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1. Resumen

La alteracién en la secrecion de insulina y la resistencia a lainsulina (o disminucidn
de la sensibilidad) son las anomalias centrales de la patogenia de diabetes mellitus
tipo 2. Actualmente, se conoce una gran diversidad de plantas utilizadas
medicinalmente para tratar esta afeccidn, algunas de ellas como Calea urticifolia,
Ageratina petiolaris, Rhizophora mangle y Eysenhardtia polystachya cuentan con
estudios farmacoldgicos en donde se ha probado su efecto hipoglucemiante, sin
embargo, es importante continuar con su investigacién para determinar los
mecanismos de accién involucrados.

Debido a que la insulina desempefia un papel central en la homeostasis
metabolica al regular la utilizacion eficiente de la glucosa, el presente trabajo
considera importante determinar si el efecto hipoglucemiante de los extractos esta
dado por el aumento en la concentracidon de insulina plasmatica. Para ello, se
realizd una curva temporal de glucosa e insulina, en la cual se cuantificaron estos
parametros cada 30 min.

Se utilizaron ratas Wistar sanas con un ayuno previo de 12 horas (estado
postabsortivo, la dosis empleada para los tratamientos se basaron en estudios
farmacoldgicos previos realizados por el laboratorio de etnofarmacologia de la
Facultad de Ciencias, UNAM, en los cuales se determiné la dosis que presenté un
mayor efecto hipoglucemiante para cada una de las cuatro plantas empleadas,
la administracién de los tratamientos se realizd via oral con las siguientes dosis: C.
urticifolia (710 mg/kg), E. polystachya (8 mg/kg), A. petiolaris (160 mg/kg) y R.
mangle (90 mg/kg); como control positivo se empled el farmaco glibenclamida (5
mg/kg).

Los extractos C. urticifolia, A. petiolaris y E. polystachya mostraron una
disminucion maxima de los niveles de glucosa plasmatica del 12%, mientras que R.
mangle fue del 7%. Contrario a lo esperado, se observd que los extractos C.
urticifolia, A. petiolaris y E. polystachya presentan una tendencia general a disminuir
la concentracion de insulina plasmatica mientras ejercen un efecto
hipoglucemiante. A diferencia de estos ultimos, R. mangle presenta un aumento de
la insulina plasmatica mientras se observa un efecto hipoglucemiante.

Los resultados obtenidos sugieren que el comportamiento de los extractos C.
urticifolia, A. petiolarisy E. polystachyarespondena un mecanismo favorecedorde
la sensibilidad a la insulina, mientras que R. mangle actia como posible
secretagogo de insulina.




1. Abstract

Altered insulin secretion and insulin resistance (or decreased sensitivity) are the
central anomalies in the pathogenesis of type 2 diabetes mellitus. Currently, a wide
variety of plants are known to be used medicinally to treat this condition. Some of
them, such as Calea urticifolia, Ageratina petiolaris, Rhizophora mangle and
Eysenhardtia polystachya, have been pharmacologically studied and their
hypoglycemic effect has been proven; however, itis important to continue with the
research to determine the mechanisms of action involved.

Because insulin plays a central role in metabolic homeostasis by regulating the
efficient use of glucose, this paper considers important to determine if the
hypoglycemic effect of the extracts is due to the increase in plasma insulin
concentration. For this, a time curve of glucose and insulin was made, in which these
parameters were quantified every 30 min.

Healthy Wistar rats were used with a previous fasting of 12 hours (postabsorptive
state). The dose used for the treatments were based on previous pharmacological
studies carried out by the ethnopharmacology laboratory of the Faculty of
Sciences, UNAM, in which the dose that presented a greater hypoglycemic effect
for each of the four plants used in this study was determined. The administration of
the treatments was carried out orally with the following doses: C. urticifolia (710
mg/kg), E. polystachya (8 mg/kg), A. petiolaris (160 mg/kg) and R. mangle (90
mg/kg), the drug glibenclamide (5 mg/kg) was used as a positive control.

The extracts C. urticifolia, A. petiolaris and E. polystachya showed a maximum
decrease in plasma glucose levels of 12%, while R. mangle was 7%. Contrary to
expectations, it was observed that the extracts C. urticifolia, A. petiolaris and E.
polystachya have a general tendency to decrease plasmatic insulin concentration
while exerting a hypoglycemic effect. Unlike the latter, R. mangle presents an
increase in plasmatic insulin while a hypoglycemic effect is observed.

The results obtained suggest that the behavior of the extracts C. urticifolia, A.
petiolaris and E. polystachya respond to a mechanism favoring insulin sensitivity,
while R. mangle acts as a possible insulin secretagogue.



2. Introduccion

La diabetes mellitus es un trastorno metabdlico de prevalencia mundial, que afecta
actualmente cerca de 537 millones de personas, siendo la diabetes mellitus de tipo
2 (DM2) la que representa mas del 90% de los casos (IDF, 2021). La DM2 presenta
como anomalias fisiopatoldgicas centrales la disfuncion de las células B
pancreaticas y la resistencia a la insulina, las cuales, en conjunto contribuyen al
desarrollo de hiperglucemia crénica y a la desregulacién progresiva del
metabolismo de la glucosa, lo que puede desencadenar complicaciones micro y
macrovasculares (DeFronzo et al., 2015).

Aunque la predisposicion genética podria determinar parcialmente la
respuesta de un individuo a los cambios ambientales, los principales factores
impulsores de la epidemia mundial de DM2 incluyen el sobrepeso, la obesidad, el
estilo de vida sedentario y un mayor consumo de dietas poco saludables,
caléricamente densas e inadecuadamente saciantes que contienen altos niveles
de bebidas azucaradas (Zheng et al., 2018). En consecuencia, se ha observado la
creciente incidencia de obesidad ligada al desarrollo de DM2 en la mayoria de los
paises desarrollados, asi como en paises en desarrollo (Zheng et al., 2018). Aunque
solo un subgrupo de personas obesas desarrolla DM2, la obesidad es un factor de
riesgo importante en la pérdida progresiva de sensibilidad a la insulina, el aumento
en la severidad de resistencia a la insulina y la pérdida progresiva de secrecion de
insulina (Petersen & Shulman, 2018). Por tanto, la obesidad y la DM2 son trastornos
metabdlicos que representan un riesgo significativo para la salud, en particular, se
encuentran relacionados con enfermedades cardiovasculares y la patogénesis de
complicaciones cardiometabdlicas (Barazzoni et al., 2018).

Dentro del tratamiento actual, se busca la promocién de un estilo de vida
que incluya una dieta sana, actividad fisica regular y la utilizacién de farmacos
para controlar la glucemia. Conjuntamente, una practica comun y extendida en
México y el mundo es el uso de medicina tradicional para tratar esta afeccion.

Diversos estudios con enfoque etnomedicinal establecen a los productos
naturales como una de las principales fuentes de descubrimiento de potenciales
agentes terapéuticos (Jugranetal., 2021). De acuerdo con la OMS, se estima que
el 80% de la poblacién mundial hace uso de plantas medicinales para la atencién
primaria de la salud, sin embargo, soélo en 5.2% de las especies utilizadas cuenta
con datos etnofarmacolégicos (Villarreal-lbarra et al., 2015). De ahi la importancia
de su estudio, ya que ademas de la posibilidad de desarrollar estrategias
terapéuticas efectivas como tratamiento de la DM2, se promueve el conocimiento
de la medicina tradicional de calidad, basada en la seguridad y eficacia.



3. Justificacion

Las especies Calea urticifolia, Ageratina petiolaris, Eysenhardtia polystachya y
Rhizophora mangle son ejemplares ampliamente utilizados como plantas
medicinales en el tratamiento de la DM2 (Andrade-Cetto & Heinrich, 2005). Debido
al alto valor cultural que representan estas especies en las comunidades donde se
consumen, y la prevalencia de su uso para tratar los sintomas de DM2, se han
realizado diversos estudios en donde queda demostrado su efecto
hipoglucemiante en ratas con hiperglucemia inducida, sin embargo los
mecanismos de accion involucrados aun contindan en estudio (Andrade-Cetto et
al., 2017, 2021; Bustos-Brito et al., 2016; Garcia-Campoy et al., 2020; Martinez
Medina, 2019).

La caracterizacion y comprensiéon de los mecanismos de accién implicados
es necesaria para el continuo desarrollo de estrategias terapéuticas efectivas en el
tratamiento de la DM2. Debido al papel central que desempeiia la insulina dentro
de las anomalias de la patogenia de la DM2, y la importancia medular de sus
acciones metabdlicas en la correcta homeostasisde la glucosa, el presente trabajo
considerd importante determinar si el efecto hipoglucemiante de los extractos de
estas plantas esta dado por el aumento en la concentraciéon de insulina
plasmatica. Proponiendo como posible mecanismo de accidn la secrecidn de
insulina.



4. Objetivos

General

Evaluar el efecto de los extractos de cuatro plantas hipoglucemiantes sobre
la concentracion de glucosa e insulina plasmatica de ratas Wistar
normoglucémicas en estado postabsortivo.

Particulares

Evaluar el efecto agudo del extracto acuoso de Calea urticifolia (Mill.) DC.
sobre la concentracion de glucosa e insulina plasmatica en ratas Wistar
normoglucémicas en estado postabsortivo.

Evaluar el efecto agudo del extracto etanol-agua de Eysenhardtia
polystachya (Ortega) Sarg. sobre la concentracidén de glucosa e insulina
plasmatica en ratas Wistar normoglucémicas en estado postabsortivo.
Evaluar el efecto agudo del extracto acuoso de Ageratina petiolaris (Moc.
& Sessé ex DC.) RMKing & H.Rob. sobre la concentracion de glucosa e
insulina plasmatica en ratas Wistar normoglucémicas en estado
postabsortivo.

Evaluar el efecto agudo del extracto etanol-agua de Rhizophora mangle L.
sobre los niveles de glucosa e insulina plasmatica en ratas Wistar
normoglucémicas en estado postabsortivo.



5. Hipotesis

e La administracion oral en estado postabsortivo de los extractos disminuira la
concentracion de glucosa plasmatica, ejerciendo un efecto
hipoglucemiante en ratas normoglucémicas.

e La administracion oral en estado postabsortivo de los extractos aumentara
la concentracidn de insulina plasmatica, al estimular su secrecion.



6. Antecedentes

6.1. Diabetes mellitus

Las cifras reflejadas en la décima edicién del Atlas de la Federacion Internacional
de Diabetes (IDF) confirman que la diabetes mellitus es una de las emergencias
sanitarias mundiales del siglo XXI, afectando actualmente cercade 537 millonesde
personas (IDF, 2021). Este padecimiento es una enfermedad metabdlica de
etiologia multiple que se caracteriza por presentar hiperglucemia cronica
resultante de defectos en la secrecién y/o accién de la insulina, dando lugar a la
alteracion en el metabolismo de los carbohidratos, lipidos y proteinas (IDF, 2021).

6.1.1. Clasificacion

De acuerdo con la Asociacién Americana de Diabetes (ADA, 2022), la diabetes
mellitus puede clasificarse en cuatro categorias clinicas de acuerdo con su origen,
las cuales son:

Diabetes mellitus tipo 1 (DM1): originada debido a la destruccién autoinmune de las
células B pancreadticas, que conduce a una deficiencia absoluta de insulina,
incluida la diabetes autoinmune latente de la edad adulta.

Diabetes mellitus tipo 2 (DM2): se caracteriza por un déficit progresivo de secrecion
de insulina con base en una condicién patolégica conocida como resistencia a la
insulina, en la cual las células del cuerpo no responden eficazmente ante su
estimulo.

Diabetes gestacional (DG): se define como cualquier caso de intolerancia a la
glucosa diagnosticado por primera vez durante el embarazo. Esta clasificacidon se
aplica tanto en los casos en que dicho estado se revierte después del parto, como
en aquellos en los que continla aun después del mismo. Puede presentarse en
alrededor del 7% de los embarazos.

Tipos especificos de diabetes: debido a otras causas, p. ej., sindromes de diabetes
monogénica (como la diabetes neonatal y la diabetes de inicio en la madurez de
los jovenes), enfermedades del pancreas exocrino (como la fibrosis quistica y la
pancreatitis) y la diabetes inducida por fdrmacos o sustancias quimicas (como con
el uso de glucocorticoides, en el tratamiento del VIH/SIDA o después de un
trasplante de érganos).

6.1.2. Factores de riesgo

Existen diversos factores de riesgo asociados con el desarrollode DM, de los cuales
los no modificables incluyen la edad, etnicidad, el sexo o la predisposicién genética
de la enfermedad, sin embargo existen otros relacionados con el estilo de vida,
tales como el sedentarismo o el tabaquismo (Artasensi et al., 2020), del mismo
modo, las condiciones clinicas, como la obesidad, la hipertension,
hipertrigliceridemia, sindrome de ovario poliquistico o hipertension gestacional,
aumentan el riesgo (ADA, 2022).



6.1.3. Sintomatologia

Dado que la DM puede ser asintomatica durante un largo periodo de tiempo, su
diagnéstico suele coincidir con el desarrollo de alguna enfermedad concomitante.
Cuando los sintomas se manifiestan incluyen sed y hambre excesivas, miccién
frecuente, pérdida de peso, heridas que cicatrizan lentamente, hormigueo, fatiga,
vision borrosa, y dolor o entumecimiento enlas manos o los pies (Figura 1) (Artasensi
et al., 2020). La resistencia a la insulina y la deficiencia al metabolizar la glucosa en
los tejidos, produce la demanda de otras fuentes de energia, recurriendo a los
depdsitos de glucdégeno en musculo e higado, y de triglicéridos en tejido adiposo,
causando pérdida de peso. Al mismo tiempo, debido al efecto anorexigénico de
la insulina a nivel central, esta resistencia produce una sensacidon constante de
apetito que provoca el aumento de la ingesta alimentaria. Si la hiperglucemia
supera el umbral renal de reabsorcion de la glucosa, se induce un proceso de
dsmosis que genera grandes volumenes de orina, facilitando el aclaramiento de la
glucosa excedente. Por ultimo, la pérdida de agua a través de la orina causa
deshidratacion y sed (Silverthorn, 2019).

O = (O (1)

Polidipsia Poliuria Polifagia  Pérdida de peso

Figura 1. Sintomatologia de la DM2. Los sintomas principales pueden agruparse en las “4 P” de la diabetes.
Modificado de (IDF, 2021).

6.1.4. Criterios diagndsticos

En general, las pruebas de deteccion diagndsticas para DM2 son igualmente
apropiadas y pueden usarse para diagnosticar diabetes y detectar personas con
prediabetes (ADA, 2022). El término prediabetes es utilizado para caracterizar
personas cuyos niveles de glucosa no cumplen los criterios para la diabetes, pero
tienen un metabolismo de lipidos y glucidos alterado.

Glucosa plasmatica en ayuno: El diagndstico se realiza cuando la glucosa
plasmatica en ayunas es mayor o igual a 126 mg/dl.

Prueba de tolerancia oral a la glucosa (PTOG): Esta prueba mide la respuesta del
individuo ante un estimulo de glucosa oral, e identifica anormalidades en la
absorcién de la glucosa. La prueba consiste en la medicion de la glucemia en el
tiempo 0 y 2 horas después de la administracion oral de 75 g de glucosa anhidrida
disuelta en agua. Una alteracién en la PTOG indicaria presentar un factor de riesgo
de desarrollar DM en el futuro. Se diagnostica DM cuando el valor de la glucemia al
término de la prueba es mayor o igual a 200 mg/d| (Figura 2).
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Figura 2. Prueba de tolerancia oral a la glucosa. Puede observarse la tardia e incompleta recuperacion de los
valores glucémicos preprandiales en el sujeto diabético. Tomado de (Silverthorn, 2019).

Hemoglobina glicada HbAlc: Este es un marcador utilizado para la medicidén
crénica de la glucemia, el cual refleja los niveles promedio de glucosa en sangre
durante un periodo de 2 a 3 meses. La prueba juega un papel central en el manejo
de la DM, ya que es utilizado como el biomarcador estandar para la adecuacién
del manejo glucémico (Figura 3).
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Figura 3. Pruebas de deteccion diagndsticas para DM2. Se muestran los valores correspondientes a sujetos sanos,
con prediabetes y diabetes manifiesta para cada prueba. Modificado de (ADA, 2022).



6.1.5. Prevalencia en México

La DM2 es uno de los padecimientos con mayor prevalencia en México con una
tasa del 13.7%, de la cual, el 4.1% representa los casos no diagnosticados (Basto-
Abreu et al., 2020). Ademas, la DM representa la segunda causa de muerte y la
primer causa de afos de vida saludable perdidos (Basto-Abreu et al., 2020). Tan
solo en el 2020, el 14% del total de defunciones ocurridas en el pais, fueron a causa
de complicaciones derivadas de la DM2 (FMD, 2020). De acuerdo con la
Asociaciéon Americana de Diabetes (ADA), la recomendacion es reducir la HbA1lc
a <7.0%, lo que se puede lograr con una glucosa plasmatica media de ~150 a 160
mg/dl (Inzucchi et al., 2012).

Por otra parte, en la ENSANUT 2012 se observd que solo el 25 % de los
pacientes con DM2 tenian un nivel de HbAlc <7 %, mientras que el 50.3% de los
pacientes se encontrd con hiperglucemia severa de HbAlc >9% (Bello-Chavolla et
al., 2017). Dentro del tratamiento actual se tiene reportado el uso de
hipoglucemiantes orales en un 84.8% de los pacientes, el uso de insulina en un 6.8
% vy el 2.5 % utiliza una combinacidn de ambos (Bello-Chavolla et al., 2017). Por otro
lado, la medicina alternativa fue la opcién de tratamiento para el 6.1% de la
poblacién con DM2, (Bello-Chavolla et al., 2017). La clara insuficiencia del control
glucémico en México es un problema que necesita grandes ajustes para enfrentar
los desafios causados por la DM2, ademas de abordarse de forma integral para
obtener resultados satisfactorios.

6.1.6. Complicaciones

La DM afecta a muchos o6rganos principales, como el corazén, los vasos
sanguineos, los nervios, los ojos y los rifiones. Ademas, los factores que aumentan el
riesgo de desarrollar DM2 son factores de riesgo de otras enfermedades crdnicas
graves. Las consecuencias agudas y potencialmente mortales de la diabetes no
controlada son la cetoacidosis diabética o el estado hiperglucémico hiperosmolar
(Artasensi et al., 2020). Mientras que la exposicién hiperglucémica crénica a los
tejidos, especialmente a los vasos sanguineos, aumenta el riesgo de desarrollar
complicaciones microvasculares, que incluyen retinopatia con pérdida potencial
de la visién, nefropatia que conduce a insuficiencia renal y neuropatia con riesgo
de Ulceras en los pies o amputaciones; y complicaciones macrovasculares, como
accidente cerebrovascular, insuficiencia cardiaca congestiva, enfermedad
cardiaca coronaria, infarto agudo de miocardio y enfermedad vascular periférica
(Artasensi et al., 2020). Todas estas complicaciones dan como resultado una
reduccion de la esperanza de vida de hasta diez afios entre los pacientes
diabéticos.

6.1.7. Tratamiento

Aunque no existe una cura parala DM2, es posible retrasar o evitar el desarrollo de
complicaciones a mediano y largo plazo teniendo un control adecuando de la
glucemia. Intervenir sobre los factores de riesgo modificables relacionados con los
habitos y el estilo de vida ademas mejorara la calidad de vida en general. Para el
tratamiento es necesario tener en consideracion la etapa de progresion en la que
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se encuentra, y de ser necesario apoyarse en terapias farmacoldgicas. Diversas
sociedades cientificas como la Asociacion Americana de Diabetes (ADA) y la
Asociacion Europea para el Estudio de la Diabetes (EASD) realizan informes de
consenso sobre el manejo y escalonamiento de los tratamientos dependiendo del
caso particular de cada paciente.

La eleccién del tratamiento va a depender, entre otras cosas, de la eficacia
para reducir la HbAlc, ademas de modificar la dieta y hacer ejercicio para
disminuir los depdsitos de grasa y favorecer la captacién de glucosa de los tejidos
periféricos (ADA, 2022). Actualmente, no hay ninglin agente disponible que
abarque todos los érganos y tejidos implicados en la patogénesis de la DM2; sin
embargo, los farmacos disponibles apuntan a determinadas anormalidades
fisioldgicas dentro de la enfermedad (Davies et al., 2022).

6.2. Metabolismo postabsortivo

El estado postabsortivo de ayuno nocturno (10 a 14 horas) es una condicidn en
donde la concentracion plasmatica de insulina se encuentra en niveles basales, de
modo que la utilizacidn de glucosa durante este periodo privilegia a los tejidos
independientes de esta hormona. Aproximadamente, el 50% de la utilizacion de
glucosa basal ocurre en el cerebro (totalmente dependiente de las
concentraciones extracelulares de glucosa), 25% en el area esplacnica que
comprende tejidos gastrointestinales, pancreas e higado, y 25% en tejidos
periféricos, principalmente musculo esquelético (Solis-Herrera et al., 2021). Los
niveles de glucosa plasmatica deben mantenerse dentro de un estrecho rango
fisioldgico, por lo que se encuentran regulados simultdneamente por las tasas de
produccion de glucosa del higado y los rifiones, y la utilizacidon de glucosa basal.
En un individuo normopeso, las concentraciones de glucosa en sangre se
mantienen por lo general en un rango de ~80-90 mg/dl, mientras que las
concentraciones de insulina se encuentran en ~7-10 yU/ml (Dimitriadis et al., 2021).
El desarrollo gradual de resistencia a la insulina durante el estado postabsortivo,
permite asegurar la estabilidad de los niveles de glucosa en sangre al aumentar la
liberacién de hormona del crecimiento y cortisol al sistema, modulando la
produccion de glucosa en higado/rifiones y favoreciendo el cambio de oxidacion
de glucosa a acidos grasos en el musculo (Figura 4) (Dimitriadis et al., 2021).

1 [ Hormona del crecimiento I [ Cortisol I 1‘
~—
Resistencia a la
insulina
DESGYUI'IO «« Insulina/ Increfinas  « @ = Insuling/ Incretinas =P
Glucogendlisis
Gluconeogénesis

Figura 4. Regulacion del estado postprandial y postabsortivo. La magnitud de la hiperglucemia posprandial
depende de varios factores que se integran a través del sistema nervioso central (SNC). La regulaciénde la ingesta
se adapta a las necesidades energéticas de los tejidos y evitar una hiperglucemia e hiperinsulinemia excesivas.
Durante el suefio nocturno, el desarrollo gradual de la resistencia a la insulina causado por la hormona del
crecimiento y los picos de cortisol, asegura que los niveles de glucosa en la sangre se mantendran dentro de los

niveles normales hasta el despertar. Modificado de (Dimitriadis et al., 2021). 11



El higado y los rifiones desempefian un papel fundamental en la produccién
de glucosa, ya que, ademas de la capacidad para almacenar energia en forma
de glucdgeno y triglicéridos, son los Unicos tejidos que tienen la facultad de
exportar glucosa en momentos de demanda energética (Solis-Herrera et al.,
2021). El glucéogeno hepatico proporciona una reserva de glucosa
inmediatamente disponible para mantener la glucemia, cuando los niveles de
glucosa disminuyen, se desencadenan mecanismos que promueven tanto la
disposicién del glucégeno almacenado (glucogendlisis), como la produccién de
glucosa a partir de precursores no carbohidratos, como los aminoacidos
gluconeogénicos o piruvato (gluconeogénesis) (Chadt & Al-Hasani, 2020).

Dado que las reservas de glucdgeno hepatico pueden agotarse casi por
completo en ~24 h, la formacién de glucosa de novo aumenta a manera de
respaldo respecto al decremento en la utilizacion de glucégeno, hasta
reemplazarla por completo (Dimitriadis et al., 2021). Al mismo tiempo, la falta de
disponibilidad de glucosa proveniente de glucégeno junto a factores hormonales,
como el aumento de la secrecién de glucocorticoides por la corteza suprarrenal,
el aumento de la secrecidn de glucagdén y la disminucion de la secrecion de
insulina, promueven una utilizacién cada vez mayor del metabolismo de lipidos
como combustible alternativo para el musculo esquelético y el higado. De modo
que, si el ayuno se prolonga, la gluconeogénesis se convierte en el Unico
mecanismo para mantener los niveles de glucosa en sangre (Dimitriadis et al., 2021).

6.3. Insulina

En organismos sanos, la fluctuacion en los niveles de glucosa en lasangre alo largo
del dia, produce la liberacién de hormonas destinadas a minimizar tanto la
hipoglucémica, como la hiperglucemia. Esto se logra mediante una red altamente
sofisticada de diversas hormonas y neuropéptidos liberados principalmente por el
cerebro, el pancreas, el higado, el intestino, el tejido adiposo y muscular (Roder et
al., 2016). Dentro de esta red, el pancreas resulta clave al secretar la hormona
insulina, la cual promueve el almacenamiento de glucosa, y su antagonista, el
glucagdn, que promueve la movilizacién de glucosa (Andersen & Vermette, 2016).
La secrecidon de estas hormonas por las células pancreaticas, esta
controlada por mecanismos reguladores metabdlicos endocrinos y paracrinos
esenciales para el control de la glucemia (Campbell & Newgard, 2021). La insulina
es una hormona endocrina fundamental en el control del flujo metabdlico, esta
hormona peptidica es liberada por las células B de los islotes pancreaticos en
respuesta a niveles elevados de nutrientes en la sangre (Figura 5) (Rdder et al.,
2016).
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Figura 5. Organizacion anatémica del pancreas. La mayor parte de este érgano esta formado por células acinares,
0 exocrinas, que secretan enzimas digestivas como amilasa, lipasa pancreatica y tripsindgeno, hacia la parte
superior del intestino delgado a través del conducto pancreatico. Mientras que, las células enddcrinas se agrupan
formando islotes pancreaticos que liberan hormonas de forma endocrina, es decir, por secrecidén directa al
torrente sanguineo. Los islotes pancreaticos, comprenden cinco tipos celulares que liberan diversas hormonas:
células a productoras de glucagon, células B productoras de insulina, péptido c y amilina, células y productoras
de polipéptido pancreéatico (PP), células & productoras de somatostatina, y células ¢ productoras de grelina.
Aunque los islotes tienen una composicion celular similar entre diferentes especies, es decir, humanos, ratas y
ratones, su citoarquitectura difiere entre ellos. Los islotes en roedores se componen principalmente de células B
ubicadas en el centro junto con otros tipos de células en la periferia, mientras que los islotes humanos exhiben
células a y B interconectadas en proporciones similares. Modificado de (Campbell & Newgard, 2021; Réderet al.,
2016).
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Aungue muchos nutrientes, hormonas y estimulos neurales modulan la
secrecion de insulina, la glucosa se considera el principal regulador de su sintesis y
liberaciéon (Nesher & Cerasi, 2002). Ademas de su funcion desencadenante, la
glucosa también induce vias que amplifican la secrecion de insulina a través del
acoplamiento metabolismo-AMPc (monofosfato de adenosina ciclico) o las
hormonas incretinas, el péptido similar al glucagén (GLP)-1 y el péptido
insulinotrépico dependiente de glucosa (GIP) (Roder et al., 2016).

La secrecién de insulina inducida por glucosa presenta una respuesta
bifasica que se produce en la cantidad y el momento adecuados para garantizar
la absorcidn y almacenamiento eficientes de los nutrientes en los tejidos diana. Se
observa una primera fase de secrecién alrededor de los 5-10 min con un pico
agudo y robusto de liberacién de granulos preformados y preacoplados a la
membrana plasmatica (Figura 6) (Dimitriadis et al., 2021).
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Figura 6. Respuesta bifasica de la insulina a un estimulo por glucosa. La primera elevacién de la curva roja
corresponde a la secrecion de insulina preformada, mientras que el incrementoposterior se explica por la sintesis
de novo de insulina. Modificado de (Boron, 2017).

Durante la segunda fase de secrecion, la tasa de liberacién de insulina
disminuye, sin embargo, permanece de forma sostenida hasta reestablecerse la
euglucemia, de forma que, esta segunda fase representa el 85% de la secrecién
total de insulina (Kalwat & Cobb, 2017). Se ha observado que la magnitud y
duracién de la respuesta de las células B esta determinada por la intensidad y tipo
de estimulo, pues si bien la glucosa ocupa un papel central en su secrecidén, otros
factores como las incretinas, ciertos aminoacidos, la actividad del sistema nervioso
auténomo e, incluso, la acciéon paracrina de otras hormonas sintetizadas en el
islote, modifican la secrecién de insulina (Losada-Barragan, 2021; Nesher & Cerasi,
2002).

La obesidad y la DM2 son problemas de salud asociados con la pérdida de
sensibilidad a la insulina y la disfuncién de su secrecién tanto en la primera como
en la segunda fase de amplificacién (Kalwat & Cobb, 2017). Por lo que, se ha
observado que la exposicién crénica a un estado hiperglucémico conduce a la
disminucidén de sensibilidad a la insulina, al aumento en la demanda de liberacion
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de insulina y al desarrollo de hiperplasia adaptativa de los islotes pancreaticos
(Ogihara & Mirmira, 2010). A pesar de la plasticidad que exhiben las células B para
adaptarse a estas condiciones, con el tiempo resultan incapaces de equilibrar la
demanda insulinica producto de la reduccién de la sensibilidad, lo que conduce a
su disfuncién celular (Inzucchi et al., 2012).

6.3.1. Regulacion de la glucemia por insulina
A través de diversas hormonas, en particular el glucagéony la insulina, el pancreas

mantiene los niveles de glucosa en sangre dentro de un rango fisioldgico éptimo
(Figura 7).
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Figura 7. Regulacién de la glucemia porinsulinay glucagén. Puede observarse que el estimulo principal y el efecto
de estas dos hormonas sobre la glucemia son opuestos. Elaboracién propia.

Durante el suefio o entre comidas, cuando los niveles de glucosa en sangre
son bajos, las células a liberan glucagdn para promover la glucogendlisis hepatica
(Roder et al., 2016). Por el contrario, la secrecién de insulina es una respuesta
vinculada a un estado de abundancia energética, de modo que su sefalizacién
resulta vital para las vias anabdlicas posprandiales. Después de la ingesta de una
comida rica en carbohidratos, las células B pancreaticas secretan insulina hacia la
vena porta, en donde este nuevo flujo hormonal inhibe la liberacion de glucagén
y desencadena multiples vias de sefializacidn que median sus acciones bioldgicas
(Solis-Herrera et al., 2021). Cada tejido diana manifiesta una respuesta especifica
gue, en conjunto, coordina la homeostasis metabdlica.

Aunque muchos tipos de células somaticas expresan receptores de insulina,
la homeostasis de la glucosa se caracteriza por los efectos directos de la insulina
sobre musculo esquelético, higado y tejido adiposo blanco (Petersen & Shulman,
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2018). La unidn de la insulina a sus receptores en musculo esquelético y tejido
adiposo promueve el transporte de glucosa facilitado principalmente por la
translocacion aguda de vesiculas transportadoras de GLUT4 a la membrana
plasmatica (Chadt & Al-Hasani, 2020). En el higado el transporte de glucosa al
interior de las células no depende de la insulina, sin embargo, ésta resulta esencial
debido al efecto directo que tiene sobre la sintesis de glucégeno hepatico y el
efecto directo sobre la inhibicién de enzimas gluconeogénicas (Petersen &
Shulman, 2018).

La cascada de sefializacidon producida por la insulina en los miocitos tiene
dos posibles destinos: la glucodlisis o la sintesis de glucogeno(Solis-Herrera et al.,
2021). Sin embargo, la via principal de utilizacion de glucosa estimulada por insulina
en musculos humanos sanos y diabéticos tipo 2 es la sintesis de glucdgeno (~75 %)
(Petersen & Shulman, 2018). Esta se encuentra sujeta a la regulacidon aguda tanto
del flujo anabdlico como catabdlico, a través de la desfosforilacion de las enzimas
glucégeno sintetasa (activandola) y la fosforilaciéon de la glucdégeno fosforilasa
(inhibiéndola), asimismo la glucdgeno sintetasa desfosforilada es mas sensible al
control alostérico positivo de la glucosa-6-fosfato, de tal formaque se ve impulsada
la activacidn de la sintesis de glucdgeno (Petersen & Shulman, 2018).

Aunque la mayoria (~80-85%) de la glucosa es absorbida por el musculo y
solo una pequefia cantidad (~4-5%) es metabolizada por los adipocitos, el tejido
adiposo desempefia un rol muy importante en el mantenimiento de la homeostasis
de la glucosa corporal total (Solis-Herrera et al., 2021). Una parte significativa del

efecto supresor de la insulina sobre la tasa de gluconeogénesis hepatica esta
mediada, de forma indirecta, por la inhibicion de la lipdlisis en el tejido adiposo, en
donde se reduce el suministro de acidos grasos no esterificados y glicerol al higado,
esenciales para el proceso de sintesis de glucosa de novo (Solis-Herreraetal., 2021).

La supresion insulinica de la lipdlisis actia inhibiendo principalmente tres
enzimas, la lipasa adipocitica de triglicéridos (ATGL), la lipasa sensible a hormonas
(HSL) y la lipasa de monoglicéridos (MGL), la disminucién consecuente del flujo de
acidos grasos al higado disminuye la B-oxidacién hepaticay el contenido de acetil-

CoA, activador alostérico de la piruvato carboxilasa y la fosfoenolpiruvato
carboxicinasa, enzimas limitantes de la velocidad de la gluconeogénesis (Roden &
Shulman, 2019). De forma similar, la deplecidon de acidos grasos libres inhibe la
actividad de la enzima glucosa-6-fosfatasa, enzima exclusiva del higado y rifilones
que controla la liberacion final de glucosa (Solis-Herrera et al., 2021).

Finalmente, cuando las reservas hepaticas de glucégeno estan saturadas,
la captacion adicional activa la lipogénesis, seguida de la exportacion de
triacilglicerol en forma de particulas de VLDL al muasculo y tejido adiposo. Las
particulas de VLDL ricas en triglicéridos representan el mecanismo por el cual los
acidos grasos se exportan desde el higado y se envian al musculo parasu oxidacién
y al tejido adiposo para su almacenamiento (Alves-Bezerra & Cohen, 2017). Por lo
que el estimulo lipogénico en tejido adiposo aumenta de manera compensatoria
cuando el estimulo lipogénico hepatico se reduce (Bddis & Roden, 2018).

Finalmente, la regulacidon transcripcional de la lipogénesis se realiza
principalmente a través de dos vias, mediadas por los factores transcripcionales
SREBP1cy ChREBP, estimuladas por el aumento de la concentracidn de insulina y
glucosa, respectivamente (Sanders & Griffin, 2016).
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6.3.2. Secrecion de insulina

Producto de la ingesta, las células B detectan la glucosa circulante a través de un
proceso dependiente de GLUT1 (GLUT2 en roedores), promoviendo la secreciéon de
insulina (Chadt & Al-Hasani, 2020). La glucosa ingresa a las células B a través de los
transportadores de glucosa, y es fosforilada a glucosa-6-fosfato por accion de la
enzima glucocinasa, en donde aproximadamente 90% entra en glucdlisis
produciendo ATP y piruvato (Park et al., 2021). El piruvato se transporta a la
mitocondria en donde, aproximadamente la mitad es metabolizado por la piruvato
carboxilasa (PC) para regenerar acido oxaloacético para el ciclo de los acidos
tricarboxilicos (CAT) (Kalwat & Cobb, 2017). El resto del piruvato se convierte en
acetil-CoA mediante la enzima piruvato deshidrogenasa (PDH) y se condensa con
oxaloacetato produciendo citrato.

El CAT genera equivalentes reductores que impulsan la cadena
transportadora de electrones y la sintesis de ATP (Kalwat & Cobb, 2017). El aumento
de la relacion ATP/ADP en las células B conduce al cierre de los canales de potasio
(K+) sensibles a ATP, causando la despolarizacién de la membrana celular, esta
conversion de seializacion quimica a eléctrica produce la apertura y entrada de
calcio (Ca2+) a través del canal Ca2+ tipo L dependiente del voltaje (Henquin,
2000). Este nuevo flujo idnico activa la progresion de los granulos de insulina hacia
la membrana plasmatica a través de los microtubulos hasta conducir a su fusién
con la membrana celular, proceso conocido como exocitosis (Figura 8) (Henquin,
2000).
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6.3.3. Hipoglucemiantes orales

Los hipoglucemiantes orales son farmacos que se caracterizan por disminuir los
niveles de glucosa en la sangre con el objetivo de retrasar o prevenir las
complicaciones micro y macrovasculares derivadas de la hiperglucemia crénica.

Las recomendaciones para su uso como monoterapia o en combinacion se
describen en las guias de control de diabetes, incluidas la Asociacién Americana
de Diabetes (ADA) y la Asociacion Europea para las directrices del Estudio de la
Diabetes (EASD). Actualmente, los farmacos mas utilizados para el control de la
DM2 se pueden clasificar en agentes que potencian la secrecién de insulina
(secretagogos como las sulfonilureas (SU) y los miméticos de hormonas incretina),
en agentes que sensibilizan los érganos diana a la insulina (por ejemplo, biguanidas
o las tiazolidinedionas), o agentes que reducen la absorcion de glucosa del tracto
gastrointestinal (inhibidores de la a-glucosidasa gastrointestinal) (Tabla 1) (Rdder et
al., 2016).

Tabla 1.
Hipoglucemiantes orales. Tomado de (Silverthorn, 2019).

Clase farmacologica

Efecto

Mecanismo de accion

Sulfonilureas y meglitidinas

Estimulan la secrecion de insulina

Cierran los canales de KATP de las
células B y despolarizan la célula.

Inhibidores de la a-glucosidasa

Reducen la captacion intestinal de
glucosa

Bloguean las enzimas intestinales
que digieren carbohidratos
complejos.

Inhibidores del cotransportador 2
de sodio-glucosa (SGLT2)

Aumentan la excrecion de glucosa
en orina

Inhiben la reabsorcidon de glucosa
en el tubulo proximal renal

Biguanidas

Reducen la glucosa plasmatica
por disminucion de la
gluconeogénesis

Aumentan la actividad de AMPK,
proteina cinasa dependiente de
AMP

Activadores de la PPARy

Aumentan la transcripcion de
genes para proteinas que
promueven la utilizacion de la

glucosa y el metabolismo de lipidos

Activan la PPARy, un receptor
nuclear para genes involucrados
en el metabolismo

Analogos de amilina

Reducen la glucosa plasmatica

Retrasan el vaciado gastrico,
suprimen la secrecidn de glucagon
y promueven la saciedad

Analogos de incretinas

Reducen la glucosa plasmatica e
inducen pérdida de peso

Estimulan la secrecion de insulina,
reducen la secrecién de glucagon,
retrasan en vaciamiento gastrico y
promueven la saciedad

Inhibidores de la DPP4

Aumentan la secrecion de insulina
y reducen el vaciamiento gastrico

Inhiben la dipeptil peptidasa-4, que
degrada el GLP-1y el GIP
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6.3.4. Secretagogos de insulina

Los secretagogos de insulina modulan directamente la liberacién de insulina. Los
secretagogos de tipo sulfonilurea comparten una estructura central pero difieren
en sus cadenas laterales (Roder et al., 2016). El receptor SUR1 junto con la
subunidad Kir6.x, forman un complejo heterooctamérico que consta de cuatro
subunidades internas Kir6.x formadoras de un poro, rodeadas por cuatro
subunidades SUR, la expresion especifica de SUR1 y Kir6.2 se expresa en el pancreas
y cerebro (Seino et al., 2017). Las sulfonilureas actdan en el pancreas al unirse a la
subunidad del receptor de sulfonilurea (SUR1) del canal K+ ATP con alta afinidad,
activando de esta forma la liberacion de insulina endégena mediante el bloqueo
de los canales K+ ATP (Figura 8). La absorcion mas significativa de glibenclamida se
observa a la hora, con niveles maximos a las cuatro horas (Lamos et al., 2012).

6.3.5. Cascada de sefalizacion de la insulina

La actividad bioldgica de la insulina ligada a su papel anabdlico en el
metabolismo, se encuentra mediada por sus dos principales cascadas de
sefalizacion intracelular, principalmente a través de la via de sefializacidn PI3K/Akt
(Guo, 2014).

La unidn de la insulina a sus receptores en la superficie membranal de sus
células diana, causa un cambio conformacional de las subunidades alfa que
permite la activacion de la funcidn cinasa de su subunidad beta, a través de la
autofosforilacién cruzada en residuos de Tyr (Figura 9) (Olivares Reyes & Arellano
Plancarte, 2008).
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Figura 9. Receptordeinsulina. EI IR es un heterotetramero que consiste de dos subunidades a extracelulares unidas
a dos subunidades B por puentes disulfuro. Las subunidades a contienen las regiones de union a insulina alIRy a2IR
en adicidon a una region rica en cisteinas (Cis). La subunidad B contiene una porcién extracelular, una
transmembranal y una intracelular. En su porcidn intracelular se localiza un dominio catalitico de cinasa de tirosina
con un sitio de unién a ATP vy sitios de fosforilacion en tirosina. Tomado de (Olivares Reyes & Arellano Plancarte,
2008).
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De esta forma, la activacion de la funcidn tirosina cinasa del receptor de
insulina (RI) permite el reclutamiento de diversas proteinas de andamiaje. Las
subunidades fosforiladas son reconocidas por la proteina sustrato del receptor de
insulina (IRS), la cual, al unirse también sufrira fosforilaciones enresiduos de Tyr (Guo,
2014). Los residuos fosforilados sirven como sitios de acoplamiento para moléculas
intracelulares, convirtiéndose entonces en sitios de unién y activacién que reclutan
a la subunidad reguladora fosfoinositida-3-cinasa (PI3K) (Petersen & Shulman, 2018).
PI3K cataliza la produccion de fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIPs) a partir de
fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato (PIP.), estos fosfoinositidos funcionan como anclaje
para proteinas cinasas de Ser como PDK1 (Saltiel, 2021).

Una vez reclutados en la membrana plasmatica, PDK1 y mTORC2 fosforilan
Akt en residuos de Thr308 y Ser473, respectivamente (Saltiel, 2021). Es entonces que
a partir de Akt se ramifican diversas vias que modulan la homeostasis de la glucosa
y los lipidos. Por ejemplo, la sintesis de glucdgeno se induce a través de la inhibicidn
de GSK3 por Akt, o la inhibicidon de la gluconeogénesis que ocurre al impedir la
traslocacion de FoxO1 al nucleo imposibilitando la expresidon de las enzimas
glucosa-6-fosfatasa (G6P) y fosfoenolpiruvato carboxicinasa (PEPCK) (Santoleri &
Titchenell, 2018). Akt también estimula la lipogénesis al activar los factores de
transcripcién ChREBP y SREBP1c, a través del complejo mTORC1 (Figura 10)
(Santoleri & Titchenell, 2018).

Es también a través de Akt que se promueve la translocacion del
transportador de glucosa GLUT4, al fosforilar e inhibir a la proteina AS160,
incrementando asi el trafico de proteinas G pequefias Rab (Rab-GTP) las cuales
participan en el trafico vesicular de GLUT4 hacia la membrana celular (Olivares
Reyes & Arellano Plancarte, 2008). Modelos alternativos independientes de Akt
sugieren que PDK1 induce la fosforilacidon de dos formas atipicas de la PKC (PKCA/E),
gue contribuyen de manera significativa a la translocacion de GLUT4 (Olivares
Reyes & Arellano Plancarte, 2008).
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6.4. Historia natural de la diabetes mellitus tipo 2

Existen diversas anomalias fisiopatoldgicas que contribuyen a la desregulacion del
metabolismo de la glucosa, sin embargo la resistencia a la insulina (o disminucidn
de sensibilidad) y la alteracién de su secrecion son los defectos centrales de la DM2
(DeFronzo et al., 2015). La resistencia a la insulina se refiere a la condicidn sistémica
de un estado patoldgico en el que las células dejan de ejercer sus efectos
bioldgicos en respuesta a concentraciones plasmaticas que resultan eficaces en
organismos sanos, Yy que se deben a defectos en su cascada de sefalizacién
(Olivares Reyes & Arellano Plancarte, 2008).

Los tejidos metabdlicos como el adiposo, hepatico y muscular, ponen de
manifiesto el desarrollo de resistencia a la insulina como rasgo caracteristico de la
disfuncion metabdlica inducida principalmente por obesidad (Gutiérrez-Rodelo,
2017). Si bien, no todas las personas obesas desarrollan DM2, un porcentaje
importante de personas con DM2 se caracterizan por presentarla. Cuando los
valores de acido grasos libres son anormalmente altos y se excede su capacidad
de almacenamiento y oxidacidn, se induce la deposicion de lipidos ectdpicos en
los tejidos extraadiposos, produciendo anomalias metabdlicas a través de sefales
cronicamente alteradas, proinflamatorias y desensibilizantes de la insulina en los
organos diana (Barazzoni et al., 2018). Con el tiempo, la concentracién plasmatica
de acidos grasos libres en ayuno y la tasa de oxidacion de lipidos aumentan, lo que
conduce a la estimulacidn sostenida de la produccién de glucosa hepatica,
provocando una marcada hiperglucemia incluso en ayuno (Solis-Herrera et al.,
2021).

La exposicion excesiva de nutrientes de una dieta hipercaldrica en un
contexto de obesidad produce una demanda constante e ininterrumpida de
liberacién de insulina, en consecuencia, se observa una sobreestimulacion de las
células B que resulta en una hipersecrecién compensatoria (Solis-Herrera et al.,
2021). Con el tiempo, la sobreestimulacion y la hipersecreciéon desarrollan un
proceso de deterioro de las células B que puede concluir en el agotamiento y el
fallo disfuncional de la secrecion de insulina, y es entonces cuando se habla de
una diabetes manifiesta (Yaribeygi et al., 2019).La obesidad, hiperglucemia,
resistencia a la insulina y la secrecion disfuncional de la insulina recrean un circulo
vicioso que retroalimenta los procesos patoldgicos de la enfermedad, exhibiendo
la triada clasica de hiperinsulinemia, hiperglucemia e hipertrigliceridemia (Brown &
Goldstein, 2008). Cuando los tejidos periféricos manifiestan resistencia a la insulina,
se ve alterada su capacidad para captar y utilizar la glucosa, lo cual resulta en
niveles plasmaticos cronicamente altos. En el musculo ocurren defectos en el
transporte de glucosa, la fosforilacién de la misma, la sintesis de glucégeno, la
actividad del complejo piruvato deshidrogenasa, y la actividad oxidativa
mitocondrial (DeFronzo et al., 2015).

Mientras que en tejido adiposo se ve aumentada la liberacién de acidos
grasos libres debido a la resistencia del efecto antilipolitico de la insulina (Vazquez-
Jiménez et al., 2017). En el higado, la resistencia a la insulina produce una
glucogendlisis acelerada, que junto al suministro de sustratos (acidos grasos,
lactato, glicerol y aminoacidos) conduce al aumento de la gluconeogénesis,
contribuyendo de esta forma a la hiperglucemia (DeFronzo et al., 2015). La
supresion inapropiada de la produccidon endégena de glucosa representa casi un
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tercio del defecto en la homeostasis de la glucosa corporal total, mientras que la
reduccion de la captacion de glucosa periférica representa los dos tercios
restantes (Solis-Herrera et al., 2021). Ademas, la resistencia a la insulina en el rifién y
la gluconeogénesis renal aumentada contribuyen a la hiperglucemia en ayuno
(DeFronzo et al., 2015).

Resulta interesante sefalar las condiciones fisiopatoldgicas resultantes de la
obesidad y la DM2 al presentar como anomalia subyacente en comun la falta de
sensibilidad a la insulina. En organismos obesos no diabéticos resistentes a lainsulina,
la tolerancia a la glucosa no se ve alterada, ya que la capacidad secretora
compensatoria de las células B se mantiene, es decir las células B aun son capaces
de regular y aumentar su capacidad secretora con el fin de compensar los
defectos en la accion de la insulina (Solis-Herrera et al., 2021). Sin embargo, al
realizar una curva de tolerancia oral a la glucosa en sujetos normopeso con
diabetes manifiesta, se observa que el pancreas no es capaz de aumentar los
niveles de insulina lo suficiente para compensar la resistencia a la insulina, reflejada
en la pérdida de la sensibilidad a la insulina (Solis-Herrera et al., 2021).

En resumen, al disminuir la sensibilidad a la insulina ocurren defectos en el
metabolismo oxidativo y no oxidativo de la glucosa que producen una marcada
hiperglucemia y que, de manera compensatoria, se produce una hiperplasia
adaptativa en los islotes pancreaticos, lo cual se traduce en una hiperinsulinemia
compensatoria., paraddjicamente el aumento en la secrecion de insulina
contribuye al desarrollo de resistencia como medida protectora para evitar una
hipoglucemia. A largo plazo no es posible sostener la hipersecrecion de insulina, lo
cual conduce a la falla de las células B pancreaticas y a una disminucion en la
secrecion de insulina y es entonces cuando el estado diabético se desarrolla
(Figura 11) (Tfayli & Arslanian, 2009). Sin embargo, debe reconocerse que existen
poblaciones bien descritas con DM2 en las que la sensibilidad a la insulinaes normal
al inicio de la diabetes, mientras que la secrecién de insulina estd gravemente
alterada (Solis-Herrera et al., 2021).
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6.5. Etnofarmacologia

Las plantas han sido desde siempre parte de la historia de la humanidad, ya que
no solo proporcionaron alimento, refugio o vestimenta, sino que el uso de plantas
con fines medicinales es un elemento presente en todas las culturas. La OMS
declara que el estado actual de la medicina tradicional difiere entre los paises, y
una gran cantidad de personas en el mundo todavia dependen de la medicina
tradicional para la atencién primaria de su salud (Yuan et al., 2016). La busqueda
e investigacién de productos naturales bioactivos tiene una larga tradicién, sin
embargo, la etnofarmacologia como campo de investigacion bien definido tiene
una historia de hace 50 anos aproximadamente(Yeung et al., 2018). De acuerdo
con Andrade-Cetto & Heinrich (2011) la etnofarmacologia es “el estudio de
productos naturales bioldgicamente activos usados tradicionalmente con el
propdsito de entender su accién terapéutica”.

El trabajo en equipo entre etnobotanicos, etnofarmacoélogos, médicos vy
fitoquimicos es esencial para el resultado fructifero de la investigacién en plantas
medicinales. En la actualidad, muchos medicamentos incluyen un prototipo de
producto natural. La aspirina, la atropina, la efedrina, la digoxina, la morfina, la
quinina, la reserpinay el paclitaxel son algunos ejemplos de farmacos con utilidad
clinica que se descubrieron originalmente mediante el estudio de la medicina
tradicional y el conocimiento popular de los pueblos originarios de distintas culturas
(Gilani & Atta-ur-Rahman, 2005) y mas recientemente, la galantamina, la peplina y
el crofelemer (Yeung et al., 2018).

El aumento del interés y el uso de la medicina tradicional exige un
acercamiento mas estrecho con los sistemas de salud y, al mismo tiempo, la
promocion de su investigacidon, desarrollo e innovacidon, ya que la medicina
tradicional de calidad, seguridad y de eficacia comprobada contribuye a
asegurar el acceso de las personas a la atencion primaria de su salud (OMS, 2013).
Las culturas mas antiguas y mejor documentadas que utilizan medicina tradicional
son la India y la China. Actualmente ambos paises han integrado la medicina
tradicional en sus programas nacionales de salud (CONABIO, 2020b).

Si bien existen elementos comunes por los cuales las personas se inclinan a
utilizar la medicina tradicional, también se aprecian numerosas diferencias entre los
paises y regiones. Algunos estudios han revelado que las personas recurren a la
medicina tradicional debido a una mayor demanda de todos los servicios de salud,
un deseo de obtener mas informacién para aumentar los conocimientos sobre las
opciones disponibles, una creciente insatisfaccion con los servicios de atencién de
salud existentes y un renovado interés por la “atencion integral de la persona”
(OMS, 2013). Ademas, tanto los pacientes como los profesionales de la salud exigen
la revitalizacion de los servicios de salud, haciendo énfasis en la atencion
individualizada centrada en la persona. Por lo que, durante el encuentro clinico, se
deben explorar las opciones terapéuticas para la toma de decisiones compartida,
al considerar los deseos y valores del paciente (Inzucchi et al., 2012). Existe buena
evidencia que respalda la efectividad de este enfoque. Ademas, es importante
destacar que involucrar a los pacientes en las decisiones de atenciéon médica
puede mejorar la adherencia a la terapia (Inzucchi et al., 2012).
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6.5.1. Antecedentes fitoquimicos y farmacoldgicos
6.5.1.1. Calea urticifolia (Mill.) DC.

El género Calea es un grupo ampliamente conocido y estudiado, perteneciente a
la familia Asteraceae que comprende aproximadamente 125 especies neotropicas
(CONABIO, 2020a). Estudios etnofarmacoldgicos muestran el uso de algunas
especies de este género utilizadas en medicina tradicional para tratar
enfermedades y afecciones tales como diabetes (Hernandez-Galicia et al., 2002),
hipertensidén (Onzaga et al., 2008), Ulceras gastricas, bactericida (del Castillo et al.,
1981), trastornos intestinales como dolor de estbmago y diarrea (Sataga et al.,
2015). El género Calea representa una vasta fuente en constituyentes fitoquimicos
con potencial actividad bioldgica.

Estudios farmacoldgicos muestran actividad, tripanocida (Nascimento etal.,
2002), leishmanicida (Lima et al., 2015), antihipertensivo (Guerrero et al., 2002),
antinociceptivo y antidiarréico (Sataga et al., 2015), antifungico (Flach et al., 2002),
hipoglucemiante (Andrade-Cetto et al., 2021), acaricida (Ribeiro et al., 2008),
antiinflamatorio (Goémez & Gil, 2011) y citotdxico sobre lineas celulares de leucemia
U937 (Yamada et al., 2004). En cuanto a los constituyentes fitoquimicos del género
Calea, se han aislado e identificado mas de 270 metabolitos distintos, de entre los
cuales los grupos con mayor representacion son, en orden descendente, lactonas
sesquiterpénicas, derivados de timol, benzofuranos y acetofenonas (Lima et al.,
2018).

Calea urticifolia es un arbusto comunmente conocido como “amargoso”,
“hierba amarga” o “jarilla”, que alcanza hasta un metro de altura y se distribuye en
climas calidos y semicalidos desde México hasta Panama (Figura 12) (CONABIO,
2020a).

Figura 12. Calea urticifolia.

Se tiene reportado su uso en medicina tradicional para el tratamiento de
diversas afecciones, como dolor de estdmago, para tratar Ulceras gastricas,
inflamacion, o como antipaltidico ( Méndez-Gonzalez et al., 2010 como se citd en
Mijangos-Ramos et al., 2018), para tratar diarrea, fiebre (Gogineni et al., 2019), y en
el tratamiento de la diabetes mellitus tipo 2 (Andrade-Cetto et al., 2021). Estudios
fitoquimicos muestran el aislamiento de lactonas sesquiterpénicas del tipo
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germacrandlidas y heliangdlidas, asi como isoeugenol y derivados de floroglucinol
(del Castillo et al., 1981; Yamada et al., 2004), ademas de acidos dicafeilquinicos
(Mijangos-Ramos et al., 2018), compuestos fendlicos como el flavonoide acacetina
(Chaurasiya et al., 2016) y derivados de timol (Lima et al., 2018). Asimismo, el aceite
esencial de las semillas de C. urticifolia contiene acido miristico, palmitico,
estearico, oleico y linoleico, ademas de un nuevo acido, el trans-3, cis-9, cis-12-
octadecatrienoico (Bagby et al., 1965).

Estudios farmacoldgicos muestran la actividad de C. urticifolia como
fungicida ante Alternaria tagetica (Gamboa-Angulo et al., 2008), y actividad
nematicida para el control de Meloidogyne incognita (Herrera-Parra etal., 2009),
asi como actividad citotdxica en lineas celulares leucémicas U937 (Yamada et al.,
2004). Asimismo, presenta un efecto antiinflamatorio y antioxidante al inhibir la via
de sefializacién de NF-kB en macréfagos estimulados con LPS mediante la supresion
de especies reactivas de oxigeno (Torres-Rodriguez et al., 2016). También se ha
observado su actividad potenciadora de elementos con actividad antioxidante en
células PC12 neurales de rata (Umemura et al., 2008). Lactonas sesquiterénicas
aisladas de C. urticifolia inhiben la melanogénesis en células de melanoma B16 de
raton (Ohguchi et al., 2009). Por otra parte, C. urticifolia mostré una potente
inhibicién de las monoaminooxidasas humanas recombinantes (MAO-A y -B), lo
cual sugiere su potencial efecto farmacoldgico util en el tratamiento de trastornos
neuroldgicos y psiquiatricos (Chaurasiya et al., 2016).

Por ultimo, en 2021 Andrade-Cetto et al. presentaron los resultados obtenidos
de la experimentacién con el extracto acuoso de C. urticifolia, el cual mostrd un
importante efecto hipoglucemiante en estado postabsortivo en un modelo
hiperglucémico de rata STZ-NA. Como resultados del HPLC-DAD realizado al
extracto activo de C. urticifolia a diferentes longitudes de onda, se observacuatro
compuestos mayoritarios derivados del acido cafeico, de los cuales se identificd
como compuesto mayoritario el dcido clorogénico, en el pico 1), el cual se observa
a una longitud de onda de 320nm (Figura 13).
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Ademas, por TLC se confirmd la presencia de acido clorogénico y rutina. El
extracto acuoso también bloqued el 20% de la actividad de la enzima alfa-
glucosidasade formain vitro, mientras que inhibe el 90% de la actividad enzimatica
del complejo glucosa-6-fosfatasa y bloquea el 55% del aumento de glucosa bajo
la prueba de tolerancia al piruvato, donde se midié la liberacion de glucosa. Estos
resultados proporcionan evidencia del efecto hipoglucemiante de C. urticifolia
asociado a una reduccién en la liberacidn de glucosa hepatica y un ligero bloqueo
en la absorcion de glucosa intestinal.

6.5.1.2. Ageratina petiolaris (Moc. & Sessé ex DC.) RMKing & H.Rob.

Es una planta arbustiva endémica de México distribuida en el centro y sur del pais,
perteneciente a la familia Asteraceae. Puede alcanzar una altura de hasta 2 m de
altura, es cilindrica con tallos lefiosos blanco-amarillentos, hojas opuestas con
capitulos de laminas ovadas dispuestas en corimbos, y flores blancas (Figura 14)
(Bustos-Brito et al., 2016).

Figura 14. Ageratina petiolaris.

Se tiene reportado el uso de A. petiolaris de forma medicinal en el
tratamiento de trastornos del estdmago, dolores musculares, dolores de cabeza y
diabetes mellitus tipo 2; también se ha descrito su utilidad como anticoagulante,
astringente, antihistaminico, antirreumatico e inmunoestimulante (Bustos-Brito et al.,
2016). En 2016, Bustos- Brito et al. realizaron un estudio etnofarmacoldgico en el
mercado mas grande de la CDMX, el Mercado Sonora, en el que encontraron que
se vendia A. petiolaris como una especie popular para tratamiento de la DM2.

Como seguimiento farmacoldgico se probd la actividad hipoglucemiante
de los extractos acuoso y metandlico en un modelo de hiperglucemia inducida
con STZ-NA, en donde se observd que el extracto acuoso mostré mejor actividad
hipoglucemiante sin carga de glucosa en comparacién con el extracto
metandlico. Algunos constituyentes identificados de los extractos de A. petiolaris
fueron compuestos derivados del timol, lactonas sesquiterpénicas, cromeno y
triterpenos. A su vez, fueron aislados los que se describen como los componentes
mas importantes de la planta, el L-quiro-inositol y el acido clorogénico, ya que es a
estos compuestos a los que se les atribuye el efecto hipoglucémico, al estar
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ampliamente reportada en la literatura su capacidad para inhibir la liberacion
hepatica de glucosa y estimular su captacion. Del mismo modo, los resultados del
HPLC-DAD realizados por el laboratorio de Etnofarmacologia de la UNAM, muestra
el perfil cromatografico de A. petiolaris a diferentes longitudes de onda, en donde
se observa a los 320nm fenil propanoides y derivados del acido caféico, mientras
gue a 200nm se observan terpenoides y lactonas (Figura 15).
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Figura 15. Perfil cromatografico de A. petiolaris a 320 nm, 254 nm, 365 nm, 380 nm, 280 nm, 230 nm, 210 nm, 200 nm.

Finalmente, en 2020 Mata-Torres et al. evaluaron la actividad inhibidora de
la produccion hepatica de glucosa con una prueba de tolerancia al piruvato en
un modelo STZ-NA vy la inhibicion de la actividad catalitica del complejo glucosa-6-
fostatasa. En este estudio, el extracto acuoso de A. petiolaris mostrd un efecto
inhibidor en la prueba de tolerancia al piruvato in vivo, el cual podria
correlacionarse con su capacidad de disminuir la actividad del sistema glucosa-6-
fostatasa in vitro debido a su contenido de acido clorogénico.

6.5.1.3. Rhizophora mangle L.

Los manglares son plantas de importancia ecoldgica en habitats marinos y se
encuentran distribuidos en las costas de muchos paises, ademas de su importancia
ecoldgica, los manglares son ampliamente utilizados en la medicina tradicional
para tratar diversas afecciones como diabetes, hipertension, inflamacién,
hematuria, asma y trastornos gastrointestinales como estrefiimiento, diarrea,
disenteria, dispepsia y dolor de estdémago (Figura 16) (Andrade-Cetto &
Rubalcaba-Mares, 2012; de Souza Mesquita et al., 2018; Mata-Torres et al., 2020;
Nabeelah Bibi et al., 2019). Los estudios farmacoldgicos mas comunes reportados
son los relacionados con sus propiedades antioxidantes, antimicrobianas e
hipoglucemiantes (Nabeelah Bibi et al., 2019).
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Figura 16. Rhizophora mangle.

Un estudio crénico evalud el efecto del extracto acetdnico de R. mangle en
un modelo de diabetes inducido en ratones alimentados con una dieta alta en
grasas (de Souza Mesquita et al., 2018). Como resultados se observé la reduccion
de los niveles de glucosa e insulina en sangre en ayunas, al igual que la esteatosis
hepatica. Mientras que in vitro se observo que el extracto de R. mangle inhibié la
actividad de las enzimas lipasa y a-amilasa, ademas de presentar actividad
antioxidante. En cuanto a su composicién fitoquimica, se ha detectado la
presencia de taninos, triterpenos, flavonoides, glucésidos, quercetina, miricetina y
diglicésidos de kaempferol en corteza y hojas (Nabeelah Bibi et al., 2019).

Estudios farmacoldgicos muestran un efecto hipoglucemiante del extracto
etanol-agua en un modelo de diabetes inducida STZ-NA, y una disminucion del
pico hiperglucémico en una prueba in vivo de gluconeogénesis hepatica, ademas
de la inhibicién de la actividad catalitica del complejo glucosa-6-fosfatasa (Mata-
Torres et al., 2020). Otra propiedad que se ha observado es la disminucion en los
niveles de triacilglicéridos y glucosa plasmatica de forma crénica, en donde se
sugiere que esta disminucion puede deberse a la activacidon de la via de la cinasa
AKT, la cual es responsable de inhibir las enzimas involucradas en la lipdlisis, por lo
qgue disminuye la concentracién de triglicéridos en la sangre (Andrade-Cettoetal.,
2017).

Asimismo, se pudieron aislar algunos de los componentes principales de la
corteza de R. mangle, los cuales se identificaron como dos flavalignanos
(cinchonainas la y Ib), dos flavanoles (catequina-3-O-a-ramnopirandsido vy
epicatequina), y dos lignanos glucésidos (lyonisida y nudiposida) (Andrade-Cetto
et al., 2017). Mientras que, como resultado del HPLC-DAD, en el perfil
cromatografico de R. mangle a 320 nm se observan cuatro compuestos
identificados como 1) Catequina-3-O-ramnopirandsido, 2) epicatequina, 3)
lyonisida, y 4) nudiposida (Figura 17) (Andrade-Cetto et al., 2017).
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Figura 17. Perfil cromatografico de R. mangle a 320nm. En donde 1) catequina-3-O-ramnopirandsido, 2)
epicatequina, 3) lyonisida, y 4) nudiposida.

6.5.1.4. Eysenhardtia polystachya (Ortega) Sarg.

El género Eysenhardtia es un grupo de plantas ricas en metabolitos secundarios,
gue han mostrado actividad en el control y mitigacién de trastornos urinarios,
diabetes mellitus, estrés oxidativo, glicosilacion de proteinas, infecciones
microbianas, inflamacién, dolor o malestar, contracciones musculares,
citotoxicidad o como modulador de senalizacion celular o neuronal (Garcia-
Campoy et al., 2020). Eysenhardtia polystachya es un arbusto caducifolio
perteneciente a la familia Fabaceae que se encuentra distribuido desde el sureste
de Estados Unidos hasta el sur de México (Figura 18) (CONABIO, 2009).

=\ Q

Figura 18. Eysenhardtia polystachya.

Se tiene documentado su uso en la medicina tradicional mexicana en el
tratamiento de infecciones de rifidn, vejiga, como diurético (Alvarez et al., 1998;
Beltrami et al., 1980; Burns et al., 1984), “depurativo de sangre”, antitusivo,
antiespasmaddico, antipirético, antiinflamatorio, antirreumatico, analgésico (Pablo-
Pérez et al., 2016; Salinas-Hernandez et al., 2008) y como tratamiento para la
diabetes mellitus (Andrade-Cetto & Heinrich, 2005). Su actividad antiurolitica fue
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probada farmacoldégicamente, observando una reaccion dosis-respuesta en la
reducciéon de deposicion de célculos renales con el extracto acuoso de su madera
(Perez et al., 1998).

En otro estudio, se evaludé la actividad antimicrobiana, citotéxica e
insecticida del extracto diclorometano-metanol de su corteza; sin embargo, no
presentd actividad antimicrobiana, aunque si se observé una moderada actividad
citotoxica en lineas celulares cancerosas y una leve actividad insecticida al solo
observarse cambios morfoldgicos en larvas de Spodoptera frugiperda (Alvarez et
al., 1998). Asimismo, se ha comprobado su actividad diurética (Pablo-Pérez et al.,
2016). Las propiedades antioxidantes y protectoras también fueron estudiadas en
un ensayo in vivo e in vitro con seis nuevos flavonoides aislados del extracto
metanol-agua, de los cuales cinco presentaron habilidad para reducir el estrés
oxidativo en un modelo de ratén STZ, ademas de prevenir o retrasar el dano
hepatico, renal y pancreatico, al aumentar la actividad enzimatica depuradora
de radicales libres y reducir las especies reactivas de oxigeno intracelular (Perez-
Gutierrez et al., 2016). En el mismo estudio, se reportd el aislamiento de siete
sustancias conocidas, entre ellas la aspalatina.

En la literatura se encuentra documentado el efecto hipoglucémico de la
aspalatina (una dihidrochalcona C-glucésido), como componente de té rooibos
de Aspalathus linearis, en un modelo de ratén db/db, la cual redujo la
hiperglucemia y mejoré la intolerancia a la glucosa a través del aumento de Ia
captacidon de glucosa y la secrecion de insulina (Kawano et al., 2009).mPérez
Gutierrez et al. observaron que la 3'-O-B-d-glucopiranosil-a,4,2’,4',6'-pentahidroxi-
dihidrocalcona aislada del extracto metanol-agua de E. polystachya actia como
agente antiglicacion, al ser capaz de reducir la glicacidn de proteinas involucradas
en la nefropatia diabética en modelo de rata STZ-NA.

Estudios fitoquimicos realizados con distintos tipos de extractos de la corteza
de E. polystachya, indican la presencia de una compleja mezcla de compuestos
fendlicos. Beltrami et al. aislaron del extracto acuoso dos a-hidroxidihidrochalconas
reportadas como coatlina A y B, mientras que del extracto diclorometano-metanol
se aislaron tres nuevas a-hidroxidihidrochalconas (Alvarez & Delgado, 1999). Del
extracto metandlico seidentificé el principal constituyente fendlico fluorescente, la
7-hidroxi-2’,4’,5'-trimetoxiisoflavanona, ademas del compuesto flemichaparin-C
(Burns etal., 1984).

Del extracto integro de diclorometano-metanol (1:1) se identificaron cinco
compuestos conocidos: estigmasterol, isoduartina, cuneatina, 7-hidroxi-2",4’,5’
trimetoxiisoflavanona y pterocarpano, asi como dos nuevas isoflavanonas (Alvarez
et al., 1998). Kim et al. sugieren una mejoria en el perfil de la glucosa plasmatica,
asi como los niveles de insulina en sangre, mediante la regulacion de la
proliferacién de las células B pancreaticas y la sensibilidad a la insulina producto
de los pterocarpanos obtenidos del extracto de acetato de etilo de hojas de la
soya. Ward et al. reportaron el efecto protector a la glucolipotoxicidad del
estigmasterol en células B, al evitar la acumulacién de colesterol libre y de especies
reactivas de oxigeno, mejorar la secrecién de insulina, asi como disminuir los
marcadores de la apoptosis temprana.

Por su parte, el equipo de trabajo del laboratorio de etnofamacologia,
UNAM, realizé el HPLC-DAD del extracto etandlico de E. polystachya a diferentes
longitudes de onda, en donde se observan los compuestos mas abundantes a los
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320 nm, mientras que a 450 nm se encuentran compuestos aromaticos, cromenos,

cromonas y chalconas.
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Figura 19. Perfil cromatografico de E. polystachya a 400 nm, 250 nm,365 nm, 320 nm, 280 nm.
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7. Metodologia

7.1. Recoleccidon del material bioldgico

Las especies de Calea urticifolia y Eysenhardtia polystachya fueron recolectadas
en el municipio de Tepehuacan de Guerrero, estado de Hidalgo, el 2019 y 2016
respectivamente, ambas especies fueron identificada por el M. en C. Ramiro Cruz
Duran. Por otra parte, el material vegetal molido de las especies Ageratina petiolaris
y Rhizophora mangle fueron proporcionados por el laboratorio de
Etnofarmacologia de la Facultad de Ciencias, UNAM. A. petiolaris fue recolectada
en el municipio de Tenancingo, estado de México en febrero de 2012 e identificada
por José Luis Villasefor, mientras que R. mangle se recolectd en la laguna de
Malinaltepec, estado de Oaxaca en noviembre de 2013.

7.2. Elaboracion del extracto

La elaboracion de los extractos se realizé tomando en cuenta los resultados de
estudios previos obtenidos por el equipo de trabajo del laboratorio de
etnofarmacologia de la Facultad de Ciencias, UNAM, acerca del tipo de extracto
(acuoso/etanol-agua) y la parte de la planta empleada (Tabla 2) (Andrade-Cetto
& Rubalcaba-Mares, 2012; Bustos-Brito et al., 2016; Martinez Medina, 2019; Yacini
Torres et al., 2019).

7.2.1. Extracto acuoso

Los extractos se realizaron utilizando 20 g del material vegetal seco y triturado
en una infusion a 40 °C con 500 ml de agua destilada, dejando en agitacion
durante 15 min. La infusiéon se filtrd al vacio para finalmente ser
ultracongeladaa -45 °Cyy liofilizada hasta obtener el extracto seco (Tabla 2).

7.2.2. Extracto etanol-agua

Los extractos se realizaron utilizando 20 g del material vegetal seco y triturado
en una solucion etanol-agua (1:1) de 500 ml a 40 °C, el material se mantuvo
en agitacion durante 4 horas. Posteriormente, se filtré al vacio y se concentro
en el equipo Rotavapor® BUCHI hasta destilar todo el etanol de la mezcla.
El contenido resultante fue ultracongelado a una temperaturade -45 °Cy
liofilizado hasta obtener el extracto seco (Tabla 2).

Tabla 2.

Parte utilizada y tipo de extracto de las plantas empleadas.
Nombre Parte utilizada Tipo de extracto
Calea urticifolia Hojas Acuoso
Ageratina petiolaris Hojas Acuoso
Rhizophora mangle Parte aérea Etanol-agua
Eysenhardtia polystachya Madera Etanol-agua
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7.3. Dosis y rendimiento

Las dosis administradas se calcularon considerando el rendimiento de extracciény
el peso de una persona (70 kg), y se ajustaron a una rata (250 g de peso).

7.4. Animales experimentales

Se utilizaron ratas de la cepa Wistar sanas de ambos sexos con 2 meses de edad y
un peso aproximado de 250 g, las cuales permanecieron a una temperatura de 25
°C con 50% de humedad y un fotoperiodo de 12 horas de luz y oscuridad con agua
y alimento nutricubo de Purina ad libitum. Los animales experimentales fueron
proporcionados por el bioterio de la Facultad de Ciencias, UNAM. Los experimentos
realizados en el presente trabajo se llevaron a cabo siguiendo la Normativa Oficial
Mexicana (Norma Oficial Mexicana NOM-062-200-1999). Asimismo, el proyecto fue
aprobado por la Comisién de Etica y Responsabilidad Cientifica de la Facultad de
Ciencias, UNAM, bajo el nimero de folio P_2021_08_31.

7.5. Grupos experimentales y tratamientos

Se realizaron seis grupos experimentales con una N de 6, las dosis empleadas para
los tratamientos se basaron en estudios farmacoldgicos previos realizados por el
laboratorio de etnofarmacologia de la Facultad de Ciencias, UNAM, en los cuales
se determind la dosis que presenté un mayor efecto hipoglucemiante para cada
una de las cuatro plantas empleadas (Tabla 3) (Andrade-Cetto et al., 2021;
Andrade-Cetto & Rubalcaba-Mares, 2012; Bustos-Brito et al., 2016; Martinez Medina,
2019). Todos los tratamientos fueron administrados de forma oral.

Tabla 3

Grupos experimentales y su tratamiento.
Grupos experimentales Tratamiento
Normoglucémico Solucion fisioldgica
Glibenclamida Glibenclamida (5 mg/kg)
Calea urticifolia Extracto acuoso (710 mg/kg)
Ageratina petiolaris Extracto acuoso (160 mg/kg)
Rhizophora mangle Extracto etanol-agua (90 mg/kg)
Eysenhardtia polystachya Extracto etanol-agua (8 mg/kg)

7.6. Curva temporal de glucosa e insulina

Se realizaron ensayos agudos con duracién de 120 minutos, para los cuales se
utilizaron ratas con ayuno previo de 12 horas con una glucemia basal aproximada
de 90 mg/dl. Los tratamientos fueron administrados en una sola dosis 5 minutos
después de medirla glucosabasal, posteriormente se tomd la medida de glucemia
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cada 30 minutos, obteniendo un total de cinco medidas de glucosa por rata (TO,
T30, T60, T90, T120). Los valores de glucosa fueron medidos por duplicado con un
glucometro Accu-Chek® Active, al mismo tiempo que se tomd una muestra de 50
ul de suero para realizar la cuantificacién de insulina plasmatica (Figura 20).

Administracion de
tratamientos

T0" T30 T60 T90 T120

ST, e o RALN rasy
@ @ @ @ ©

éi & & & O
Figura 20. Experimento agudo.
7.7. Cuantificacion de insulina

Durante el ensayo agudo se extrajo una muestra de 150 pl de sangre cada 30
minutos. Cada toma se realiz6 con ayuda de un tubo colector de sangre capilar
para analisis Microvette® CB 300. Las muestras fueron etiquetadas con el nUmero
de rata, fecha, grupo experimental y tiempo de medicién. Posteriormente, se
centrifugaron a 12,000 rpm durante 10 min. Al finalizar, se recuperd 50 ul de plasma
que fue almacenado a -45 °C en el REVCO hasta su cuantificacion mediante el
equipo ELISA “Rat/mouseinsulin kit” MILLIPORE®. Para cada rata se obtuvo un total
de 5 muestras, una en cada tiempo (TO, T30, T60, T90, T120).

7.8. Técnica ELISA

Se realizd un inmunoensayo de técnica ELISA tipo sandwich, en el que dos
anticuerpos monoclonales (un anticuerpo de captura y un anticuerpo de
deteccion marcado con una enzima) son dirigidos a dos epitopos diferentes
presentes en el antigeno diana (insulina), con el propdsito de detectar si el antigeno
objetivo estd presente en la muestra a analizar. De modo que, al adicionar la
soluciéon de sustrato cromogénico especifico para que reaccione con el
conjugado unido a la insulina, se producira un color azul. La intensidad del color
sera proporcional al aumento en la concentracion de insulina presente y sera
cuantificable mediante un espectrofotémetro (Figura 21).
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Figura 21. Principio de la técnica ELISA tipo sandwich. (Modificado de
https://www.rndsystems.com/products/quantikine-elisa-kit-measuring-high-molecular-weight-adiponectin).
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7.8.1. Pasos generales de un ELISA

La ELISA tipo sandwich se realizd en microplacas de 96 pocillos (12 columnas x 8
filas), en las que el fondo de los pocillos de la placa sirve de superficie sélida a la
gue se unen los anticuerpos y otros reactivos.

Paso 1: El anticuerpo de captura se encuentra unido al fondo de los pocillos de la
microplaca de ELISA.

Paso 2: Se afiade la muestra al pocillo, el antigeno contenido en la muestra se unira
al anticuerpo de captura.

Paso 3: Se afiade el anticuerpo de deteccion, uniéndose a un segundo sitio en el
antigeno de interés.

Paso 4: Se deja en agitacidon e incubacién por 2 horas, después se lava la
microplaca. El material no unido se elimina mediante el lavado, dejando capturado
solo el antigeno de interés.

Paso 5: Se afiade la solucion de enzima, la cual se conjuga con el anticuerpo de
deteccion.

Paso 6: Se deja en agitacion e incubaciéon por 30 minutos, después se lava la
microplaca.

Paso 7: Se anade la solucion de sustrato, la enzima transforma el sustrato
cromogénico sobre el anticuerpo de deteccidon, produciendo un cambio de color.
Paso 8: Se deja en agitacion e incubacién por 15 minutos.

Paso 9: Se agrega la solucion de paro de la reaccion y se lee la placa. El
espectrofotdmetro detecta el producto de la reaccion de color y genera valores
de densidad optica (DO).

7.9. Prueba estadistica

Para el analisis estadistico se utilizd el programa GraphPad Prism version 9.00. Con
el programa se realizé una normalizacién de los valores obtenidos y se aplicé una
prueba ANOVA de un factor, seguida de una prueba Dunnety una prueba Tukey
de comparaciones multiples. De esta forma, se compararon los valores de glucosa
e insulina dentro de cada grupo respecto a su tiempo inicial (TO), y los valores de
glucosaeinsulina de cada grupo en cada tiempo. Se utilizé un nivel de significancia
de p<0.05. Del mismo modo, se calculd el area bajo la curva (ABC) de los valores
normalizados de cada grupo.

Los valores de DO obtenidos de la ELISA se interpolan utilizando una regresion
lineal de cinco parametros, de esta forma se obtuvo la concentracion de insulina
en las muestras en ng/ml.

7.10. Indice de control cuantitativo de sensibilidad a la insulina

La relacion entre la insulina plasmatica con la glucemia representa la intensidad
del efecto de esta hormona, es decir, qué tan sensibles o resistentes son las células
blanco a su accidn. En este sentido, el indice QUICKI brinda una estimacion robusta,
precisa y reproducible que evalla los cambios en la sensibilidad a la insulina en
ayuno, después de una intervencién terapéutica (Muniyappa et al., 2008):

1

log insulina en ayuno (uU/m) + log glucosa en ayuno (mg/dl)

QUICKI=
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8. Resultados

8.1. Curva temporal de glucosa

En la Figura 22 a, se puede observar el control normoglucémico mostré un
comportamiento constante a lo largo del ensayo, manteniendo un promedio de
100 unidades de glucosa. El grupo control positivo glibenclamida presenté una
tendencia hipoglucemiante significativa a partir del T60, observandose una
disminucion maxima del 35% en el T90 respecto a su tiempo inicial, mientras que, al
final de la prueba (en el T120), se observd lo que supondria el inicio del
restablecimiento de la glucosa plasmatica para un organismo sano. El extracto
acuoso de C. urticifolia (710 mg/kg) presentd un pequeno pico glucémico del 9%
30 min después de la administracién oral del extracto, después de la cual se
observo un efecto hipoglucemiante con un descenso final del 12%, siendo este
significativo respecto a su TO.

Por otra parte, el extracto acuoso de A. petiolaris (160 mg/kg) presentd una
tendencia general a la hipoglucemia, sélo siendo significativa respecto al control
normoglucémico en el T60, mientras que presentd significancia estadistica respecto
a su tiempo inicial a partir del T90 al disminuir un 10% y culminando con una
disminucién del 12% para el final de la prueba. El extracto etanol-agua de R.
mangle (90 mg/kg) presentd un efecto hipoglucemiante moderado, mostrando
significancia estadistica a los 90 minutos después de su administracion. Finalmente,
el extracto etanol-agua de E. polystachya (8 ml/kg) disminuyd significativamente
los niveles de glucosa plasmatica en T90 y T120. Se observa que es en el T90 en
donde los cuatro extractos presentan una significancia estadistica respecto a su
tiempo inicial (Figura 22 a). En la Figura 22 b se observa el area total de glucosa
plasmatica, en donde se observa la diferencia significativa en la disminucién de los
extractos respecto al control normoglucémico.
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(Eysenhardtia polystachya).



8.2. Curva temporal de insulina

Paralelamente a las mediciones de glucosa presentadas anteriormente, se
cuantificé la concentracidon de insulina plasmatica, a continuaciéon, se describen
los resultados de la curva temporal de insulina (Figura 23 a). El control
normoglucémico presenta concentraciones constantes y sin variaciones
significativas de insulina plasmatica a lo largo del ensayo. Por otra parte, el control
positivo glibenclamida presenta un aumento significativo en la concentracién de
insulina plasmatica a los 60 min después de su administracidn, respecto a su tiempo
inicial y al control normoglucémico. En cuanto a los extractos el fendmeno
observable en la cuantificacion de insulina es una tendencia constante a la baja
en las concentraciones plasmaticas alo largo de la prueba. El extracto C. urticifolia
presenta significancia estadistica respecto al control glibenclamida a partir del
tiempo 60, con un descenso maximo del 37% (0.63 ng/ml) en la Gltima medicién.

Por otra parte, la cuantificacidon de insulina de A. petiolaris también muestra
una disminucién en la concentracion de insulina, sin embargo, a diferencia que
con C. urticifolia, la tendencia no permanece descendente, sino que disminuye un
maximo de 0.36 ng/ml (37%) a los 30 min de suadministracion, seguido de una ligera
pendiente ascendente, que se coloca por encima del control normoglucémico.
Del mismo modo, el extracto etanol-agua de E. polystachya produjo un descenso
en la concentracién de insulina plasmatica 30 minutos después de su
administraciony al final de la prueba, siendo estos descensos significativos respecto
a su tiempo inicial y al control glibenclamida.

Finalmente, el extracto R. mangle presenta concentraciones de insulina
plasmatica que se sostienen por encima de los controles Normoglucémico, C.
urticifolia, A. petiolaris y E. polystachya durante la primera horay media después de
su administracién, antes de descender con significancia estadistica respecto a su
tiempo inicial durante el ultimo cuarto de la prueba, alcanzando la concentracion
del control normoglucémico. En la Figura 23 b se observa el area total de insulina
plasmatica, en donde se observa la diferencia significativa en la disminucién de los
extractos Cu, Ap y Ep respecto al control positivo glibenclamida.

a) b)
1.0
E - a - 50
~
()]
£ 0.5 >
e @
< T =0 O
> —
o 0.0+ >
£ @
S 1 3

--50 I
o . b 3
= 0.5 c ! E
E |
e
@]
-1.0 T T T T T T T T T 71 -100
T0 T30 T60 T90 Ti120 N G Cu Ap Em Ep
Tiempo (min)
—e— Nomoglucémico —a— Glibenclamida =#= Calea urticifolia =%= Ageratina petiolaris =*= Rhizophora mangle =@= Eysenhardtia polystachya
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8.3. Indice de control cuantitativo de sensibilidad a la insulina QUICKI

De forma global, al observar el Area bajo la curva (ABC) de la Figura 22 b se
observa que los extractos producen un descenso en los niveles de glucosa
plasmatica, sin embargo, este descenso también se ve de manifiesto en el AUC de
la concentracion de insulina plasmatica (Figura 23 b). De tal forma que, para
determinar el efecto de los extractos sobre la sensibilidad a la insulina, se calculd el
indice de sensibilidad QUICKI. La Figura 24 muestra el aumento significativo del
indice QUICKI de los extractos de C. urticifolia, A. petiolarisy E. polystachya respecto
al control negativo normoglucémico, lo cual es un indicativo de un mejoramiento
en la sensibilidad a la insulina.
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Figura 24. Calculo del indice QUICKI. Medias £+ SEM, N= 6. Valores promedio de QUICKI. En donde * vs
Normoglucémico indica diferencia significativa (ANOVA de una via seguida de una prueba Fisher, p< 0.05).
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9. Discusion

Las especies Calea urticifolia, Ageratina petiolaris, Eysenhardtia polystachya y
Rhizophora mangle son ejemplares ampliamente utilizados como plantas
medicinales en el tratamiento de la DM2 (Andrade-Cetto & Heinrich, 2005). Debido
al alto valor cultural que representan estas especies en las comunidades donde se
consumen, Y la prevalencia de su uso para tratar los sintomas de DM2, se han
realizado diversos estudios en donde queda demostrado su efecto
hipoglucemiante enratas con hiperglucemiainducida (Andrade-Cetto etal., 2017,
2021; Bustos-Brito et al., 2016; Garcia-Campoy et al., 2020; Martinez Medina, 2019).
Es preciso sefalar que en el presente trabajo se propuso investigar como
posible mecanismo de accion la secrecidn de insulina, por lo que se utilizaron ratas
sanas para evaluar el efecto de los extractos sobre islotes intactos. Una de las
limitaciones de este disefio es la complejidad de la regulacién de la glucemia en
un organismo sano, que podria amortiguar el efecto farmacolégico de los
extractos. Por otra parte, como resultado de la investigacién etnofarmacoldgica,
se ha observado que el efecto de las plantas medicinales estd dado, en su mayoria,
por la combinacidn de diversos mecanismos que pueden estar ocurriendo al mismo
tiempo, y no a un sélo mecanismo de accidon (Mata-Torres et al., 2020), por lo que
el presente trabajo es una contribucion al estudio de los mecanismos involucrados
en el efecto hipoglucemiante que presentan.

Dentro de los resultados obtenidos se puede observar que los extractos de
C. urticifolia, A. petiolaris, E. polystachya y R. mangle presentan un efecto
hipoglucemiante incluso en organismos sanos y normoglucémicos, lo que sugiere
que sus compuestos activos presentan una potencia farmacoldgica suficiente
como para observar el efecto farmacoldégico en organismos con capacidad
reguladora no comprometida. Sin embargo, sélo C. urticifolia, A. petiolaris y E.
polystachya sostienen su efecto hipoglucemiante hasta el final de la prueba,
siendo A. petiolaris el extracto con el mayor efecto al mostrar significancia
estadisticarespecto al control normoglucémico enel T60, y presentar lamenor area
de glucosa total, seguido de E. polystachyay C. urticifolia.

Es importante sefalar que, contrario a lo esperado, el efecto
hipoglucemiante observado no es producido por un aumento en la concentracion
de insulina plasmatica, sino que la administracion de los extractos (Cu, Ap, Ep) se
asocia con una clara disminucidn en las concentraciones de insulina plasmatica
respecto al TO. A este respecto, C. urticifolia es el extracto que presenta la menor
ABC de insulina total, seguida de E. polystachyay A. petiolaris.

La disminucién en la glucemia asociada a la disminucion de la insulina hace
necesario pensar en un cambio en la sensibilidad a la insulina como mecanismo
clave. Debido a que la cantidad de insulina liberada por las células B en cualquier
circunstancia depende de los requisitos metabdlicos de los tejidos sensibles, al
ocurrir un aumento en la sensibilidad a la insulina, el manejo de glucosa podria
lograrse en ausencia de un cambio marcado en las concentraciones sanguineas
de insulina plasmatica; es decir, seria necesaria una menor cantidad de insulina
para ejercer un efecto hipoglucemiante (Dimitriadis et al., 2021). En este sentido,
fue necesario realizar una prueba que midiera el efecto de los extractos sobre la
sensibilidad a la insulina, como lo es el indice QUICKI; los resultados observados del
calculo de este indice mostraron que los extractos de Cu, Apy Ep aumentaron de
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forma significativa la sensibilidad a la insulina respecto al control negativo
normoglucémico. A continuacion, se describen algunos mecanismos potenciales
detras del efecto de los extractos.

De acuerdo con los antecedentes fitoquimicos de A. petiolaris, se ha
identificado acido clorogénico (también aislado en C. urticifolia), L-quirol-inositol y
derivados de timol, los cuales se asocian con la activacién de la proteina cinasa
activada por AMP (AMPK), que regula al alza la expresion génica del transportador
de glucosa 4 (GLUT4) para estimular la absorcion de glucosa en el musculo
esquelético; asimismo, la AMPK regula a la baja la expresion génica de la glucosa-
6-fosfatasa, impidiendo la liberacién de glucosa a la sangre (Miao & Xiang, 2020).
Por otro lado, se sabe que E. polystachya presenta dentro de sus componentes
fitoquimicos una rica mezcla de compuestos fendlicos y sus derivados, como
flavonas, isoflavonoides, dihidrochalconas, etc.

Algunos isoflavonoides biolégicamente activos, como los pterocarpanos, se
encuentran mas comunmente en la familia Fabaceae actuando como fitoalexinas
(Selvam et al., 2017). Se ha informado que los extractos de hoja de soya que son
ricos en pterocarpanos optimizan la accion de la insulina al mejorar la estructura
de los islotes pancreaticos de Langerhans, reduciendo los niveles de glucosa e
insulina en plasma y el aumento de peso corporal en ratones diabéticos tipo 2
(Selvam et al., 2017). Ademas, se ha demostrado que las dihidrochalconas, como
la aspalatina presente en el extracto de E. polystachya, se dirigen a varias vias
fundamentales asociadas con el metabolismo de la glucosa y enfermedades
metabdlicas como la DM2 (Muller et al., 2021). La aspalatina mejora la resistencia
a lainsulina al mejorar la sefializacion de la insulina a través de la proteina cinasa B
Akty la AMPK, y al reducir la inflamacion a través de la proteina cinasa C (PKC) y
el factor nuclear-kB (NFkB) (Muller et al., 2021).

Por otra parte, el extracto de R. mangle presenta un moderado efecto
hipoglucemiante y, a diferencia de la tendencia con los otros extractos, éste no
presenta disminucidén significativa en la concentracion de insulina plasmatica, pero
tampoco la aumenta, sin embargo, se observa que sus valores permanecen
constantes a lo largo de la prueba, y siempre por encima del control
normoglucémico. Es en el T120 en donde se pierde el efecto hipoglucémico, al
observar un incremento en la glucosa plasmatica y un descenso en la
concentracién de insulina, el cual resulta significativo respecto a su tiempo inicial.
Este fendmeno podria responder a un efecto estabilizador o modulador de la
secrecion de insulina.

Aunque Ageratina petiolaris y Rhizophora mangle cuentan con estudios en
los que se observa su capacidad de inhibir la produccién hepatica de glucosa en
proporciones similares (20%) (Mata-Torres et al., 2020), en el presente estudio se
observa que la glucosa e insulina plasmatica se comportan diferente entre estos
dos extractos; es decir, podrian presentar un mecanismo de accion distinto. De
acuerdo con la literatura consultada, R. mangle presenta como componentes
fitoquimicos con mayor importancia el acido clorogénico y la epicatequina, ambos
compuestos estrechamente relacionados con el aumento en la actividad de Akt y
hexocinasa, y en la disminucion de la actividad de piruvato carboxilasa y glucosa-
6-fosfatasa (Alkhalidy et al., 2018). Esto puede explicar la disminucion de la glucosa
plasmatica hasta el T90, mientras actua la inhibicién de la gluconeogénesis. Sin
embargo, el fendmeno que mantiene la concentracion de insulina por encima del
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control normoglucémico hasta el T90, podria hablar de un mecanismo regulador
de la insulina.

En resumen, y de acuerdo con los antecedentes fitoquimicos vy
farmacoldgicos de las plantas, se sugiere que el mecanismo involucrado en C.
urticifolia, A. petiolaris y E. polystachya sea el aumento de la sensibilidad a la insulina
y una mayor captacion de glucosa, mientras que el mecanismo principal de R.
mangle sea la inhibicion de liberacién de glucosa hepatica y un efecto
estabilizador de la insulina plasmatica. Debido a que las células B y los tejidos
sensibles a la insulina interactian de manera regulada, cuando la sensibilidad a la
insulina es alta, la liberacién de insulina es baja y viceversa, es decir, el aumento de
la sensibilidad a la insulina reduce la liberacidn de insulina pancreatica ya que se
reduce la cantidad de insulina necesaria para mantener la euglucemia (Alkhalidy
etal., 2018).

La medicina tradicional es una parte importante y con frecuencia
subestimada en la atencidon primaria de la salud, esta representa en muchas
ocasiones la primer viade atencidn de los pacientes, al ser el recurso mas conocido
y accesible para las personas de distintos estratos socioeconédmicos en Méxicoy el
mundo (Estrada-Castillon et al., 2012). De acuerdo con la (OMS, 2013)"Estrategia
de la OMS sobre medicina tradicional 2014-2023", muchos paises reconocen
actualmente la necesidad de elaborar un enfoque coherente e integral de la
atencién de la salud, que facilite a los gobiernos, los profesionales sanitarios y a los
usuarios de los servicios de salud, el acceso a la medicina tradicional de manera
racional, segura, respetuosa, asequible y efectiva.

El estudio, caracterizacion y comprension de los mecanismos de accion
implicados en los efectos farmacoldgicos es necesario para el continuo desarrollo
de estrategias terapéuticas efectivas en el tratamiento de la DM2. Del mismo
modo, la participacion del paciente en la toma de decisiones médicas constituye
uno de los principios basicos de la medicina basada en la evidencia, que exige la
sintesis de la mejor evidencia disponible de la literatura con la experiencia del
médico y las propias inclinaciones del paciente (Inzucchi et al., 2012).
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10. Conclusiones

Los extractos de Calea urticifolia, Ageratina petiolaris, Eysenhardtia polystachya y
Rhizophora mangle presentan un efecto hipoglucemiante en organismos sanos y
normoglucémicos, lo que sugiere que sus compuestos activos presentan una
potencia farmacoldgica suficiente como para observar el efecto farmacoldgico
en organismos con capacidad reguladora no comprometida.

De modo contrario a lo que se esperaba, los extractos C. urticifolia, A.
petiolaris y E. polystachya presentaron una tendencia general a disminuir la
concentracién de insulina plasmatica, que puede explicarse por un aumento en la
sensibilidad a la insulina; lo que corresponde con los resultados del indice de
sensibilidad QUICKI, al presentar un aumento significativo respecto al contol
negativo normoglucémico.

Por otra parte, R. mangle presenta un efecto hipoglucemiante que no esta
relacionado con secrecion de insulina ni aumento de la sensibilidad, por lo que
dependera de futuras investigaciones determinar su mecanismo de accién.

11. Perspectivas

Para corroborar las propuestas dadas sobre los mecanismos de accidn
involucrados, se sugiere realizar pruebas in vitro para descartar la secrecion de
insulina de los extractos, asi como realizar la cuantificacién de péptido C.
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