es la ciencia que recopila informacion sobre la forma de
preparacion y las indicaciones terapéuticas de los tratamientos medicinales de las comunidades

rurales, indagando con mayor profundidad en sus caracteristicas quimico-biolégicas.

En este contexto, Calea urticifolia (Mill.) DC. es un arbusto que pertenece a la familia
Asteraceae que se distribuye desde México hasta Panama, y forma parte de la medicina
tradicional mexicana puesto que se utiliza para tratar diferentes enfermedades como artritis,
cancer, diabetes, fiebre, tos, vomito, gastritis, Ulceras gastricas, procesos inflamatorios, para el
destete de nifios y sanar llagas, entre otros, su uso etnobotanico se ha reportado en Chiapas,
Durango, Guadalajara, Hidalgo, Oaxaca, Puebla y San Luis Potosi. Anteriormente en el
laboratorio de Etnofarmacologia, Facultad de Ciencias, UNAM se llevaron a cabo estudios en los
que se comprobd el efecto hipoglucemiante agudo de C. urticifolia en el modelo STZ-NA, asi
como la identificacion de algunos de los compuestos quimicos posiblemente involucrados en el
mecanismo hipoglucemiante de esta especie. Sin embargo, no hay estudios que ratifiquen que

este efecto pueda mantenerse de forma crénica.

Debido a lo anterior, el presente estudio tuvo como objetivo evaluar el efecto cronico

hipoglucemiante del extracto acuoso de C. urticifolia sobre los siguientes parametros
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metabolicos: glucosa, triglicéridos y hemoglobina glicada (HbALc). El extracto fue administrado
durante 42 dias a ratas hiperglucémicas inducidas con un modelo utilizado para simular algunas
caracteristicas de la diabetes mellitus tipo 2 (STZ-NA, propuesto por Masiello y colaboradores
en 1998). Este estudio se llevo a cabo de forma cronica considerando que en las comunidades
rurales los tratamientos medicinales se administran de esta manera y porque permite conocer el
impacto que tiene el tratamiento sobre los parametros aqui evaluados, asi como sus posibles

efectos adversos a largo plazo.

Con base en los resultados de este estudio, se observé que en el dia 42 el extracto acuoso
de C. urticifolia redujo los niveles de glucosa plasmatica en un 31% Y evito significativamente el
aumento en un 3% de la HbAlc respecto al grupo hiperglucémico, mientras que no presento
efecto alguno sobre los niveles de triglicéridos.

En conclusion, se observd un efecto hipoglucemiante cronico del extracto de C.
urticifolia que se tradujo en una reduccion significativa de la HbAlc, de igual forma se presentd
la evidencia de que su administracion en una dosis tradicional evitd que los niveles de glucosa
plasmatica aumentaran desde el inicio del tratamiento y hasta su finalizacién. Lo que nos indica
que, a pesar de la intervencidn tardia con C. urticifolia en personas diabéticas no controladas, los
niveles de glucosa pueden ser mejor controlados gracias a que evito el aumento en la HbAlcy la
glucosa plasmaética. Estos efectos ayudarian a retrasar la aparicion o el desarrollo de las
complicaciones asociadas a la DMT2. El efecto hipoglucemiante se asocié a compuestos como la
rutina y el &cido clorogénico presentes en este extracto que pueden regular el metabolismo de la

glucosa a través de varios mecanismos.



Introduccion

La diabetes mellitus (DM) es uno de los mayores problemas de salud a nivel mundial, no s6lo
por sus altos indices de prevalencia, sino también por los altos costos que genera en la economia
de las familias y de los paises. La DM se define como un sindrome o conjunto de enfermedades
caracterizadas por hiperglucemia cronica, ocasionada por diversos factores, entre los que se
encuentran los genéticos, epigenéticos y ambientales, que ocasionan defectos en la secrecion o
accion de la insulina, o en ambos (Couselo-Fernandez & Rumbo-Prieto, 2018). Ademas de los
sintomas clasicos de este padecimiento (poliuria, polidipsia, polifagia y la pérdida de peso), se
presentan otros cuadros metabolicos como la hiperglucemia hiperosmolar no cetdnica; ademas

de comorbilidades como la obesidad, la hipertension y la dislipidemia (Bravo-Mediavilla, 2002).

La hiperglucemia crénica no controlada acelera la aparicion de complicaciones
microvasculares y macrovasculares que dafian la calidad de vida del paciente, por lo que los
objetivos del tratamiento de la DM son prevenirlas o retrasarlas. Actualmente se dispone de un
amplio arsenal terapéutico de farmacos que acttan por diferentes mecanismos, lo que permite
potenciar su efecto hipoglucemiante y facilitar el control glucémico (Gallardo-Jiménez et al.,
2020).

No obstante, en las comunidades rurales, las personas consideran a la medicina
tradicional como la principal opcion para tratar sus padecimientos. Aproximadamente el 80% de
la poblacion mexicana hace uso frecuente de la herbolaria. De las 4500 plantas medicinales
estimadas, 3000 estan registradas en el herbario del Instituto Mexicano del Seguro Social
(IMSS), y solo 5% cuentan con analisis farmacoldgicos. Por otro lado, de las 250 especies
comercializadas de manera cotidiana, mas del 85% provienen de la recoleccion sin planes de
manejo sustentables (CONABIO, 2020). Esto es un indicador de que la utilizacion de plantas
medicinales ha aumentado de forma exponencial tanto para mejorar el estado de salud, como
para tratar enfermedades cronicas, siendo la DM una de ellas. Sin embargo, en el contexto de
este crecimiento, perdura la incertidumbre sobre la eficacia y seguridad de la gran cantidad de

plantas medicinales que existen (Gallego & Ferreira, 2015).
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Calea L. es un género muy conocido que consta de aproximadamente 125 especies.
Algunas de ellas se han utilizado en la medicina popular para tratar varios problemas de salud
como diabetes, hipertension arterial, trastornos respiratorios y gastrointestinales (Cardoso-Lima
etal., 2018).

Una de estas especies es Calea urticifolia (Mill.) DC., la cual ha sido estudiada en el
laboratorio de Etnofarmacologia de la Facultad de Ciencias de la UNAM. Recientemente se
evaluo el efecto hipoglucémico agudo del extracto acuoso a dosis tradicionales sobre el modelo
STZ-NA en ratas Wistar. Esto se llevo a cabo a traves de pruebas de tolerancia a la glucosa,
analizando el efecto in vivo e in vitro sobre la absorcién de glucosa intestinal y la produccion de
glucosa hepética. En dicho estudio se concluy6 que uno de los mecanismos que contribuyen a su
actividad hipoglucémica es la inhibicion de la gluconeogénesis hepatica (Andrade-Cetto et al.,
2021).

Por otro lado, Guzman (2010) demostr6 que el extracto etandlico de C. urticifolia inhibe
la secrecidn de citocinas proinflamatorias como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y la
interleucina-6 (IL-6), inducidas por la ingesta de una dieta rica en grasas en ratas de la cepa
Wistar. Asimismo, Ortiz-Segura (2011) corroboré el efecto hipoglucemiante, hipolipemiante y
antiinflamatorio del extracto de C. urticifolia, mediante la valoracion de concentracion de
insulina, adipocinas y citocinas proinflamatorias. No obstante, a pesar de que existe evidencia
cientifica del efecto hipoglucemiante de esta especie, no existen estudios de su efecto a largo
plazo sobre parametros como la glucosa plasmatica, HbAlc y triglicéridos por lo tanto, en la
presente investigacion, se evalu6 el efecto cronico del extracto acuoso de C. urticifolia sobre los
pardmetros mencionados anteriormente en el modelo de hiperglucemia STZ-NA.



Antecedentes

1. Diabetes Mellitus

a) Definiciéon

La diabetes mellitus (DM) es un grupo de trastornos metabolicos de numerosas etiologias
caracterizados por elevados niveles de glucosa en sangre (hiperglucemia) e intolerancia a la
insulina. La afeccion surge debido a la alteracion metabolica de carbohidratos, lipidos y
proteinas ocasionada por la insuficiencia en la secrecién o accion de la insulina (Sen et al.,
2016). A largo plazo, los altos niveles de glucosa estdn asociados a complicaciones
microvasculares y macrovasculares que conducen a enfermedades cardiacas, cerebrovasculares,

ceguera y enfermedades renales (Ullah et al., 2016).

b) Prevalencia a nivel mundial y en México

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que la prevalencia de la diabetes mellitus
tipo 2 (DMT?2) es alta y va incrementandose en todas las regiones, tanto es asi que para el afio
2030 esta enfermedad generara un costo de 893 000 millones de dolares a nivel mundial
(Monterrubio-Angulo et al., 2018). En 2021, la Federacion Internacional de Diabetes (FID)
calculé que 537 millones de adultos de un rango de edad de 20 a 79 afios la padecen v,
actualmente, nuestro pais ocupa el séptimo lugar de diabetes a nivel mundial (FID, 2021). Por
otra parte, se calcula que para el afio 2045 habra un incremento del 24% en la prevalencia de esta
enfermedad en Ameérica del Norte y el Caribe, lo que pone en riesgo a 63 millones de personas,
mientras que a nivel global se prevé que 783 millones de adultos tendran diabetes (Figura 1)
(FID, 2021).



Europa Sudeste Asiatico

MUNDO m 52 millarie m 152 millones
§ ) 0
m 783 millones m o7 vmlllons 13 A m 113 millones 68/’

% 61 mill -
] (1) MIIONES | de incremento " de incremento
m 643 millones o " 90 millones

deincremento ;" %%

537 millones Pacifico Occidental

27%

de incremento

m 63 millones
m 57 millones 24%

_ T\ 206 millones

0,0 v'
\ # - ) ; i
~ " W Oriente Medio y Norte de Africa

~m 136 millones

Ty 0
» FTET0 95 millones 1%

América del Sur y Central

m 49 millones

" JiE01 40 millones Y

;2021‘ 32 millones de incremento

2030
2030

| 0 s de incremento
m 33 millones 134A’ 73 millones
. de incremento
m 24 millones

Figura 1. Mapa que muestra el nimero de personas con diabetes en todo el mundo y por regién
de la Federacion Internacional de Diabetes en 2021 y su proyeccion para el afio 2030 y 2045.
Imagen tomada y modificada del Atlas de la Diabetes de la FID, (2021).

¢) Tipos de diabetes

La Asociacion Americana de Diabetes (AAD, 2022) clasifica a la DM en cuatro tipos de

acuerdo a su origen:

e Diabetes mellitus tipo 1. Anteriormente denominada diabetes insulinodependiente o juvenil.
Representa solo el 10% de los casos en todo el mundo. Se caracteriza por la destruccion
autoinmune de las células B del pancreas endocrino, lo que conlleva a la absoluta deficiencia de
insulina. Regularmente se asocia a individuos sin una historia familiar de diabetes (Paschou et
al., 2018).

e Diabetes mellitus tipo 2. Conocida anteriormente como diabetes no insulinodependiente o del
adulto. Es la de mayor incidencia y se distingue por una afeccion denominada resistencia a la
insulina (RI), y por la pérdida progresiva de la secrecion de insulina debido a una disfuncion de
las células B pancredticas.
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e Diabetes gestacional. Se caracteriza por hiperglucemia durante el embarazo y es diagnosticada
durante el segundo o tercer trimestre. Las mujeres que padecieron diabetes durante su embarazo
pueden desarrollar DMT2 durante los proximos afios. La prevalencia varia del 1 al 14 % en todo
el mundo. Entre los factores de riesgo asociados a la evolucion de diabetes gestacional estan el
sobrepeso, multiparidad, antecedente de intolerancia a la glucosa, afecciones obstétricas graves,
grupo o raza étnica, edad, antecedentes de DM de manera directa, abortos previos, etc. (Medina
etal., 2017).

e Tipos especificos de diabetes por otras causas. En este tipo se encuentran sindromes de
diabetes monogénica, enfermedades del pancreas exocrino (fibrosis quistica) y diabetes inducida
por farmacos o algunos productos quimicos como son los glucocorticoides, tratamientos para el
VIH/SIDA o después de algun trasplante de 6rgano (AAD, 2020).



2. Diabetes mellitus tipo 2

La DMT2 es la forma mas prevalente de diabetes (90%-95%) y el riesgo de desarrollarla
aumenta proporcionalmente con la edad, la obesidad y el sedentarismo. Esta enfermedad resulta
de la asociacion de Rl y secrecion compensatoria deficiente de insulina, con posible predominio
de alguna de las dos condiciones, aunque ambas son necesarias (Vidal-Puig et al., 2014).

a) Fisiopatologia

El conocimiento actual indica que multiples defectos fisiopatoldgicos subyacen a la DMT2, de
los cuales son reconocidos al menos ocho: RI, alteracion de la secrecion de insulina, alteracion
de la supresion de glucagén, aumento de la lipdlisis, produccion elevada de glucosa hepatica,
deficiencia/resistencia a la incretina, reabsorcién de glucosa renal y defectos del sistema nervioso
central (incluyendo alteracion del tono dopaminérgico y desregulacion de la saciedad) (Dagogo-
Jack, 2017) (Figura 2).
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Figura 2. Fisiopatologia de la DMT2.

Los principales defectos fisiopatolégicos que conducen al desarrollo y progresion de la diabetes tipo 2
afectan a diferentes 6rganos y tejidos, ocasionados por la hiperglucemia crénica a la que estan expuestos.
Imagen tomada y modificada de Dagogo-Jack, (2017). Creada en Biorender.com
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La DMT2 se define como una enfermedad progresiva caracterizada por RI e insuficiencia
y falla de la célula p pancreatica que da como resultado un estado hiperglucémico crénico. La
disfuncion de las células B se atribuye a una predisposicion genética en el contexto de habitos de
vida poco saludables, que conduce a la pérdida de masa celular, la cual esta asociada con la falla
en la secrecion de insulina y la RI. En particular, los polimorfismos en el gen TCF7L2 en la
célula B pancreatica se han relacionado con una pérdida progresiva de secrecion de insulina y el
desarrollo de DMT2 debido a una respuesta alterada de las hormonas incretinas como el péptido
similar al glucagon tipo 1 (GLP-1) (Gémez-Peralta et al., 2020).

En la DMT?2 se lleva implicito un fenémeno de disfuncion de la célula B pancreatica
como consecuencia de la glucolipotoxicidad a la que es expuesta y que conlleva finalmente a la
apoptosis con pérdida de la masa de células B, dejando de igual forma a las células o carentes de

la inhibicion paracrina por parte de la insulina (Lima-Martinez et al., 2011).

Por otro lado, se define como RI a la disminucion de la accion de la insulina a nivel de
células blanco, lo que produce alteraciones en el metabolismo glucidico, lipidico y proteico
principalmente en tejidos muscular, adiposo y hepatico. Para contrarrestar la RI, el pancreas
aumenta la secrecién de insulina produciendo un estado de hiperinsulinismo compensatorio, pero
con el tiempo la célula B pierde su capacidad para mantener la hiperinsulinemia, produciéndose
un déficit de insulina y la aparicién de la hiperglucemia, lo que deriva en DMT2 (Pollack, 2016).
Cabe resaltar que la RI suele formar parte de otras patologias como el sindrome metabdlico, y

estad asociada con el sobrepeso y la obesidad.

Los acidos grasos (AG) son utilizados como la principal fuente energética del organismo
durante periodos de ayuno o cuando no existe suficiente glucosa. Sin embargo, cuando los
valores de acidos grasos libres (AGL) son elevados, como en el caso de la obesidad, se induce un
estado de lipotoxicidad que lleva a la activacion de distintas respuestas celulares asociadas a la
RI, como el estrés oxidativo, estrés del reticulo endoplasmico (RE), apoptosis e inflamacion
(Figura 3). Entre los AGL identificados como principales causantes de estas respuestas

celulares, se encuentran los acidos grasos saturados (AGSL), es decir, aquellos que contienen
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Unicamente enlaces simples, asi como los insaturados con los dobles enlaces dispuestos en

posicion trans (AGTL, Vazquez-Jiménez et al., 2017).

Activacion de
ERK, JNK, PKC
y p38

Figura 3. Resistencia a la insulina inducida por acidos grasos libres (AGL) a través del estrés de
reticulo endoplasmico (RE) y estrés oxidativo.

Los AGL provocan un aumento en el estrés oxidativo por el incremento en la [B-oxidacion.
Adicionalmente, los AGL pueden activar a PKCB, la cual induce la activacion de la NOX y la produccién
de ERO. Una vez establecido, el estrés oxidativo activa maltiples cinasas de serina, como la ERK, INK 'y
p38, las cuales fosforilan el IRS1. Por otra parte, el estrés del RE provoca un aumento en las actividades
de la INK y la IKKB, las cuales a su vez fosforilan a IRS1. La fosforilacion de IRS1 en residuos de
serinas se ha asociado a una disminucién en su estado de fosforilacion en tirosinas, lo que reduce su
capacidad para interactuar con otras proteinas de sefializacion, alterandose principalmente la via de la
fosfatidilinositol-3-cinasa (P13K) /AKT, la cual modula la captacion de glucosa en el musculo y tejido
adiposo, participando en la translocacion de GLUT4. AGL, écidos grasos libres; AKT, proteina cinasa B;
ERO, especies reactivas de oxigeno; ERK1/2, proteinas cinasas reguladas por sefiales extracelulares 1/2;
GLUT4, glucotransportador de glucosa 4; INS, insulina; IKKf, cinasa de IKp; IRS1, sustrato del receptor
de la insulina 1; JNK, cinasa amino terminal de c-Jun; NOX, enzima NADPH oxidasa; p38, proteina
cinasa activada por mitdégenos de 38 KDa; PDK1, proteina cinasa dependiente de fosfoinositidos 1;
PDK2, cinasa dependiente de fosfoinositidos 2; PI3K, cinasa de fosfatidilinositol 3; PIPZ2,
fosfatidilinositol-4,5-bifosfato; PIP3, fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato; PKC, proteina cinasa C; RE,
reticulo endoplasmico; S, serina; Y, tirosina. Imagen tomada y modificada de Vazquez-Jiménez et al.
(2017). Creada en Biorender.com
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La RI en el tejido muscular y tejido adiposo disminuye la captacion de glucosa. Esto
refleja defectos en la sefalizacion de la insulina que resultan del compromiso inherente o
adquirido de la compleja cascada de eventos que siguen a la unién de la insulina a su receptor
transmembranal (Krents, 2012). Esta alteracion activa la proteina cinasa C (PKC) que a su vez
activa a la cascada de la serina cinasa, llevando al incremento en la fosforilacion de los residuos
de serinas en el sustrato del receptor de insulina (IRS1). El incremento en la fosforilacion de
serinas impide la fosforilacién de residuos de tirosinas en IRS1, lo cual, a su vez inhibe la
actividad de la fosfoinositol-3-cinasa (PI3K) /AKT, determinando en u(ltima instancia la
supresion del transporte de glucosa inducido por insulina (Cipriani & Quintanilla, 2010). Estos
eventos traen como consecuencia una menor translocacion del transportador de glucosa 4

(GLUT4) a la membrana celular.

De manera particular, la RI en el tejido adiposo ocasiona el aumento de acidos grasos
libres, es decir no esterificados, en la circulacion (lipdlisis) debido a que se ve alterado el efecto
antilipolitico de la insulina, mientras que en el musculo esquelético hay una disminucion en la
sintesis y almacenamiento de glucdgeno, debido a que el musculo no capta la glucosa por el
efecto de los AGL (Carvajal-Carvajal, 2015).

Los factores mencionados anteriormente ocasionan una desregulacién en la homeostasis
de la glucosa que afecta a otros érganos y tejidos. En el rifidén, continGa la reabsorciéon de
glucosa, principalmente mediada por los co-transportadores sodio-glucosa 2 (SGLT2), lo que
contribuye a perpetuar la hiperglucemia (Segura, 2016). Se ha observado que en los pacientes
diabéticos hay un incremento en la actividad transportadora de SGLT2, lo que se traduce en un
aumento de la reabsorcion tubular de glucosa. Cabe resaltar que el 90% de la glucosa filtrada se

reabsorbe por la alta capacidad de este transportador (Pérez-Lopez et al., 2010).

En el higado, la RI conduce a la incapacidad de la insulina para controlar la actividad de
las enzimas gluconeogénicas, contribuyendo a un aumento de la produccion de glucosa hepatica
y, por lo tanto, promoviendo niveles elevados de glucosa en sangre. En la diabetes, el aumento
en la tasa de gluconeogénesis hepatica contribuye significativamente a la hiperglucemia en el

estado de ayuno (Barthel & Schmoll, 2003). Estos fendmenos se deben tanto a la reduccion de la
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actividad insulinica como al incremento relativo en la concentracién de glucagon plasmatico
(Cipriani & Quintanilla, 2010). En pacientes obesos y con DMT2, el aumento de la grasa
corporal y la tasa de lipdlisis contribuyen al aumento en la disponibilidad de glicerol y AGL, que
actlian como sustratos gluconeogénicos (Gastaldelli et al., 2000).

A largo plazo, los altos niveles de glucosa ocasionan glucotoxicidad, lo cual se asocia con
las complicaciones microvasculares y macrovasculares, debido a que el exceso de glucosa activa
otras rutas metabdlicas, como la via de los polioles y la formacion de productos de glicacion
avanzada. Los cambios estructurales que dan lugar a estos compuestos toxicos a menudo tardan
meses 0 afos, por lo que las proteinas y otras sustancias que tienen vida media larga son mas
susceptibles a ser modificadas por la exposicion a la glucosa. Estas alteraciones producen
defectos en la permeabilidad endotelial (Diaz-Casasola & Luna-Pichardo, 2016).

Asimismo, ante el estado de hiperglucemia crénica se da un incremento en la glicacion de
proteinas tisulares a nivel sistémico, lo cual genera el acimulo tisular de productos finales de
glicacion avanzada (AGEs) y aumenta la produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO),
favoreciendo el estrés oxidativo (Moreno-Barrio et al., 2019), el cual estd asociado con RI
mediante la inhibicién de las sefiales de la insulina y la desregulacion de adipocinas
(Tangvarasittichai, 2015).

b) Complicaciones

La DMT?2 desarrolla, a lo largo de su evolucion, una serie de complicaciones que determinan su
grado de morbilidad y mortalidad. Por ello, encontrar nuevas estrategias para su prevencion,

control y tratamiento es prioritario (Torrades, 2006).

En la DM existe un estado de hiperglucemia, el cual esta asociado con las diferentes
complicaciones de la diabetes y estan relacionadas con los diferentes estados de estrés oxidativo
que se estan suscitando (Storino et al., 2014). La hiperglucemia crénica induce la formacién de
AGEs que se unen a la superficie celular, provocando disfuncion glomerular, endotelial y de la

matriz extracelular. Asimismo, media la activacion de PKC, la cual altera la produccion de
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fibronectina, colageno tipo IV, proteinas contractiles y de la matriz extracelular en las células

endoteliales (Garcia-Ocafia et al., 2020).

Los mecanismos que explican cémo la hiperglucemia y el estado metabolico propio de la
DM en particular pueden generar dafio y estrés oxidativo en 6rganos cuyas células no dependen
prioritariamente de la insulina para la captacion de glucosa (rifion, retina, cristalino y sistema
nervioso) son: la autooxidacion de la glucosa y otros mecanismos de dafio tisular como la via del
sorbitol, la glicacion de proteinas, la activacion de la via de los polioles y la disminucion de las
defensas antioxidantes (Hernandez-Garcia et al., 2017). Estos desequilibrios metabolicos causan
alteracion en la transduccion de sefiales, como la alteracién en la expresion de genes, y dafio del
endotelio, ocasionando una serie de complicaciones a las personas diabéticas (Diaz-Flores et al.,
2004).

Las complicaciones pueden ser agudas, como la acidosis lactica y el estado hiperosmolar
hiperglucémico, o cronicas, que se clasifican en microvasculares y macrovasculares. Las
complicaciones microvasculares engloban el pie diabético, la retinopatia, nefropatia y neuropatia
diabética, y habitualmente son asintomaticas hasta que alcanza un estado avanzado de dafio
(Molina-Escribano et al.,, 2012). Finalmente, las macrovasculares incluyen la cardiopatia
isquémica, la enfermedad cerebrovascular y la enfermedad arterial periférica (Costo-Muriel et
al., 2020).

¢) Pruebas de diagnéstico

El diagndstico de la DM es indispensable en la prevencion de las complicaciones asociadas a
esta enfermedad, las cuales son causa principal de las altas tasas de mortalidad. Sin embargo, una
condicion previa que puede ser un factor determinante para padecer DM es la prediabetes,
también denominada hiperglucemia intermedia, una afeccion comunmente asintomatica que se
define por variables glucémicas que son mas altas de lo normal, pero por debajo de los umbrales
de la DM (Tabak et al., 2012) (Tabla 1).

Se sabe que existe una asociacion entre la prediabetes y las complicaciones de la DM, por

lo que varios estudios sugieren que cambiar el estilo de vida en adultos prediabéticos reduce el
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riesgo de padecer diabetes en un 40%-70% (Bansal, 2015). En este sentido, el diagndstico es una
herramienta fundamental para la asignacién de un adecuado tratamiento farmacolégico al

paciente. Los criterios para diagnosticar la DM de acuerdo con la AAD (2022) son los siguientes:

Glucemia al azar. Se toman los niveles de glucosa plasmatica (GP) en cualquier momento del

dia. Se diagnostica cuando los niveles son >200 mg/dl (11.1 mmol/L).

Glucemia plasméatica en ayunas (GPA). Para esta prueba, se requiere al menos un ayuno de 8
horas y se diagnostica cuando el nivel de glucosa es igual o superior a 126 mg/dl (7.0 mmol/L).

Prueba de tolerancia a la glucosa oral (PTGO). En esta prueba, el nivel de glucosa en plasma
se mide antes y 2 horas después de la ingestion de 75 g de glucosa. La DM se diagnostica si el
nivel de GP es superior a los 200 mg/dl (11.1 mmol/L). Los pacientes tienen que consumir una
dieta con al menos 150 g por dia de carbohidratos durante 3 a 5 dias y no tomar ningun
medicamento que afecte la tolerancia a la glucosa, como esteroides y diuréticos tiazidicos (Goyal
& Jialal, 2018).

Hemoglobina glicada fraccion Alc (HbALc). Es una prueba estandarizada y realizada en el
laboratorio, en la cual los niveles >6.5% (48 mmol/mol) indican el diagndstico de DM (Gil-
Veldzquez et al., 2013). La HbAlc es una proteina globular derivada de la adicion no enzimatica
de glucosa al grupo amino de la hemoglobina, especificamente a la valina N-terminal de la
cadena B de la hemoglobina. Su concentracion depende tanto de la concentracion de la glucosa
en sangre y la vida media de los eritrocitos. Debido a que la vida media de éstos es de
aproximadamente 120 dias, la HbAlc representa la glucemia de las 8-12 semanas previas, siendo
libre de las fluctuaciones que ocurren diariamente en las concentraciones de la glucosa sérica
(Juérez-Lopez, 2015).



Tabla 1. Criterios diagnosticos de diabetes y prediabetes avalados por la Asociacién Americana
de Diabetes (AAD).

Glucemia al azar

DM >126 mg/dl >200 mg/dl >6.5% >200 mg/dl

Prediabetes 100-125 mg/dl | 140-199 mg/dl 5.7-6.4%

DM: diabetes mellitus; GPA: glucemia plasmatica en ayunas; PTGO: prueba de tolerancia a la glucosa
oral; HbAlc: Hemoglobina glicada. Tabla tomada y modificada de Rivas-Sanchez et al. (2020).

d) Hipoglucemiantes orales

La importancia del tratamiento farmacoldgico radica en un adecuado control de los niveles de
glucemia, debido a que la regulacién de la hiperglucemia disminuye las posibilidades de padecer
alguna complicacion derivada de la DM. Actualmente se dispone de un amplio arsenal
terapéutico, con farmacos que actGan por diferentes mecanismos (Figura 4), lo que permite
potenciar su efecto hipoglucemiante y facilitar el control glucémico (Lorenzo-Hernandez et al,
2020).
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Figura 4. Principales 6rganos blanco y accion de los hipoglucemiantes orales utilizados en el
tratamiento de la DMT2.
Imagen tomada y modificada de DeFronzo et al. (2015). Creada en BioRender.com

El enfoque del tratamiento inicial recomendado incluye cambios en el estilo de vida
(dieta y ejercicio) y monoterapia, que incluye a la metformina. Sin embargo, si no se alcanzan
niveles adecuados de HbAlc en aproximadamente tres meses, el tratamiento debe intensificarse,
agregando un segundo hipoglucemiante oral (Thrasher-Maryland, 2017). Algunos de los
principales farmacos hipoglucemiantes con los que se dispone actualmente son los siguientes:

« Secretagogos de insulina
a) Sulfonilureas: Estimulan la secrecion de insulina en las células B-pancreaticas. Dentro de este
grupo se encuentran la clorpropamida, tolazamida, acetohexamida, tolbutamida, gliclazida,
glibenclamida, glipizida, gliquidona y glimepirida.

b) Glinidas, también conocidas como secretagogos de accion rapida, son la nateglinida y
repaglinida. Esta clase de agentes insulinotropicos de accion rapida se ha desarrollado para el

tratamiento especifico de las fluctuaciones glucémicas en relacion con la ingesta de alimento
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(estado postprandial). Al igual que las sulfonilureas, reducen los valores de glucemia, al
estimular la secrecion de insulina de las células B-pancreaticas. (Moreno-Pérez et al., 2008). Son
recomendadas en el tratamiento de la DMT2 en monoterapia o en asociacion con la metformina,
cuando la dieta, el ejercicio y la disminucion de peso son insuficientes para controlar la

hiperglucemia (Ganado et al., 2016).

Biguanidas

Dentro de este grupo se encuentra la metformina, la primera opcion en el tratamiento de la
DMT?2. Su mecanismo de accion consiste en aumentar la captacion y el uso de la glucosa en el
musculo esquelético, disminuir la gluconeogénesis hepatica y aumentar la sensibilidad de la

insulina (Reyes-Sanamé et al., 2016).

Tiazolidinedionas (glitazonas, TZDs)

Entre las que se encuentran la pioglitazona y la rosiglitazona. Estas moléculas disminuyen la RI,
por lo que se les denomina sensibilizadores a la insulina. También, mejoran los parametros de
dislipidemia e hipertension, ademas de tener efectos antioxidantes (Sanchez-Solares, 2019).
Cabe destacar que en el afio 2011 la Administracion de Alimentos y Medicamentos de los
Estados Unidos (FDA) y la Agencia de Medicina Europea (EMA) suspendieron el uso de la
rosiglitazona en la Union Europea, Estados Unidos y Venezuela, debido a que estd asociada con
un riesgo alto de infarto al miocardio y muerte por enfermedad cardiovascular. Por otro lado, se
retird a la pioglitazona del mercado en Francia y Alemania por su relacién con una mayor

incidencia de cancer de vejiga (Salaverria de Sanz et al., 2012).

El mecanismo de accion de las tiazolidinedionas (TZDs) se basa en activar la
transcripcion de genes asociados al factor nuclear conocido como receptor gamma activado por
proliferadores de peroxisoma gamma (PPARY), los cuales se expresan principalmente en tejido
adiposo y en menor medida en masculo esquelético e higado. La activacion de los PPARYy por
TZDs incrementa la sensibilidad de los adipocitos a la insulina, probablemente por un efecto
directo sobre los genes que codifican alguno de los componentes de la sefializacion de esta
hormona, incrementando la captacion de AGL y disminuyendo su liberacion a torrente

sanguineo. Asimismo, por efecto de las TZDs se produce una diferenciacion de los adipocitos del
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tejido celular subcutaneo, con lo cual se producen adipocitos pequefios y sensibles a la insulina.
(Motta et al., 2016).

Ademaés, las TZDs inducen el coactivador PPARy-1la (PGC-la), que promueve la
biogénesis mitocondrial, lo que conduce a un aumento en la oxidacion de acidos grasos que
protege aln mas contra la hipertrofia de los adipocitos. Aunque las TZDs modulan directamente
la captacion de glucosa por parte de los adipocitos, esto contribuye modestamente a los efectos
hipoglucemiantes de la insulina, pues es evidente que la accion de las TZDs también debe alterar
la comunicacion entre el tejido adiposo, el musculo y el higado, los principales 6rganos sensibles
a la insulina (Lehrke & Lazar, 2005).

Anélogos del péptido similar al glucagén tipo 1 (GLP-1)

La GLP-1 es una hormona incretina que estimula la secrecién de insulina e inhibe la formacion
de glucagdn de forma glucosa-dependiente. Esta tiene una vida media corta de 1.5-2.1 minutos,
debido a la rapida degradacion que sufre por la enzima dipeptidil peptidasa 4 (DPP-4). Esta
circunstancia ha impulsado el desarrollo de agonistas del receptor de GLP-1, que reproducen las
acciones de esta hormona al tener una afinidad comparable por el receptor de GLP-1 y ser
resistentes a la degradacion por la enzima DPP-4 (Ampudia-Blasco et al., 2016). Algunos

ejemplos son: lixisenatidae, exenatidae, dulaglutida, exenatidae LAR, liraglutida y, semaglutida.

Inhibidores de la dipeptidil peptidasa 4 (IDPP-4)

La GLP-1 y el polipéptido insulinotrépico dependiente de glucosa (GIP), principales péptidos
insulinotrdpicos de origen intestinal (incretinas), son rapidamente degradados por la DDP-4. La
DDP-4 es un miembro de una familia de proteinas de la membrana celular que se expresa en
muchos tejidos, incluidas las células inmunes. Por ello, los inhibidores de la DPP-4 constituyen
pequefias moléculas que intensifican los efectos de GLP-1y GIP debido a que aumentan su vida
media, favoreciendo la secrecion de insulina dependiente de glucosa (Roldan-Vences et al.,

2011). Algunos ejemplos son: alogliptina, linagliptina, saxagliptina, sitagliptina y, vildagliptina.



Inhibidores del cotransportador sodio-glucosa tipo 2 (ISGLT-2)

Tambien conocidos como glifozinas: canagliflozina, dapagliflozina, empagliflozina,
ertugliflozina. Son un grupo de hipoglucemiantes que acttan inhibiendo el SGTL-2 en el tdbulo
proximal renal, aumentando la excrecion renal de glucosa y, secundariamente, disminuyendo los

niveles plasméticos de ésta (Ascaso, 2014).

Inhibidores de la alfa-glucosidasa intestinal

Acarbosa y miglitol. Reducen el indice de digestion de los polisacaridos en el intestino delgado
proximal, por lo que entre los beneficios de estos farmacos estan los de reducir la hiperglucemia
postprandial, disminuyen modestamente los niveles de HbAlc y también reducen la
concentracion de insulina postprandial (Akmal & Wadhwa, 2022).

El tratamiento de la DMT2 implica el uso de una combinacion de farmacos,
particularmente en la etapa cronica, por lo que el personal de atencion médica suele recetar
metformina y glibenclamida en conjunto como terapia de primera linea durante el tratamiento de
pacientes con DMT2 (Belayneh et al., 2020). La combinacion de estos farmacos constituye la
asociacion con mas experiencia de uso y la que es mas beneficiosa, ya que incide en los dos
principales mecanismos fisiopatologicos de la DMT2: la deficiencia de insulina (glibenclamida)
y la resistencia a esta hormona (metformina) (Goday et al., 2001) lo que conlleva a un mejor
control glucémico, especificamente en la disminucion en los niveles de HbAlc. Por ello, en el
presente trabajo se utilizaron la glibenclamida y la metformina como controles positivos y a

continuacion se describen con mas detalle sus mecanismos de accion.

e) Mecanismo de accion de la glibenclamida

La glibenclamida actta uniéndose a un receptor especifico situado en la membrana de la célula
(SUR1), que junto con una unidad interna (Kir6.2), forman parte de los canales de K* sensibles a
ATP (KATP) (Pallardo-Sanchez, 2008). Esta unién ocasiona el cierre de los canales KATP en
las células B de los islotes pancreéticos, o que conduce a la despolarizacion de la membrana
plasmatica y a la apertura de los canales de Ca?* dependientes de voltaje. La entrada de Ca?
desencadena la exocitosis de las vesiculas de insulina de las células B-pancreéticas (Figura 5)
(Zhang, et al. 2017).
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Figura 5. Mecanismo de secrecion de la insulina estimulada por la glibenclamida.

El receptor SUR es el sitio de unién para farmacos que actian como secretagogos de insulina, como la
glibenclamida. GLUTZ2, transportador de glucosa tipo 2. Imagen tomada y modificada de Longo et al.
(2012). Imagen creada en BioRender.com

f) Mecanismo de acciéon de la metformina

La metformina es una biguanida eficaz en el control de la DMT2 por lo que, en el presente
estudio, este farmaco fue utilizado como control positivo en combinacion con la glibenclamida.
Tiene su origen en la planta Galega officinalis L. (Fabaceae), que fue ampliamente usada en
Europa desde la edad media como un tratamiento popular para la poliuria en personas diabéticas.
Mas tarde se descubrié el compuesto responsable del efecto hipoglucemiante de la planta,

denominado galegina, derivado de la guanidina (Salazar-Alvarez, 2011).

Durante muchos afios el blanco molecular de la metformina habia sido elusivo, hasta el
afio 2001, cuando Zhou y colaboradores reportaron que la activacion de la proteina cinasa

activada por el adenosin monofosfato (AMPK) estaba asociada estrechamente con los efectos
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pleiotropicos de la metformina. Se conoce que su efecto ocurre por la inhibicién en la cadena
respiratoria mitocondrial, de manera especifica en el complejo I, lo que induce la disminucion de
la oxidacion del dinucledtido de nicotinamida y adenina (NADH), la reduccion del paso de
protones a traves de la membrana interna de la mitocondria y del indice de consumo de oxigeno,
disminuyendo el gradiente de protones y, por ultimo, promoviendo la regulacion a la baja de la
sintesis de adenosina trifosfato (ATP). La reduccion en los niveles de ATP y el consecuente
aumento en los niveles de adenosina monofosfato (AMP) estimula la activacién de AMPK, un

sensor metabolico celular (Arocha-Rodulfo et al., 2017).

La activacion de AMPK inhibe la gluconeogeénesis, debido a que promueve la inhibicion
transcripcional de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa (PEPCK) y la glucosa 6 fosfatasa (G6Pasa)
regulando los factores de transcripcion involucrados en su expresion. Asimismo, el incremento
en los niveles de AMP promueve la inhibicion alostérica de la enzima fructosa-1,6-bisfosfatasa
(F1,6Pasa) suprimiendo su actividad, asi como la inhibicién de la adenilato ciclasa con el
consecuente bloqueo de la proteina cinasa dependiente de AMPc (PKA) y por lo tanto la
supresion de la expresion genica de PEPCK y G6Pasa (Espinoza-Hernandez, 2017). De igual
forma, la metformina aumenta la sensibilidad hepética a la insulina y disminuye los sustratos
gluconeogénicos en la circulacion, como el glicerol y lactato. También, la glucogendlisis
hepatica disminuye (Krentz, 2012). Asimismo, mejora la sensibilizacién de los tejidos periféricos
a la insulina, como el musculo esquelético, donde promueve la sintesis de glucégeno. Por otro
lado, en el tejido adiposo presenta actividad antilipolitica, lo que suprime la liberaciéon de los
AGL, evitando asi el uso de glicerol disponible para la gluconeogénesis hepatica (Figura 6)
(Morantes-Caballero et al., 2017).
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Figura 6. Mecanismo de accion de la metformina en el hepatocito.

La metformina se transporta en los hepatocitos principalmente a través del transportador OCT-1, lo que
conlleva a la inhibicion de la cadena respiratoria mitocondrial (complejo 1). El déficit resultante en la
produccion de energia se equilibra reduciendo el consumo de energia en la célula, particularmente la
reduccion de la gluconeogénesis hepética. Esto se lleva a cabo a través de dos procesos. En primer lugar,
se produce una disminuciéon en los niveles de ATP y un aumento concomitante de AMP, lo que
contribuye a la inhibicion de la gluconeogénesis. En segundo lugar, los elevados niveles de AMP
funcionan como un mediador de sefializacion clave para inhibir alostéricamente la sefializacion de la
proteina cinasa dependiente de AMPc (PKA-AMPc) mediante la supresion de la adenilato ciclasa.
Asimismo, estos niveles elevados de AMP inhiben alostéricamente a la F1,6Pasa, una enzima
gluconeogénica clave y activan a la proteina cinasa activada por AMP (AMPK). Todo ello conduce a la
inhibicion de la gluconeogénesis y la sintesis de lipidos/colesterol, lo que contribuye a las respuestas
metabolicas del farmaco. ATP, adenosina trifosfato; AMP, adenosina monofosfato; AMPK, proteina
cinasa activada por el adenosin monofosfato; F1,6Pasa, fructosa-1,6-bisfosfatasa; OCT-1, transportador 1
de cation organico; PKA, proteina cinasa dependiente de AMPc. Imagen tomada y modificada de Rena et
al. (2013). Creada en Biorender.com



3. Modelos de diabetes mellitus

Los modelos animales juegan un rol muy importante en el entendimiento de diversas
enfermedades que afectan a los seres humanos. A pesar del alto costo y la dificultad que
representa el desarrollo de un modelo animal, éstos nos permiten estudiar la fisiopatologia de una
enfermedad mediante su induccién o generacion espontanea, ademas de analizar el

comportamiento animal (Romero-Fernandez et al., 2016).

La DMT?2 es una enfermedad multifactorial en la que influyen diversos genes y factores
ambientales. La presentan varios mamiferos incluyendo animales de compafiia, de campo y en
cautiverio, sin embargo, a pesar de que la enfermedad en estos animales no es un reflejo exacto
de la que padecen los seres humanos, si proporciona modelos experimentales que permiten
investigar los mecanismos metabdlicos que conducen a la hiperglucemia y sus consecuencias,
ademas de ofrecer nuevos métodos para la prevencion y el tratamiento de la DMT2 (Hugués-

Hernandorena et al., 2002).

Los tipos de modelos animales de DM maés utilizados son los inducidos, ya que son mas
faciles de generar que los modelos espontaneos, y se adaptan adecuadamente a muchos fines de
investigacion, menos centrados en el proceso autoinmune y mas en la hiperglucemia en si, la
obesidad o el sindrome metabdlico. Existen dos formas principales de desarrollar diabetes en
modelos inducidos: por un lado, los modelos quirdrgicos consisten en la ablacion parcial o
completa del pancreas, mientras que los modelos no quirdrgicos pueden generarse mediante la
administracion de sustancias toxicas para las células B, como el aloxano o la estreptozotocina
(STZ), dietas hipercaloricas (altas en grasas o alto contenido de sacarosa), inmunosupresores o

incluso infecciones virales (Brito-Casillas et al., 2016).

Por otro lado, los modelos espontaneos son estirpes que se mantienen relativamente
inalteradas mediante cruces endogamicos y que proceden de un animal en el que se ha detectado
diabetes espontanea debido a una serie de cruces selectivos, favoreciendo un determinado rasgo
fenotipico de la DMT2 humana. (Tabla 2) (Arias & Balibrea 2007).
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Tabla 2. Modelos animales experimentales de diabetes mellitus tipo 2.
Clasificacion de los modelos animales de diabetes mellitus tipo 2
1. Modelos espontaneos
1.1 Modelos analogos
e Rata Goto-Kakizaki (GK)
e Ratdn obeso de Nueva Zelanda (NZO)
e Raton KK
e Rata israeli de la arena (Psammomys obesus)
e Rata OLETF (Otsuka Long-Evans Tokushima fatty rat)
1.2 Modelos intrinsecos
Raton db/db
Raton ob/ob
Raton Agouti
Rata Zucker (fa/fa)
2. Modelos inducidos
2.1 Induccién hormonal (corticoides)
2.2 Administracion de farmacos (STZ o aloxano)
2.3 Manipulacion genética

Se muestran las lineas de los modelos animales de DM2, estos modelos pueden ser espontaneos, segln las
alteraciones genéticas que expresen o se puede inducir de forma experimental. Tomada de Arias &
Balibrea (2007).

a) Modelo STZ-NA

En la actualidad se dispone de modelos experimentales que asemejan algunas de las
anormalidades metabdlicas propias de la diabetes. Tales modelos se inducen mediante algunas
estrategias quirdrgicas actualizadas, dietas especiales, modificaciones genéticas y farmacos con
toxicidad especifica sobre el pancreas, entre los que encontramos la STZ y la nicotinamida (NA)
(Moreno-Cortés et al., 2020).

El modelo STZ-NA, propuesto por Masiello y colaboradores (1998), si bien no es un
modelo de DMT2, simula algunas caracteristicas como la presencia de hiperglucemia moderada
estable y la sensibilidad a secretagogos de insulina, por lo que es un modelo utilizado en estudios
experimentales cronicos. En el modelo STZ-NA se produce una hiperglucemia moderada, debido
a la accion de la NA, que protege parcialmente a las células  pancreaticas de la STZ, un agente
citotoxico que produce la destruccion este tipo celular; de esta manera habra una disminucion

parcial y no total en la secrecién de insulina (Figura 7).

| 22



__ Fragmentacion ./
del ADN
J Y o 1 =
STZ 3 Eg . —
e S y ' 4

Célula B ‘
pancreatica

~ 7 Y
/ /
! v
// ’

Figura 7. Mecanismo de accion de STZ y NA en la célula B pancreatica.
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La STZ ocasiona la fragmentacidn del ADN, esto con llevaba a la sobreestimulacién de PARP-1y como
consecuencia una disminucion en los niveles energéticos que conllevan a la muerte celular. Por otra parte,
la NA promueve la proteccion celular de la célula  pancreatica al ser un precursor de NAD™ e inhibir a
PARP-1. NA, nicotinamida; NAD®, nicotinamida adenina dinucleétido; PARP-1, poli-ADP ribosa
polimerasa 1; STZ, estreptozotocina. Imagen tomada y modificada de Al-Awar et al. (2016). Creada en
Biorender.com

La STZ se aisld por primera vez de Streptomyces achromogenes, la cual mostré una
actividad antibi6tica de amplio espectro. Se ha utilizado ampliamente en la induccion de la
diabetes en animales de experimentacion y estudios preclinicos debido a que las alteraciones
estructurales, funcionales y bioquimicas observadas son semejantes a la diabetes humana. Por
ello, la diabetes inducida Unicamente con STZ representa un modelo clinicamente relevante para
estudiar la patogenia de la diabetes mellitus tipo I y las complicaciones asociadas en animales de

experimentacion (Goyal et al., 2016).



Respecto a su estructura quimica, la STZ es 0O (OH
un analogo de nitrosourea, en el que el resto del N- HO
metil-N-nitrosourea esta unido al carbono 2 de una "
hexosa (Figura 8) (Bequer et al., 2016). La STZ se HO

acumula selectivamente en la célula 3 pancreatica, a OH

través del glucotransportador de glucosa 2 . .
Figura 8. Estructura quimica de la

(GLUT2). Se asume que la toxicidad depende de su  estreptozotocina (STZ).

actividad alquilante, debido a la transferencia del Se asume que la toxicidad depende del

grupo metilo de la STZ a la molécula de ADN, loque resto  de  metil-nitrosourea. La

., . transferencia del grupo metilo de la STZ
da como resultado su fragmentacion. En el intento de ;|5 mol¢cula de ADN ocasiona a o largo
reparar el ADN, se sobreestimula a la poli-ADP ~ dé una cadena definida de eventos la

fragmentaciéon del ADN. Imagen tomada
ribosa polimerasa 1 (PARP-1), una enzima que de Goyal etal. (2016).
participa en procesos celulares que implican la
reparacion del ADN, lo que trae como consecuencia la disminucion de las reservas celulares de
nicotinamida adenina dinucleétido (NAD™) y posteriormente, de ATP. Este agotamiento
finalmente da como resultado la apoptosis de la célula B pancreatica (Lenzen, 2008), lo que

conlleva a la disminucién en la secrecién de insulina.

Otro de los efectos de la STZ es sobre la metilacion de proteinas que trae como
consecuencia la muerte celular. No obstante, también influye en su potencial para actuar como
donante intracelular de 6xido nitrico (NO) y en el aumento de la actividad de la guanilato ciclasa.
De hecho, se ha demostrado que, en las células B pancreaticas expuestas a STZ, se aumenta la
actividad de la guanilil ciclasa y la formacién de guanosin monofosfato ciclico (GMPc), que son
efectos caracteristicos del NO. Por ultimo, se sabe que genera especies reactivas de oxigeno
(ROS), debido al aumento de la actividad de la xantina-oxidasa, los cuales contribuyen a la
fragmentacion del ADN (Szkudelski, 2001).

Por otra parte, la NA (piridina-3-carboxamida), es una forma activa de amida de la
vitamina B3 o niacina (Figura 9) (Surjana et al., 2010) y sus efectos protectores se han estudiado
en pacientes con diabetes mellitus tipo 1 y en modelos murinos. En modelos experimentales con

diabetes espontanea o inducida, se ha observado un incremento de la regeneracion de las células
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B pancreaticas; cuando se administra antes de la
aparicion de la DM, es capaz de retardar la progresion
de la destruccion en los islotes pancreéaticos, debido a
que la NA tiene un efecto protector a diversos niveles.

Basicamente, esta vitamina protege a la célula
B pancreatica frente a la accion de compuestos
citotoxicos, disminuye la inflamacion en los islotes 3
pancreaticos, los protege ante la accion de radicales
libres e inhibe la sintesis de NO (Licea & Gonzélez,
2013). Ademas, la NA inhibe la actividad de la PARP-

1, lo que se considera un importante contribuyente a los efectos protectores contra el dafio de las
células B pancreaticas. Asimismo, sirve como precursor de NAD™, el cual se biosintetiza por la

via de la nicotinamida fosforribosil transferasa (NAMPT) (también conocida como factor

N - NH;
| P

Figura 9. Estructura quimica de la
nicotinamida (NA).

Precursora de la sintesis de
dinucleétido de nicotinamida vy
adenina (NADY). Imagen tomada de
Surjana et al. (2010).

amplificador de colonias de células pre-pB) (Fukaya et al., 2013).



4. El papel de la etnofarmacologia

México es un pais con una gran riqueza bioldgica, pues cuenta con al menos el 70% de variedad
en plantas y animales del mundo, lo cual nos ubica en el quinto lugar entre los 12 paises mas
megadiversos a nivel mundial (SEMARNAT, 2018). Expertos en nuestro pais han clasificado
23 424 plantas vasculares, de las cuales, una gran cantidad son de uso medicinal. El estudio de
estas plantas medicinales esta a cargo de la etnofarmacologia. La investigacion
etnofarmacoldgica y de los productos naturales como fuente de nuevas terapias humanas se hizo
popular en la industria farmacéutica occidental durante la década de 1960, dando lugar a un
paisaje farmacéutico fuertemente influenciado por moléculas naturales y sintéticas (Patwardhan
& Chaguturu, 2017).

La etnofarmacologia es la ciencia que se encarga de rescatar el uso histérico de plantas
por las personas, el cual ha sido adquirido a través de la tradicion familiar (Mehlhorn, 2011).
Uno de sus objetivos es contribuir a la exploracién de recursos fitoterapéuticos para su uso en
contextos locales y en sus paises de origen, lo que a su vez puede proporcionar datos que
ayudaran (junto con otros métodos de investigacion) a responder preguntas como: “Entre los
diferentes tratamientos locales para cierta dolencia determinada, ;cudl es la mas eficaz?” (Graz et

al., 2010).

Esta ciencia es multidisciplinaria, debido a que abarca observaciones en campo,
descripcion del uso y preparacion de los remedios, la determinacién botanica del material
obtenido, asi como estudios fitoquimicos para aislar los compuestos presentes en las plantas.
También se llevan a cabo los estudios farmacologicos, por lo que representa una alternativa a la
globalizacion para lograr el desarrollo social sostenible, el cultivo y uso de plantas medicinales,
demostrando que no ha perdido vigencia y que es una practica que puede extenderse y
pluralizarse (Dorado-Martinez, 2020).

Cabe mencionar que la OMS ha aprobado el uso de plantas medicinales como remedio

para tratar la DM, lo cual es de gran relevancia debido que esta enfermedad, en la actualidad,

estd cobrando la vida de millones de personas, a tal grado que la Organizacion de las Naciones
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Unidas (ONU) estima el diagnostico de una persona con diabetes cada 5 segundos en algun lugar
en el mundo, cada 10 segundos una persona muere a causa de ella y cada 30 segundos se pierde

una extremidad a causa de esta enfermedad.



5. Plantas hipoglucemiantes

Actualmente, el impacto del uso de plantas medicinales es tal que el 80% de la poblacion
mundial (més de cuatro mil millones de personas) utiliza las plantas como principal remedio
medicinal, segun lo sefiala la OMS (Escalona-Cruz et al., 2015). Esto se debe a que, dentro de las
comunidades, la gente tiene mayor apego a tratarse con remedios herbolarios que con
medicamentos convencionales. Los conocimientos y usos de plantas medicinales para preservar
la salud se han extendido desde las comunidades rurales hasta las diferentes ciudades; dichas
plantas son consumidas tradicionalmente o de forma empirica para tratar diferentes problemas de
salud. Con esta tendencia de uso, no puede ser ajena la utilizacién de productos naturales en el
tratamiento de la DM, dada la pandemia de COVID-19 presente y la prevision futura (Cuenca-
Villalobos et al., 2020).

Existen numerosas plantas que se utilizan para el tratamiento de la DM en la medicina
tradicional, entre las que se incluyen medicinas tribales y populares practicadas por varios grupos
étnicos en aldeas remotas y focos tribales del mundo; sin embargo, se han realizado estudios
cientificos en menos de la mitad de estas plantas. De las ya estudiadas, la mayoria de ellas
exhibieron actividades hipoglucémicas en investigaciones farmacoldgicas in vitro e in vivo
(Subramoniam, 2016).

En México, en 2005, Andrade-Cetto y Heinrich documentaron 306 especies de plantas
hipoglucemiantes que pertenecen a 325 géneros y 93 familias. Dentro de estas familias se
encuentran Asteraceae, Fabaceae, Cactaceae, Solanaceae, Euphorbiaceae y Lamiaceae.
Especificamente, se tiene el reporte de Acosmium panamense (Benth.) Yakovlev, Agarista
mexicana (Hemsl.) Judd., Allium cepa L., Brickellia veronicaefolia (Kunth) A. Gray, Cecropia
obtusifolia Bertol., Cucurbita ficifolia Bouché., Guazuma ulmifolia Lam., Ibervillea sonorae (S.
Watson) Greene., Larrea tridentata (Mog. & Seseé ex DC.) Coville., Malmea depressa (Baill.)
R.E.Fr., Parmentiera aculeata (Kunth) Seem., Tamarindus indica L., Tecoma stans (L.) Juss. ex

Kunth, Tournefortia hartwegiana Steud., T. hirsutissima L. (Bravo-Vargas, 2011).



En el estado de Hidalgo, Calea urticifolia (Mill.) DC. (Asteraceae) es una de las especies
utilizadas para tratar la DM, debido a la creencia de que su sabor amargo contrarresta los niveles
elevados de “aztcar en la sangre”. A pesar de que ya se cuenta con la evidencia cientifica del
efecto hipoglucemiante agudo de esta planta (Andrade-Cetto et al., 2021), no se conoce el efecto
cronico de su uso sobre los niveles de glucosa, por lo que en este trabajo de investigacion se
probd el efecto del extracto acuoso de C. urticifolia a largo plazo en el modelo STZ-NA, que

reproduce algunas caracteristicas de la DMT2.



6. Calea urticifolia (Mill.) DC.

C. urticifolia es un arbusto que pertenece a la familia Asteraceae, el cual se distribuye
ampliamente desde México hasta Panama en climas calidos y semicalidos. Se encuentra asociado
con ecosistemas de selva baja caducifolia, bosque tropical y de encino (Wipfli-Ramirez, 2018).
Se puede encontrar en los estados de Aguascalientes, Chiapas, Colima, Durango, Estado de
México, Guanajuato, Guerrero, Jalisco, Michoacan, Nayarit, Oaxaca, San Luis Potosi, Sinaloa,

Tamaulipas, Veracruz y Zacatecas (Figura 10) (Guzman, 2010).
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Figura 10. Mapa de distribucion de C. urticifolia (Mill.) DC.

Distribucion de C. urticifolia a lo largo de la Republica Mexicana y parte de Panama. Imagen obtenida de
Naturalista, (2023).

a) Taxonomia

C. urticifolia es un arbusto erecto de 1 a 2 metros de alto, tiene ramas esparcidas o densamente
pilosas. Sus hojas son pecioladas, laminas, ovada u oblongo-lanceoladas eliptico lanceoladas y
frecuentemente miden de 4-12 cm de largo y 1-6 cm de ancho; apice agudo o acuminado, la base
es aguda u obtusa, triplinervadas, margenes serrados, escabrosas en el haz, frecuentemente
rugosas, venas conspicuas, fina o densamente hispidulosas o escabrosas en el envés, a menudo
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lustrosas en ambas caras. Presenta una inflorescencia en pequefias cabezas numerosas, radias en
forma de umbela o panicula, y estas son frecuentemente mas cortas que las hojas; pedicelos
delgados, frecuentemente miden 0.5-2.5 cm de largo; involucros de 6 a 7 cm de largo. Flores de
disco, fruto, aquenio de 2.5 mm de largo, cortamente pilosas, presenta vilano de escamas, 3-4

mm de largo (Figura 11) (Herrera-Ledn, 2011).

F

v )

Figura 11. C. urticifolia (Mill.) DC.

a) Ejemplar de C. urticifolia del Herbario Nacional de México (MEXU). Instituto de Biologia, UNAM.
(Imagen tomada del portal de datos abiertos UNAM. Colecciones universitarias) b) y c¢) Arbusto de C.
urticifolia d) Hojas e) Flores f) Tallo. Fotografias obtenidas de Naturalista.

b) Antecedentes etnobotanicos, fitoquimicos y farmacolégicos
« ANTECEDENTES ETNOBOTANICOS

En un estudio realizado por el laboratorio de Etnofarmacologia de la UNAM, se encontré que
hay un uso tradicional de C. urticifolia como hipoglucemiante para tratar la DMT2 en el estado
de Hidalgo. Cabe mencionar que las personas beben la infusion hecha por la parte aérea de la
planta, aproximadamente 20 g en 500 ml de agua hirviendo. Esta infusion la beben durante todo
el dia, entre y con las comidas, debido a que asocian que su sabor amargo contrarresta el dulzor
en la sangre (Andrade-Cetto et al., 2021).
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De igual forma, en un estudio realizado entre los afios 2006-2008, en las comunidades de
San Bartolo Tutotepec y Tenango de Doria, en el estado de Hidalgo, se encontré que una de las
especies que tiene mayor frecuencia de uso en el tratamiento de la diabetes y que no contaba con
estudios experimentales que avalan dicho efecto fue C. urticifolia, conocida en la zona de estudio
como “yolochichi” o “prodigiosa”, y citada en la literatura como “gloriosa”. Segln declararon
los informantes, debe usarse con cuidado y con cierta restriccion, pues se cree que si Se consume

regularmente ocasiona problemas de la vista y trastornos fisicos (Avendafio-Gomez, 2013).

De manera tradicional, C. urticifolia se consume en forma de infusién, aunque en el
Estado de San Luis Potosi, el grupo étnico Xi’iuy o pame usa tradicionalmente la decoccion de
las hojas de C. urticifolia. Se ha reportado que, para llevar a cabo su preparacion, se pone a
hervir una taza de agua de aproximadamente 256 ml. Cuando ya esta hirviendo, se le agregan dos
hojas de la planta (en promedio es 0.49 g de hojas frescas o 0.13 g de hojas secas);
posteriormente, se mantiene hirviendo de 3 a 5 minutos y, finalmente, se deja enfriar. Esta
infusion se bebe dos veces al dia, una por la mafiana en ayunas y otra por la tarde. Este
tratamiento se utiliza hasta que el paciente sienta mejoria y controle su concentracion de glucosa
en sangre; sin embargo, también se utiliza como remedio terapéutico para tratar problemas

gastrointestinales, diabetes e inflamacion (Torres-Rodriguez et al., 2016).

Entre los nombres mas comunes con los que se refieren a C. urticifolia son: amargo del
monte, chichiquizo, hierba amarga, hierba de la palma, hierba de la rabia, hierba del negro, hoja
amarga, chilchaca, jaral de castilla, salvia de la sierra, tacote, pashcuane [Ot]. tok’aban, tsikin,
xikin [Ma] (Waizel-Bucay & Waisel-Haiat, 2019).

e« ANTECEDENTES FITOQUIMICOS

Algunos compuestos aislados de las raices de C. urticifolia son timol, 3-metil-4-isopropilfenol y
derivados del acido dicafeoilquinico. De las hojas, se han aislado germacrandlidos; calealactonas
A, By C; 2, 3 epoxicalealactona A; y el flavonoide acacetina. Se han informado compuestos
fenolicos, como derivados del &cido cafeoilquinico y glucosidos flavonoides, en extractos
acuosos de las hojas (Andrade-Cetto et al., 2021). De igual forma, en las partes aéreas de C.
urticifolia se han identificado alcaloides, taninos, flavonoides, monoterpenos (2-isopropil-4-
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metil-fenol, timol, timol isobutirato, 4,6-dimetoxi-2-isobutiroxifenol), compuestos alquénicos,
los cuales han sido identificados de igual manera en la raiz, ademas de derivados bencénicos y

lactonas sesquiterpénicas (Leticia-Sanchez, 2014).

En otros estudios fitoquimicos de C. urticifolia se han reportado que contiene abundantes
lactonas sesquiterpénicas con esqueleto germacrandélido, ademas de heiangolidos derivados de
isoeugenol y un derivado de fluoroglucina (Soto-Perulero, 2017). De las lactonas
sesquiterpénicas, destacan nueve de la serie del germacrandlido: juanislamina, 2-3-
epoxijuanislamina, caleina D, 2,3-epoxi-caleina D, calealactona A-C, 2,3-epoxi-caleolactona A 'y
arucanélido (Figura 12) (Villacorta, et al. 2017), las cuales representan los componentes activos

de muchas plantas de la familia Asteraceae.

luanislamina 2,3-epoxijuanislamina Caleina D 2,3-epoxi-caleina D

2,3-epoxi-calealactona A Araucanolido

Figura 12. Estructuras de lactonas sesquiterpénicas de C. urticifolia (Mill.) DC.
Imagen tomada y modificada de Guillén & Hernandez (2016).
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Algunos ensayos demuestran que los extractos de estas plantas, asi como también las
lactonas sesquiterpénicas purificadas, poseen propiedades antiinflamatorias (Dupuy et al., 2008).
Estos compuestos son sustancias amargas que se encuentran en concentraciones que varian entre

0.01 y 8% del peso seco, con una mayor concentracion en las hojas (Herrera-Ledn, 2011).

En un experimento in vitro donde se utilizd un extracto de acetona de las hojas de C.
urticifolia se indico la posibilidad de que los germacrandlidos obtenidos de esta especie tienen
efectos que inhiben la diferenciacion de preadipocitos en la linea celular 3T3-L1. La inhibicion
en la diferenciacion de células 3T3-L1 a adipocitos resulta beneficioso en la prevencion de la

obesidad, la cual es un factor de riesgo para desarrollar DM (Amaral et al., 2017).

En otro estudio fitoquimico realizado con extractos organicos y acuosos de las hojas de
C. urticifolia se encontré la presencia de lipidos, carbohidratos, heterosidos cardiotonicos,
taninos, alcaloides, triterpenos, flavonoides, saponinas y lactonas sesquiterpénicas. En los
extractos acuosos, los metabolitos presentes fueron carbohidratos, flavonoides, taninos vy
catequinas. Cabe destacar que los taninos poseen una accion antiinflamatoria al inhibir la accion
de las citocinas pro-inflamatorias, como TNF-a y la interleucina-1 beta (IL-1p). En conclusion,
C. urticifolia posee una gran variedad de metabolitos que pueden ser los responsables de su
actividad antiinflamatoria, por lo que es una especie potencial de estudio (Zermefio-Macias,
2013).

e« ANTECEDENTES FARMACOLOGICOS

En nuestro pais contamos con una gran cantidad de especies con actividad hipoglucemiante que
pertenecen al género Calea, una de ellas es C. zacatechichi de la cual se han reportado que
extractos acuosos y etanolicos presentan efectos bioldgicos como: efecto antinociceptivo,
antidiarreico, antimicrobiano, y antiinflamatorio. En un estudio previo, el extracto metanolico de
C. Zacatechichi, mostré un efecto hipoglucemiante agudo en ratas Wistar inducidas con el
modelo STZ-NA, las cuales fueron administradas con el extracto a una dosis de 100 mg/kg p.c.,
posteriormente se corroboré dicho efecto mediante pruebas de tolerancia a la glucosa oral.

Asimismo, en un ensayo in vitro, el extracto, a una concentracion de 1 mg/ml, mostré el 55.6%
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de inhibicion sobre la actividad de las enzimas a-glucosidasas, por lo que se determind que dicha

accion esté asociada a su efecto hipoglucemiante (Giles-Rivas, 2020).

Por otro lado, Escandén-Rivera y colaboradores (2017) encontraron que compuestos
como los cromenos y las caleinas A 'y C presentes en una infusion de C. ternifolia redujeron la
hiperglucemia postprandial en una prueba de tolerancia oral a la sacarosa en ratones
hiperglucémicos inducidos con STZ-NA. Este efecto hipoglucémico se asocio a la inhibicion de

las enzimas a-glucosidasas en una prueba in vitro realizada.

Respecto a C. urticifolia, en un estudio realizado por Guzman (2010), se demostré la
capacidad de su extracto etan6lico para inhibir la secrecion de citocinas proinflamatorias (TNF-a
e IL-6) inducidas por la ingesta de una dieta rica en grasas en ratas Wistar. Los resultados
indicaron que el extracto de C. urticifolia disminuye significativamente los niveles de glucosa
plasmatica, colesterol, triglicéridos, secrecion de IL-6 y TNF-a, asi como el incremento en la
concentracion de adiponectina. En relacion a dichos resultados, tanto el efecto antiinflamatorio y
la secrecion de adiponectina se asocio a la inhibicion de la expresion de NF-kB, un factor de
transcripcion de citocinas proinflamatorias. Asimismo, no se descarta el papel del receptor de
moléculas quimioatrayentes de monocitos (CCR2), el cual esta involucrado en la disminucion
del proceso inflamatorio, pues su inhibicidn reduce el nimero de macréfagos en tejido adiposo,
incrementa la expresion de adiponectina y mejora en la sensibilidad a la insulina (Guzman-
Guzman, 2010).

El estudio anterior dio lugar a que Ortiz-Segura (2011) evaluara el efecto del extracto
etanolico de C. urticifolia sobre la concentracion de insulina, adipocinas (leptina y adiponectina)
y citocinas proinflamatorias (TNF- o, IL-6 e IL-1P) en ratas Wistar alimentadas con una dieta
rica en grasas. En este estudio se corroboré el efecto hipoglucemiante, hipolipemiante y
antiinflamatorio en el proceso inflamatorio derivado del tejido adiposo, a través de la inhibicion
de la secrecion de TNF-a, leptina e IL-6. Cabe destacar que el extracto incremento los niveles de
insulina circulante, lo cual indica que el extracto funciona como secretagogo, es decir, que

presenta la capacidad de inducir la secrecion de esta hormona por la célula B pancreatica.
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De igual manera, en un reciente estudio farmacoldgico reciente de Andrade-Cetto y
colaboradores (2021), se evalud el efecto hipoglucemiante del extracto de C. urticifolia a dosis
tradicional sobre la inhibicion en la absorcion de glucosa intestinal y sobre la inhibicion de la
gluconeogénesis hepética, mediante pruebas in vivo e in vitro. Los resultados demostraron que el
extracto acuoso de C. urticifolia, a una dosis de 41 mg/kg, tiene la capacidad de inhibir la
produccidn de glucosa hepatica, especificamente inhibiendo en un 90% la actividad de la enzima
G6Pasa; por otro lado, en menor medida, se encontrd que el extracto tiene la capacidad de inhibir
la absorcion de glucosa al disminuir la actividad de las enzimas a-glucosidasas en un 20%.
Finalmente, se concluye que estos mecanismos, atribuidos a la actividad hipoglucemiante del
extracto, estan dados por la accion del acido clorogénico y la rutina, metabolitos encontrados a

través de cromatografia en capa fina.



Justificacion

La DMT2 es una enfermedad de gran relevancia a nivel mundial que genera grandes costos y
complicaciones graves en las personas que la padecen. Es por ello, que la busqueda de nuevos
farmacos es de suma importancia. Nuestro pais cuenta con una gran riqueza de plantas asociadas

con efectos hipoglucémicos, sin embargo, en su mayoria no cuentan con respaldo cientifico.

C. urticifolia es una planta medicinal utilizada para tratar la DMT2 en diferentes estados
de la Republica Mexicana; sin embargo, en relacién con su actividad hipoglucemiante, se
requieren mas estudios para describir los posibles mecanismos asociados a dicha actividad, asi
como la mejoria en el perfil glucémico y lipidico, y los posibles efectos adversos que se

presenten a largo plazo.

En el laboratorio de Etnofarmacologia, el extracto acuoso de C. urticifolia a dosis
tradicional mostrd tener un efecto hipoglucemiante agudo; sin embargo, no se tiene evidencia de
su actividad hipoglucemiante a largo plazo, es decir de forma cronica, sobre los principales
pardametros metabolicos (glucosa plasmatica, triglicéridos y HbAlc) afectados por la
hiperglucemia crénica en la DMT2. De corroborar su efecto terapéutico y su seguridad a largo
plazo, C. urticifolia podria considerarse en un futuro para la elaboracion de algun

fitomedicamento que coadyuve en el tratamiento para personas que padecen DMT?2.



Objetivos

a) Objetivos general
e Evaluar el efecto hipoglucemiante cronico del extracto acuoso de C. urticifolia.

a) Objetivos particulares

e Evaluar el efecto del extracto acuoso de C. Urticifolia a lo largo de 42 dias en ratas STZ-NA
sobre los niveles de glucosa plasmatica, el porcentaje de HbAlc y los niveles de triglicéridos
plasmaticos.



Hipotesis

e El extracto acuoso de C. urticifolia tendra un efecto crénico reductor sobre la hiperglucemia,

la hipertrigliceridemia y el porcentaje HbAlc en ratas STZ-NA a lo largo de 42 dias.



Metodologia

1. Colecta de C. urticifolia

La colecta de C. urticifolia se llevd a cabo en el mes de junio de 2019, a orillas de la carretera
Hidalgo Otongo-Santa Ana de Allende cerca de la comunidad de Tamala (Figura 13). Las
coordenadas del lugar donde se llevé a la cabo la colecta fueron:

Latitud:21° 0’ 34” N Longitud: 98° 47" 57” O

Fotografias tomadas por Espinoza-Hernandez, F. A.



2. Preparacion y calculo de dosis del extracto acuoso de C.
urticifolia

Para la elaboracion del extracto se procedio a moler la parte aérea de la planta seca en un molino
eléctrico. Posteriormente, se pesaron 20 g de la planta (lo que equivale a un pufio de planta
utilizada para preparar la infusion por los pacientes diabéticos) y se agregaron a 500 ml de agua
destilada en estado de ebullicion. Esta mezcla se mantuvo sobre una plancha de agitacion durante
15 minutos. Una vez transcurrido este tiempo, se dejo enfriar. A continuacion, el extracto se
filtré en un embudo Bichner, con ayuda de un papel filtro y polvo de diatomeas, y una bomba de
vacio. Inmediatamente después, el filtrado se congel6 y se liofilizd, obteniéndose 2.551 g de
extracto seco (Figura 14). Para realizar el presente estudio, se utilizé la dosis calculada por
Andrade-Cetto y colaboradores (2021) de 41 mg/kg de peso corporal, la cual considera el
rendimiento de extracto vegetal de 20 g de planta que es aproximadamente consumido por una

persona de 70 kg en forma de té como agua de uso durante el dia.

-
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.

Figura 14. Proceso de elaboracion del extracto de C. urticifolia.
Fotografias tomadas por Gonzéalez-Diaz, A.E.



3. Animales experimentales

Se utilizaron 24 ratas macho y hembra de la cepa Wistar de dos meses de edad, las cuales fueron
proporcionadas por el bioterio de la Facultad de Ciencias, UNAM. Los animales se mantuvieron
en condiciones de 12h/12h de luz/oscuridad, a una temperatura de 25 °C y agua/alimento ad
libitum.

El protocolo de investigacion de este proyecto fue evaluado y aceptado por la Comisién
de Etica Académica y Responsabilidad Cientifica (CEARC) de la Facultad de Ciencias, UNAM
con el nimero de folio T_2019_09_006. Asimismo, se trabajé conforme a la NOM-062-ZO0O-
1999, que sefala las especificaciones técnicas para la produccién, cuidado y uso de los animales

de laboratorio en México.

a) Induccion del modelo STZ-NA

La induccion de hiperglucemia se llevé a cabo de acuerdo con el protocolo propuesto por
Masiello y colaboradores (1998). Las ratas se dejaron en ayuno de 12 horas previo a la
induccion. Una vez transcurrido este lapso, se les inyectd via intraperitoneal (i.p.) NA a una
dosis de 150 mg/kg p.c., quince minutos después se les inyectd STZ a una dosis de 65 mg/kg p.c.
via intravenosa (i.v.). Previamente, la STZ se disolvio en buffer de acetatos 0.1M con un pH de
4.5y la NA en solucion fisioldgica. Finalmente, se monitorearon los niveles de glucosa por dos

semanas Yy se seleccionaron las ratas que mantuvieron niveles de glucosa > 300 mg/dl.



b) Administracion de los tratamientos a los grupos experimentales

Los animales se dividieron en 4 grupos experimentales con una n=6 cada uno, a los cuales se les

administraron diariamente por via oral los tratamientos indicados en la Tabla 3 durante 42 dias.

Tabla 3. Grupos experimentales y dosis diarias de administracion de tratamientos.

I N

Control normoglucémico (N) Solucién fisioldgica -
Control hiperglucémico (H) Solucién fisioldgica .
Control hiperglucémico + Farmaco Metformina/Glibenclamida 500 mg/kg /

(HF) 5 mg/kg
Control hiperglucémico + Extracto | Extracto acuoso de C. urticifolia 41 mg/kg
de C. urticifolia (HE)

N, control normoglucémico; H, control hiperglucémico; HF, control
hiperglucémico+metformina/glibenclamida; HE, Control hiperglucémico + Extracto de C. urticifolia. Los
animales de los grupos Ny el H fueron administrados con 1.5 ml de solucion fisioldgica. Los del grupo
HF fue administrado con el farmaco combinado metformina/glibenclamida de la marca Aurax®.

¢) Evaluacion de niveles de glucosa, triglicéridos y porcentaje de
HbA1c

Para la medicion de los parametros, se realizé un pequefio corte en la punta de la cola de la rata
para extraer sangre de la vena caudal. La glucosa plasmatica se midio utilizando glucometros y
tiras reactivas de la marca Accu Chek® Active. Por otro lado, para la medicion de triglicéridos,
se utilizaron tiras y un glucémetro de la marca Accutrend® Plus, mientras que, para la HbAlc, se
utilizaron cartuchos de la marca DCA™ Systems. En la Figura 15 se muestra el disefio

experimental para la medicion de los pardmetros.
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Figura 15. Cronograma de evaluacion de parametros durante los 42 dias del experimento.
GLU: glucosa; TG, triglicéridos; HbAlc: hemoglobina glicada.

HbAlc HbAlc

d) Analisis estadistico

Los datos fueron presentados como medias + error estandar de la media (EEM). Para realizar la
comparacion entre grupos se realizaron pruebas de ANOVA de un factor, seguidas de pruebas
post-hoc de Tukey, tomando un valor de significancia de p<0.05, mientras que para la
comparacion de valores a los diferentes tiempos vs. el tiempo basal se realizaron pruebas de
ANOVA de un factor, seguidas de pruebas post-hoc de Dunnett, con un valor de significancia de
p<0.05. De igual forma, se realizaron analisis del area bajo la curva (AUC) de la glucosa
plasmaética y de los triglicéridos. Para realizar las pruebas estadisticas y las graficas se utilizo el

programa GraphPad Prism 9.0.2.



Resultados

1. Glucosa plasmatica

En la Tabla 4 se observa el comportamiento de los niveles de glucosa en los cuatro grupos de
experimentacion a lo largo de los 42 dias del estudio. Al comparar el dia 0 con los otros valores
dentro de cada grupo, no se encontraron diferencias significativas en los grupos N, HF y HE.
Unicamente el H presento diferencias significativas con su dia 0 a partir del dia 21 hasta el 42.
Por otro lado, el H presento diferencias significativas vs N en todos los tiempos, representando el
mayor aumento en los niveles de glucosa de los cuatro grupos. Este comportamiento en el
aumento de glucosa plasmatica se observa de mejor manera en la Grafica 1, el cual puede
atribuirse a la glucotoxicidad promovida por la destruccion parcial de las células  pancreaticas a

causa de la STZ, y que va empeorando en el transcurso del tiempo.

Tabla 4. Valores promedio de glucosa plasmatica.

Grupos Dias de tratamiento

(n=6) 0 7 14 21 28 35 42

N 117+3 11145 11143 113+4 108+3 107+2 10045
H 3711242 440+28?2 420+£332  444+23*2 469+25*%  485+29*2  506+23*?
HF 343+18 287+27° 241+51° 271+56° 266+48° 256+55P 255+57P
HE 343+22 321+44° 320+56 314460 348+43 321+58 348+68

Medias (mg/dl £ EEM). * indica diferencia significativa respecto a su TO p<0.05; a diferencia
significativa vs N p<0.05; b diferencia significativa respecto H p<0.05. N, normoglucémico; H,
hiperglucémico; HF hiperglucémico+metformina/glibenclamida; HE hiperglucémico+extracto de C.
urticifolia.



El grupo HF present6 diferencias significativas vs H desde el dia 7 hasta el 42. La
disminucion de los niveles de glucosa plasmatica en este grupo experimental respecto al H se
puede observar de forma mas clara en la Gréfica 1, y se asocia a la accién hipoglucemiante de
los farmacos metformina y glibenclamida. Por otro lado, aunque el grupo HE sdlo presentd
diferencias significativas vs H en el dia 7, se pudo observar una reduccion de alrededor de 158

mg/dl en la glucemia respecto a H para el dia 42, lo que se traduce en una disminucion del 31%.

600 -
-~ N
s H
& HF
+ HE

Glucosa plasmatica (mg/dl)

0 7 14 21 28 35 42
Tiempo (dias)

Gréfica 1. Valores promedio de glucosa plasmatica.

Medias (mg/dl £ EEM). * indica diferencia significativa respecto a su TO p<0.05; a diferencia
significativa vs N p<0.05; b diferencia significativa respecto H p<0.05. N, normoglucémico; H,
hiperglucémico; HF, hiperglucémico+metformina/glibenclamida; HE, hiperglucémico+extracto de C.
urticifolia.



Por otra parte, al integrar las areas de la glucosa plasmaética a lo largo de los 42 dias, se
observo que el extracto de C. urticifolia fue capaz de disminuir los niveles de glucosa total en un

27% respecto al grupo H, aunque no de manera significativa (Gréfica 2).
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Graéfica 2. AUC de glucosa plasmatica.

Se muestra el AUC de los valores promedio de glucosa plasmética (mg/dl + EEM). a indica diferencia
significativa vs N p<0.05 y b indica diferencia significativa respecto H p<0.05. N, normoglucémico; H,
hiperglucémico; HF, hiperglucémico+metformina/glibenclamida; HE, hiperglucémico+extracto de C.
urticifolia.



2. Hemoglobina glicada (HbA1c)

En la Tabla 5 se muestra, por un lado, que el grupo N mantuvo sus valores de HbALc sin
cambios y por debajo de los grupos hiperglucémicos a lo largo de todo el experimento, mientras
que en el grupo H, este pardmetro se incrementd desde el dia 21, presentando diferencias

significativas respecto al dia 0 en el dia 21 y en el 42.

Tabla 5. Valores promedio de HbAlc.

(n=6) 0 21 42
N 3.40.05 3.30.1 3.6£0.08
H 4.420.2° 7.540.5%2 9.620.8*2
HF 5+0.2 5.7+0.4° 5.6+0.5
HE 45+0.3 6.1+0.5% 6.5£0.6*"

Medias (% + EEM). * indica diferencia significativa respecto a su TO p<0.05; a diferencia significativa vs
N p<0.05; b diferencia significativa respecto H p<0.05. N, normoglucémico; H, hiperglucémico; HF,
hiperglucémico+metformina/glibenclamida; HE, hiperglucémico+extracto de C. urticifolia.

Los niveles de HbAlc del grupo H fueron los mas elevados de los tres grupos
hiperglucémicos y este comportamiento, que se puede observar mejor en la Grafica 3, se le
puede atribuir a la falla en la secrecion de insulina por parte de la célula B pancreatica a causa de
la accion citotoxica de la STZ. En el caso del HF, se presentaron diferencias significativas vs el
H en los dias 21 y 42, por lo que la combinacién de farmacos evitd el incremento de este

parametro.

En relacion al tratamiento con extracto, aunque el grupo HE tendio a evitar el aumento de
HbA1c a lo largo del experimento, se obtuvieron diferencias significativas contra el dia 0 en dia
21 y 42. No obstante, al finalizar el estudio los niveles de HbAlc en HE fueron méas bajos

respecto al H al presentar diferencias significativas vs H en el dia 42. Al finalizar los 42 dias de
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tratamiento, el extracto de C. urticifolia fue capaz de evitar el aumento de HbAlc en

aproximadamente un 3% respecto al grupo H.
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Gréfica 3. Valores promedio de HbAlc.

Medias (% + EEM). * indica diferencia significativa respecto a su TO p<0.05; a diferencia significativa vs
N p<0.05; b diferencia significativa respecto H p<0.05. N, normoglucémico; H, hiperglucémico; HF,
hiperglucémico+metformina/glibenclamida; HE, hiperglucémico+extracto de C. urticifolia.



3. Triglicéridos

En relacién a los andlisis estadisticos con los valores promedio de triglicéridos, Unicamente se

encontraron diferencias significativas entre el N vs el H en el dia 42. En la Tabla 6 se aprecia

que el grupo N present6 un ligero aumento hacia el dia 42. En el caso del grupo H se observa que

la induccion de STZ-NA incrementé los niveles de triglicéridos, los cuales se mantuvieron

elevados a lo largo de todo el experimento.

Tabla 6. Valores promedio de triglicéridos.

Grupo Dias de tratamiento

(n=6) 0 14 28

N 113410 102+9 11749
100% 92% 106%

H 149+23 170+35 167+21
100% 115% 108%

HF 153+19 130+7 14749
100% 94% 107%

HE 155436 188+13 200+31
100% 151% 168%

Medias (mg/dl + EEM). a indica diferencia significativa vs N p<0.05.

42

128+11
121%
200+25%
140%
14149

99%
208+20
177%

N, normoglucémico; H,

hiperglucémico; HF, hiperglucémico+metformina/glibenclamida; HE, hiperglucémico+extracto de C.

urticifolia.



En la gréafica 4 se observa que la administracion de los farmacos en el grupo HF tendi6 a
mantener estos niveles por debajo de los presentados por el grupo H, mientras que el extracto de
C. urticifolia no afect6 el comportamiento de este pardmetro.
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Graéfica 4. Valores promedio de triglicéridos

Medias (mg/dl £ EEM). a indica diferencia significativa vs N (p<0.05). N, control normoglucémico; H,

control  hiperglucémico; HF, control hiperglucémico+metformina/glibenclamida; HE, control
hiperglucémico+extracto de C. urticifolia.



En la grafica 5 se puede observar que debido a la gran dispersién de los datos, al integrar
las areas de los niveles de triglicéridos, solo el grupo H presenté un aumento en los niveles de
triglicéridos vs el N, respecto a los demds grupos ningun tratamiento tuvo un efecto evidente

sobre este parametro lipidico.
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Grafica 5. AUC de triglicéridos.

Se muestra el AUC de los valores promedio de triglicéridos (mg/dl £+ EEM). a indica diferencia
significativa VS N p<0.05. N, normoglucémico; H, hiperglucémico; HF,
hiperglucémico+metformina/glibenclamida; HE, hiperglucémico+extracto de C. urticifolia.



Discusion

Desde tiempos remotos, un gran numero de especies de plantas medicinales han mostrado un
grado variable de actividades hipoglucémicas y antihiperglucémicas (Colimba-Almeida, 2017).
Por lo que, desde hace afios, cientificos investigan la fitoquimica de estas plantas para descubrir
sus principios activos, asi como los posibles procesos metabdlicos en los que estan involucrados
(Maldonado et al., 2020). En México, los reportes indican la existencia de literatura cientifica
que avala el uso de plantas hipoglucémicas, extractos 0 compuestos activos en contra de la DM
(Esquivel-Gutiérrez et al., 2012). A la fecha, de las mas de 300 plantas con accién
hipoglucemiante, se han aislado alrededor de 150 compuestos con dicha actividad, de los
estudios realizados con estas plantas a nivel experimental, el 90% estan enfocados Unicamente a
efectos agudos, mientras que en menos del 10% se han realizado estudios dirigidos a la
determinacion de su actividad bioldgica a largo plazo (crénica). Asimismo, estudios a nivel
toxicoldgico y clinico solo se ha evaluado en un 10% (Rivero-Sanchez, 2011). En este contexto,
se requieren de estudios cientificos en modelos animales de DM que evallen la eficacia y
seguridad cronica de los principios activos de extractos hipoglucemiantes, dado que de esta
manera nos brindardn una idea acerca del comportamiento metabdlico a largo plazo de las

personas diabéticas que se tratan con extractos herbolarios.

La DM es una enfermedad cronica en la que, ademas de la hiperglucemia, coexisten
alteraciones en el metabolismo de lipidos y proteinas (Rojas de P. et al., 2012). Por ello, en un
paciente diabético llevar el seguimiento de su control metabdlico es de vital importancia. Esto se
realiza mediante la valoracion de distintos parametros: el control glucémico, mediante la
determinacion de la HbAlc, el control del perfil lipidico, asi como revisiones a nivel renal y
hepéatico. Hoy en dia, la evaluacién de la HbAlc constituye el mejor pardmetro de control
glucémico ya que se correlaciona con la aparicion de complicaciones microvasculares y
macrovasculares a largo plazo asociadas a la DM (Lopez-Simarro et al., 2010). Asimismo, se
considera el criterio estandar para la valoracion del control metabolico en los pacientes con DM
(GOmez-Riveros et al., 2021).



La AAD propone un valor de HbAlc menor al 6.5% para el control de los pacientes
diabéticos. Asimismo, mantiene como la meta en el tratamiento del paciente diabético un nivel
de HbAlc <7%, con lo cual se logra reducir significativamente las complicaciones
microvasculares y neuropaticas relacionadas con la DM (Campuzano & Latorre, 2010). No
obstante, el objetivo de mantener hasta un 7% de HbAlc puede ser menos estricto en pacientes

con complicaciones vasculares muy evolucionadas (Barquilla-Garcia et al., 2010).

Con base a los resultados de glucosa plasmatica obtenidos en la presente investigacion,
el control N present6 diferencias significativas en los valores de glucosa sanguinea vs el grupo H
a lo largo de los 42 dias. La elevada hiperglucemia cronica nos indica que la induccion del
modelo STZ-NA en el grupo H se logr6 de manera efectiva debido al déficit de insulina
ocasionado por la accién citotoxica de la STZ sobre las células B pancreéticas. Asimismo, se
observé un incremento significativo en la hiperglucemia respecto a su tiempo basal a partir del
dia 21 hasta el 42, lo que indicaria una progresion en el empeoramiento del estado
hiperglucémico. A consecuencia de la hiperglucemia sostenida en el grupo H, se produjo un
estado de glucotoxicidad, por lo que los niveles altos de glucosa plasmatica mantenidos durante
todo el experimento inhibieron la produccion y accién periférica de la insulina, lo que favorece la

apoptosis de las células  pancreaticas (NOM-015, 2010).

La toxicidad de la glucosa es una entidad bien establecida que se ha demostrado en
modelos animales de diabetes que contribuye al desarrollo de RIy al deterioro de la secrecion de
insulina. Varios autores han estudiado de forma experimental el efecto deletéreo de la
hiperglucemia cronica sobre la funcion de la célula B pancreética. En un estudio en ratas de seis
semanas tratadas con STZ, se observd una destruccién parcial de los islotes pancreaticos, déficit
de la secrecion de insulina e hiperglucemias persistentes en ayunas y postprandiales, por lo que
se concluydo que la reduccion de la capacidad secretora por parte de las células B es
sustancialmente mayor que la que se podria atribuir exclusivamente a la destruccion de la masa 8
celular por parte de la STZ. Estos resultados sugieren que los niveles cronicamente elevados de
glucosa por si mismos pueden inducir un defecto funcional en la liberacion de insulina (Durruty
& Garcia, 2001). Cabe mencionar que, en pacientes con DMT2, la glucotoxicidad intensifica los
dafios estructurales y funcionales de las células B pancredticas y el resto de 6rganos sensibles a la
insulina (Torrades, 2005).
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En modelos experimentales de DMT2, los valores promedio de glucosa plasmatica
reportados por diversos autores van de 118.91 mg/dl a los 349.51 mg/dl, lo cual depende del
manejo nutricional y del estado fisiologico de los animales (Figueroa et al., 2013). Es preciso
sefialar que en la presente investigacion los niveles glucosa plasmatica en los grupos
hiperglucémicos (H, HF e HE) se asemejan a los de un paciente diabético no controlado (300
mg/dl) y, segln indica la AAD, a estos niveles de glucemia se recomienda la introduccion
temprana de insulina. Dichos niveles de glucosa son muy frecuentes en poblaciones rurales, en
las que desconocen que tienen DMT2, lo que ocasiona que la hiperglucemia empeore a tal grado
de ocasionar complicaciones graves. En comunidades rurales, la poblacion manifiesta que la
primera alternativa que tiene para atender sus problemas de salud es el tratamiento con plantas

medicinales, aunque si el problema persiste, recurren a atencion médica (Gallegos-Zurita, 2016).

El apego a la medicina tradicional va mas alld de que las plantas medicinales sean
recursos abundantes, accesibles y conocidos, ya que se enfoca en la dimension bioldgica del
proceso salud-enfermedad que atiende los pensamientos, sentimientos y comportamientos
relacionados con la salud, asi como la forma en que éstos influyen o, en algunos casos, son
determinados por la sociedad y la cultura (Herrera-Tapia et al., 2017). La medicina tradicional se
ha encargado de mantener la salud, prevenir y tratar enfermedades, en particular enfermedades
cronicas. De igual manera, para tratar sus padecimientos dentro de las comunidades podemos
encontrar una amplia gama de “especialistas” considerados terapeutas tradicionales, todos ellos,
ademas de utilizar la herbolaria, realizan ceremonias o rituales con un alto contenido de
simbolismos curativos. En general, los médicos tradicionales han sido un factor de identidad

cultural y un recurso curativo de amplio reconocimiento social (Jiménez-Silva, 2017).

No obstante, en nuestro pais los saberes de la medicina tradicional van mas alla del
arraigo socio-cultural, puesto que forman parte de una estrategia de sobrevivencia, sobre todo
entre los sectores que habitan en zonas rurales y/o que migran a las periferias urbanas, es decir,
en conjuntos de baja escolaridad, que han sido marginados en mayor o menor medida de la
modernidad y del proceso de globalizacion del mundo (Gonzélez-Chévez, 2017). Es evidente
que las condiciones de marginalidad y pobreza exponen a estos grupos a un espectro muy amplio
de riesgos para su salud, que no son identificados ni atendidos debido a su falta de acceso a los

servicios de salud (Reyes-Morales et al., 2009). En México, para las zonas rurales e indigenas,
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las plantas son el unico recurso al alcance de las personas, a falta de instituciones médicas y

recursos monetarios para la adquisicion de medicamentos (Sanchez-Aguirre et al., 2021).

En zonas urbanizadas, cuando la DM empieza a manifestarse, alrededor del 30 al 50% de
las personas desconocian su problema de salud. En contraste, en las zonas rurales esto ocurre
casi en un 100% de los casos. Ante tal panorama, en el escenario de la DM, la identificacion
temprana de factores de riesgo para desarrollarla, asi como su oportuna deteccion en aquellas
personas que ignoran su estado, permitira implementar nuevas estrategias preventivas para

disminuir la tasa de la enfermedad (Avila-Sansores et al., 2020).

Debido a las razones descritas anteriormente, las plantas medicinales son empleadas de
manera no regulada por muchas poblaciones, ya que consideran que, al ser productos naturales,
no producen efectos toxicos adversos en comparaciéon con los productos de sintesis, como son
los farmacos o medicamentos (S&nchez-Insfran et al., 2019). Mas adn, el uso tradicional
fundamental de plantas es en forma de coccidn de sus partes o enteras (mezcla de compuestos) y

no de sus principales componentes aislados y purificados (Garcia-Lujan et al., 2009).

En nuestro pais, una gran cantidad de plantas hipoglucemiantes no cuentan con datos
concluyentes acerca de su perfil de eficacia y seguridad a diferencia de los principios activos
utilizados actualmente en el tratamiento de pacientes con DMT2 (Gallego & Ferreira, 2015). Por
tal razon, los estudios que se desarrollan en modelos animales con un tratamiento herbolario,
destinados a conocer el potencial terapéutico de los principios activos presentes en los extractos
de las plantas, asi como determinar las posibles consecuencias tdxicas, son de vital importancia
(Victoria & Morén, 2010). En el caso de C. urticifolia en un estudio en donde se evalué la
toxicidad aguda del extracto acuoso se encontr6 una dosis letal media (DLso) > 5,000 mg/kg en
ratas Wistar, por lo que se concluyé una alta seguridad terapéutica para esta especie. Pese a ello,
se recomienda no descartar estudios futuros de toxicidad crénica y citotoxicidad para sustentar

las futuras investigaciones clinicas de esta especie (Torres-Rodriguez et al., 2016).

Por otro lado, respecto al grupo HF, no se presentaron diferencias significativas en los
valores de glucosa plasmatica de cada tiempo contra el dia 0. Sin embargo, si presentd una
significancia desde el dia 7 hasta el dia 42 vs H, lo que indica que los farmacos controlaron los

niveles de glucosa plasmatica. Si bien la combinacion de farmacos hipoglucemiantes no fue
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capaz de disminuir las altas concentraciones de glucosa, ésta si logro que los niveles de glucemia
se mantuvieran dentro de un rango a lo largo del experimento. Esto se debio al efecto en
conjunto de ambos farmacos: por un lado, la metformina actta sobre el higado reduciendo la
produccion de glucosa por medio de la disminucién de la gluconeogénesis y, por el otro, mejora
la funcion de la insulina secretada por la accion de la glibenclamida, promoviendo la captacién
periférica de glucosa y la inhibicion de la lipolisis, por ejemplo. De igual forma, la metformina
aumenta la produccion de GLP-1, un factor que incrementa la secrecion de insulina y potencia la
actividad de esta hormona al mejorar la sensibilizacion en tejidos periféricos como mdsculo

esquelético, tejido adiposo e higado (Rena et al., 2017).

En relacion a los niveles de glucosa del grupo HE, se observd que éstos se encontraron
por debajo de los presentados por el grupo H, mostrando una tendencia a parecerse a los valores
del grupo HF (Gréfica 1). Al finalizar el estudio, la glucemia en el grupo H aumentd en 135
mg/dl respecto a su tiempo inicial, mientras que HE, al no presentar diferencias significativas
respecto a su dia 0, indicaria que la administracion crénica del extracto evito el incremento de la
hiperglucemia. Asimismo, a pesar de que los datos en los niveles de glucosa del grupo HE
presentaron fluctuaciones y una alta dispersion a lo largo del tiempo, hubo diferencias
significativas en el dia 7 vs el H, y se pudo observar una reduccion aproximada de 158 mg/dl en
la glucemia del HE respecto al grupo H para el dia 42 (Tabla 4), es decir, el grupo HE presentd
una disminucion del 31% de glucosa, sugiriendo que incrementar el nimero de individuos podria
haber evidenciado mejor el efecto que present6 la administracion repetitiva del extracto a dosis

tradicional.

Al llevar a cabo el analisis del AUC de los niveles de glucosa plasmatica, Gnicamente se
encontraron diferencias significativas entre los grupos H y N, y el HF respecto al H. En el caso
del HE, a pesar de que no hubo significancia, el AUC de este grupo se asemeja al HF y se
encuentra por debajo del H, mostrando una tendencia a controlar la hiperglucemia a lo largo de
los 42 dias de experimentacion. Estos resultados obtenidos pueden ser asociados a dos aspectos:
el insuficiente tamario de la muestra y el gran dafio citotoxico ocasionado por la STZ que genero

una hiperglucemia dificil de controlar tanto para los farmacos como para el extracto.
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En la presente investigacion, la evaluacion de HbA1c se llevé a cabo debido a que una de
las consecuencias de la hiperglucemia cronica es la glicacion de proteinas. Este parametro nos
indica el tiempo que llevan estas proteinas expuestas a altas concentraciones de glucosa o al
estado glucémico del paciente (Aparicio & Duran, 2015). En diabéticos, la medicién de la
HbAlc es una de las pruebas que se sugieren para el monitoreo del correcto control de los
niveles de glucosa a través del tiempo, ya que es una reaccion que se da de forma espontanea en
un cierto porcentaje del total de esta proteina y es proporcional al tiempo de exposicion y
concentracion de glucosa sanguinea (Figueroa, et al., 2013).

En humanos, la HbAlc se forma continuamente durante los 120 dias del eritrocito, por lo
que su medicién refleja el promedio de glucosa durante los ultimos 3 meses. Ademas, mide el
cociente de las glucemias en ayunas y posprandial; cada cambio de 1% de HbAlc corresponde a
una variacion de 35 mg/dl de glucemia media (Pereira-Despaigne et al., 2015). Por su parte, en
ratas, la vida media del eritrocito va de los 45 a 50 dias (Bequer et al., 2016), por lo que, en este
estudio, se pudo observar el promedio de la HbAlc que presentaron los individuos a lo largo de
los 42 dias.

Los analisis estadisticos en relacién a la HbAlc corroboran que los niveles de glucosa
plasmatica en el grupo H se elevaron a lo largo del experimento. Al finalizar el estudio, los
animales de este grupo presentaron niveles cercanos al 9% de HbAlc. Aunado a esto, en estudios
epidemiolégicos, se ha observado que a partir de valores superiores al 8% aumentan las
complicaciones microvasculares y macrovasculares asociadas a la DMT2 (Maestre et al., 2011).
Cabe sefialar que las complicaciones macrovasculares constituyen la causa principal de
morbilidad y mortalidad en los pacientes con DM en todo el mundo (Isea et al., 2012) y esto se
debe a que aproximadamente el 68% de los casos de DM se diagnostican como consecuencia de
la manifestacion clinica de alguna de sus complicaciones cronicas (Delgado-Rospigliosi et al.,
2006). Por ello, la HbAlc es un instrumento efectivo y preciso para el diagnéstico precoz de la
DMT?2 y en consecuencia, iniciar estrategias de salud para disminuir la carga en salud asociada

con las complicaciones de esta enfermedad (Veldzquez-Maldonado, 2010).

Dichas estrategias deben enfocarse principalmente en la deteccion de los casos no

diagnosticados y la HbA1c es una buena herramienta para lograrlo, ya que es menos influenciada
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por el estrés agudo de la enfermedad. Asimismo, en la deteccidn de casos nuevos de DM, es de
gran utilidad en pacientes gravemente enfermos con hiperglucemia (Osuna et al., 2014). Sin
embargo, la importancia de la HbAlc como indicador del control metabdlico de glucosa no solo
radica en que se ha demostrado que su disminucidn se relaciona con una reduccion del riesgo de
complicaciones microvasculares sino que, ademas, es un buen predictor de complicaciones a
largo plazo, pues su cuantificacion es un indicador confiable que mide el estado de

hiperglucemia crdnica en forma mas eficaz que la glucosa plasmatica.

En un estudio realizado en una zona urbana y en una zona rural en Costa Rica, se observd
una pobre correlacién de la glucemia en ayunas y el porcentaje de HbAlc. En cifras inferiores a
126 mg/dl de glucemia en ayunas, el tratamiento no habia sido modificado debido a que se
asumid un buen control glucémico. Sin embargo, el 49% de los pacientes de la zona urbana y el
47.9% de la zona rural, que obtuvieron glucemias en ayunas <126 mg/dl, manejaron cifras de
Hb1Ac >8%, por lo que, si hubieran sido valorados sélo a la luz de la glucemia, no se hubiera
realizado un cambio e intensificacion de su tratamiento farmacoldgico posterior, persistiendo el
consecuente dafio de 6rganos blancos por las hiperglucemias no documentadas en los tres meses

anteriores a su intervencion farmacoldgica.

Adicionalmente, mientras que solo el 21.1% de la zona urbana y el 24.1% de la rural
estaban en rangos normales <6.5% de HbAlc, el 12.5% de los pacientes urbanos y el 19.1% de
los rurales con glucemias en ayunas en rangos ideales (<110 mg/dl), tenian HbAlc en rangos
considerados "criticos" (>9.5%). Dicho control glucémico, analizado segin el porcentaje de
HbAlc, no fue satisfactorio en ninguna de las zonas y no es aceptable para los criterios de la
AAD (HbAlc > 6.5%) (Laclé & Jiménez, 2004). Los resultados de este estudio demuestran la
importancia de cuantificar la HbAlc ademas de los valores de glucosa.

Respecto a nuestro pais, en un estudio realizado en zonas rurales y urbanas de siete
estados de la Republica Mexicana (Guerrero, Jalisco, Estado de México, Morelos, Oaxaca, San
Luis Potosi y Sonora) se encontrd que el valor promedio de pacientes diabéticos observado para
HbA1c fue de 9.02%. Ademas, el porcentaje de HbAlc de acuerdo al tiempo del diagnostico se
incremento de 8.4%, en el grupo de menos de un afio de diagnostico, a 9.2%, en el grupo de 10

afios 0 mas. En contraste, el valor de HbAlc vari6 de forma invertida con respecto a la edad: se
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observaron valores de 8.6% en personas menores de 40 afios, de 9.8% en personas de 51-55
afios, y de 8.4% en adultos mayores de 70 afios. Asimismo, al momento de la encuesta, solo el
30% de los participantes tenia concentraciones de HbAlc <7%, mientras que el 50% tenia

niveles por encima del 9.5%.

Cabe destacar, que pese a que el 85% de la poblacion estudiada contaba con tratamiento
farmacoldgico, esta variable no se asocio a un mejor control glucémico. Esto se debe a que el uso
de medicamentos solo esta justificado cuando el paciente no se controla con dieta y ejercicio y a
que los pacientes no acuden al médico sino hasta que empiezan a presentar las complicaciones
que resultan de un descontrol metabdlico. Mas aun, los pacientes que requieren de medicamentos
tienen un tiempo de evolucién de la enfermedad mas largo que aquellos que no los toman. Lo
anterior resulta alarmante e indica que es urgente revisar a detalle el modelo de atencién del
sector salud y la calidad del mismo (Hernandez-Romieu et al., 2011), no solo en nuestro pais,

sino también en otras regiones de Latinoamérica.

En otro estudio se comprobd que la HbAlc disminuyd 2.2% en pacientes diabéticos
tratados con metformina/glibenclamida, obteniéndose valores de HbAlc <7% (Goday-Arno et
al., 2001). En concordancia con estos resultados, en la presente investigacion, el grupo HF no
presentd diferencias significativas respecto al dia 0, sin embargo si presentd significancia
respecto al H, por lo que se puede afirmar que el farmaco evitdé que los niveles de HbAlc se

incrementaran a lo largo del experimento.

En cuanto al grupo tratado con el extracto de C. urticifolia, los resultados indicaron que
hubo un aumento significativo en el porcentaje de HbAlc vs dia 0 a partir del dia 21; sin
embargo, se observo que la administracion cronica de esta planta disminuyd significativamente
la HbAlc respecto al grupo H en el dia 42, pues, por un lado el grupo HE present6 niveles de
HbAlc de 6.5%, mientras que el grupo H niveles de 9.6 %, lo que significa que el grupo H
aumentd 3% mas respecto al HE (Tabla 5). Esto fue de gran beneficio, ya que sélo la
administracion de C. urticifolia, a dosis tradicional, mantuvo la hiperglucemia por debajo de
niveles que pueden llevar a un riesgo muy elevado para desarrollar alguna posible complicacion
asociada a la DMT2 (Gonzélez-Pedraza et al., 2015).
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En la grafica 3, se observo que los niveles de HbAlc del grupo HE se encontraron por
debajo del H. EIl control ejercido por el extracto acuoso se podria relacionar a los efectos
positivos que se han reportado de los compuestos que se han identificado en él. Se ha
demostrado que los agentes con poder antioxidante o captador de radicales libres como son el
acido clorogénico y la rutina, un glucoésido flavonoide, son capaces de inhibir las reacciones
oxidativas asociadas con la glicacion (Elgawish et al., 1996). Por lo cual, estos compuestos
presentes en este tipo de extracto, podrian ser los responsables de evitar una mayor glicacion de
esta proteina al estar involucrados en diversos mecanismos que repercuten en el metabolismo de

la glucosa.

Diversos estudios describen los posibles mecanismos involucrados del acido clorogénico
sobre el metabolismo de la glucosa. Rodriguez de Sotillo & Hadley (2002) estudiaron el efecto
de este compuesto en ratas Zucker y observaron una notoria disminucion de la glucosa
plasmatica, asi como un aumento en la insulina plasmatica. Zheng et al. (2007) informé que este
compuesto inhibe las actividades de la a-amilasa y la a-glucosidasa, enzimas involucradas en la
digestion de los carbohidratos, reduciendo la concentracion de glucosa en sangre postprandial.
Tunnicliffe et al. (2011) investigo la respuesta de GIP en ratas Sprague-Dawley y demostré que
el tratamiento con acido clorogénico resulto en efectos beneficiosos sobre los niveles de glucosa
plasmatica debido a alteraciones observadas en las concentraciones de GIP. Prabhakar & Doble
(2009) revelaron que estimuld el transporte de glucosa a través del aumento expresion de
GLUT4 y transcrito de PPAR-a. Ong et al. (2012) encontraron que el acido clorogénico estimula
el transporte de glucosa en el muasculo esquelético a través de la activacion de AMPK.
Posteriormente, comprobaron que la administracion cronica de este compuesto inhibié la
expresion y la actividad de la G6Pasa hepatica, atenu6 la esteatosis hepatica, mejoro los perfiles
de lipidos, asi como la captacion de glucosa por el musculo esquelético, lo que a su vez mejoré el
nivel de glucosa en ayunas, la tolerancia a la glucosa, la sensibilidad a la insulina y dislipidemia
en ratones Lepr db/db, los cuales se caracterizan por la ausencia del receptor de leptina y por lo
tanto desarrollan obesidad y secundariamente DMT2, por lo que concluyeron que el &cido
clorogénico puede mejorar el metabolismo de la glucosa y los lipidos a través de la activacion de
AMPK.
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Por otra parte, Arion et al. (1997) revelaron que el acido clorogénico puede inhibir
selectivamente la G6Pasa hepatica, una enzima involucrada en la gluconeogénesis. Aragao et al.
(2010) identificé que este compuesto actia como un inhibidor especifico del componente
translocasa de glucosa-6-fosfato (translocasa G1-6-P) en microsomas de higado de rata. Wang et
al. (2012) investigaron los efectos del acido clorogénico en la G6Pasa hepatica, la expresion de
GLUT4 en masculo esquelético, la glucosa en sangre y los niveles de lipidos en ratas inducidas
por STZ y encontraron que este compuesto disminuyé la glucosa en sangre, triglicéridos, el
colesterol total, la expresion de G6Pasa y mejord la sensibilidad a la insulina, asi como la

regulacion a la alza de los niveles de ARNm de GLUT 4.

En un estudio cronico en ratas STZ-NA, donde se evalud la actividad del acido
clorogénico por 45 dias, se observo una mejoria en la arquitectura de los islotes pancreéaticos en
las ratas, esto se asociO a la gran capacidad de este compuesto para aliviar el estrés oxidativo
inducido por la STZ. Ademas, hubo una disminucion en la glucosa plasmatica y los niveles de
HbAlc, un aumento en los niveles de insulina y de compuestos antioxidantes, asi como una
disminucion en la peroxidacion lipidica. Con base en estos resultados, se propuso que el acido
clorogénico actu6 como un sensibilizador de insulina sobre las células pancreéticas. De igual
forma, la disminucidn en el nivel de glucosa plasmatica se asocié a su capacidad para inhibir la
gluconeogénesis hepatica, especificamente al inhibir a la enzima G6Pasa (Krishnamoorthy et al.,
2010).

Por otra parte, en relacién a la rutina, se ha demostrado que, al igual que el acido
clorogénico, reduce la absorcién de glucosa en el intestino delgado de ratas mediante la
inhibicion de las a-glucosidasas y la a-amilasa (S. Jo et al., 2009). En islotes pancreaticos de
ratas inducidas STZ-NA, se demostr6 que la rutina aumento significativamente la secrecion de
insulina (Esmaeili et al., 2009). También, estimul¢ el transporte de glucosa al musculo mediante
la activacion de la sintesis y translocacion del transportador GLUT4. Concluyendo que la via de
la fosfatidilinositol-3-cinasa (PI3K)/AKT vy la via de las cinasas activadas por mitégenos (MAP
cinasas) estan involucradas en la transduccion intracelular de la rutina, lo que lleva a un efecto
estimulante sobre la captacion de glucosa en los tejidos periféricos (Kappel et al., 2013). De
igual forma, en otro estudio, la rutina control6 la glucemia a través de la mejora de la actividad

del receptor de insulina, lo que ayudd a promover la via de sefializacion de esta hormona, la
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PI3K, que provocod una mayor translocacion de GLUT4 y una mayor captacion de glucosa (Hsu
et al., 2014). En ratas diabéticas, se demostrd que el tratamiento con rutina disminuyod la
actividad de la G6Pasa en higado y rifidn ademas de reducir la actividad de la F1,6Pasa, otra
enzima gluconeogénica principal, en higado, rifidn y musculo. De igual manera, en todos estos
tejidos, la rutina aumento la actividad de la hexocinasa, una enzima que participa en la via de la

glucdlisis (Stanley & Kamalakkannan, 2006).

En un estudio cronico en ratas STZ-NA, la administracion de rutina por 30 dias aumento
la tolerancia a la glucosa, la cantidad de insulina sérica y el glucdgeno hepético, disminuyd la
glucosa plasmatica en ayuno y los niveles de HbAlc, asi como los niveles de triglicéridos y el
dafio pancreatico. Con base en estos resultados, se concluyd que la rutina actda a través de varios
mecanismos antihiperglucemiantes. Al ser un compuesto capaz de eliminar los radicales libres e
inhibir la peroxidacion de lipidos, evito el estrés oxidativo inducido por la STZ sobre las células
B, promoviendo la regeneracion de los islotes pancredticos y, consecuentemente, una mayor
secrecion de insulina. A nivel hepatico hubo una disminucion en la gluconeogénesis al demostrar
que la rutina redujo las actividades de la G6Pasa, una enzima que cataliza la reaccion final de

este proceso Yy, por lo tanto, un factor clave en la regulacién de la glucemia (Motta et al., 2002).

En tejido adiposo y muscular se observo un incremento en la captacion de glucosa
periférica, debido a una mayor expresion de GLUT4, por lo que se concluy6 que la rutina puede
mejorar alguna parte de la via de sefializacion de la insulina. De igual manera, en tejido adiposo,
se observo una mejor expresion de PPARy y una disminucion en la expresion de resistina, una
hormona que promueve la RI y disminuye el transporte de glucosa en este tejido. Estudios
recientes han informado que tanto la expresion de resistina como sus concentraciones séricas se
encuentran aumentadas en individuos obesos y con DMT2 (Sanchez-Mufioz et al., 2005), por lo
que la administracion de rutina promovio el aumento de los receptores PPARYy, la captacion y
oxidacion de AGL, mejorando la sensibilidad a la insulina al regular hormonas, citocinas y
proteinas de los adipocitos que estan involucradas en la RI. Por otra parte, logro reducir la
absorcion de glucosa intestinal, lo que puede estar asociado a la inhibicion de las a-glucosidasas
(Ahmed et al., 2010).

Igualmente, en otro estudio donde se evalu6 la actividad de la rutina en un modelo STZ-

NA, se observo que las ratas administradas con rutina por 14 dias presentaron una disminucion
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de glucosa plasmatica en ayunas, triglicéridos y colesterol total, asi como un aumento en la
tolerancia a la glucosa. Se concluyd que la rutina promueve el aumento en la captacion de
glucosa, sugiriendo que el posible mecanismo de accion podria ser mejorar la utilizacion de
glucosa periférica, ya sea mediante la estimulacion directa de la captacion de glucosa o la

secrecion de insulina (Jadhav & Puchchakayala, 2012).

Con base en los estudios mencionados anteriormente, podemos concluir que el efecto
hipoglucemiante cronico de C. urticifolia en la presente investigacion puede implicar alguno de
los siguientes mecanismos: secrecién de insulina, captacion de glucosa en tejido muscular e
inhibicion de la gluconeogénesis hepética. En relacion al mecanismo de secrecion de insulina, a
pesar de que diversos autores reportan que esta especie lo promueve, en un estudio reciente
realizado por el laboratorio de Etnofarmacologia en donde se evalud el efecto del extracto acuoso
de C. urticifolia sobre la concentracion plasmatica de insulina en ratas normoglucémicas a una
dosis de 710 mg/kg, se observo una disminucién significativa de los niveles de glucosa e insulina
plasmatica a lo largo del tiempo, por lo que se concluyd que el efecto hipoglucemiante
observado, pudo deberse a que el acido clorogénico, compuesto presente en este tipo de extracto,
actu6 como un posible sensibilizador de la insulina en los tejidos periféricos (datos no
publicados).

No obstante, no hay que descartar estudios futuros para identificar, de manera mas
precisa, los mecanismos por los que actlan en conjunto los principios activos presentes en esta

especie.

Es importante mencionar que el efecto de un extracto sobre cualquier parametro
metabolico evaluado no lograra niveles similares a los del farmaco puesto que éste contiene el
principio activo puro a una dosis estandarizada con el fin de tratar algun aspecto fisiopatoldgico
especifico de la enfermedad. Por su parte, un extracto herbario contiene un amplio abanico de
principios activos que actlan sinérgicamente en diversos procesos metabdlicos (Pallardo-
Fernandez, 2016). Asimismo, durante su elaboracion, se utilizan medios fisicos como
calentamientos que pueden alterar la actividad farmacoldgica de los constituyentes organicos y

pueden verse afectados en su concentracion dependiendo de factores ambientales de cultivo o

| 64



localizacion, caracteristicas del suelo, humedad, temperatura ambiente, altitud, etc. asi como de

la parte utilizada (hojas, tallos, flores, raices, semillas) (Tres, 2006).

Otro punto importante a discutir es que la DM afecta el metabolismo de los lipidos, un
evento fisiopatoldégico denominado como dislipidemia diabética, siendo el aumento de
triglicéridos, una de sus principales anomalias en las lipoproteinas (Athyros, et al., 2018), entre
otras. El incremento de los niveles de triglicéridos es consecuencia del aumento de la lipogénesis
hepética y del metabolismo de los &cidos grasos en el tejido adiposo en respuesta a los niveles
elevados de glucosa en sangre y la Rl en la DMT2 (Eid et al., 2019). Por estas razones, se

evaluaron los niveles de triglicéridos en la presente investigacion.

Al llevar a cabo los analisis estadisticos correspondientes a este parametro, Unicamente se
encontraron diferencias significativas al comparar el N vs el H en el T42 (Tabla 6) lo que nos
indica que el modelo STZ-NA incremento los triglicéridos al finalizar el estudio. En los deméas
grupos experimentales no se observaron diferencias significativas, debido a la gran variacion de
los datos que aqui se presentan. A pesar de ello, se pudo observar que en el caso del grupo HE
los triglicéridos aumentaron (Gréfica 4). Especificamente, en el grupo tratado con el extracto de
C. urticifolia los niveles se mantuvieron elevados a lo largo del experimento, con un notable
aumento hacia el T42. Se considera que el criterio méas reciente para el incremento de
triglicéridos es que existe un fallo en la supresion de la lipélisis que fisiolégicamente se deberia

producir por actividad de la insulina (Costa & Spinedi, 2017).

En un estudio, donde se evalud la disfuncién adipocitica en ratas STZ-NA, se demostro
que la accidn inhibitoria de la insulina sobre la lipdlisis estuvo deteriorada, por lo que se observo
una disminucién en la lipogénesis y un aumento en la lipdlisis, asi como bajos niveles de
adiponectina, una hormona secretada por los adipocitos que regula el metabolismo energético, ya
que estimula la oxidacion de AGL, reduce los triglicéridos plasmaticos y mejora el metabolismo

de la glucosa mediante un aumento de la sensibilidad a la insulina (Palomer et al., 2005).

En dicho estudio, también se observaron niveles bajos de leptina, una hormona que
promueve la reduccion de la ingesta energética por medio de la sefial de saciedad en el cerebro
(Rosado et al., 2006) A nivel fisioldgico, la leptina, al igual que la adiponectina, induce un efecto

sensibilizador de insulina, al promover la oxidacién de AGL (Sanchez-Mufioz et al. 2005). Con
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base en esos resultados, en dicho estudio se concluy6 que la disminucion de estas hormonas esta
asociada a la reduccion del transporte y metabolismo de la glucosa, debido a que previamente se
habia demostrado que el metabolismo de la glucosa que proporciona ATP en los adipocitos es un
requisito previo para la secrecion de adiponectina y leptina (Szkudelska et al., 2014).

Por lo mencionado anteriormente se puede concluir que, en la presente investigacion, el
aumento de los triglicéridos en las ratas inducidas con STZ-NA, fue debido a que los adipocitos
fueron mas resistentes a la accion antilipolitica de la insulina, por lo tanto hubo una disminucion
en la captacion y utilizacion de los AGL provenientes tanto de la dieta como del higado y, como
consecuencia, promovid la liberacion constante de AGL (lipdlisis) a la circulacion sistémica
(Mendivil & Sierra, 2005). Estos AGL inducen una mayor sintesis hepatica de triglicéridos, los
cuales derivan de los AGL provenientes de la lipdlisis a nivel de tejido adiposo, de la captacion
hepatica de remanentes de las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) y de los

quilomicrones (Carvajal, 2014).

Es preciso sefialar que los AGL en circulacion sistémica llegan a otros érganos como
higado, pancreas y rifion, ocasionando su acumulacion intracelular. Este exceso de lipidos
contribuye al dafio de estos 6rganos mediante un proceso denominado lipotoxicidad. En modelos
animales de diabetes (ratas STZ, ratones db/db, ratas ZDF), se ha observado que existe una
acumulacién de lipidos a nivel renal, acompafiado de una sobreexpresién del factor de
transcripcion SREBP (lzquierdo & Medina, 2012), el cual est4 involucrado en la homeostasis
lipidica. Cabe mencionar que, en el pancreas, el aumento de los niveles de triglicéridos puede
causar disfuncion de las células B y acelerar su apoptosis a través de la lipotoxicidad (Contreras
& Santiago, 2011).

En el grupo HF, los niveles de triglicéridos se mantuvieron, gracias a que la
metformina/glibenclamida promovieron la secrecion y sensibilizacion de insulina, lo que, a nivel
de tejido adiposo, mejora la sefializacion de esta hormona llevando a cabo la adecuada
regulacién en el metabolismo lipidico de AGL a triglicéridos (lipogénesis), para su posterior
utilizacion durante periodos de ayuno o estrés. Asimismo, esta hormona pudo estar involucrada
en la inhibicion de la lipdlisis, por lo que, de esta manera, se mantuvieron los niveles de

triglicéridos en plasma dentro de este grupo experimental. En el caso de la metformina, se sabe
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que en tejido adiposo regula la adipogeénesis, la lipolisis y la oxidacion de AGL, lo cual reduce la
liberacion de AGL por parte de este tejido. Mientras que en higado afecta la sintesis y el
catabolismo lipidico, disminuyendo la produccion de AG y de triglicéridos, aumentando al
mismo tiempo la oxidacion de los AGL (Perel & Grosembacher, 2021). También inhibe la
lipogénesis, lo cual es atribuible a AMPK, proteina que induce la fosforilacion e inactivacion de
la acetil-coenzima-A-carboxilasa (ACC). Esta enzima interviene en la biosintesis y oxidacion de
los AG. De esta forma, la metformina incrementa la fosforilacion de la ACC, induce la reduccion
de triglicéridos y aumenta la oxidacion de AG (Ayala-Yafiez et al., 2020).

En relacion al comportamiento general de los niveles de triglicéridos mediante el analisis
de AUC, se corrobor6 que el modelo STZ-NA incrementa los triglicéridos de manera
significativa, al presentar diferencias significativas el grupo N vs el H. De igual forma, se puede
observar que el grupo HE presenté una mayor area bajo la curva respecto a los otros grupos
experimentales, concluyéndose que C. urticifolia no tuvo efectos sobre el metabolismo de estas

biomoléculas (Grafica 5).

Finalmente, C. urticifolia ejercié un efecto hipoglucemiante que se tradujo en una
disminucion de la HbAlc en alrededor de un 3%. Este resultado contribuye a que, en pacientes
con DMT2 no controlada, C. urticifolia evitaria el empeoramiento de la glucemia con el tiempo.
Por lo que la administracién cronica de este extracto ayudaria a retrasar la aparicion o el
desarrollo de las complicaciones asociadas a la DMT2. Se esperaria que con una intervencion
mas temprana, en pacientes con hiperglucemia menos severa, se observase un efecto
hipoglucemiante mas marcado. Por esta razon, se propone que en futuros estudios cronicos, en
modelos experimentales de diabetes, se evalle el efecto cronico de C. urticifolia en ratas con

hiperglucemia menos severa y bajo la administracion via oral de una mayor dosis del extracto.



Conclusiones y perspectivas

Con base en los resultados obtenidos, se concluye que el extracto acuoso de C. urticifolia tiene
un efecto hipoglucemiante en ratas STZ-NA con hiperglucemia severa que se traduce en una

reduccion significativa de la HbAlc.

Se sugiere que para estudios cronicos futuros en modelos de DMT2 se considere la
utilizacion de una dosis estandarizada del extracto, asi como niveles de hiperglucemia no tan
elevados, simulando la intervencion terapéutica temprana de C. urticifolia, debido a que en el
presente estudio, la hiperglucemia severa fue el factor que intervino para que no se visualizara un

efecto hipoglucemiante marcado para esta especie.

De igual forma, aunque en este estudio no se observaron efectos téxicos utilizando la
dosis tradicional, no se debe descartar la realizacion de estudios toxicolégicos crénicos, debido a

que no existen antecedentes previos de este tipo para esta especie.
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