UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

POSGRADO EN CIENCIAS
BIOLOGICAS

Facultad de Ciencias

“Inhibicién de la gluconeogénesis hepatica
por tres plantas hipoglucemiantes”.

TESIS

QUE PARA OBTENER EL GRADO ACADEMICO DE

MAESTRA EN CIENCIAS BIOLOGICAS
BIOLOGIA EXPERIMENTAL

P R E S§ E N T A

LORENA MENDIOLA ALMARAZ

DIRECTOR DE TESIS: DR. ADOLFO ANDRADE CETTO

’ MES, ANO
MEXICO, D.F. FEBRERO, 2009




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



COORDINACION

Ciencias Biologicas

Dr. Isidro Avila Martinez
Director General de Administraciéon Escolar, UNAM
Presente

Me permito informar a usted que en la reunion ordinaria del Comité Académico del Posgrado en
Ciencias Biologicas, celebrada el dia 22 de Septiembre de 2008, se aprobd el siguiente jurado para
el examen de grado de MAESTRA EN CIENCIAS BIOLOGICAS (BIOLOGIA EXPERIMENTAL)
del (la) alumno (a) MENDIOLA ALMARAZ LORENA con nimero de cuenta 97172350 con la tesis
titulada “INHIBICION DE LA GLUCONEOGENESIS HEPATICA POR TRES PLANTAS
HIPOGLUCEMIANTES.”, realizada bajo la direccion del (la) DR. ADOLFO ANDRADE CETTO:

Presidente: DR. GIL ALFONSO MAGOS GUERRERO

Vocal: DRA. MARIA CRISTINA REVILLA MONSALVE
Secretario: DR. ADOLFO ANDRADE CETTO

Suplente: DR. ROLANDO HERNANDEZ MUNOZ
Suplente: DR. RENE DE JESUS CARDENAS VAZQUEZ

Sin otro particular, me es grato enviarle un cordial saludo.

Atentamente
“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU"
Cd. Universitaria, D.F., a 16 de febrero de 2009.

Coordinadprel Programa

Edif. de Posgrado P. B. (Costado Sur de la Torre Il de Humanidades) Ciudad Universitaria C.P. 04510 México, D.F.
Tel. 5623-0173 Fax: 5623-0172 http://pcbiol.posgrado.unam.mx



Agradecimientos

Al Posgrado en Ciencias Bioldgicas, UNAM por la beca otorgada por medio del
programa de “Fomento a la Graduacién de los Alumnos de Posgrado de la UNAM”

para la elaboracién de esta tesis.

A CONACGCyT por el apoyo financiero parcial a este proyecto (proyecto AC-2006-
52075 y proyecto 000000000079910). Por el apoyo brindado a través del programa
“Becas Mixtas” para realizar la estancia de investigaciéon de tres meses en la
Universidad de Bonn, Alemania (Mayo-Julio de 2009). Asi como por la beca
recibida para la realizacién de los estudios de maestria (Programa de Becas

Nacionales).
A DGAPA y PAPIIT (IN202607) por haber financiado parcialmente este trabajo.

A PAEP por la beca recibida por medio del programa “Apoyo Econémico para la

»

Asistencia de Investigacion (Internacional)” otorgada para la realizacion de la
estancia de investigacién en el Instituto de Farmacia de la Universidad de Bonn,

Alemania.

Especialmente a los miembros de mi Comité Tutoral:
Dr. Adolfo Andrade Cetto.

Dra. Maria Cristina Revilla Monsalve.

Dr. René de Jesus Cardenas Vésquez.



Agradecimientos especiales

Al Dr. Adolfo Andrade-Cetto por darme la oportunidad de realizar este proyecto.
A la Dra. Maria Cristina Revilla Monsalve por sus aportaciones a este trabajo.

Al Dr. René de Jésus Cardenas Vazquez por su paciencia, apoyo y sus grandes

aportaciones durante la realizacién de este trabajo, en especial en las pruebas iz vitro.

Al M. en C. Eddy Cuauhtémoc Martinez Zurita por sus ensefianzas, su paciencia, su
importante colaboracién en la elaboracién de las pruebas de tolerancia a piruvato y

la revision del presente trabajo.

Al Dr. Gil Alfonso Magos Guerrero por la revisién de este trabajo y las grandes

aportaciones que hizo al mismo.
Al Dr. Rolando Hernandez Munoz por la revisién de este trabajo.

Al Dr. Helmut Widenfeld por el apoyo y las aportaciones realizadas a este trabajo en

la parte de fitoquimica, tanto en México como en Bonn, Alemania.



Al personal del bioterio de la Facultad de Ciencias, UNAM por su apoyo en el

manejo de los animales utilizados en este trabajo:
M.V.Z. Mario J. Soriano Bautista

Biol. Dora Maria Salazar Castelo

Biol. Maria Isabel Antunez de la Rosa

M. en C. Agustin Carmona Castro



Agradecimientos personales

A mi madre que con su amor y ejemplo ha logrado hacer de mi una mujer

diferente.

A mi padre que sin importar las adversidades me ha apoyado y protegido a lo

largo de mi vida.

A mi Carnalita, la Mayris y la Brujis que han sido un apoyo para realizar mis

suefios y me han ayudado a levantarme en los momentos dificiles.
A mi abuelita Rosa por su carifio y apoyo incondicional.

A mi familia: tias, tios, primas, primos y agregados. Gracias por apoyarme y

aceptarme tal como soy.

A mis amigos que siempre me brindan una sonrisa sincera y una chela bien fria.

No necesito sentir su mano para saber que caminan a mi lado en todo momento

A mis compaifieros y amigos del laboratorio por hacer el trabajo mds llevadero.

En especial a Paty y a Eddy que me han escuchado y apoyado sinceramente.

A la familia Rajchenberg-Cecefia por brindarme su apoyo y amistad.
Especialmente a Ana Ester que ademds de ser una amiga es un gran ejemplo en

mi vida.



Este trabajo esta dedicado a la memorin oe wal querida
abuela

Elolsa Renteria sayngo.

TuU mLay siempre VIVLYA en vl covrazon

NImLt'z nekl



Lo clerto es que La wmayjoria de Las mug'eres son débiles, sean waortales o
bnmortales. Pero cuando son fuertes, resultan absolutamente impredeciiles.

Anne RLce

Lestat el va mp’wo, 2004



indice
Abreviaturas comunes
Resumen
Abstract
Antecedentes
Etnofarmacologia
Plantas medicinales
Especies a estudiar
Cecropia obtusifolia Bertol.
Cecropia peltata L.
Tournefortia hirsutissima L.
Diabetes mellitus
Diabetes mellitus tipo 1
Diabetes mellitus tipo 2
Pre-diabetes
Estadisticas
Tratamientos para la DMT2
Diabetes y produccién de glucosa hepatica
Regulaciéon hepatica de la glucosa
Regulacién enzimatica de la producciéon de glucosa hepatica
Glucolisis
Diferencias entre la ruta de la glucélisis y la gluconeogénesis
Gluconeogénesis a partir de piruvato
Sistema glucosa-6-fosfatas

Regulacién de la glucdlisis y la gluconeogénesis



Modelo n5-STZ
Modelo de piruvato
Acido clorogénico (CGA)
Objetivos
Hipétesis
Metodologia
Quimica
Elaboracién de extractos
Andlisis
Prueba de tolerancia a piruvato
Método de inhibicién de la glucosa-6-fosfatasa
Aislamiento de microsomas intactos de rata
Ensayo
Resultados
Quimica
Prueba de tolerancia a piruvato
Inhibicién de la glucosa-6-fosfatasa
Discusién
Conclusiones
Referencias
Tabla de contenido
PALABRAS CLAVE
Diabetes mellitus
Plantas hipoglucemiantes

Gluconeogénesis



ABREVIATURAS COMUNES

Acetil-CoA= Acetil Co-enzima A

ADA= American Diabetes Asociation

ADP= Adenocil- difosfato

AMP= Adenocil- monofosfato

Ag= Extracto acuoso

ATP= Adenocil-trifosfato

BuOH= Extracto butandlico

CCGA= Grupo control diabético tratado con acido clorogénico
CD=Grupo control diabético

CGA= Acido Clorogénico

CND= Grupo control no diabético

Co= Grupo tratado con Cecropia obtusifolia
CO,= Bi6xido de Carbono

Cp= Grupo tratado con Cecropia peltata
DMT1=Diabetes mellitus tipo 1

FBP= Fructosa-1,6-bifosfatasa

G6P= Glucosa-6- fosfato

G6Pasa= Glucosa-6-fosfatasa



GTP= Guanocil- trifosfato

IFG= Impaired Fasting Glucose (Alteracion de la Glucosa en Ayuno)
IGT= Impaired Glucose Tolerance (Intolerancia a la glucosa)

IMSS= Instituto Mexicano del Seguro Social

MNT2= Diabetes mellitus tipo2

NAD"= Nicotina adenina dinucleétido

NO= Oxido nitrico

n-STZ= Modelo de induccién, de diabetes mellutus tipo 2, por estreptozotocina
OMS= Organizacion Mundial de la Salud

PEP= Fosfoenolpiruvato

PEPCK= Fosfoenolpiruvato carboxicinasa

spp= Especies

SS= Secretaria de Salud

STZ= Estreptozotocina

T1= Traslocasa 1

Th= Grupo tratado con Tournefortia hirsutissima

WHO= World Healt Organization




RESUMEN

El estudio de las plantas medicinales es una fuente importante para encontrar nuevos
medicamentos. Una de las enfermedades que es tratada con remedios tradicionales es la
diabetes mellitus tipo 2 que, actualmente, es muy comun entre la poblacion a nivel

mundial y, para la cual, es importante el estudio de nuevos medicamentos.

En el presente trabajo se realizaron pruebas tanto in vivo como in vitro para demostrar si
los extractos butanodlicos (BuOH) y acuosos (Aq) de Cecropia obtusifolia Bertol, Cecropia
peltata L y Tournefortia hirsutissima L, plantas reportadas con efecto hipoglucemiante,

inhiben la gluconeogénesis hepatica.

Nuestros resultados muestran que las tres especies tienen efecto inhibitorio sobre la
actividad del sistema enzimatico G6Pasa. Las ICsy obtenidas para los seis extractos
probados fueron: para el extracto BuOH de C.obtusifolia de 125 pug/ml, mientras que para
su extracto Aq fue de 218 ug/ml; para el extracto BUOH de C. peltata fue de 41 ug/ml,
mientras que para su extracto Aq fue de 111 ug/ml; para el extracto BuOH de T.

hirsutissima fue de 39 pg/ml y para su extracto Aq fue de 69 ug/ml.

En la prueba de tolerancia a piruvato, los extractos BuOH’s de las tres especies inhiben
de manera significativa la hiperglucemia obtenida en el grupo control diabético sin
tratamiento, lo cual nos confirma que las tres plantas inhiben la gluconeogénesis hepatica.
Estos resultados muestran que el extracto BuOH de C. peltata es el que presenta mayor

actividad hipoglucemiante en esta prueba.



ABSTRACT

The study of medicinal plants is an important source in the search for new drugs. One of
the ilinesses that is treated with traditional medicine is type 2 diabetes mellitus which is a
very common disorder among the world population these days, thus new drugs

development is essential.

In this project in vivo as well as in vitro tests were developed to show whether the
butanolic (BuOH) and water (Aq) extracts from Cecropia obtusifolia Bertol, Cecropia
peltata, L and Tournefortia hirsutissima L, which are plants reported to be hypoglycemic,

inhibit hepatic gluconeogenesis.

Results show that the three species have an inhibitory effect on the G6Pasa enzymatic
system activity. ICsy values obtained for the six tested extracts were: C. obtusifolia BUuOH:
125 pg/ml, C.obtusifolia Aq: 218 pg/ml, C. peltata BuOH: 41 pg/ml, C. peltata Ag: 111
ug/ml, T. hirsutissima BuOH: 39 ug/ml and T hirsutissima Aq: 69 ug/ml.

BuOH extracts from the three species inhibit hyperglycemia significatively in a Pyruvate
Tolerance Test whereas hyperglycemia is not inhibited in the diabetic control group without
treatment. These results confirm that the three species inhibit hepatic gluconeogenesis,
being C.peltata BuOH extract the one which exerts the highest hypoglycemyc activity for
this test.



ANTECEDENTES

ETNOFARMACOLOGIA

El concepto de etnofarmacologia surgioé en la década de los 1960’s dentro del ambito de
los agentes psicoactivos, este término adquirié relevancia en 1967 con el libro “Busqueda
etnofarmacolégica de drogas psicoactivas” escrito por Efron en ese ano (Holmstedt et al.
1983).

En 1983 Holmstedt y Brunh definen a la etnofarmacologia como: “La exploracion
interdisciplinaria de los agentes biolégicamente activos tradicionalmente empleados por el
hombre” (Holmstedt et al. 1983).

Es en el ano de 1991 con la definicion de Schultes: “La observacion, identificacion,
descripcion e investigacion experimental de los efectos de las drogas utilizadas en la
medicina tradicional” con la que se puntualizan los sujetos de estudio de la
etnofarmacologia, asi como cada uno de los aspectos que debe comprender un estudio

completo.

PLANTAS MEDICINALES

En México se cuenta con una gran tradicion en este tema, ya que existe todavia un gran
numero de pueblos que utilizan plantas medicinales para tratar diversas enfermedades y

cuentan con un gran numero de remedios tradicionales.

Sin embargo, para tener un mejor aprovechamiento de éstas, se requiere hacer

investigaciones con las que se pueda asegurar que los compuestos presentes en la planta



son los responsables del efecto y que no son tdxicos en las concentraciones que se

recomienda tomarlos.

En paises como Alemania e Inglaterra se usan los llamados suplementos alimenticios y
fitomedicamentos. Los primeros son medicamentos tradicionales que estan elaborados
con un estricto control de calidad, el cual puede asegurar que el principio activo esta
presente y que el producto no es téxico. Los segundos son el resultado del sometimiento
de una planta a procesos de extraccion, destilacion, fraccionamiento, purificacion,
concentracién y/o fermentacion. Todos los anteriores, previos a que el producto salgan a

la venta (Gaedeckey et al.2003)

Las plantas medicinales son utilizadas para muchos padecimientos como diarreas,
célicos, golpes, infecciones, heridas, gastritis, sinusitis y diabetes. Siendo esta ultima
enfermedad la que interesa para el presente trabajo y para la cual son recomendadas las

plantas con efecto hipoglucemiante (Aguilar et al. 1996).

Un ejemplo muy importante en este tema es el estudio realizado con Galega officinalis,
planta que era utilizada en la edad media para tratar la diabetes, aunque aun esta
enfermedad no se definia como tal. De esta planta se logré aislar la galegina que es un
compuesto precursor de la metformina, el cual, es utilizado actualmente como

hipoglucemiante oral (Hadden, 2005).

En México se tienen reportadas 306 especies con efecto hipoglucemiante pertenecientes
a 235 géneros y 93 familias; donde las que cuentan con mas reportes son: Asteraceae (47
spp), Fabaceae (27 spp), Cactaceae (16 spp), Solanaceae y Euphorbiaceae (10 spp) y
Laminaceae (9 spp); pero esta cifra puede variar debido a la falta de documentacion de un

gran numero de especies (Andrade-Cetto et al. 2005).



Entre las plantas utilizadas en México, para el tratamiento de la diabetes, se encuentran
Tournefortia hirsutissima L, Cecropia obtusifolia Bertol. y Cecropia peltata L, de las cuales
se ha comprobado previamente su efecto hipoglucemiante (Andrade-Cetto et al. 2007b,
Andrade-Cetto et al. 2001 y Nicasio et al. 2005).

ESPECIES A ESTUDIAR

Cecropia obtusifolia Bertol. (Cecropiaceae)

En México se le conoce comunmente como: Hormiguillo, Chancarro y Guarumbo (fig. 1).
Se recomienda para el tratamiento de la diabetes (agua de tiempo), asi como para la
presién arterial y problemas renales en general. También hay reportes de su uso para
piquetes de alacran, quemaduras, como analgésico para el asma, reuma, obesidad y
nervios (Argueta, 1994). El remedio utilizado tradicionalmente para tratar la diabetes es:
elaborar una infusion de las hojas de la planta y tomarla a lo largo del dia como agua de

tiempo.

Esta especie tiene una amplia distribucion en México que va desde Tamaulipas y San
Luis Potosi hasta Tabasco y Chiapas en la vertiente del Golfo, y desde Sinaloa hasta
Chiapas en el Pacifico. Es una especie propia de vegetacion secundaria de cualquier tipo

de selva, excepto en selva baja caducifolia y espinosa (Pennington y Sarukan, 1998).



Fig.1. Cecropia obtusifolia Bertol.

Descripcion botanica

Arbol monopdédico de hasta 20 m de altura, con tronco derecho y hueco, con pequefios
contrafuertes o raices zancudas de sesion circular, con capa irregular, estratificada y con
pocas ramas horizontales al tronco. La corteza es de color gris claro, las hojas se
encuentran dispuestas en espiral y aglomeradas en la punta de las ramas, son simples y
peltadas, de color verde oscuro, brillante en el haz y grisaceas en el envés. Especie dioica
con flores en espigas axilares sostenidas por una bractea uniforme caediza, las espigas
masculinas son pardo grisaceas de 12-15 o0 18-20 cm de largo, espigas femeninas de 4-6
o 13-20 cm de largo. Los frutos son aquenios agregados en las espigas, que contienen

una semilla de sabor similar al higo y maduran todo el afio (Pennington y Sarukan, 1998).



Antecedentes Fitoguimicos

En estudios fitoquimicos se han detectado esteroles y taninos ademas de azucares como:
ramnosa, glucosa y xilosa; también se reporta la presencia de saponinas y fenoles. (Trejo,
1983). En 2001 Andrade-Cetto y Wiedenfeld reportaron, para el extracto butandlico, la

presencia de dos compuestos: la iso-orientina y el acido clorogénico.

Antecedentes Farmacoldgicos

En estudios con ratones CD1, con diabetes inducida por alloxan, se reporta la actividad
hipoglucemiante del extracto hexanico de la planta (Trejo, 1983). El efecto
hipoglucemiante del extracto acuoso, de las hojas, se comprobd en un estudio hecho con

conejos hiperglucémicos (Roman-Ramos et al. 1991).

Andrade-Cetto y Wiedenfeld, en 2001, probaron el efecto hipoglucemiante de los
extractos butandlico y acuoso de las hojas, a una dosis maxima de 150 y 15 mg/kg de
peso respectivamente, administrando estos de forma aguda en ratas con diabetes
inducida (n-STZ) y sefialan a la iso-orientina y el acido clorogénico, presentes en el

extracto, como posibles principios activos para su efecto hipogucemiante.

Revilla et al. 2007 reporta la actividad hipoglucemiante de Cecropia obtusifolia probada en

pacientes diabéticos.



Cecropia peltata L. (Cecropiaceae)

En México se le conoce comunmente como: Guarumbo, yagrumo y palo guarumbo (fig.
2). Se distribuye en los estados de: Quintana Roo, Chiapas y Oaxaca. La infusion de la
raiz, las hojas hervidas y el jugo de las hojas de la planta femenina son utilizadas para
tratar la diabetes. También se recomienda contra la inflamacion, reumas, sarna, mal de

orin, enfermedades de los rifiones y como cardiotonica (Argueta, 1994).

Fig. 2. Cecropia peltata L.

Descripcion botanica

Es un arbol de 5-12 m de altura, las hojas son grandes y tienen forma de mano abierta;
rasposas por el anverso y por el reverso son muy velludas. Las flores son de color crema

y estan agrupadas, los frutos son verdes. Originaria de América, planta tropical que habita



en climas calido y semicalido desde el nivel del mar hasta los 800 msnm. Es una especie
asociada a vegetacion perturbada de bosques tropicales caducifolio y subcaducifolio
(Argueta, 1994).

Sarukan en 1998 reporta que la unica diferencia entre C. peltata y C. obtusifolia es el
tamano notablemente menor de las espigas pistiladas y estaminadas es esta ultima (de 3-

5 cm de largo).

Antecedentes Fitoguimicos

Se estudio la actividad antibidtica contra las bacterias Escherichia coli, Pseudomona
aeruginosa, Salmonella B, B. newport, S.typji, Serratia marcescens, Shigella flexneri,

Staphylococus aereus.

Fue reportada como hipoglucemiante por Andrade-Cetto et al. en 2005. EI mismo autor
reporta la presencia de una concentracion muy baja de acido clorogénico en el extracto
butandlico (Andrade-Cetto et al. 2007a), mientras que Nicasio en 2005 reportdé que esta
planta tiene una concentracion de 19.84 + 1.64/ g de acido clorogénico por gramo de hoja

seca (Nicasio, et al. 2005).

Antecedentes Farmacoldgicos

Se realizé un estudio en ratones sanos donde se compar¢ la actividad hipoglucemiante de
los extractos metandlicos de C. peltata L. y C. obtusifolia Bertol, a una dosis de 1 g/kg de

peso, y se atribuye su efecto hipoglucemiante al acido clorogénico (Nicasio, et al. 2005).

Se comprobd el efecto hipoglucemiante de los extractos butandlico y acuoso, de las hojas

de esta especie; a una dosis de 60 y 200 mg/kg de peso, respectivamente, los cuales



fueron administrados de forma aguda en ratas con diabetes inducida con el modelo n5-
STZ. Los autores compararon sus resultados con los que obtuvieron anteriormente para
C. obtusifolia y concluyeron que, a pesar de contener los mismos compuestos (acido
clorogénico e iso-orientina), la variacion en las concentraciones del acido clorogénico

puede estar ligada a la actividad de ambas especies (Andrade-Cetto et al. 2007a).
Tournefortia hirsutissima L (Boraginacea)

Se le conoce comunmente como: Palo gacho o Lagrima de San Pedro (fig. 3); se
distribuye desde Florida, EUA, hasta Brasil. Es utilizada para tratar problemas de reumas
y diabetes por habitantes del estado de Veracruz, los cuales recomiendan tomar una

infusion del tallo de la planta para tratar la diabetes (Andrade-Cetto y Heinrich, 2005).

Fig.3. Tournefortia hirsutissima L.

Descripcion botanica

Es una liana maderosa, con tallos cilindricos pubescentes, hojas simples y pubescentes,
de venas pinadas y sin estipulas, inflorescencias compuestas, terminales o axiales; flores
bisexuales: blancas o amarillas verdosas, pentalobuladas. La fruta es una baya blanca
(Andrade-Cetto et al. 2007b).



Antecedentes Fitoguimicos

No se han realizado estudios sobre los compuestos que dan el efecto hipoglucemiante a
esta especie (Alarcon-Aguilar et al. 1998), pero Andrade-Cetto et al. en 2007b reporté que
se encuentran 4 compuestos principales en los extractos, butandlico y acuoso, del tallo de

esta planta.

Antecedentes Farmacoldgicos

Se reporto el efecto hipoglucemiante de esta planta en conejos sanos (Alarcén-Aguilar et
al. 1998). Se probaron los extractos, butandlico y acuoso, de la especie administrados de
forma aguda en ratas con diabetes inducida con el modelo n5-STZ, y se comprobd su
efecto hipoglucemiante a una dosis maxima de 80 mg/kg de peso para ambos tipos de
extractos (Andrade-Cetto et al. 2007b).

Otros

Aunque no se cuenta con mas reportes para esta especie es importante resaltar que se
han hecho estudios con otra especie, de la misma familia, llamada Tournefortia
harwegiana para la cual, ademas de haberse comprobado su efecto hipoglucemiante, se
han hecho estudios de su efecto como inhibidor de las a-glucosidasas, pero los autores
sefalan que otro mecanismo de esta planta puede ser la inhibicién de la gluconeogénesis
hepatica (Ortiz-Andrade et al. 2005 y Ortiz-Andrade et al. 2006).



DIABETES MELLITUS

La diabetes mellitus es desorden cronico caracterizado por una alta concentracion de de
glucosa en la sangre (hiperglucemia), causada por una deficiencia en la produccion de
insulina, a menudo combinada con resistencia a insulina. La hiperglucemia ocurre por un
desequilibrio en la produccion de glucosa hepatica y una reduccion en la sintesis de

glucogeno, esto provoca glucosuria, poliuria y polidipsia (Rang et al. 2008).

Varias complicaciones se desarrollan, con los afios, como consecuencia del desorden
metabdlico en la diabetes. Estas complicaciones pueden ser a niveles microvascular,
neuroloégico y macrovascular, lo que incluye retinopatias, nefropatias, neuropatias e

incrementa el riesgo de enfermedades cardiovasculares (Rang et al. 2008).
Existen dos tipos principales de diabetes mellitus:

Diabetes mellitus tipo 1 (DMT1): En la cual hay una falta de produccion de insulina, lo
cual es esencial para sobrevivir. Esto se debe a una destruccion completa de las células B
lo que provoca ausencia de produccion de insulina. Sin embargo, en raras ocasiones una
diabetes mucho mas leve puede deberse a anomalias genéticas determinadas de la
sintesis y secrecién de la insulina. En México, la Federacion Mexicana de Diabetes
reporta que, menos del 10% de diabéticos en el pais padecen este tipo de diabetes (FMD,
2008).

Diabetes mellitus tipo 2 (DMT2): Describe un desorden metabdlico de etiologia multiple
caracterizado por una hiperglucemia cronica con disturbios en el metabolismo de

carbohidratos, grasas y proteinas; resultando en defectos en la secrecion y/o accién de la



insulina. La DMT2 es mucho mas comun y cuenta con alrededor del 90% de todos los
casos de diabetes en el mundo (WHO, 1999 y ADA, 2004).

Otros tipos de diabetes se presentan en menos del 5% de todos los casos diagnosticados,

entre ellos se encuentra la diabetes gestacional (WHO, 2008).
Pre-diabetes

Usualmente el término pre-diabetes se refiere al estado metabdlico intermedio entre una
homeostasis normal de la glucosa (100 mg/dl) y la diabetes como tal. Bajo este término se
engloban dos padecimientos: uno es la alteracién de glucosa en ayuno (IFG, siglas del
inglés Impaired Fasting Glucose), la cual se diagnostica cuando una persona presenta
niveles de glucosa en un rango entre 2100mg/dl <126 mg/dl, después de un ayuno de 8
hrs; el otro la intolerancia a glucosa (IGT siglas del inglés Impaired Glucose Tolerance), la
cual se diagnostica cuando una persona, después una prueba de tolerancia a glucosa,
que dura 120 min, tiene niveles de glucosa plasmatica en un rango entre 2140 <200 mg/dI
(ADA, 2008).

Estadisticas

La diabetes es un problema tanto a nivel mundial, como a nivel nacional. La OMS estimo
que en el ano 2000 el numero de enfermos fue de 171 millones, y estima que para el afio

2030 el numero de enfermos aumente a 366 millones (Ross et al. 2003).

La Secretaria de Salud en México, en 2006, reporté que la diabetes mellitus fue la primer

causa de mortalidad general en el pais, mientras que el IMSS sefnald, en el mismo ano,



que mas de un millén de los 6.5 millones de personas que padecen esta enfermedad
desconocen que la tienen (SS, 2006 y IMSS, 2006).

El panorama es alarmante ya que la enfermedad aumenta con la mala alimentacién y la
vida sedentaria, ademas no presenta sintomatologia, por lo que mucha gente que la

padece solo lo sabe cuando la enfermad esta ya muy avanzada.

Se estima que cada afio mueren cerca de 4 millones de personas a causa de la diabetes,
generalmente debido a las complicaciones cardiovasculares provocadas por la
enfermedad. Ademas hay una pérdida de la productividad debido a que un gran nimero
de pacientes diabéticos no son capaces de seguir trabajando (WHO, 2008). Estas son
algunas razones por las que es indispensable realizar estudios sobre ésta enfermedad,

sus complicaciones, las posibles terapias y medicamentos.

Tratamientos parala DMT2

Los tratamientos para esta enfermedad tienen como objetivo mantener los niveles de

glucosa en un rango normal (100 mg/dl) tanto como sea posible.

Los pacientes con DMT2 son tratados con hipoglucemiantes orales (Moller, 2001). Entre
estos se encuentran: las sulfonilureas, como la glibenclamida, que promueven la
secrecién de insulina de las células B del pancreas, las biguanidas, como la metformina,
que reduce la produccién de glucosa hepatica, las tiazoldinidonas como la pioglitazona,
que promueven la accion de la insulina y los inhibidores de las a-glucosidasas, como la

acarbosa, que interfieren en la absorcion de glucosa intestinal (fig.4).



CAPTACION
PERIFERICA DE
GLUCOSA

TIAZOLDINIDOMAS
\_SU/LFON[LUREAS

BRODLICE

IOM DE
SA HEPATICA

L

BIGUAMIDAS
-

LI

—

SULFOMILUREAS
MEGLITIMIDAS

"Rt

INHIBIDORES DE LAS
ALFA-CLUCOSADASAS

ENTRADA DE
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(Modificado de iesmonterroso).

Biguanidas

Ciertos tejidos, como el cerebro, dependen fuertemente de la glucosa como fuente de
energia. Debido a que la toma de alimentos es intermitente, el higado provee glucosa
para su utilizacion en tejido periférico entre comidas, manteniendo las concentraciones de
glucosa circulante en 100 mg/dl. El higado genera glucosa por dos vias: libera glucosa a
partir de las reservas de glucégeno (glucogendlisis) y genera glucosa de novo a partir de

pequefos precursores tricarbonados (gluconeogénesis). Las contribuciones relativas de la



glucogendlisis y gluconeogénesis sobre toda la produccion hepatica varia dependiendo de
las condiciones fisioldgicas (p. €j. tiempo en ayuno) y estan influenciadas por hormonas y
disponibilidad de sustrato (Ross, 2004 y Wu et al. 2005).

La ingesta de carbohidratos dispara la secrecién de insulina por parte de las células 3
pancreaticas. Ademas, para estimular la produccion de la captacién de glucosa en
musculo esquelético y tejido adiposo, la insulina inhibe la produccién hepatica de glucosa.
En la DMT2, la habilidad de la insulina para suprimir la produccién hepatica de glucosa
esta danada (insulino resistencia hapatica), esto aunado a la sobreproduccién hepatica de
glucosa, contribuyen al estado hiperglucémico en pacientes con esta enfermedad (Wu et
al. 2005).

Las biguanidas, como la metformina, reducen el nivel de glucosa en la sangre,
fundamentalmente, mediante la disminucién de la cantidad de glucosa que produce el
higado (ADA, 2008). Compuestos de este tipo pueden actuar inhibiendo el sistema
G6Pasa, con esto disminuyen los niveles de glucosa en la sangre y este es una de los
mecanismos posibles para controlar la hiperglucemia en pacientes con DMT2 (Kempfer et
al. 2008).



DIABETES Y PRODUCCION DE GLUCOSA HEPATICA

Como ya se mencion¢ la diabetes esta caracterizada, entre otras cosas, por el disturbio
en el metabolismo de carbohidratos los cuales provocan una elevacion de la glucosa en el
plasma. Los mecanismos para la patogénesis de la hiperglucemia aun no estan bien
definidos pero, sin importar como se desarrolla la hiperglucemia y como esta contribuye a
las complicaciones de la diabetes, disminuir los niveles de glucosa en el plasma

sanguineo beneficia a los pacientes diabéticos.

Numerosos estudios sefialan que la produccion de glucosa hepatica juega un papel
importante en el desarrollo de la hiperglucemia caracteristica en la diabetes y es por esto
que se considera que la disminucion en la produccién de glucosa hepatica es un blanco

importante para el tratamiento de la diabetes (Wu et al. 2005).

REGULACION HEPATICA DE LA GLUCOSA

El nivel de glucosa en el plasma se mantiene en un rango normal durante los periodos de
ayuno e ingesta de alimento en organismos sanos. Esta homeostasis es el balance neto
entre la absorcidén de glucosa por el intestino, la produccion de glucosa por el higado y el
rindn y las vias de utilizacién y almacenamiento de ésta por los tejidos del cuerpo. Se ha
demostrado que el higado tiene un papel fundamental en el mantenimiento de la
homeostasis de la glucosa. Cuando el organismo esta en ayuno, la produccion de glucosa
por el higado aumenta, pero durante la ingesta de alimento esta produccién se suprime y
el higado utiliza la glucosa para elaborar reservas, esto indica que el control de la
produccion de glucosa por el higado sirve como un primer regulador de la homeostasis de

la glucosa.



Hay cuatro rutas metabdlicas por las que el higado regula los niveles de glucosa y estos
son: glucolisis y glucogénesis las rutas metabdlicas en las que la glucosa es utilizada y
almacenada, y gluconeogénesis y glucogendlisis las rutas metabdlicas de produccién de
glucosa (Wu et al. 2005).

El porcentaje de contribucién de la gluconeogénesis y la glucogendlisis en la produccion
total de glucosa del higado es controversial, pero se sabe que la glucogendlisis es la ruta
mayoritaria de obtencion de glucosa durante el ayuno, antes de que el contenido de
glucégeno se agote, mientras que la gluconeogénesis es la via principal cuando las

reservas de glucoégeno, durante un ayuno prolongado, se han agotado (idem).

REGULACION ENZIMATICA DE LA PRODUCCION DE GLUCOSA HEPATICA

La regulacion de la produccion hepatica de glucosa se logra mediante cambios
fisioldgicos durante los periodos de ayuno e ingesta de alimento, los cuales provocan
sefiales tanto hormonales como nutricionales por parte del sistema nervioso central, el
pancreas y el tejido adiposo. Estas sefiales actuan sobre el higado y, es este érgano,
donde que se regula la produccion de glucosa por medio de algunas enzimas clave que
actuan especificamente en las rutas metabodlicas mencionadas anteriormente (Wu et al.
2005).

Estas enzimas pueden ser la fructosa-1,6-bifosfatasa (FBPasa) y la fosfoenolpiruvato
carboxicinasa (PEPCK) que son especificas de gluconeogénesis e indirectas de sintesis
de glucogeno, opuestas a estas estan la 6-fosfofructo-1-cinasa (6PFK1) y la
piruvatocinasa (PK), que son enzimas glucoliticas; mientras que para la glucogendlisis
esta la glucogeno fosfohidrolasa (GP) que es el opuesto de la glucégenosintasa (GS). La

glucosa-6-fosfatasa (G6Pasa) cataliza el paso terminal tanto en la gluconeogénesis como



en la glucogendlisis y es opuesta a la glucogenocinasa (GK), que fosforila la glucosa y
este es el primer paso para las rutas de utilizacion y almacenamiento de la glucosa (Wu et
al. 2005).

Glucolisis

La glucosa que llega al organismo entra a una ruta metabdlica llamada glucélisis que es:
la fragmentacion de la glucosa, molécula que contiene 6 carbonos, en dos moléculas de
piruvato (formado por tres carbonos), y tiene lugar en diez pasos (fig. 5); pero de estas
reacciones secuenciales de la glucdlisis son de especial interés tres tipos de

transformaciones quimicas (fig. 6):
= La degradacion del esqueleto carbonado de la glucosa que da piruvato.

= La fosforilacién de ADP a ATP por compuestos fosfato de alta energia, formados

durante la glucdlisis.
* La transferencia de atomos de hidrégeno o electrones al NAD", formando NADH.

El piruvato puede tomar diferentes rutas metabdlicas: en condiciones anaerdbicas hay
fermentacion en el musculo hasta lactato. En condiciones aerébicas se oxida con pérdida
de su grupo carboxilo en forma de CO,, dando origen al grupo acetilo del acetil-CoA, que
entra al ciclo del acido citrico; finalmente los electrones de esta oxidacion pasan al O, a

través de la fosforilacion oxidativa, formando agua (Leghninger et al. 1995).
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Diferencias entre la ruta de glucdélisis y gluconeogénesis

La glucdlisis, como ya se menciono, es la ruta por la que se metaboliza la glucosa
ingerida en el alimento; pero durante el ayuno se activa otra ruta metabdlica que provee al

organismo de energia en forma de glucosa y esta ruta se llama gluconeogénesis.

La gluconeogénesis provee glucosa a los tejidos extrahepaticos por medio de su sintesis
a partir de pequefios precursores tricarbonados como el glicerol, lactato, piruvato y la
mayoria de los aminoacidos. La expresién de enzimas gluconeogénicas clave se da

principalmente en el higado y en grado menor en los rifiones.



Sin embargo, aunque esta ruta metabdlica comparte muchos pasos con la glucdlisis, no
todas las reacciones son la inversa de las reacciones glucoliticas (fig. 7). Hay tres pasos
de la glucdlisis que son practicamente irreversibles in vivo y que no pueden usarse en la
gluconeogénesis: la conversidon de glucosa en glucosa-6-fosfato por la hexocinasa, la
fosforilacion de fructosa-6-fosfato a fructosa-1,6-bifosfato por la fosfofructocinasa-1 y la
conversién del fosfoenolpiruvato a piruvato por la piruvatocinasa. Estos tres pasos se
evitan mediante un conjunto diferente de enzimas que catalizan las reacciones con
equilibrios diferentes (reacciones de rodeo); actuan en la gluconeogénesis pero no en la
glucolisis y son irreversibles en la direccion de sintesis de glucosa (Wu et al. 2005 y
Lehninger et al. 1995).

Gluconeogénesis a partir de piruvato

Como se menciond en la seccidn anterior, la gluconeogénesis es la sintesis de glucosa a

partir de pequenos precursores tricarbonados como el piruvato.

En la primera reaccion de rodeo el piruvato es transportado desde el citosol a la
mitocondria o se genera dentro de la mitocondria por desaminacion de la alanina, a
continuacion, la piruvato descarboxilasa, enzima mitocondrial que requiere biotina,

convierte el piruvato en oxalacetato (Lehninger et al. 1995).

Este oxalacetato formado en la mitocondria se reduce reversiblemente a malato mediante
la malato deshidrogenasa mitocondrial a expensas de NADH. A continuacion el malato

abandona la mitocondria via el transportador malato-a-cetoglutarato de la membrana



mitocondrial interna. En el citosol el malato se reoxida a oxalacetato con produccion de
NADH citosélico’ (Leghninger et al. 1995).

El oxalacetato se convierte en fosfoenolpiruvato (PEP) por la fosfoenolpiruvato
carboxilasa en una reaccién dependiente de Mg? en la que el GTP (guanosil- trifosfato) es

el dador de fosfato.

En el segundo rodeo la fructosa-1,6-bifosfato pasa a fructosa-6-fosfato, en una reaccion
catalizada por la fructosa-1,6-bifosfatasa dependiente de Mg**, esta enzima promueve la

hidrolisis practicamente irreversible del fosfato en el C1.

El tercer rodeo es cuando la glucosa-6-fosfato pasa a glucosa. Esta reaccién es

catalizada por la glucosa-6-fosfatasa (Wu et al. 2005 y Lehninger et al. 1995).

! Debido a que el NADH citosélico es utilizado en la gluconeogénesis es muy importante la reoxidacion del
malato a oxalacetato, ya que tiene el efecto de transportar equivalentes de reduccion en forma de NADH al
citosol, donde la concentracion de este es menor que en la mitocondria.
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Sistema Glucosa-6-fosfatasa (G6Pasa)

La glucosa-6-fosfatasa cataliza la reaccion de desfosforilacion de la glucosa-6-fosfato a
glucosa. (Arion et al. 1997 y Khan et al. 1998).

La G6Pasa es un sistema multicomponente presente en el reticulo endoplasmico de
higado y en menor medida en rifidén (fig. 8). Este sistema que hidroliza la G6P esta
integrado por cinco proteinas: una traslocasa especifica de G6P, denominada T1, que
media la entrada de la hexosa fosfatada a través de la membrana hacia el lumen; una
fosfohidrolasa especifica situada hacia la cavidad del lumen, que corta el fosfato de la
glucosa, una proteina estabilizadora denominada SP, una segunda traslocasa
(fosfotraslocasa) denominada T2, que media la salida de fésforo inorganico hacia el
citosol y una tercera traslocasa denominada T3, que media el flujo de la glucosa hacia el
citosol (Foster et al. 2002).

Se ha visto que la actividad de la G6Pasa hepatica se incrementa en modelos animales

de DMT2 como el de alloxan, estreptozotocina (n-STZ) y ratones ob/ob (Khan et al. 1998).

En particular para el modelo n-STZ, se ha visto una sobre expresion de la G6Pasa, un
incremento en el ciclo de la glucosa y una disminucién en la utilizaciéon de la glucosa.
También se ha comprobado, por medicién indirecta en humanos, que hay un aumento en
el ciclo de la glucosa (glucosa—> glucosa-6-fosfato>glucosa). Esto sugiere que también,
en humanos, un aumento en la actividad de la G6Pasa hepatica es una caracteristica

temprana del deterioro de la tolerancia a la glucosa (Khan et al. 1998).
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Regulacion de la glucélisis y gluconeogénesis

Para que no exista ciclo futi® en circunstancias normales, la gluconeogénesis y la
glucdlisis se regulan por separado y bajo condiciones celulares especificas. El primer
punto de control tiene lugar en la reaccion catalizada por el complejo de la piruvato
deshidrogenasa de la glucdlisis y la piruvato carboxilasa de la gluconeogénesis,
requiriendo el segundo para su actividad el modulador alostérico acetil-CoA. La
consecuencia es que solo hay biosintesis de la glucosa a partir de piruvato cuando se
acumula un exceso de acetil-CoA mitocondrial mas alla de las necesidades inmediatas de
la célula para el ciclo del acido citrico. Cuando estan satisfechas las demandas
energéticas de la célula, la fosforilacién oxidativa se hace mas lenta, la acumulacién de
NADH inhibe el ciclo del acido citrico y se acumula acetil-CoA. El incremento de acetil-
CoA inhibe el complejo de la piruvato deshidrogenasa, con lo que la formacion de
acetilCoA, a partir de piruvato, se hace mas lenta y se estimula la gluconeogénesis por
activacion de la piruvato carboxilasa., esto permite que el exceso de piruvato se convierta

en glucosa (Lehninger et al. 1995).

El segundo punto de control en la gluconeogénesis es la reaccion catalizada por la
fructosa-1,6-bifosfatasa que es fuertemente inhibida por el AMP ciclico. La
correspondiente enzima glucolitica, fosfofructoquinasa-1, es estimulada por AMP y el
ADP, pero es inhibido por el citrato y el ATP, por lo que estos dos pasos opuestos, en las
dos vias cataliticas, estan regulados de forma coordinada y reciproca. Cuando se
encuentra presente suficiente concentracion de acetil-CoA o del producto de la

condensacion del acetil-CoA con el oxalacetato (citrato) o cuando se favorece una

2 Un ciclo futil es aquel en el que dos reacciones inversas pueden tener lugar simultaneamente a alta velocidad
en la misma célula disipando una gran cantidad de energia en forma de calor.



elevada proporciéon del adenilato celular en forma de ATP, la gluconeogénesis esta
favorecida promoviendo de este modo la formacién de glucosa y su almacenamiento en

forma de glucégeno (Leghninger et al. 1995).

La insulina afecta directamente la gluconeogénesis en el higado inhibiendo la
transcripcién y consecuentemente la producciéon de enzimas gluconeogénicas claves
llamadas fosfoenolpiruvato carboxicinasas (PEPCK), la enzima limitadora de la reaccién
de gluconeogénesis, fructosa-1,6-bifosfatas y la glucosa-6-fosfatasa (G6Pasa), de esta
manera impidiendo la produccién hepatica de glucosa. Simultdneamente la insulina
estimula la transcripcidon de enzimas glucoliticas como la glucocinasa y la piruvatocinasa,

de esta manera asegurando la oxidacion de la glucosa (Ross et al. 2004).

En pacientes con DMT2 esta dafnada la habilidad de la insulina, de disparar la captacion
de glucosa y la sintesis de glucégeno, asi como la de inhibir simultaneamente la

gluconeogénesis y la glucogendlisis (Wu et al. 2005).



MODELO n5-STZ

Para la induccion de diabetes con este modelo se debe inyectar a las ratas
estreptozotocina, a una dosis de 90 mg/kg de peso por via intraperitoneal, cinco dias

después de su nacimiento.

El método para inducir diabetes en ratas por medio de una inyeccion de estreptozotocina

(STZ) fue descrito por primera vez por Portha et al. en 1974.

La estreptozotocina o 2-deoxymethyl-nitrosoureglycopyranose, es un compuesto aislado
del hongo Streptomyces griseus (Islas-Andrade et al. 2000), el cual provoca la muerte de
las células [ del pancreas. Este dano sobre las células B pancreaticas estda acompafado

por una alteracion caracteristica en la concentracion de insulina y glucosa en la sangre.

Se ha visto que 2 horas después de la inyeccidn es cuando se presenta la hiperglucemia
y la baja en la concentracién de insulina, 6 horas después la hiperglucemia se mantiene,
pero se presenta una alta concentracion de insulina en la sangre. Estos cambios en las
concentraciones de glucosa e insulina reflejan una alteracion en la funcion de las células 3
(West et al. 1996).

Después de un periodo de entre 8 y 10 semanas las ratas tratadas con STZ presentan
una hiperglucemia media basal, un desequilibrio frente a una prueba de tolerancia a
glucosa (Portha et al. 1979) y una baja de sensibilidad a glucosa por parte de las células 3

pancreaticas (Giroix et.al. 1983).

Las ratas con este modelo de induccién de diabetes, a los 2 meses y medio de edad,
presentan caracteristicas tales como: hiperglucemia basal franca con intolerancia a la

glucosa, aumento en la hemoglobina glucosilada, bajas en la reserva de insulina



pancreatica, decrecimiento en los niveles de insulina y una carencia de respuesta a la
insulina (Portha et al. 2001).

La accion intracelular de la STZ provoca la muerte de las células [ pancreaticas por
fragmentacion de su DNA. Recientes experimentos han probado que la forma principal
por la que la STZ induce la muerte de las células 3 es por alquilacién del DNA (Delaney et
al. 1995, Elsner et al. 2000). La actividad de la alquilacion de la STZ esta relacionada con
un estado permanente de transicion de su nitrosurea la cual metila las purinas, en

particular las guaninas.

La STZ es considerada como un donador de 6xido nitrico (NO), este compuesto provoca
la destruccion de los islotes de células pancreaticas, por lo cual se propuso que el NO es
una molécula que contribuye al dafio en el DNA provocado por la STZ (Turk et al. 1993 y
Kréncke et al. 1995) Sin embargo la STZ no es un donador espontdaneo de NO (Kréncke
et al. 1995), pero este compuesto es liberado cuando la STZ se metabolizada dentro de la
célula y las altas concentraciones del NO contribuyen al dafio en el DNA, pero esta no es
la unica molécula reactiva que provoca la citotoxicidad de la STZ (Bedoya et al. 1996). Se
ha visto que la STZ también genera especies reactivas de oxigeno, las cuales contribuyen
igualmente a la fragmentacion del DNA y provocan otros cambios deletereos en las
células (Takasu et al. 1991b y Bedoya et al. 1996). La formaciéon de aniones superoxido
resulta tanto de la accién de la STZ sobre la mitocondria, como del incremento de la

actividad de la xantinoxidasa.

Se demostré que la STZ inhibe el ciclo de Krebs (Turk et al, 1993) y baja sustancialmente
el consumo de oxigeno de la mitocondria (Nukatsuka et al. 1990b). Este efecto limita

fuertemente la produccion de ATP de la mitocondria y hay un aumento en la



desfosforilacion del ATP, lo cual incrementa el suministro del sustrato de la xantinoxidasa
y con esto se aumenta la produccion de acido urico -producto final de la degradacién de
ATP-(Nukatsuka et al. 1998). Es en esta reaccion de catalisis de la xantinoxidasa en la
que se forman los aniones superéxido como peréxido de hidrégeno y radicales hidroxilo
libres (Nukatsukla et al. 1990a y Takasu et al, 1991b).

La potente alquilacion provocada por la STZ podria ser considerada la causa mayoritaria
que provoca su citotoxicidad en las células 8 pancreaticas; sin embargo el 6xido nitrico y
las especies reactivas del oxigeno, de manera sinérgica, podrian contribuir a la
fragmentacion del DNA y los cambios deletereos causados por la estreptozotocina; pero
estas mismas moléculas podrian actuar formando peroxinitrato, una molécula que es
altamente reactiva (fig.9) (Szkudelski, 2001).

El dafio del DNA inducido por la STZ activa la poliribosilacion del ADP (Sandler et al.
1983), este proceso provoca el agotamiento del NAD® celular, ademas provoca una
disminucién en el contenido de ATP (Heller et al, 1994) y subsecuentemente hay una

inhibicion de la sintesis y secrecién de insulina (Nukatsuka et al. 1990b).

En conjunto estas son las razones por las que la STZ provoca el estado diabético de las
ratas tratadas.
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Fig. 9. Mecanismos por los que la STZ provoca citotoxicidad
en células B pancreaticas de rata (MIT- mitocondria,

XOD- xantinoxidasa (Tomado de Szkudelski, 2001).

MODELO DE PIRUVATO

Para este modelo se utilizan ratas Wistar diabéticas (n5-STZ) en las cuales se promueve
la gluconeogénesis hepatica por medio de un ayuno prolongado y una inyeccidn
intraperitoneal de piruvato a una dosis de 2 g/kg de peso (Miyake et al. 2002).

En un organismo normal las reservas energéticas pueden ser de tres tipos: glucégeno

almacenado en el higado y musculo en cantidades pequefas, unas cantidades mucho



mayores de tracilgliceroles almacenados en el tejido adiposo y proteinas tisulares, que
pueden degradarse cuando sea necesario para proveer combustible (Lehninger et al.
1995).

Tras un ayuno de toda la noche, casi todo el glucogeno hepatico y la mayor parte del
glucégeno muscular se han gastado, a las 24 horas, la glucosa de la sangre empieza a
disminuir, la secrecion de insulina se frena y se estimula la secrecion de glucagon. Estas
sefales hormonales provocan la movilizacién de tracilgliceroles, que se convierten en el
principal combustible para el musculo y el higado. Para proporcionar glucosa al cerebro,
el higado degrada ciertas proteinas, aquellas menos imprescindibles para un organismo
que no ingiere alimento, sus grupos amina se convierten en urea, esta se transporta a
través de la circulacibn sanguinea hasta el rifion, donde se excreta, también los
esqueletos carbonados de los aminoacidos gluconeogénicos se convierten en piruvato o
en intermedios del ciclo del acido citrico, estos intermediarios, asi como el gricerol
derivado de los triacilgliceroles en el tejido adiposo, proporcionan la materia prima para la
gluconeogénesis, garantizando la disponibilidad de glucosa para el cerebro (Lehninger et
al. 1995).

Finalmente, la utilizacion en la gluconeogénesis de intermediarios del ciclo del acido,
provoca el agotamiento de oxalacetato imposibilitando la entrada de acetil-CoA en el ciclo.
El acetil-CoA, producido por la oxidacion de acidos grasos, se acumula, favoreciendo la
formacion de cuerpos cetonicos en el higado (acetoacetato, D-R-hidroxibutirato vy
acetona). Tras pocos dias de ayuno, los cuerpos ceténicos en la sangre aumentan,
puesto que el higado exporta estos combustibles al corazén, al musculo esquelético y al

cerebro para su utilizacién en lugar de glucosa.



Un ayuno excesivo podria ser muy peligroso, ya que conduciria a la sobreproduccién de
cuerpos cetonicos y posiblemente a la muerte. Cuando en un organismo las reservas de
grasa se han agotado, empieza la degradacion de proteinas esenciales, con pérdida de

funcion cardiaca y hepatica, lo cual provoca la muerte (Rang et al. 2008).

Con un ayuno prolongado, de aproximadamente 16 horas, los animales tienen como
principal ruta de produccion de energia la gluconeogénesis (sin estar en peligro de
presentar sobreproduccion de cuerpos ceténicos) (Wu et al. 2005); ademas una
caracteristica de los animales diabéticos es la hiperglucemia, la cual esta asociada a un
incremento en la produccion de glucosa hepatica ambas condiciones aunadas a la
administracion de piruvato, un sustrato de la gluconeogénesis que provoca un incremento
exagerado (1.5 veces) de la concentracion de glucosa en la sangre, aseguran que para
estos animales la ruta de la gluconeogénesis hepatica esta promovida (Miyake et al.
2002).

Existen compuestos como la metformina, el acido-3-mercaptopicolinico y el acido
clorogénico que inhiben la gluconeogénesis hepatica y este efecto ayuda al tratamiento en
pacientes diabéticos tipo 2. Actualmente la metformina es el Unico medicamento, del tipo

biguanida, recetado por los médicos (Hemmerle et al. 1997 y Khan et al. 1998).

ACIDO CLOROGENICO (CGA)

En 1920 se identifico por primera vez la molécula de &acido clorogénico (acido 5-
caffeoylquinic fig. 10, Cori, 1952), la cual juega un papel importante en el metabolismo de

las plantas, ademas de presentar un efecto antioxidante (Hemmeler et al. 1997).



La presencia de este compuesto ha sido reportada en hojas de C. obtusifoliay C. peltata 'y
estas plantas son utilizadas tradicionalmente para el tratamiento de la diabetes, ademas el
efecto hipoglucemiante de algunos de sus extractos ha sido comprobado en modelos
animales de DMT2 (Trejo, 1983; Andrade-Cetto et al. 2001; Revilla et a.l 2007; Nicasio et
al. 2005; Andrade-Cetto et al. 2007a; Alarcén-Aguilar et al. 1998 y Andrade-Cetto et al.
2007b).

CH

Fig.10. Formula estructural del acido clorogénico.
(Tomada de Hemmeler et al. 1997).
Se ha demostrado que este compuesto y algunos de sus derivados sintéticos inhiben el
sistema enzimatico glucosa-6-fosfatasa, que como ya hemos visto, cataliza el paso final
de la gluconeogénesis hapatica (Arion et al. 1997 y Simon et al. 2000, tomado de
Kempfer, 2008).



Fue en 1997 cuando Hemmeler y colaboradores identificaron al CGA como un inhibidor
especifico de la traslocasa 1 del sistema G6Pasa, propuesto en los afios 1990’s (Arion et
al. 1997 y Khan, 1998).

También se ha demostrado que el CGA y sus derivados sintéticos disminuyen la
produccion de glucosa hepatica y bajan los niveles de glucosa en la sangre, con lo cual
estos compuestos ofrecen una importante posibilidad para regular la sobreproduccion de
glucosa en el higado y asi controlar la hiperglucemia en pacientes diabéticos tipo 2 (Arion
et al. 1997 y Khan, 1998).



OBJETIVOS

GENERAL

» Probar el efecto inhibitorio de los extractos de Tournefortia hirsutissima L, Cecropia

obtusifolia Bertol y Cecropia peltata L sobre la gluconeogénesesis hepética.
PARTICULARES

» Analizar el contenido de iso-orientina y &cido clorogénico en los extractos
utilizados de las tres plantas en estudio.

» Probar el efecto inhibitorio de la liberacién de glucosa hepéatica de los extractos
butandlicos de T. hirsutissima, C. obtusifolia y C. peltata a través de una prueba de
tolerancia a piruvato.

» Probar el extracto butandlico y acuoso de Tournefortia hirsutissima L, Cecropia
obtusifolia Bertol y Cecropia peltata L. sobre la actividad de la glucosa-6-fosfatasa
en microsomas hepdticos intactos de rata (Wistar).

HIPOTESIS

Tournefortia hirsutissima, Cecropia obtusifolia y Cecropia peltata inhibiran la actividad del
sistema G6Pasa in vitro, las dos Ultimas debido a su contenido de &cido clorogénico.
Estas plantas regularan los niveles de glucosa alcanzados en la prueba de tolerancia a
piruvato en las ratas n5-STZ, indicando una inhibicién de la gluconeogénesis hepatica in

Vivo.



METODOLOGIA

QUIMICA

Elaboracién de extractos

En este estudio se utilizaron dos formas de extraccion para las tres especies en estudio,
una fue la infusiéon de la planta (llamada extracto acuoso) y la otra fue una extraccién

butandlica realizada en soxhlet.

Infusidn (extracto acuoso AqQ)

Se utilizé agua como solvente y de 10 a 15 g de planta seca y molida.

Se colocé el material vegetal en el agua y se calenté hasta ebullicion, en este punto se
dejé durante 5 min (con agitacion permanente). Se dejé enfriar y se filtrd con tierra de

diatomeas, la mezcla obtenida se congeld y posteriormente se liofilizo.

Extraccién en soxhlet (extracto butandlico BuOH)

Se colocaron de 25-30 g de material vegetal en un cartucho dentro del soxhlet (fig. 11), se
extrajo por un periodo de 2 dias con hexano. Trascurrido este tiempo se dejo secar el

cartucho por un dia y se extrajo nuevamente con metanol (MeOH) durante 2 dias.

Se evaporé completamente el MeOH, se realiz6é una limpieza de clorofilas (Agua: MeOH:
CCl4 10:40:50) y se hizo una particién v: v (1:1) Agua: Butanol. La fase butandlica se

evaporo totalmente para el estudio.
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Fig. 11. Soxhlet (Tomada de Kuklinski, 2000)
Andlisis

Los extractos de las tres especies fueron analizados por HPLC. Los extractos de ambas
especies de Cecropia fueron analizados para comprobar la presencia de acido
clorogénico e iso-orientina reportados por Andrade-Cetto et al. 2001, mientras que para
los extractos de Tournefortia hirsutissima ademas de buscar la presencia de los
compuestos presentes en las especies de Cecropia, se comprobd si los compuestos

mayoritarios reportados por Andrade-Cetto et al. 2007 estaban presentes en los extractos.



PRUEBA DE TOLERANCIA A PIRUVATO

Para esta prueba se utilizaron ratas Wistar diabéticas (n5-STZ), las cuales se obtuvieron
inyectando en la vena caudal STZ, a una dosis de 90 mg/kg de peso, después de cinco
dias de nacidas. Se utilizaron solamente las ratas que a los dos meses y medio o tres de
edad presentaron niveles de glucosa plasmatica mayores a 145 mg/dl en ayuno y que

tuvieran un peso aproximado de 250 g.

A estos animales se les dej6 en ayuno de aproximadamente 16 hrs, este ayuno
prolongado agotd la glucosa obtenida por la ingesta de alimento y las reservas de
glucégeno, promoviendo asi la gluconeogénesis como ruta metabdlica para la obtencion

de energia.

Se formaron grupos de 11 ratas, se probd la técnica con un grupo de ratas no diabéticas y
uno de ratas diabéticas (<145 mg/dl). Los grupos experimentales se muestran en la Tabla
1.

A todos los grupos se les inyecté piruvato de forma intraperitoneal, a una dosis de 2 g/kg
de peso, en solucién salina (Miyake et al. 2002). Esto con el fin de promover la
gluconeogénesis a partir de un exceso de piruvato. Se midieron los niveles de glucosa
tomando una muestra de sangre de la vena caudal, a los 0, 30, 60, 90 y 120 min. La

medicion se realizé con el glaucometro Accutrend.

Para el grupo control se utiliz6 como control el acido clorogénico que se ha reportado
como inhibidor de la T1, con lo cual se inhibe la actividad del sistema G6Pasa (Arion et al.
1997; Hemmerle et al. 1997; Khan et al. 1998). La dosis utilizada fue de 5 mg/kg de peso

y se administré de forma oral (Delcy et al. 2002).



A todos los animales se les midié el nivel de glucosa al tiempo 0; 15 minutos después se
les administrd el acido clorogénico o el extracto a probar y 5 min después se les inyecto el

piruvato.

Tabla. 1. Grupos experimentales para la prueba de tolerancia a piruvato.

Ratas Wistar, con .
. Tratamiento y
Grupo diabetes moderada .
concentracion
(<145mg/dl)
1 11 Solucion salina
2 11 Solucién salina
Acido clorogénico
3 11
5mg/Kg
BuOH de T.
4 11 hirsutissima
80mg/Kg
BuOH de C.
5 11 obtusifolia
150mg/Kg
BuOH de C. peltata
6 11
150mg/Kg




METODO DE INHIBICION DE LA GLUCOSA-6-FOSFATASA

Aislamiento de microsomas intactos de rata.

Para la obtencion de microsomas se utilizaron ratas Wistar macho de aproximadamente 3
meses de edad, con un peso entre 250-300 g. Se dejaron en ayuno por 8 hrs,
posteriormente se anestesiaron con una inyeccion intraperitoneal de pentobarbital a una
dosis de 5 mg/100 g de peso. Se abrié el abdomen y se inyectdé 0.1 ml de heparina (10
u/ml). Se perfundio el higado a través de la vena porta con 20 ml de solucién salina fria

(4-5°C). Se disecto el higado, se peso y cortd en trozos muy pequefios.

Se homogenizaron 3 g de higado de rata con 5 ml de buffer de homogenizacién (0.25 M
de sacarosa 1 mM EDTA, 5mM Hepes, con un pH de 7.4) dando de 7-10 pases en un

homogenizador Dounse con el pistilo holgado.

Se diluyd a una concentracién de 1:10 con buffer de homogenizado y se filtré con tela de
nylon. Se centrifugé a 1000 g/10 min y se separo el sobrenadante. Este se centrifugo a
12,000 g/10 min en el rotor 50Ti de Beckman. El sobrenadante se dividié en 4 tubos y se
centrifugd a 100,000 g/1 hr en el rotor 50Ti. Las pastillas se conservaron a -20°C y se

utilizaron en un periodo maximo de una semana (Pullman, 1967).

Asi se obtuvieron los microsomas intactos, de manera que estos microsomas mantienen

la actividad de los tres componentes del sistema G6Pasa (Arion et al. 1997).
Ensayo

Se calculd la actividad enzimatica de forma indirecta en estos microsomas midiendo la

formacion de fésforo inorganico desde glucosa-6-fosfato (Arion, 1989). Los extractos



BuOH y acuoso de T. hirsutissima, C. obtusifolia y C. peltata se agregaron al medio a
concentraciones de: 2, 5, 20, 50, 200, 500, 1000 y 2000 pg/ml, el ensayo se realizé por
triplicado para cada uno de los extractos probados, incluyendo el acido clorogénico como

control positivo, y se realizé un blanco como control negativo.

Se agregaron a cada tubo:

50 ul de buffer de himidazol (40 mM, pH 6.8, 0.5 M sacarosa).

5-10 ul de extracto.

5 ul de microsomas (una pastilla resuspendida en 0.5 ml de buffer de homogenizacion).
10 yl de G6P (20 mM).

Agua en cantidad suficiente para completar 100 pl.

Se incub6 a temperatura ambiente por 20 min, transcurrido este tiempo se agregaron

0.9 ml de solucion de trabajo para fosfatos y se incubd por 20 min a 45°C.
Se leyo la absorbancia en el espectrofotometro a 830 nm.

Se calcularon las IC5, por método grafico de las curvas dosis-respuesta.



RESULTADOS

QUIMICA

En el cromatograma 1 se comprueba que para el extracto BuOH utilizado de Cecropia

obtusifolia estan presentes tanto el acido clorogénico como la iso-orientina.

Crom. 1. La linea verde representa el extracto BuOH utilizado de C. obtusifolia, en azul el acido clorogénico

puro y en morado la iso-orientina pura.



El cromatograma 2 muestra el extracto BuOH utilizado de C. peltata y se comprueba la
presencia de iso-orientina, pero no se aprecia claramente si el acido clorogénico no esta

presente o si se tiene en una concentracion muy baja.

Crom.2. La linea verde representa el extracto BuOH utilizado de C. peltata, en azul el acido clorogénico puro y

en morado la iso-orientina pura.

El cromatograma 3 muestra el extracto utilizado de T. hirsutissima, en el que se aprecian
unicamente tres compuestos mayoritarios, pero estos no corresponden ni al &cido
clorogénico ni a la iso-orientina (datos no mostrados) y a diferencia de lo reportado por

Andrade-Cetto et al. en 2007 solo encontramos tres compuestos mayoritarios.
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Crom.3. Las flechas rojas en el comatograma muestra tres los tres compuestos mayoritarios detectados en el

extracto BUOH de T. hirsutissima.

PRUEBA DE TOLERANCIA A PIRUVATO

Como se esperaba, para el control no diabético (CND, barra amarilla graf. 1) hubo un
incremento en los niveles de glucosa a los 30min que disminuyd en los siguientes
tiempos, de modo que al término del experimento la glucosa se encontraba en los niveles
basales, mientras que para el control diabético sin tratamiento (CD, barra roja graf. 1) se

observé un aumento desde los 30min pero éste es mucho mas drastico que el del CND y




se mantuvo a lo largo del experimento de manera que, a los 120 min, se tienen niveles de

casi el doble de los basales.

Para el grupo control tratado con acido clorogénico (CCGA, barra verde graf. 1) se ve, al
igual que para los grupos CND y CD, un aumento de los niveles de glucosa a los 30min,
pero éste es menor que para el grupo CD y mayor que para el grupo CND pero, como se
esperaba, estos niveles comienzan a disminuir desde los 60 min de manera que, al
término del experimento, los valores bajaron significativamente pero no alcanzaron los

niveles basales.

Para el extracto de T. hirsutisima (Th, barra naranjada graf. 1) también se tiene un
aumento a los 30 min que es significativamente menor al del CD, pero a diferencia del
grupo tratado con &cido clorogénico los niveles se mantienen altos a los 60 min vy
comienzan a disminuir hasta los 90 min, con este extracto los valores finales de glucosa

quedan ligeramente elevados con respecto a los basales.

Para el extracto de C. obtusifolia (Co, barra morada graf. 1) se ve un aumento moderado
de los niveles de glucosa con respectos a los basales a partir de los 30 min, pero este es
significativamente menor al presentado por el grupo CD, sin embargo a los 60 min
continta un ligero aumento en los niveles de glucosa a diferencia del grupo CCGA, es
hasta los 90 min que se ve una disminucion del valor de la glucosa plasmatica y esta
continla de manera que, al fin del experimento, los niveles de glucosa se encuentran en

los basales.

Para el extracto de C. peltata (Cp, barra azul graf. 1) se ve el aumento de los niveles de
glucosa con respecto a los basales a los 30 min, pero estos niveles disminuyen a partir de

los 60 min alcanzando los basales, pero los valores de glucosa continian disminuyendo



de forma considerable de manera que, a los 90 min, los valores estan significativamente
debajo de los iniciales y, aunque se ve un ligero aumento de los valores de glucosa, estos
se mantienen por debajo de los basales a los 120 min.

Prueba de Tolerancia a Piruvato
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Graf. 1 Se muestran los resultados obtenidos en la prueba de tolerancia a piruvato. Las barras son las medias
mas la desviacion estandar de los niveles de glucosa plasmatica obtenidos durante el experimento (n por
grupo=11). En amarillo se muestra el grupo no diabético (CD), en rojo el grupo diabético sin tratamiento (CD),
en verde el grupo tratado con acido clorogénico (CCGA) a una dosis de 5 mg/kg de peso, en morado el grupo
tratado con el extracto BuOH de Cecropia obtucifolia (Co) a una dosis de 150 mg/kg de peso, en azul el grupo
tratado con el extracto BuOH de Cecropia peltata (Cp) a una dosis de 150 mg/kg de peso y en anaranjado el

grupo tratado con el extracto BuOH de Tournefortia hirsutissima (Th) a una dosis de 80 mg/kg de peso.



INHIBICION DE LA GLUCOSA-6-FOSFATASA

Tournefortia hirsutissima

Se realizé una regresion lineal de los datos obtenidos, los valores para el extracto BuOH
fueron: ICso de 39 ug/ ml, pendiente de -0.30, ordenada al origen de 1.03 y su coeficiente
de correlacion de -0.97; mientras que los valores obtenidos para el extracto Aq fueron:
ICs0 de 63 pg/ml, pendiente de -0.99, ordenada al origen de 2.53 y su coeficiente de

correlacion de -0.98.
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Graf. 2 Aqui se muestra el porcentaje de actividad del sistema G6Pasa a diferentes concentraciones de los
extractos probados de T. hirsutissima, en rojo se muestra el BUOH, en azul el Aq y en verde el CGA, todos los
datos muestran la media méas su desviacién estandar. El valor obtenido para la Icso fue de 39 pug/ml para el

extracto BUOH ,de 63 pg/ml para el extracto acuoso y de 246 pug/ml para el CGA.



En la grafica 2 se muestran los resultados obtenidos para ambos extractos, en ella
podemos ver que el efecto inhibitorio del extracto butandlico (en rojo) sobre la G6Pasa
comienza a la concentracion minima probada de 2 ug/ml, pero es hasta la concentracién
de 20 ug/ml cuando se observa un aumento en el porcentaje de inhibicidn, esta actividad
aumenta de forma lineal hasta los 1000 ug/ml donde el porcentaje de inhibicion se
mantiene. Para el extracto acuoso (en azul) la actividad comienza a los 50 ug/ml y la
inhibicion aumenta de forma mucho mas drastica, de manera que a 500 ug/ml la inhibicion
es practicamente total y se mantiene a las concentraciones maximas probadas, incluso a

los 2000 pg/ml se observa un valor menor al cero.

Cabe resaltar que a pesar de que el extracto BuOH tiene una ICsy menor que la del
extracto Aq, el porcentaje de inhibicion aumenta de manera mas paulatina que para el
extracto acuoso, ademas esta actividad no llega a ser del 100%, llega a su maxima
actividad de inhibicion a los 1000 ug/ml, valor que es el doble de la concentraciéon

necesaria para que el extracto acuoso inhiba totalmente la actividad de la G6Pasa.

El acido clorogénico (en verde) tuvo un buen porcentaje de inhibicién (72 %) lo que nos
indica que, en los microsomas utilizados, el sistema G6Pasa estaba activo. Su ICs, fue de
246 pg/ml

Cecropia obtusifolia

Los valores de la regresion lineal para el extracto BuOH fueron: ICsy de 125 ug/ml,
pendiente de -0.27, ordenada al origen de 1 y su coeficiente de correlaciéon de -0.95;
mientras que los valores obtenidos para el extracto Aq fueron: ICsqo de 218 pg/ml,

pendiente de -0.36, ordenada al origen de 1.12 y su coeficiente de correlacion de -0.97.
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Graf. 3 Aqui se muestra el porcentaje de actividad del sistema G6Pasa a diferentes concentraciones de los
extractos probados de C. obtusifolia, en rojo se muestra el BUOH, en azul el Aq y en verde el CGA, todos los
datos muestran la media mas su desviacion estandar. El valor obtenido para la Icso fue de 125 pg/ml para el
extracto BuOH, de 218 pg/ml para el extracto acuoso y para el CGA de 246 pg/ml.

En la gréfica 3 se muestran los resultados obtenidos para los extractos de C. obtusifolia,
para el extracto BUOH (en rojo) se ve que el porcentaje de inhibicion empieza a aumentar
a una concentracion de 20 ug/ml e inhibe el 100% de actividad del sistema enzimatico a

una concentracion de 1500 yg/ml aproximadamente.

Para el extracto Aq (en azul) el porcentaje de inhibicién aumenta de forma ligeramente
mas paulatina que para el extracto BuOH, aunque a los 500 pg/ml la actividad se
mantiene y continia aumentando a concentraciones mayores, pero no llega a inhibir el

sistema al 100%.



Para los extractos de esta especie la ICsqg menor corresponde al extracto que presenta la

mejor inhibicidn, o sea el extracto BuOH.

El acido clorogénico (en verde) tuvo un buen porcentaje (73 %) de inhibicién lo que nos
indica que, en los microsomas utilizados, el sistema G6Pasa estaba activo. Su ICs, fue de
246 pug/ml.

Cecropia peltata

Los valores de la regresion lineal para el extracto BuOH fueron: 1Cso de 125 pg/ ml,
pendiente de -0.28, ordenada al origen de 0.95 y su coeficiente de correlacién de -0.98;
mientras que los valores obtenidos para el extracto Aq fueron: ICsqo de 218 pg/ml,

pendiente de -0.27, ordenada al origen de 1 y su coeficiente de correlacion de -0.97.

En la grafica 4 se muestran los resultados obtenidos para los extractos de C. peltata, para
el extracto BuOH (en rojo) la inhibicion empieza a los 50 pg/ml pero la inhibicion de este
extracto no llega al 100% su maximo nivel lo alcanza a los1000 yg/ml y a los 2000 pg/ml

se presenta una ligera disminucion de su actividad.

Para el extracto Aq (en azul) la inhibicién se ve a partir de los 50 pg/ml y continta hasta
llegar al 100% a una concentracion de 2000 pg/ml, el aumento en la actividad del extracto
parece igual de rapida que la del extracto BuOH a pesar de que este ultimo tiene una 1Cs

menor, ademas la inhibicion por parte del extracto Aq llega al 100% a los 2000 pg/ml.



El acido clorogénico (en verde) tuvo un buen porcentaje de inhibicién (73 %) lo que nos
indica que, en los microsomas utilizados, el sistema G6Pasa estaba activo. Su ICs, fue de
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Graf. 4 Aqui se muestra el porcentaje de actividad del sistema G6Pasa a diferentes concentraciones de los
extractos probados de C. peltata, en rojo se muestra el BUOH, en azul el Aq y en verde el CGA, para todos
sus medias mas su desviacion estandar. El valor obtenido para la Icso fue de 41 ug/ml para el extracto BUuOH,

de 111 pg/ml para el extracto acuoso y de 246 pg/ml para el CGA.



DISCUSION

Tourmefortia hirsutissima

Los resultados obtenidos para los extractos de Tuornefortia hirsutissima en la prueba in
vitro, de inhibicion de la G6Pasa (graf. 2), muestran que, a pesar de que el extracto BuOH
tiene una ICsy menor que la del extracto Ag, su actividad inhibitoria se incrementa mas
lentamente mientras mayor es la concentracion. Esto puede deberse a las diferencias en
el contenido quimico de los extractos, también puede deberse a diferencias en las
concentraciones de los compuestos activos (Ortiz-Andrade et al. 2006); o bien al tipo de
inhibicion presentando. Quizas sea irreversible para el extracto Aq, pues la actividad
inhibitoria de este extracto llega al 100%, o reversible competitiva para el BuOH, pues la
grafica muestra una saturacién del sistema enzimatico a altas concentraciones
(Leghninger et al. 1995).

Esto podria explicar porque en la prueba in vitro el extracto acuoso provoca una inhibicion
del 100% a concentraciones elevadas sin provocar la saturacion del sistema enzimatico
asi como por qué, a pesar de tener una ICs; de mas del doble que la obtenida para el

extracto BuOH, la actividad inhibitoria aumenta de forma mas pronunciada.

Por otra parte el extracto BUOH de esta planta, probado en la prueba de tolerancia a
piruvato (graf. 1), presenté un efecto significativo con respecto al grupo control diabético,
ya que el aumento de los niveles de glucosa plasmatica, para este grupo, fueron mucho
menores que los del control diabético. Sin embargo su efecto fue mas tardio y moderado
con respecto al del grupo tratado con acido clorogénico. Esta diferencia era esperada

puesto que en el analisis quimico del extracto no se encontraron ni acido clorogénico ni



iso-orientina (crom. 1), pero lamentablemente los tres compuestos presentes en este
extracto aun no han sido caracterizados. Se requieren mas estudios para analizar la

quimica de esta planta y establecer los compuestos activos.

Estos resultados muestran que T. hirsutissima inhibe la gluconeogénesis, pero no se
descarta que, en un organismo no manipulado en laboratorio, tenga otros mecanismos
para disminuir la hiperglucemia caracteristica de la diabetes como: la inhibicion de la
glucogendlisis o el aumento de la glucogénesis (Wu et al. 2005), o bien, como estimulador
de la secrecion de insulina o provocando una disminucion de la resistencia periférica de la
misma (Andrade-Cetto et al. 2007b).

Es importante probar los extractos de la planta en modelos para estos mecanismos de
accioén para saber cual es el que confiere principalmente la actividad hipoglucemiante a la
planta. También se puede probar su efecto sobre la absorcién intestinal de glucosa para
comprobar si, al igual que T. hartwegiana una especie de la misma familia, presenta

efecto como inhibidor de las a- glucosidasas (Ortiz-Andrade et al. 2006).
Cecropia obtusifolia

Los resultados obtenidos para los extractos de C. obtusifolia en la prueba in vitro sobre la
actividad de la G6Pasa (graf. 2) muestran que, como esperabamos, el extracto BuOH
tiene una mejor inhibicién que el extracto Aq, lo cual concuerda con los valores obtenidos
de las ICsq y esto puede deberse a que los compuestos activos estan mas concentrados

en el extracto BUuOH que en el Aq (Andrade-Cetto et al. 2001).

En la prueba in vivo, prueba de tolerancia a piruvato, el extracto BUuOH de esta planta

(garf. 1) evita la hiperglucemia y tiene un efecto mayor que el del grupo tratado con acido



clorogénico, lo cual nos indica que ademas del acido clorogénico hay otro/s compuestos
involucrados en el efecto de esta planta, el cual puede ser la iso-orientina que
comprobamos esta presente en el extracto utilizado (crom. 2) y que fue reportada como

posible principio activo por Andrade-Cetto et al. en 2001 y Nicasio et al. 2005.

El extracto BuOH de esta planta, al igual que el de T. hirsutissima, podria estar
involucrado en otros mecanismos de accién para disminuir la hiperglucemia caracteristica
de la diabetes (Andrade-Cetto et al. 2007a).

Crecopia peltata

Los resultados obtenidos para los extractos de C. peltata en la prueba in vitro sobre la
actividad de la G6Pasa (graf. 3) muestran que, a pesar de que el extracto BuOH tiene una
ICs0 menor, este no presenta una inhibicién del 100% como la que presenta su extracto
Aq, lo cual puede deberse a diferencias en la concentracién de los compuestos activos en
los diferentes extractos que, al ser elevadas a 2000 ug/ml en el extracto BuOH, saturan el
sistema enzimatico, lo cual no pasa en el extracto Aq que si tiene una inhibicion del 100%
sobre el sistema G6Pasa (Leghninger et al. 1995). Como se sefal6 para T. hirsutissima
estos resultados también puede deberse a una diferencia en la composicién quimica de
los extractos (Andrade-Cetto et al. 2001 y Nicasio et al. 2005) que no fue detectada en

nuestro analisis.

Por otro lado en la prueba in vivo, prueba de tolerancia a piruvato, el extracto BuOH de
esta planta (graf. 1) fue, de los tres extractos probados, el que tuvo los mejores
resultados, ya que baja los niveles de glucosa mas alla de los niveles basales y lo hace en

menor tiempo. Sin embargo el aumento de los niveles de glucosa plasmatica, al final del



experimento, pueden deberse a que el organismo ya haya metabolizado la mayor parte

del extracto y la actividad comience a disminuir (Lehninger et al. 1995).

La actividad elevada de C. peltata en la prueba de tolerancia a piruvato podria indicar que
el extracto BuOH de esta planta no solo actua sobre la glucosa-6-fosfatasa si no que
también puede estar involucrada en la inhibicién de otras enzimas gluconeogénicas como
la PEPCK y la FBPasa o, incluso, que puede actuar sobre la ruta de la glucogénesis (Wu
et al. 2005).

Para las tres plantas falta establecer el tipo de inhibicidon sobre el sistema enzimatico
G6Pasa, y si inhiben otras enzimas gluconeogénicas como PEPCK y FBPasa. Asi mismo
se requiere establecer una curva dosis-respuesta en la prueba de tolerancia a piruvato

para ver los efectos maximos de los extractos y comparar entre las plantas estudiadas.

Estudios en perfusién de higado, como los realizados con acido clorogénico (Arion et al.
1997 y Khan, 1998), podrian separar los efectos exclusivos sobre la gluconeogénesis, de
una posible estimulacién de la secrecion de insulina o una disminucion de la resistencia

periférica de la misma.



CONCLUSIONES

El extracto BuOH de Tournefortia hirsutissima inhibe la actividad del sistema

G6Pasa en el ensayo in vitro.

El extracto Ag de Tournefortia hirsutissima tiene una mayor actividad inhibitoria

sobre el sistema G6Pasa que su extracto BuOH.

El extracto BUOH de Tournefortia hirsutissima disminuye la hiperglucemia en la
prueba de tolerancia a piruvato pero, de las plantas probadas, es la que tiene

menor efecto.

Los extractos BUOH’s y AQ's de ambas especies de Cecropia son inhibidores del

sistema G6Pasa.

Los extractos BUOH’s completos, de ambas especies de Cecropia, tienen un mejor
efecto hipoglucemiante, en la prueba de tolerancia a piruvato, que el acido

clorogénico puro.

De los extractos probados el extracto BuOH de Cecropia peltata es el que
disminuye de manera mas efectiva la hiperglucemia en la prueba de tolerancia

piruvato.

La cantidad de &cido clorogénico presente en los extractos BuOH's de las

Cecropia no es suficiente para explicar su efecto hipoglucemiante.



v' La inhibicién de la gluconeogénesis hepatica puede ser el principal mecanismo por

el que ambas especies de Cecropia presentan un efecto hipoglucemiante.

v El &cido clorogénico no parece ser un compuesto indispensable en la inhibicién de

la gluconeogénesis hepatica presentada por los extractos probados.

v' Las tres especies de plantas tienen efecto inhibitorio sobre la gluconeogénesis
hepatica. Aungue otros mecanismaos de accién, como la estimulacion de liberacion
de insulina o el aumento en la ruta metabdlica de glucogénesis, no son

descartados.
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