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RESUMEN

La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) esta caracterizada por una hiperglucemia crénica que es
resultado de la resistencia que presentan los tejidos a la insulina y de su deficiente secrecion
por las células p del pancreas. La produccién hepatica de glucosa de novo o
gluconeogénesis representa uno de los blancos terapéuticos para tratar la enfermedad

debido a que su inhibicion podria ayudar al control de la glucemia a largo plazo.

En la presente investigacion se evalu6 el efecto de los extractos de dos plantas utilizadas
en la medicina tradicional mexicana sobre la gluconeogénesis: el extracto etanol-agua de
la raiz de Smilax moranensis y el extracto acuoso de la parte aérea de Ageratina petiolaris,
mediante un disefio experimental in vivo, donde se realizaron pruebas de tolerancia a
piruvato en ratas hiperglucémicas STZ-NA con un ayuno prolongado, administrando los
extractos via oral, y 15 minutos después inyectando piruvato via intraperitoneal para elevar
los niveles de glucosa mediante la gluconeogénesis. Por otro lado, se realizaron curvas
concentracion-respuesta para caracterizar la inhibiciéon directa del complejo enzimatico
glucosa-6-fosfatasa (G6Pasa), enzima reguladora implicada en el ultimo paso de la via
gluconeogénica, a través de la obtencion de la concentracién inhibitoria 50 (ICso) de cada

extracto.

Los resultados mostraron que el extracto etanol-agua de S. moranensis disminuyo el pico
hiperglucémico observado a los 30 minutos de la prueba de tolerancia a piruvato en un 21%
en comparacion con el grupo control, mientras que el extracto acuoso de A. petiolaris
ocasiond la reduccion significativa del pico hiperglucémico en un 30% en comparacion con
el grupo control, manteniendo la diferencia durante la siguiente hora del experimento (60 y
90 minutos). En los ensayos in vitro, el extracto de S. moranensis inhibié con mayor potencia
la G6Pasa con una ICso de 84 ug/ml, y el extracto acuoso de A. petiolaris fue menos potente

con una ICsy de 223 pg/ml.

Se concluye que uno de los mecanismos de accién de ambas plantas que contribuye a su

efecto hipoglucemiante es la inhibicion de la produccion hepatica de glucosa de novo.



ABSTRACT

Type 2 diabetes mellitus is a chronic disease characterized by an elevated blood glucose
level associated with peripheral insulin resistance combined with a deficiency in insulin
secretion. The inhibition of de novo hepatic glucose production or gluconeogenesis
represents one of the therapeutic targets to treat the disease in order to control blood

glucose in the long term.

The effect of extracts from two plants used by traditional Mexican medicine on
gluconeogenesis was evaluated: ethanol-water extract of Smilax moranensis root and
aqueous extract of the aerial parts of Ageratina petiolaris. Pyruvate tolerance tests were
performed in fasting hyperglycemic rats STZ-NA: fifteen minutes after the oral administration
of the extracts, pyruvate was administered intraperitoneally for raising glucose levels.
Furthermore, concentration-response curves were performed to characterize the direct
inhibition of the enzymatic complex glucose-6-phosphatase (G6Pase), a gluconeogenic
regulatory enzyme, through the obtention of the inhibitory concentration 50 (ICso) from each

extract.

The results showed that the ethanol-water extract of S. moranensis decreased the
hyperglycemic peak by 21% observed at 30 minutes of the test compared to the
hyperglycemic control group. The aqueous extract of A. petiolaris caused a significant
reduction of hyperglycemic peak by 30% compared to the hyperglycemic control group,
maintaining the difference during the next hour of the experiment (60 and 90 minutes). In
the in vitro assay, ethanol-water extract of S. moranensis extract inhibited G6Pase with an
enhanced ICs5 of 84 ug/ml, and the aqueous extract of A. petiolaris was less potent with an
ICs0 Of 223 ug/ml.

It is concluded that one of the mechanisms of action of both plants contributing to its

hypoglycemic effect, is the inhibition of de novo the hepatic glucose production.

Vi



INTRODUCCION

La diabetes mellitus (DM) es un grupo de enfermedades metabdlicas caracterizada por
hiperglucemia que es resultado de la falla en la secrecion de insulina, en su accién, o ambas
(American Diabetes Association, 2014). Especificamente, la diabetes mellitus tipo 2 (DM2)
comprende individuos que presentan resistencia a la insulina y/o una deficiencia en su
secrecion por parte de las células B del pancreas, ademas representa casi del 90 al 95%

de los casos a nivel mundial (American Diabetes Association, 2016).

El higado es parte fundamental en el desarrollo temprano de la enfermedad, ya que al no
inhibirse la produccion endoégena de glucosa o gluconeogénesis, esto contribuye a la
hiperglucemia presente (Stumvoll, Goldstein, & van Haeften, 2005). Debido a que en los
pacientes con DM2 la gluconeogénesis se encuentra incrementada, el inhibir esta via podria
disminuir los niveles de glucosa plasmatica; por lo que es importante identificar aquellas
moléculas que podrian llevar a cabo esta accion y, a futuro, desarrollar nuevos farmacos
que traten este padecimiento, o bien, utilizarlos como coadyuvantes en los tratamientos ya

estandarizados.

Un enfoque para evaluar el potencial efecto inhibitorio de estas moléculas sobre la
gluconeogénesis ha sido realizar pruebas de tolerancia a piruvato, que consisten en
administrar piruvato (i.p.) para iniciar la via y, de esta manera, se han evaluado extractos
de plantas para ver si son capaces de reducir los niveles de glucosa inhibiendo algun paso
de la via (Andrade-Cetto, 2011b; Andrade-Cetto & Cardenas-Vazquez, 2010). Por otro lado,
se puede caracterizar la inhibicidn de la gluconeogénesis in vitro midiendo la actividad de
enzimas reguladoras, como la glucosa-6-fosfatasa (G6Pasa), al obtener la concentracion

inhibitoria 50 (ICs) a partir de curvas concentracion-respuesta (Arion et al., 1997).

En el Laboratorio de Etnofarmacologia de la Facultad de Ciencias, UNAM se comprobd que
tanto los extractos acuoso y etanol-agua de la raiz de Smilax moranensis producen un
efecto hipoglucemiante en el modelo hiperglucémico de ratas administradas con
estreptozotocina a los 5 dias de nacidas (n5-STZ), determinandose por medio de
cromatografia en capa fina (TLC) que los principales constituyentes de ambos extractos
son flavonoides (Andrade-Cetto, 2011a). Adicionalmente, el extracto etanol-agua tiene un
efecto hipoglucemiante créonico en el modelo de hiperglucemia inducida con

estreptozotocina y nicotinamida (STZ-NA) (Arias-Chavez, 2014).



Por otro lado, se ha determinado que el extracto acuoso de Ageratina petiolaris tiene un
efecto hipoglucemiante de forma aguda en ratas hiperglucémicas STZ-NA, y que dos de
sus principales componentes, con efecto hipoglucemiante probado, son el acido clorogénico
y el L-quiroinositol (Bustos-Brito, Andrade-Cetto, Giraldo-Aguirre, Moreno-Vargas, &
Quijano, 2016). Especificamente, se sabe que el acido clorogénico inhibe el transportador
de glucosa-6-fosfato (T1) del complejo enzimatico de la G6Pasa (Charkoudian, Farrell, &
Khosla, 2012; Hemmerle et al., 1997). Debido a lo anterior, es importante dilucidar el
mecanismo de accién de los extractos de estas plantas que puede ser, de acuerdo a los

antecedentes de las plantas, el de inhibir la produccién endégena de glucosa.



OBJETIVOS

General:

Evaluar el efecto de los extractos de la raiz de Smilax moranensis y de la parte aérea de

Ageratina petiolaris sobre la gluconeogénesis hepatica in vivo e in vitro.

Particulares:

- Estandarizar el modelo de hiperglucemia inducida con STZ-NA en ratas Wistar con ayuno

prolongado y administracion de piruvato para iniciar la gluconeogénesis.

- Evaluar in vivo el efecto de los extractos de la raiz de S. moranensis y de la parte aérea
de A. petiolaris sobre la gluconeogénesis hepatica mediante pruebas de tolerancia a

piruvato en ratas STZ-NA.

- Evaluar in vitro el efecto de los extractos de la raiz de S. moranensis y de la parte aérea
de A. petiolaris sobre la actividad enzimatica de la G6Pasa obtenida de microsomas

hepaticos de rata utilizando un ensayo enzimatico clasico.



HIPOTESIS

- Los extractos de la raiz de S. moranensis y de la parte aérea de A. petiolaris inhibiran la

gluconeogénesis en las pruebas de tolerancia in vivo.

- Los extractos de la raiz de S. moranensis y de la parte aérea de A. petiolaris inhibiran a la

enzima G6Pasa in vitro.



ANTECEDENTES

1. Regulacion homeostatica de la glucosa

La glucosa es un monosacarido que la gran mayoria de los organismos utilizan como
combustible para obtener la energia necesaria para vivir, por lo tanto es importante
mantener sus niveles constantes en sangre regulando el continuo suministro hacia los
tejidos blanco que la requieran. El cerebro es el érgano principal que requiere un aporte
continuo de glucosa para realizar sus funciones basicas (Triplitt, 2012). En vertebrados
“superiores’, la glandula encargada para mantener la homeostasis de la glucosa es el
pancreas, que secreta hormonas que tienen funciones especificas en cada tipo celular y
que actuan bajo distintos estados energéticos. Estas hormonas son, principalmente, la
insulina, secretada por las células B del pancreas localizadas en los islotes de Langerhans,

y el glucagon, secretado por las células a (Aronoff, Berkowitz, Shreiner, & Want, 2004).

La insulina es una hormona de caracter peptidico que estimula reacciones anabdlicas al
incrementar los procesos de almacenamiento y utilizacién de carbohidratos, lipidos vy
proteinas promoviendo la entrada de glucosa en células de algunos tejidos, por lo que
produce un decremento de los niveles de este glucido en sangre. Por otro lado, a bajas
concentraciones de glucosa, el glucagon entra en accion activando vias catabdlicas como
la glucogendlisis para que el cuerpo obtenga la energia que necesita; como consecuencia
de la funcion de esta hormona, los niveles de glucosa en la sangre se elevan. De acuerdo
a lo anterior, se dice que la insulina y el glucagon son hormonas antagédnicas, y son
secretadas en respuesta a las continuas alteraciones que afectan los niveles de glucosa
sanguinea (Figura 1) (Aronoff et al., 2004; Mcclenaghan & Flatt, 2015).

La concentracion de glucosa normal en ayuno, que oscila entre 70 mg/dl y 100 mg/dl, se ve
afectada por la entrada y salida de ésta en torrente sanguineo (Cersosimo, Triplitt,
Mandarino, & DeFronzo, 2015; Mcclenaghan & Flatt, 2015; Triplitt, 2012). Existen tres
fuentes principales que aportan glucosa al organismo: 1) la obtenida por ingesta de
alimentos (estado postpandrial); 2) la que se libera por la ruptura de glucégeno, mediante
un proceso conocido como glucogendlisis; y 3) la producida de novo a partir de sustratos
que no sean carbohidratos, o gluconeogénesis (Aronoff et al., 2004). Las dos ultimas
fuentes estan encendidas durante los periodos de ayuno reguladas por la accion del

glucagon en el higado.



En estado postpandrial, los niveles de glucosa se elevan a 140 mg/dl aproximadamente;
las células B pancreaticas sensan este aumento y liberan automaticamente la insulina a

torrente sanguineo para que el cuerpo pueda ser capaz de utilizar la glucosa y/o
almacenarla (Triplitt, 2012).

Los érganos blanco en los que actuan la insulina y el glucagon son el higado, el musculo y
el tejido adiposo, principalmente (Mcclenaghan & Flatt, 2015). Cada hormona interviene en
procesos especificos que son generados por su unién a receptores localizados en la
membrana plasmatica de cada tipo celular, promoviendo cascadas de sefalizacion que
traen como consecuencia eventos como la regulacion transcripcional y/o modificaciéon
directa de enzimas involucradas en el metabolismo energético, o bien, la translocacién de

transportadores de glucosa para que ésta pueda ser captada por la célula.
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Figura 1. Regulacion de la homeostasis de la glucosa por la insulina y el glucagon. El nivel
normal de glucosa en torrente sanguineo se ve afectado continuamente por estimulos como la ingesta de
alimentos o el ayuno, provocando un desequilibrio que es censado por el pancreas. Esta glandula libera insulina
para estimular la formacion de glucégeno en el higado y la captacién de glucosa por musculo y tejido adiposo;
por otro lado, libera glucagon para estimular la produccién hepatica de glucosa y restablecer el nivel normal de
glucosa. Figura realizada en ChemDraw Professional 15.

Adaptada de Mcclenaghan & Flatt (2015). Pancreatic Hormones: Insulin and Glucagon [Figura].



Especificamente, en higado, la insulina detiene la glucogendlisis, regulando la actividad de
la glucogeno fosforilasa, y la gluconeogénesis, deteniendo la transcripciéon de las enzimas
“paso-limitantes” de la via, ademas de promover el incremento en la transcripcion de la
glucocinasa, enzima encargada de fosforilar la glucosa para que pueda ser convertida a
ATP o ser almacenada en forma de glucégeno; de igual manera, esta involucrada en la
regulacion de la enzima glucégeno sintasa que participa en la sintesis de glucégeno y, por

otro lado, promueve la lipogénesis de novo (Figura 2a) (Saltiel & Kahn, 2001).

En el musculo esquelético, la insulina interviene en la formacion de glucégeno que, a
diferencia del almacenado en higado, su utilizacién es para uso exclusivo del propio 6rgano.
En tejido adiposo promueve la sintesis de triglicéridos e inhibe la lipolisis (Olivares &
Arellano, 2008). Es importante sefialar que tanto las células que conforman el musculo y el
tejido adiposo dependen de la insulina para que la glucosa pueda entrar en ellas, es decir,
a diferencia del higado, el transportador que se encarga de introducir la glucosa en estos
tejidos (GLUT4) es translocado desde vesiculas intracelulares hacia la membrana gracias

a la sefalizacién promovida por dicha hormona (Figura 2b) (Zhao & Keating, 2007).

En condiciones de ayuno, cuando la concentracion de glucosa plasmatica comienza a
decaer, el glucagon promueve, en primer lugar, la glucogendlisis y, posteriormente, la
gluconeogénesis en higado, la lipolisis en adipocitos y la ruptura de glucégeno en el
musculo (Sharabi, Tavares, Rines, & Puigserver, 2015). Como consecuencia de la accion
de esta hormona, los niveles de glucosa sanguinea aumentan; sin embargo, la insulina
previene el estado hiperglucémico. La funcion alterada de la insulina en sus 6rganos blanco
provoca anormalidades en el metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas, y a largo
plazo, se producen problemas vasculares debido a una aterogénesis acelerada, producto

de la hiperglucemia crénica.
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Figura 2. Papel de la insulina en higado, muisculo esquelético y tejido adiposo. La insulina se
une a su receptor (1) promoviendo la autofosforilacion del mismo en residuos de tirosina (2), reclutando una
serie de proteinas que se van fosforilando a medida que la sefial se amplia (3), culminando con la fosforilacién
de Akt. A) En higado, esta proteina regula la modificaciéon de enzimas (4a) como la glucégeno sintasa y la citrato
liasa para su activacion y promover la glucogénesis y lipogénesis de novo; por otro lado, también regula la
transcripcion de enzimas involucradas en la glucdlisis, sintesis de triglicéridos y gluconeogénesis (4b). La linea
punteada azul indica regulacion por modificacion directa a las enzimas de color azul; la linea roja indica
regulacion transcripcional negativa a las enzimas de color rojo; la linea verde indica regulacion
transcripcional positiva a las enzimas de color verde. B) Akt interviene positivamente en la sintesis de
glucégeno (glucogénesis) en musculo esquelético; mientras que, por otro lado, favorece la sintesis de lipidos y
la inhibicion de la lipdlisis en tejido adiposo. En ambos tejidos, la insulina promueve la translocacion del GLUT4
mediante dos mecanismos: la activacion de la proteina G pequefia TC10 via el complejo APS/CAP/CbI (3b), y
la fosforilaciéon de Akt (3a). IR, receptor de insulina; Tyr, tirosina; PI3K, fosfatidilinositol-3-cinasa; PIP2,
fosfatidilinositol-3,4-bisfosfato; PIP3, fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato; PDK, proteina cinasa de treoninas; Akt,
proteina cinasa B; Crk, factor TC10; C3G, factor de intercambio de nucleétidos de guanina. Figura realizada en
ChemDraw Professional 15.

Adaptada de Olivares & Arellano (2008). Bases moleculares de las acciones de la Insulina [Figura]; y Saltiel &
Kahn (2001). Insulin signalling and the regulation of glucose and lipid metabolism [Figura].



2. Diabetes mellitus

Cuando la hiperglucemia es persistente, ya sea en ayuno o después de una ingesta de
alimentos, se diagnostica diabetes mellitus (DM). Esto ocurre porque la produccion de
glucosa por el higado es mucho mayor que el consumo de ella por los demas érganos
debido a que hay un desbalance en la proporcion de insulina/glucagon, un decremento en

la accion de la insulina, o bien, una secrecion ineficiente de ésta (Winter & Signorino, 2002).

Los procesos patogénicos involucrados en el desarrollo de la DM van desde la destruccién
autoinmune de las células p pancreaticas, que se traduce en una deficiencia total en la
secrecion de insulina, hasta la incapacidad de los tejidos de responder a ella en diversos

puntos de la cascada de sefalizacion que la hormona produce normalmente.

Debido a la hiperglucemia sostenida, una persona con DM presenta una necesidad de
orinar y beber liquidos en exceso, sintomas conocidos como poliuria y polidipsia. Por otro
lado, la resistencia a la insulina produce la necesidad constante de comer (polifagia), debido
a la disminucion de la entrada de glucosa a las células blanco que utilizan este
monosacarido como fuente de energia. Algunas complicaciones que se presentan a largo
plazo son la pérdida de peso debido a la obtencién de energia a partir de lipidos y proteinas,

y la vision borrosa causada por dafio vascular (Holmes, Robinson, & Tscheschlog, 2007).

Las complicaciones agudas que se presentan en una diabetes no controlada son la
cetoacidosis, en el caso de la diabetes tipo 1, y el sindrome hiperosmolar no cetdsico, en el
caso de la diabetes tipo 2; mientras que a largo plazo, se producen complicaciones
implicadas en el dafno a los vasos sanguineos. Estas complicaciones pueden dividirse en
microvasculares, donde se incluyen: retinopatia con la potencial pérdida de la vision;
nefropatia que resulta en falla renal; neuropatia periférica con el riesgo de ulceras en pies
y amputaciones; y neuropatia autondmica que causa problemas cardiovasculares,
gatrointestinales y genitourinarios. Las complicaciones macrovasculares incluyen
enfermedad arterial coronaria, vasculo cerebral y arterial periférica (Isea, Viloria, Ponte, &
Gbémez, 2012).



2.1. Clasificacion

La Asociacién Americana de Diabetes (ADA, por sus siglas en inglés) en el 2016 clasifica

los casos de DM en cuatro categorias de acuerdo a su etiopatogenia:

- Diabetes mellitus tipo 1 (DM1). La hiperglucemia desarrollada en este tipo de diabetes
es causada por la destruccién autoinmune o idiopatica de las células B del pancreas
que conduce a una deficiencia absoluta de insulina. Se presenta antes de los 25 afos
de edad, con mayor frecuencia en blancos y en paises nordicos de Europa. La
destruccién de las células B es mas rapida en nifios y adolescentes, por lo que los
sintomas de la enfermedad aparecen en pocos dias o semanas conduciendo a la
aparicién de cetoacidosis; mientras que en adultos, la destruccion ocurre de manera
lenta y progresiva (diabetes tipo LADA o diabetes autoinmune del adulto). Representa

entre el 5y 10% de la diabetes en el mundo.

- Diabetes mellitus tipo 2 (DM2). Representa entre el 90 y 95% de casos de diabetes
en el mundo. Se caracteriza por la inadecuada utilizaciéon de la insulina por sus tejidos
diana (resistencia a la insulina), por la secrecion defectuosa de ésta, o ambas. Su
etiologia es de caracter multifactorial, aunque se han asociado muchos genes y factores
ambientales implicados en su aparicion y desarrollo. La obesidad abdominal es el factor
predominante en este tipo de diabetes por estar presente en el 85% de los casos,
asociado con el sindrome metabdlico y, por tanto, con la resistencia a la insulina.

El diagndstico en etapas tempranas de la enfermedad se dificulta por la escasez de
sintomas, debido a la regulacion homeostatica de la insulina por parte del pancreas; sin
embargo, a largo plazo, este 6rgano comienza a desgastarse debido a la gran demanda
de insulina por parte del cuerpo para controlar la glucemia. En ese momento, los
sintomas que pudieron haberse ya presentado, se acentuan provocando que la
situacion funcional del diabético sea insulinodependiente.

Se diagnostica normalmente en la edad adulta (después de los 40 afios), aunque en
los ultimos afios, la edad del diagnéstico va disminuyendo hasta afectar a nifios con
obesidad importante. Los criterios de diagndstico de acuerdo a la ADA (2016) son
presentar valores de glucosa plasmatica y/o porcentaje de hemoglobina glicada
(HbA1c) considerados por encima del umbral establecido para una persona con

alteracion de la glucosa en ayuno y/o intolerancia a la glucosa (prediabetes) obtenidos
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mediante distintas pruebas, asi como presentar los sintomas caracteristicos de la
enfermedad (Tabla 1).

Tabla 1
Criterios de diagnostico de diabetes

Prediabetes Diabetes

Glucosa plasmatica en ayuno (FPG, por sus siglas en

inglés)*. El paciente no debe haber tenido una ingesta 100—125mg/dl =126 mg/d|
caldrica en, al menos, 8 horas.

Glucosa plasmatica a las 2 horas durante una prueba de

tolerancia a la glucosa oral (OGTT, por sus siglas eninglés)*. 140 — 199 mg/dl = 200 mg/dl
El paciente debe tomar una carga de 75g de glucosa

anhidrida en condiciones de ayuno.

Hemoglobina glicada (HbA1c)* 5.7-6.4% 26.5%

Glucosa plasmatica casual, en un paciente con los
sintomas clasicos de hiperglucemia o en una crisis - 2200 mg/dl
hiperglucémica.

Nota. Tomada de American Diabetes Association (2016).

*En ausencia de hiperglucemia inequivoca, los resultados deben ser confirmados repitiendo las pruebas.

- Diabetes gestacional. La diabetes que se diagnostica en estos casos debe ser durante
el embarazo para que pueda considerarse dentro de esta categoria, es decir, la mujer
no debe haber sido diagnosticada con diabetes antes de quedar embarazada. Se define
por presentar intolerancia a la glucosa e hiperglucemia que puede variar en cuanto a su
gravedad; ademas, puede ser un factor que desencadene el desarrollo de DM2

posteriormente.

- Oftros tipos especificos de diabetes. Esta categoria retne diferentes casos que no
tienen relacion entre ellos, con diversas causas y con menor frecuencia que los tipos
anteriores de diabetes descritos. Entre ellos se encuentran: defectos monogenéticos
que causan disfuncién en la secrecion de insulina, como la diabetes neonatal y la
diabetes de la madurez de inicio en el joven (MODY); alteraciones de etiologia genética
en el receptor de la insulina y/o proteinas asociadas que afectan la accién de la insulina;
enfermedades del pancreas exocrino; endocrinopatias; diabetes inducida por farmacos

u otras sustancias quimicas; e infecciones.

11



2.2. Epidemiologia

La DM se ha convertido en uno de los problemas de salud mas grandes en el siglo XXI
debido a que, globalmente, es el tercer factor de riesgo de mortalidad prematura y, en
paises con ingresos bajos y medios, ha alcanzado proporciones epidémicas (el 75% de la
poblacion que padece DM vive en estos paises). En el afo 2015, 415 millones de personas
padecian esta enfermedad (que representan el 8.8% de la poblacion mundial adulta); y se
espera que para el afio 2040, el numero de personas con DM se incremente a 642 millones
(10.4% de la poblacion mundial adulta), es decir, un adulto de cada diez padecera diabetes

(International Diabetes Federation, 2015).

Los paises que tienen la mayor poblacion con diabetes en edades comprendidas entre 20
y 79 anos de edad superan los 10 millones de enfermos; entre ellos, podemos encontrar a
México que ocupd el sexto lugar en 2015, mientras que en los primeros lugares se

encuentran China (que sobrepasa los 100 millones), India y Estados Unidos.

De acuerdo con la Federacién Internacional de Diabetes (IDF), 220 paises y territorios del
mundo se han dividido en siete regiones que proporcionan datos relativos que permiten
comparar las cifras mundiales de una mejor manera: Africa, Europa, Oriente Medio y Norte
de Africa, América del Norte y Caribe, América Central y del Sur, Sudeste Asiatico y Pacifico

Occidental (Figura 3).

El mayor nimero de poblacién con diabetes en 2015 se presentd en la regidon Sudeste
Asiatico y Pacifico Occidental con casi 153 millones de enfermos con edades comprendidas
entre 20 a 79 afios de edad; en cambio, el menor nimero se determiné en Africa, donde se
estimé un numero que oscila entre 9.5 y 29.3 millones de personas, y de éstas, tres cuartas
partes no han sido diagnosticadas por falta de programas de salud. Por otro lado, el territorio
con mayor prevalencia es la region Ameérica del Norte y Caribe con 12.9%, donde uno de
cada ocho adultos tiene diabetes; en esta region, México ocupa el segundo lugar con el
mayor numero de personas con diabetes (11.5 millones), ademas de ser uno de los paises
con mayor prevalencia de la misma (14.7%). Segun la Ensanut (2012) la DM se encuentra

entre las primeras causas de muerte en nuestro pais con 70 mil muertes en ese afno.
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Figura 3. Regiones categorizadas por la Federacion Internacional de Diabetes (IDF) que
proporcionan las cifras de nimero de diabéticos en el mundo en 2015 y 2040. En cada region se
proporciona el numero de diabéticos contabilizado en 2015, y se presenta un prondstico para el 2040; también

se presenta la cifra mundial.
Tomada de International Diabetes Federation. (2015). Diabetes Atlas [Figural.
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3. Importancia de la produccién hepatica de glucosa en diabetes

En etapas anteriores al desarrollo de DM2 (prediabetes), el pancreas puede producir la
insulina necesaria para regular los niveles de glucosa en sangre; no obstante, se presenta
una resistencia por parte de los tejidos, por lo que no puede actuar de una manera
adecuada. En una persona no diabética, la normoglucemia se mantiene por el balance de
la accion insulinica y su secrecion, es decir, si la accion de la insulina se ve disminuida, las
células B pancredticas pueden adaptarse y aumentar la secrecidon de la hormona para
compensar el defecto; sin embargo, en las personas con alteracion de la glucosa en ayuno
y/o intolerancia a la glucosa, la continua secreciéon compensatoria (hiperinsulinemia) debido
a la resistencia que presentan los tejidos tiende a desgastar a las células . Es en este

momento cuando se diagnostica diabetes (Stumvoll et al., 2005).

La resistencia a la insulina es una condicién en la cual las células blanco no responden
adecuadamente a dicha hormona, lo que desencadena alteraciones en los niveles de
glucosa y lipidos en torrente sanguineo: aumenta tanto la concentracion de acidos grasos
libres debido a la lipolisis que no se inhibe en las células del tejido adiposo, asi como la
concentracion de glucosa debido a su captacién inadecuada en musculo esquelético y a la
produccion hepatica de glucosa no inhibida (Figura 4) (Mlinar, Marc, Janez, & Pfeifer,
2007).

Disfuncion de - - - - 3 Inhibicion

células beta

Pancreas Activacion

Secrecion
de insulina

-

Resistencia
a la insulina
Captacién de glucosa
L1polls1s Produccion de glucosa P g

Tejido ky_&\

adiposo \
Higado
* CH,OH Musculo
° O esquelético
AAAAHG O T oH
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Figura 4. Fisiopatologia de la diabetes mellitus tipo 2. La disfuncion de las células B pancreaticas que
afecta la secrecion de insulina y la resistencia que presentan los érganos blanco, impiden el funcionamiento
normal de la hormona, provocando una alteracion en el metabolismo de lipidos y carbohidratos. La lipolisis en
el tejido adiposo y la produccion hepatica de glucosa no se inhiben, mientras que hay poca captacion de glucosa
por parte del musculo esquelético, lo que provoca un aumento en los niveles de glucosa y acidos grasos libres
en torrente sanguineo. Figura realizada en ChemDraw Professional 15.

Adaptada de Stumvoll et al. (2005). Type 2 diabetes: principles of pathogenesis and therapy [Figura].
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Las causas de la resistencia a la insulina se han asociado a la obesidad debido al alto
consumo de carbohidratos y grasas que son almacenados en el tejido adiposo, a la
inactividad fisica y a la predisposicion genética. El excesivo almacén de triglicéridos en
tejido adiposo visceral, asi como la hiperglucagonemia y la propia resistencia a la insulina
que presenta dicho tejido, permiten la lipolisis liberando &cidos grasos al torrente
sanguineo. Los acidos grasos libres se acumulan en las células no adiposas inhibiendo el
metabolismo de la glucosa en el musculo esquelético y estimulando la gluconeogénesis en

el higado (lipotoxicidad), entre otros mecanismos involucrados (Cersosimo et al., 2015).

El tejido adiposo, ademas de liberar acidos grasos, actua como glandula endocrina que
libera citocinas que inducen bloqueos en la cascada de sefalizaciéon de la insulina,
principalmente la via asociada a fosfatidilinositol-3-cinasa (P13K), debido a que promueven
fosforilaciones inadecuadas en residuos de serina inhibiendo la funcion del receptor y los
sustratos del receptor de insulina (IRS). Entre ellas se encuentran el factor de necrosis
tumoral a (TNFa), que promueve la lipolisis y la consecuente secrecion de acidos grasos
libres y citocinas a torrente sanguineo; la interleucina 6 (IL6), que aumenta la produccién
de enzimas degradadoras de los componentes en la via de sefializacion de la insulina; y el
factor nuclear kB (NFkB), involucrado en la transcripcion de genes de la respuesta
inflamatoria. Se ha propuesto que el incremento en las fosforilaciones en los residuos de
serina que se producen en el receptor de insulina y en los IRS es de etiologia multiple,
englobando la acumulacién ectépica de lipidos, disfuncion mitocondrial, inflamacion y estrés
del reticulo endoplasmico, que desencadenan la activacion de la proteina cinasa C (PKC)
(Figura 5) (DeFronzo et al., 2015).

En pacientes diabéticos, el incremento de la produccion hepatica de glucosa esta
relacionado con la gravedad de la hiperglucemia en ayuno debido a la resistencia a la
insulina que presenta el higado y que se ve reflejada en la inadecuada supresion de la
gluconeogeénesis; por otro lado, después de la ingesta de alimentos, el higado no percibe
la sefial de inhibicidn de la insulina, por lo que continda produciendo glucosa, y de esta
manera, la hiperglucemia resultante es causada por la aportacion de glucosa por parte del

higado y del tracto gastrointestinal (Cersosimo et al., 2015).

Aproximadamente, el 85% de la produccion enddégena de glucosa es llevada a cabo en el
higado, y de este porcentaje, la mitad es producida a partir de la gluconeogénesis. En

estado de ayuno, durante la noche, la tasa de produccion en personas sanas es de
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alrededor de 1.8 a 2.0 mg/kg.min; sin embargo, esta tasa se duplica en pacientes con DM2
debido a una aceleracion de la gluconeogénesis. Los distintos mecanismos involucrados
en este incremento son la hiperglucagonemia, un aumento en los niveles de precursores
gluconeogeénicos en torrente sanguineo, asi como la oxidacion de acidos grasos libres; de
igual manera, hay evidencia de que existe un aumento en la actividad de ciertas enzimas

reguladoras de la gluconeogénesis.

La produccion hepatica de glucosa, especificamente la gluconeogénesis, juega un papel
importante en el desarrollo de la hiperglucemia en pacientes con DM2 tanto en condiciones
de ayuno como en estado postprandial, lo que conlleva a la aparicion de complicaciones
vasculares a largo plazo, por lo tanto, el entendimiento del funcionamiento y regulacién de
esta via es de sumo interés para identificar nuevos blancos terapéuticos que ayuden al

control y disminucion de los niveles de glucosa.

Insulina

Lipidos 4
intracelulares

Estrés del = Accion de la
reticulo\ /C ;_—% insulina
Mitocondria endoplasmico / c N

Figura 5. Factores involucrados en el desarrollo de la resistencia a la insulina en DM2. La
cascada de sefializacion de la insulina se ve afectada por fosforilaciones en residuos de serina en el receptor
(IR) y en los sustratos del receptor de insulina (IRS), promovidas por acidos grasos libres y citosinas pro-
inflamatorias liberados por el tejido adiposo, especies reactivas de oxigeno (ROS) provenientes de la
mitocondria que producen estrés oxidativo, estrés del reticulo endoplasmico y la respuesta a proteinas
desplegadas (UPR). Estos factores desencadenan la activacion de cinasas como protein cinasa C (PKC), JUN
amino-terminal cinasa (JNK) e IkB cinasa (IKK) que inducen los bloqueos en la via de fosfatidilinositol-3-cinasa
(PI3K), disminuyendo la respuesta de las células blanco a la insulina. TLR4: receptor tipo Toll 4; TNFR: receptor
TNF; DAG: diacilglicerol; SOCS: proteinas supresoras de la sefializacion por citocinas. Figura realizada en
ChemDraw Professional 15.

Adaptada de DeFronzo et al. (2015). Type 2 diabetes mellitus [Figural).
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3.1. Gluconeogénesis

La gluconeogénesis es una via anabdlica en la cual se sintetiza glucosa de novo a partir de
precursores que no sean carbohidratos. Se lleva a cabo principalmente en higado, en la
corteza del rifion y, en menor medida, en intestino delgado utilizando como sustratos el
lactato (proveniente del musculo y de los gldbulos rojos), piruvato, propionato, acetona,

glicerol, y casi todos los aminoacidos (Hanson & Owen, 2013).

El objetivo de la gluconeogénesis es generar glucosa para satisfacer la demanda de energia
de los demas 6rganos. La mayor parte de las enzimas implicadas son de caracter reversible
y compartidas con la via de la glucolisis, que es la encargada de la ruptura de glucosa para
la obtencion de energia; sin embargo, no es estrictamente la ruta inversa, ya que presenta
enzimas unicas que catalizan reacciones irreversibles y que son reguladas dependiendo de
las necesidades energéticas de la célula, por lo que son llamadas enzimas “paso-limitante”
y cumplen una funcién especifica en diferentes puntos. Concretamente estas enzimas son
la piruvato carboxilasa (PC), la fosfoenolpiruvato carboxicinasa (PEPCK), la fructosa-1,6-
bisfosfatasa (F1,6Pasa) y la glucosa-6-fosfatasa (G6Pasa) (Figura 6) (Nordlie, Foster, &
Lange, 1999).

El primer punto de regulacion de la gluconeogénesis implica la participacion de dos enzimas
“paso-limitante” para que el piruvato pueda ser convertido a fosfoenolpiruvato. En primer
lugar, se lleva a cabo la formacién irreversible de oxalacetato a partir de piruvato (obtenido
a partir de alanina o lactato) por PC utilizando CO, y ATP. Esta enzima mitocondrial es de
caracter anaplerdtico, es decir, se encarga de reemplazar el oxalacetato utilizado para la
sintesis de glucosa y acidos grasos. Es regulada alostéricamente por acetil-CoA, el cual
promueve su actividad (Nuttall, Ngo, & Gannon, 2008). En segundo lugar, PEPCK cataliza
la formacion de fosfoenolpiruvato, con la liberacion de GDP y CO,, a partir de oxalacetato
y GTP. Posee dos isoformas: la mitocondrial (PEPCK-M) y la citosdlica (PEPCK-C); la
isoforma citosdlica es inducible por dieta y hormonas, mientras que la isoforma mitocondrial

es constitutiva (Hanson & Owen, 2013).

La F1,6Pasa es una enzima homotetramérica citosolica implicada en el segundo punto de
regulacion de la gluconeogénesis, y a su vez es regulada por diversos mecanismos. Su
funcion consiste en remover un fosfato de la molécula fructosa-1,6-bisfosfato, promoviendo
el aumento de fructosa-6-fosfato. Sus reguladores alostéricos son el AMP vy la fructosa-2,6-

fosfato que se unen al sitio regulador de la enzima inhibiéndola; por otro lado el ATP actua
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como regulador positivo. Esta enzima es modificada covalentemente para aumentar su
actividad siendo fosforilada por la proteina cinasa dependiende de AMP ciclico (PKA) (van
Poelje, Dang, & Erion, 2007).

Finalmente, la glucosa sintetizada se libera gracias a la actividad catalitica de la G6Pasa
que se encarga de remover un fosfato de la glucosa-6-fosfato (G6P). Esta enzima esta
implicada en el ultimo punto de regulacion de la gluconeogénesis y, ademas, forma parte
del ultimo paso de la glucogendlisis. La actividad de esta enzima puede ser inducida por

condiciones de ayuno, AMPc, acidos grasos y glucocorticoides (Hanson & Owen, 2013).

Glucosa

G6Pasa ﬁ Pi
Glucosa-6-P

N

Fructosa-6-P

Pi
F1,6Pasa ﬂ Lipolisis
Fructosa-1,6-P l

G3P =5 DHAP = = = Glicerol

PEPCK N
= Oxalacetato/_?:} PEP

GTP GDP+CO; ¢ Alanina <«— Proteslisis
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\ | 2
‘-‘ Malate Pixuvato
PC j(‘ doL+ATP
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Figura 6. Esquema general de la via de gluconeogénesis. La figura muestra las reacciones,
enzimas y sustratos principales de la ruta, que comienza con los precursores gluconeogénicos
provenientes de la ruptura de glucosa, proteinas y acidos grasos provenientes de distintas fuentes.
La alanina y el lactato se convierten en piruvato que es internalizado a la mitocondria para iniciar la
via, mientras que el glicerol es transformado en dihidroxiacetona fosfato (DHAP) en varias reacciones
para unirse a la via. G6Pasa, glucosa-6-fosfatasa; F1,6Pasa, fructosa-1,6-bisfosfatasa; G3P,
gliceraldehido-3-fosfato; PEPCK, fosfoenolpiruvato carboxicinasa; PC, piruvato carboxilasa. Figura
realizada en ChemDraw Professional 15.

Adaptada de Hanson & Owen (2013). Gluconeogenesis [Figural.
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3.2. Mecanismos de regulacion de la gluconeogénesis

La gluconeogénesis es la principal fuente de abastecimiento de glucosa en condiciones de
ayuno, sin embargo, en estado postpandrial, cuando la glucosa se encuentra disponible, la
via se inhibe para evitar un exceso. Existen varios factores hormonales y nutricionales
involucrados en dicha regulacion que ocurre a distintos niveles (Barthel & Schmoll, 2003;
Hanson & Owen, 2013). El parametro principal que afecta la tasa de produccién de glucosa
es la concentraciéon disponible de sustratos gluconeogénicos tales como el lactato liberado
de la glucolisis en el musculo esquelético y eritrocitos, el glicerol obtenido de la ruptura de
triglicéridos en tejido adiposo, o bien, los aminoacidos obtenidos de la protedlisis en el
musculo esquelético. Otros mecanismos involucrados son la regulacién de las enzimas
gluconeogénicas por accién de masas, activacion alostérica, por modificacion covalente y

alteracion en la expresion génica (regulacion transcripcional).

El control transcripcional por hormonas es uno de los mecanismos de regulacion mas
importantes. La expresion de los genes que codifican para PEPCK y G6Pasa es inducida
por glucagon durante largos periodos de ayuno, ya que su secrecién es estimulada por
hipoglucemia. El glucagon es la hormona principal que contraregula a la insulina; se une a
su receptor generando la cascada de sefializacion que involucra la activacién de la
adenilato ciclasa, enzima encargada de convertir ATP a AMPc; el aumento de AMPc
intracelular estimula la accion de PKA, que promueve la transcripcion de dichas enzimas
(Figura 7) (Bano, 2013; Jitrapakdee, 2012). Otras hormonas que estimulan la expresion
génica de estas enzimas son los glucocorticoides durante periodos de estrés y las
catecolaminas durante el ejercicio (Barthel & Schmoll, 2003). En contraparte, la insulina es
la hormona que inhibe la gluconeogénesis suprimiendo, predominantemente, la expresion
de los genes de PEPCK y G6Pasa a través de la via de sefalizacion de PI3K, por lo que al
desarrollar resistencia hacia dicha hormona, el metabolismo de glucosa hepatico se ve

alterado.

La expresion de los genes de PEPCK y G6Pasa también pueden ser suprimido por la
proteina cinasa activada por AMP (AMPK), una cinasa de serinas y treoninas que se
expresa en una gran variedad de 6rganos. Su activacién esta relacionada a estrés
metabdlico, es decir, se activa al disminuir los niveles de ATP, por lo que es considerada
un sensor del estado energético de la célula (Lim, Kola, & Korbonits, 2010; Viollet et al.,
2009).
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4. Control de la gluconeogénesis en el tratamiento de diabetes

La reduccion del flujo de glucosa tiene el potencial de evitar las complicaciones que sufren
los pacientes diabéticos a largo plazo, por lo que el conocimiento del metabolismo y sus
mecanismos de regulacion influyen en el desarrollo de inhibidores o activadores
farmacoldgicos que alcancen ese objetivo. Algunos enfoques utilizados con el fin de reducir
la produccion hepatica de glucosa son: la inhibicion directa (alostérica) e indirecta
(transcripcional) de las enzimas reguladoras de la gluconeogénesis, el bloqueo del efecto

del glucagon, y la activacion (o sensibilizacién) del efecto de la insulina.

La gluconeogénesis puede ser controlada por factores ambientales que incluyen nutrientes,
fitoquimicos y medicamentos; por ejemplo, uno de los medicamentos actuales para
controlar la hiperglucemia de pacientes con DM2 es la metformina, una biguanida con
multiples mecanismos de accion, siendo la inhibicién de la gluconeogénesis uno de sus
principales efectos como hipoglucemiante oral. El principio activo, la guanidina, fue aislado
de la planta medicinal Galega officinalis (galega o ruda cabruna) utilizada en Europa desde

el siglo Xll para tratar padecimientos como la “sed y miccion frecuente” (Hardie, 2013).

La inhibicion del flujo gluconeogénico inducida por metformina esta dada por multiples
efectos que son producidos por una disminucion en la concentracion intracelular de ATP,
debido a que desacopla la cadena de transporte de electrones de la mitocondria
suprimiendo la funcion del complejo | (Foretz, Guigas, Bertrand, Pollak, & Viollet, 2014;
Viollet & Foretz, 2013). La caida de los niveles de ATP, trae como consecuencia un aumento
en la concentracion de AMP, lo que genera un estrés energético en el hepatocito que es
sensado por AMPK. La forma activa de esta enzima promueve la inhibicion transcripcional
de PEPCK y G6Pasa regulando los factores de transcripcion involucrados en su expresion.
Por otro lado, el incremento de los niveles de AMP promueve la regulacion alostérica de la
F1,6Pasa suprimiendo su actividad y, ademas, la inhibicidon de la adenilato ciclasa con el
consecuente bloqueo de PKA vy, por lo tanto, la supresion de la expresion génica de las

enzimas gluconeogénicas (Figura 7).

Existen algunos moduladores de la sefalizacién de insulina que activan o inhiben algun
punto en la cascada de sefAalizacion de la insulina. Uno de ellos, el benfluorex, es un
derivado de las anfetaminas que ha sido usado en pacientes con DM2 e hipertrigliceridemia
de Europa, Asia y Sudafrica. Presenta multiples mecanismos de accion que van desde

sensibilizacion a la insulina, retardo en la absorcion de triglicéridos y disminucion de la
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sintesis de colesterol y acidos grasos. En hepatocitos primarios de rata ha demostrado,
junto a su metabolito, reducir los niveles de ARN mensajero de los genes de PEPCK y
G6Pasa, y aumentar los niveles de ARN mensajero de los genes de la glucocinasa y la

piruvato cinasa de higado.
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Figura 7. Mecanismos de accion de la metformina involucrados en la inhibicion de la
gluconeogénesis. La metformina entra al hepatocito por su transportador y se dirige a la mitocondria donde
inhibe el complejo | de la cadena de transporte de electrones provocando un déficit de ATP y un aumento en la
concentracion intracelular de AMP. Este incremento suprime la actividad de la adenilato ciclasa (activada por
glucagon) y activa AMPK, lo que conlleva a la inhibicion de la expresion de los genes de PEPCK y G6Pasa; por
otro lado, inhibe alostéricamente la actividad enzimatica de la F1,6Pasa. GPCR, receptor acoplado a proteinas
G; OCT1; transportador 1 de cation organico; AMPK, proteina cinasa activada por AMP; PKA, proteina cinasa
dependiente de AMPc; G6Pasa, glucosa-6-fosfatasa; F1,6Pasa, fructosa-1,6-bisfosfatasa; PEPCK,
fosfoenolpiruvato carboxicinasa; PC, piruvato carboxilasa. Figura realizada en ChemDraw Professional 15.
Adaptada de Viollet & Foretz (2013). Revisiting the mechanisms of metformin action in the liver [Figural].

Por otro lado, se han reportado fitoquimicos que, de igual manera, disminuyen los niveles
de transcripcion de PEPCK y G6Pasa, como el resveratrol, principal componente del vino
tinto al que se le han atribuido efectos antiateroscleréticos debido a que mejora el perfil
lipidico; la berberina, un alcaloide isoquinolino encontrado en las raices de especies

presentes en la medicina tradicional china; y la quercetina, un flavonoide capaz de modular
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el metabolismo de glucosa vy lipidos a través de la activacion de AMPK (Guan & Chen,
2014).

Finalmente, se han descrito varios compuestos que inhiben directamente a las enzimas
reguladoras de la gluconeogénesis. Por ejemplo, para la F1,6Pasa se reportan CS-917 y
MBO07803, inhibidores alostéricos sintetizados utilizando la estructura del AMP como punto
de inicio que han terminado o se encuentran en la fase Il de estudios clinicos; ambos
compuestos son inhibidores no competitivos y selectivos de esta enzima (van Poelje et al.,
2007).

4.1. Glucosa-6-fosfatasa como blanco terapéutico para la inhibiciéon de
la gluconeogénesis
La G6Pasa representa uno de los mejores blancos terapéuticos para controlar los niveles
de glucosa plasmatica ya que determina la produccion de glucosa liberada de la
glucogendlisis y la gluconeogénesis (Wu, Okar, Kang, & Lange, 2005). Es un sistema
enzimatico multifuncional que posee varios componentes asociados a la membrana del
reticulo endoplasmico, donde la parte encargada de la catélisis estd orientada hacia el
lumen. Este complejo proteico es el encargado de hidrolizar la G6P a glucosa para que
pueda ser liberada a torrente sanguineo a través del GLUTZ2; también, es capaz de

sintetizarla al comportarse como fosfotransferasa (Arion, Ballas, Lange, & Wallin, 1976).

De acuerdo al modelo “sustrato-transporte”, el sistema G6Pasa esta conformado por tres
translocasas especificas y la parte enzimatica que cumple el rol de fosfatasa. La hidrdlisis
involucra la funcién acoplada de estos componentes: la G6P pasa al lumen del reticulo
endoplasmico a través de la translocasa T1; posteriormente, este sustrato entra en contacto
con la parte catalitica donde es hidrolizado; y, finalmente, el fosfato y la glucosa son
liberados hacia el citoplasma por las translocasas T2 y T3, respectivamente (Figura 8) (van
Schaftingen & Gerin, 2002).

Existen varios inhibidores del sistema G6Pasa que se clasifican en dos categorias: los que
inhiben a la translocasa T1, y aquellos que inhiben a la enzima que cataliza la hidrdlisis. La
desventaja de utilizar la parte catalitica como potencial blanco de inhibicion farmacolégico
recae en la posibilidad de inhibir otras fosfatasas; por otro lado, la translocasa T1 es

estructuralmente distinta y es considerada el paso que determina la tasa de liberacion de
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glucosa a torrente sanguineo debido a su capacidad de seleccion por la G6P, por lo que

representa el blanco terapéutico de inhibicién idéneo.

Gluconeogénesis Citoplasma
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Figura 8. Sistema enzimatico de G6Pasa. La G6P proveniente de las vias de produccion hepatica de
glucosa es internalizada por la translocasa T1 al lumen del reticulo endoplasmico donde entra en contacto con
la parte catalitica de la G6Pasa. La glucosa es liberada junto con el fosfato resultante de la hidrélisis por sus
respectivas translocasas al citoplasma del hepatocito, donde finalmente es liberada a torrente sanguineo a
través del GLUT2. G6P, glucosa-6-fosfato. Figura realizada en ChemDraw Professional 15.

Adaptada de Charkoudian et al. (2012). Natural product inhibitors of glucose-6-phosphate translocase [Figural].

4.1.1. Inhibidores naturales de G6Pasa T1

Existen varios inhibidores descritos en la literatura para G6Pasa T1 que incluyen
compuestos sintéticos y naturales, asi como analogos derivados de sintesis parcial o total.
El inhibidor mas caracterizado de T1 es el acido clorogénico, presente en una gran cantidad
de especies vegetales. Este compuesto es un éster de acido quinico del acido caféico que
presenta una inhibiciéon competitiva reversible afectando de manera dosis-dependiente a la

glucogendlisis y la gluconeogénesis.
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Se han sintetizado analogos de este compuesto por medio de modificaciones en su
estructura que presentan una mayor potencia de inhibicion que se ve reflejada en los
valores de ICsy de ensayos in vitro (Charkoudian et al., 2012). En la Tabla 2 se presentan
algunos ejemplos de derivados sintéticos del acido clorogénico y sus respectivos valores
de ICsp. La actividad inhibitoria de este compuesto y sus derivados es evaluada por medio
de su capacidad de reducir la hidrélisis de G6P en microsomas intactos obtenidos por

centrifugacion diferencial del higado de rata (Arion, 1989).

Tabla 2

Inhibidores de G6Pasa T1 derivados del acido clorogénico

Compuesto Estructura Origen ICs5
Acido clorogénico HO CO,H Varias plantas 230 uM
Q8
HO\V - O)K/\@OH
OH oH
Derivado de acido cl Sintético 2.5uM
clorogénico
0
O.
HO" ™ OJ\/\Q\
OH oH

S-3483 Sintético 210 nM
S-4048 Sintético 2nM

Nota. Tomada de Charkoudian et al. (2012).
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El acido clorogénico exhibe multiples propiedades biolégicas que incluyen actividad
antibacterial, antioxidante, anticarcinogénica, hipoglucemiante e hipolipidémica.
Particularmente, afecta el metabolismo de la glucosa potenciando la accién de la insulina
como sensibilizador a esta hormona; disminuye el pico de glucosa retardando su absorcion
intestinal; estimula la captacion de glucosa en tejido adiposo y musculo esquelético;
estimula la secrecion de insulina; y, de manera cronica, mejora la tolerancia a la glucosa y

la resistencia a la insulina (Meng, Cao, Feng, Peng, & Hu, 2013).

Otros inhibidores naturales de T1 son la floretina, principal compuesto fendlico presente en
la corteza de la raiz, los retofios y las hojas del manzano Malus sp. (ICso = 340 pM); las
thielavinas, derivados del acido salicilico aislados del hongo Chaetomium carinthiacum (1Cs
= 0.33 uM — 340 uM); kodaistatinas, aisladas de la cepa Aspergillus terreus Thom DSM
12247 (ICsp = 100 nM); y la mumbaistatina, un metabolito secundario producido por
Streptomyces sp. DSM 11641 conocido por ser el inhibidor natural mas potente de la
translocasa T1 (ICso = 5 nM) (Figura 9) (Charkoudian et al., 2012).

HO ! OH ! OH
OH O

Floretina Kodaistatina A: R = H; IC5¢ = 80 nM
ICs0 = 340 uM Kodaistatina C: R = OH; IC5, = 130 nM

Thielavina G Mumbaistatina
ICs50 = 0.33 uM ICs0=5nM

Figura 9. Estructuras de algunos ejemplos de inhibidores naturales de G6Pasa T1.
Adaptada de Charkoudian et al. (2012). Natural product inhibitors of glucose-6-phosphate translocase [Figural].
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5. Inhibicién de la gluconeogénesis por extractos de plantas medicinales

Dentro del marco de tratamiento de la DM, el control de los niveles de glucosa representa
la meta final de cualquier programa usado por los pacientes que padecen la enfermedad.
El plan general comunmente empleado es la utilizacién de medicamentos hipoglucemiantes
que siempre vienen acompafiados por un menor consumo de carbohidratos y grasas en la

dieta, y actividad fisica con el propdsito de perder peso.

Los tratamientos con hipoglucemiantes orales estan asociados a efectos adversos o toxicos
y pérdida de efectividad a largo plazo (Jarald, Joshi, & Jain, 2008), por lo que la busqueda
de nuevos farmacos con mayor eficacia y que representen un menor riesgo para la salud
se ha convertido en el objetivo principal de la industria farmacéutica. Un enfoque utilizado
en la actualidad y que esta cobrando fuerza es el uso del conocimiento de la medicina
tradicional que engloba la etnofarmacologia como ciencia multidisciplinaria (Heinrich &
Gibbons, 2001).

Las plantas constituyen una fuente potencial de farmacos hipoglucemiantes debido a la
gran diversidad de metabolitos secundarios que poseen, y son utilizadas en distintos
sistemas de medicina tradicional para el tratamiento de la diabetes en el mundo. La
Organizacion Mundial de la Salud (WHO, por sus siglas en inglés) estima que el 80% de la
poblacion mundial utiliza la medicina tradicional para satisfacer sus necesidades de
atencién primaria, y que la mayor parte de los remedios usados provienen de plantas. Esta
reportado que al menos el 25% de los medicamentos de la farmacopea moderna son
derivados de plantas, y que muchas otras son sintesis parciales constituidas a partir de
compuestos aislados de plantas (Surya et al., 2014). El mejor ejemplo de este hecho, en el
tratamiento de la diabetes, particularmente para la disminucién de la produccion hepatica

de glucosa, es la metformina.

A principios de los 90’s, Alarcon-Aguilar y colaboradores mencionaron que, a nivel mundial,
la informacién etnobotanica reportd alrededor de 800 plantas medicinales con efecto
hipoglucemiante, de las cuales, aproximadamente, 150 se encontraban en México. Para el
afio 2005, Andrade-Cetto y Heinrich documentaron al menos 306 especies de plantas en
235 géneros y 93 familias utilizadas para el tratamiento de la DM en México.
Posteriormente, Prabhakar y Doble, en el 2008, realizaron una revision de los mecanismos

de accion de las plantas con efecto hipoglucemiante donde mencionan que hay,
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aproximadamente, 410 plantas medicinales con datos experimentales que respaldan este

efecto, aunque soélo para 109 de ellas se ha descrito el mecanismo de acciéon completo.

Las familias botanicas que contribuyen con mas especies con efecto hipoglucemiante, de
las que se tiene conocimiento hasta el momento, son Fabaceae, Asteraceae, Lamiaceae,
Liliaceae, Poaceae y Euphorbiaceae (Esquivel-Gutiérrez, Noriega-Cisneros, Bello-
Gonzalez, Saavedra-Molina, & Salgado-Garciglia, 2012), de las cuales se han identificado
metabolitos secundarios como flavonoides, alcaloides, terpenos y compuestos fendlicos
que presentan distintos mecanismos de accion para controlar los niveles de glucosa
(Bahmani et al., 2014). En |la Tabla 3 se presenta un ejemplo de cada una de las categorias

mencionadas previamente con su respectivo mecanismo de accién descrito.

La informacidén experimental reportada apoya que los extractos de plantas medicinales
afectan el metabolismo de la glucosa y lipidos mejorando los sintomas de los pacientes que
las consumen mediante la modulacion de vias como la glucdlisis, el ciclo de Krebs, la
gluconeogénesis, la glucogénesis y glucogendlisis, sintesis de colesterol, o sintesis y
liberacion de insulina. Concretamente, los extractos de plantas como Artemisia sacrorum
Ledeb (Asteraceae), Cecropia obtusifolia Bertol (Cecropiaceae), Salacia reticulata
(Hippocrateaceae), Satureja khuzestanica Jamzad (Lamiaceae) y Tinospora cordifolia
(Willd.) Miers (Menispermaceae) inhiben la gluconeogénesis mediante la activacion de
AMPK, la supresion de la expresion génica y la inhibicion directa de las enzimas

gluconeogénicas (Andrade-Cetto, 2012).

5.1. Plantas hipoglucemiantes

Andrade-Cetto y Cardenas-Vazquez (2010) demostraron que los extractos de C. obtusifolia
y C. peltata, donde se detecté la presencia de &acido clorogénico, inhibian la
gluconeogénesis utilizando pruebas de tolerancia a piruvato (2 g/kg; i.p.) en ratas Wistar
hiperglucémicas de dos meses de edad, inducidas con estreptozotocina (STZ) a los 5 dias
de nacidas (n5-STZ), con un ayuno previo de 18 h; ademas, ambos extractos inhibieron la
actividad de la translocasa T1 del sistema G6Pasa en microsomas hepaticos intactos de

rata.

Ambas plantas fueron documentadas en México como hipoglucemiantes por Andrade-Cetto
y su grupo de trabajo mediante la realizacién de entrevistas etnobotanicas. De igual

manera, para la presente investigacion se seleccionaron dos plantas con estudios
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fitoquimicos previos, reportadas con efecto hipoglucemiante por dicho grupo de trabajo,
para probar su efecto inhibitorio sobre la gluconeogénesis hepatica en ratas
hiperglucémicas, especificamente sobre la G6Pasa T1. Las plantas utilizadas fueron Smilax
moranensis M. Martens & Galeotti (Smilacaceae) y Ageratina petiolaris (Moc. ex DC.) R.M
King & H. Rob. (Asteraceae).

Tabla 3

Ejemplos de metabolitos secundarios con efecto hipoglucemiante y su mecanismo de accion

Metabolito secundario Ejemplo Mecanismo de accién
Alcaloides Radicamina A* Inhibidor de a-glucosidasas
OMe
Ho R oH
OH
HO

Flavonoides Astragalina*® Inhibidor de la formacion de

HO.

productos de glicacion
avanzada (AGEs)

OH OH

Terpenos Centelasaponina A* Inhibidores de la aldosa
oH ™ reductasa
0.
o (o) OH
0. 0. OH
HO.
%o on
HO' HO
OH
Fenolicos Penta-O-galoil-B-D-glucosa*
OH
HO. OH
OH OH

sl
ﬁ*mg

Nota. Adaptada de Bahmani et al. (2014).
*Estructuras obtenidas del National Center for Biotechnology Information. PubChem Compound
Database.
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5.1.1. Smilax moranensis M. Martens & Galeotti

Descripcion y clasificacién taxonémica

Pertenece a la familia Smilacaceae y es conocida comunmente como “zarzapatrrilla blanca”,
“alambrillo” o “cocolmeca” (Tabla 4). Es una planta guia lefiosa que trepa hasta 10 m o mas
de altura. La porcién inferior del tallo esta provista con espinas rectas, aplanadas vy
negruzcas. Posee hojas redondeadas y alargadas, anchas en la base con terminacién en
punta. Presenta zarcillos con frecuencia saliendo de los nudos de las ramas floriferas. Las
flores son verdes, amarillo palido o verde amarillento; por otro lado, los frutos son bayas de
color negro y redondas que miden de 6 a 7 mm (Figura 10).

Tabla 4
Informacién taxonémica de S. moranensis

Clasificacion Sinonimias

Clase Equisetopsida C. Agardh Smilax acutifolia Schitdl.

. .. Smilax invenusta Kunth
Subclase i 4 Smilax botterii A.DC.
Magnoliidae Novak ex Takht. Haxboteri / Smilax jalapensis Schitdl.
Smilax cordifolia var.

Superorden | jlianae Takht. papantlae A.DC. Smilax schaffneriana
(A.DC.) F.W.Apt

i Smilax densiflora A.DC.
Orden Liliales Perleb nax ! Smilax schiedeana Kunth
— Smilax erythrocarpa Kunth . )
Familia Smilacaceae Vent. Smilax glaucocarpos Sml.lax sylvatica Kunth
- Schitdi Smilax xalapensis Kunth
Género Smilax L. '

Nota. Adaptada de The Plant List (2013) y Tropicos (2016).

A)

Figura 10. Caracteristicas morfolégicas de S. moranensis. A) Ejemplar de herbario de una rama
donde se observan las hojas, los zarcillos y las inflorescencias. Tomada de Tropicos (2016). Smilax moranensis
M. Martens & Galeotti [Figura]. B) Foto de una plantula donde se observan las espinas en el tallo (comunidad
de Santos Reyes, Nopala). Tomada de Arias-Chavez (2014). Estudio crénico del efecto hipoglucemiante de la
raiz de Smilax moranensis (Martens & Galeotti) en ratas diabéticas STZ-NA [Figural].
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Distribucion

Esta especie, originaria de México, es la mas comun y mas ampliamente distribuida, nativa
de las areas montafiosas que van desde el sur de Sonora y Chihuahua hasta Chiapas
(Figura 11). Habita en climas calido, semicalido y templado, entre los 600 y 1900 msnm,;
esta asociada a bosques tropicales caducifolio y subcaducifolio, bosque espinoso, bosque
mesofilo de montafa, y bosques de encino y de pino (Biblioteca Digital de la Medicina
Tradicional Mexicana, 2009a; CONABIO, 2015b; Rzedowski & Calderon, 1994).

Figura 11. Distribucion de S. moranensis en la Republica Mexicana. Se reporta en la literatura su
presencia cerca de las zonas montafiosas de los siguientes estados: Coahuila, Colima, Chiapas, Chihuahua,
Distrito Federal, Durango, Guanajuato, Guerrero, Hidalgo, Jalisco, México, Michoacan, Morelos, Nayarit, Nuevo
Ledn, Oaxaca, Puebla, Querétaro, San Luis Potosi, Sinaloa, Sonora, Tamaulipas, Tlaxcala y Veracruz.
Informacion obtenida de CONABIO (2015). Smilax moranensis M. Martens & Galeotti, 1842 valido.

Antecedentes etnobotanicos

Tradicionalmente, las diferentes especies del género Smilax (conocidas comunmente como
“zarzaparrilla”) se han utilizado como depurativo y antirreumatico, y las partes mas
empleadas son el rizoma y las raices. Durante el siglo XIX, fueron utilizadas en varios
paises de Europa y en Estados Unidos para el tratamiento de enfermedades de transmision
sexual como la sifilis, y en 1850, especies de este genero fueron incluidas dentro de la

farmacopea de Estados Unidos debido a este uso. Especificamente, el rizoma de S. glabra
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Roxb. ha sido empleado para el tratamiento de la diabetes en Vietnam (Gunn, Che, &
Farnsworth, 2013).

Las especies mas representativas se encuentran en América Central y en Sudamérica,
donde son utilizadas para tratar diversos padecimientos como anemia, afecciones
digestivas, hinchazén, malaria y dolor de rifiones (Garcia-Gonzélez, Diaz, & Villalobos,
2008).

Se reporta el uso tradicional de la raiz de S. moranensis desde el siglo XVI como diurético;
ademas se emplea como expectorante, antiinflamatorio, depurativo, antiespasmédico,
antipirético y para bajar de peso. Se prepara la raiz seca en decoccion y se utiliza como
agua de uso (Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional Mexicana, 2009a). También, se
ha documentado su uso hipoglucemiante en la comunidad de Santos Reyes Nopala,
Oaxaca para el control de la DM mediante entrevistas directas realizadas a personas

diabéticas que utilizan plantas medicinales (Andrade-Cetto, 2011a).

Antecedentes fitoquimicos

La fitoquimica del género Smilax se caracteriza por presentar saponinas esteroidales en
gran abundancia, las cuales exhiben un amplio rango de actividades biologicas que incluyen
propiedades citotdxicas, hemoliticas, antiinflamatorias, antifungicas, antibacteriales y
antileproticas. Entre las especies donde se han aislado estos metabolitos secundarios se
encuentran S. aspera L., S. china L., S. lebrunii H. Lév. y S. ornata Lem. (Challinor et al.,
2012) (Figura 12B). También, dentro del género, se ha reportado la presencia de
flavononoles como la taxifolina y la aromadendrina; por ejemplo, Sang y colaboradores
(2014) reportaron en la especie S. glabra la presencia de taxifoliol (Figura 12A), entre otros
flavonoides y terpenos con potencial efecto protector contra el dafio endotelial ocasionado

por los AGEs, una complicacién asociada a la DM.

Por otro lado, Cirilo (2003) elaboré extractos hexanico, acetédnico, metandlico y acuoso para
determinar la composicion quimica de la raiz de S. moranensis (Tabla 5). En la mayoria de
los extractos se observo la presencia de esteroides, terpenos, saponinas y flavonoides, por
mencionar algunos. El hallazgo de estos compuestos coincide con los reportados en otras
especies del mismo género; sin embargo, aun no se han identificado los nombres de los

metabolitos presentes en la especie.
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De igual manera, Andrade-Cetto (2011) determind que los principales constituyentes del
extracto acuoso y del extracto etanol-agua de la raiz de S. moranensis son flavonoides por
medio de cromatografia en capa fina (TLC), y por cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC) demostré la presencia de un compuesto mayoritario acompafiado de tres

componentes en menor cantidad en el extracto etanol-agua.

OH OH
o)
HO (o] O Ho%
HO o

OH © OH H

(A) taxifoliol (S. glabra) (B) sarsaparillosida C (S. ornata)

Figura 12. Ejemplos de metabolitos presentes en especies del género Smilax. A) Estructura de
flavononol (flavonoide) presente en S. glabra obtenida de Sang et al. (2014). B) Estructura de saponina
esteroidal (terpeno) presente en S. ornata obtenida de Challinor et al. (2012).

Tabla 5

Compuestos quimicos presentes en extractos de la raiz de S. moranensis.

Compuestos Hexanico Aceténico Metanoélico Acuoso
Esteroides y terpenos
Coumarinas
Alcaloides

Azucares

Grupos carbonilo
Insaturaciones
Oxidrilos fendlicos
Sesquiterpenlactonas
Flavonoides
Quinonas

Saponinas

Nota. Tomada de Cirilo (2003).

X

XX X[ X|X

XX X[ X

x

XX XXX XXX X[ X | X
XX XXX XXX X[ X | X

Antecedentes farmacoldgicos

Se han llevado a cabo estudios farmacoldgicos para probar la actividad hipoglucemiante de
las raices y el rizoma de diferentes especies de Smilax. Fukunaga y colaboradores (1997)
demostraron que el extracto metandlico del rizoma de S. glabra a una dosis de 100 mg/kg
(i.p.) disminuyé la glucosa plasmatica en ratones KK-Ay, un modelo hiperglucémico no

dependiente de insulina que posee hiperinsulinemia, a las 4 horas de su administracién; sin
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embargo, no modifico los niveles de glucosa en ratones hiperglucémicos inducidos con STZ
con deficiencia de insulina. De acuerdo a estos resultados, los autores concluyeron que el
efecto hipoglucemiante del extracto metandlico del rizoma de S. glabra se debe a un

aumento en la sensibilidad de insulina.

Garcia-Gonzalez y colaboradores (2008) determinaron que la administracién oral a dosis
repetidas (concentracién de 160 mg/ml) durante un periodo de 30 dias de los extractos
hidroalcohdlicos de las raices y rizomas de varias especies de Smilax de Centroamérica en
ratones de la cepa Hsd/ICR (CD-1) produjeron una tendencia hipoglucemiante, aunque sélo
fue significativo durante el periodo residual, es decir, después de una semana de haber
suspendido el tratamiento. En el mismo trabajo se evalud la toxicidad subcronica de dichos
extractos, y se concluyd que a una dosis diaria de 2 g/kg, administrada durante 90 dias,

ningun extracto resulté mortal y no caus6 anormalidades histologicas.

También se ha evaluado el efecto de S. moranensis sobre la disminucion de peso corporal
en ratas Sprague-Dawley sometiéndolas a tres dosis distintas del té de la raiz de dicha
planta durante 21 dias. Los resultados mostraron que a una dosis de 32 mg/kg,
principalmente en machos, existi6 una menor ganancia de peso con respecto a las demas

dosis y al grupo control (Cirilo, 2003).

En el laboratorio de Etnofarmacologia de la Facultad de Ciencias, UNAM se ha probado el
efecto hipoglucemiante agudo y crénico de la raiz de S. moranensis en ratas
hiperglucémicas inducidas con STZ. En el primer estudio, utilizando el modelo de ratas
hiperglucémicas n5-STZ (90 mg/kg, i.p.), se probd que tanto el extracto acuoso como el
etanol-agua de la raiz producen un efecto hipoglucémico dosis-dependiente. El extracto

etanol-agua a una dosis de 80 mg/kg (dosis tradicional x10) fue el que tuvo un mejor efecto.

En el segundo estudio, se evalué el efecto crénico del extracto etanol-agua sobre los niveles
de glucosa plasmatica, el porcentaje de HbA1c, niveles de triglicéridos y colesterol HDL en
ratas hiperglucémicas inducidas con STZ y nicotinamida (NA) (65 mg/kg, i.v.; 150 mg/kg,
i.p.) durante 42 dias de tratamiento, y se concluy6 que la administracién crénica por via oral
de dicho extracto a una dosis de 80 mg/kg contribuye a la disminucion y mantenimiento de
la glucemia a partir de los 7 dias, y del porcentaje de HbA1c y de los triglicéridos a partir de
los 28 dias (Arias-Chavez, 2014).
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5.1.2. Ageratina petiolaris (Moc. ex DC.) R.M. King & H. Rob.

Descripcion y clasificacién taxondmica

Pertenece a la familia Asteraceae y es conocida comunmente como “Yolochichitl’
“Amargocilla” o “Hierba del angel” (Tabla 6). Es un arbusto que llega a medir hasta 2 m de
altura. Las ramas son gruesas Yy cilindricas. Presenta hojas simples opuestas, pecioladas
de forma ovalo-triangular. Las flores son blancas y dispuestas en un numero de 35 a 40 en
cabezuelas (Figura 13). Sus frutos son aquenios (Biblioteca Digital de la Medicina
Tradicional Mexicana, 2009b; Rojo & Rodriguez, 2002)

Tabla 6

Informacién taxonémica de A. petiolaris
Clasificacion Sinonimias
Clase Equisetopsida C. Agardh
Subclase Magnoliidae Novak ex Takht.

Bustamenta cordata DC.

Superorden Asteranae Takht.
Eupatorium petiolare Moc. & Sessé ex DC.
Orden Asterales Link
Familia Asteraceae Bercht. & J. Presl
Género Ageratina Spach

Nota. Adaptada de The Plant List. (2013) y Tropicos. (2016).

A)

Figura 13. Caracteristicas morfolégicas de A. petiolaris. A) Ejemplar de herbario de una rama donde
se observan las hojas y las inflorescencias. Tomada de Tropicos. (2016). Ageratina petiolaris (Moc. ex DC.)
R.M. King & H. Rob. [Figura]. B) Foto de la planta donde se observa la disposicién y morfologia de las hojas, al
igual que las inflorescencias blancas. Tomada de NaturaLista. (2015). Amargocilla (Ageratina petiolaris) [Figura].
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Distribucion

Es una planta endémica de México que se distribuye en climas calido, semicalido, semiseco
y templado en el rango de 900 a 9300 msnm (Figura 14). Esta asociado a bosques
tropicales caducifolio y subcaducifolio, matorral xerdfilo, bosque mesdfilo de montafa vy
bosques de encino y de pino (CONABIO, 2015a).

Figura 14. Distribucion de A. petiolaris en la Republica Mexicana. Se reporta en la literatura su
presencia en los estados de Coahuila, Chihuahua, Distrito Federal, Durango, Guanajuato, Hidalgo, Jalisco,
México, Michoacan, Morelos, Nuevo Ledn, Oaxaca, Puebla, Querétaro, San Luis Potosi, Tlaxcala y Veracruz.
Informacion obtenida de CONABIO. (2015). Ageratina petiolaris (Moc. & Sessé ex DC.) R.M. King H. Rob., 1970
valido.

Antecedentes etnobotanicos

Es una planta de uso medicinal utilizada comunmente para trastornos digestivos como
dolores estomacales, diarrea, gastritis, indigestion, disenteria y empacho. Las partes
empleadas son las hojas y las ramas (parte aérea), que son preparadas en cocimiento para
la administracion via oral de la infusién. También es utilizada para reumatismo, colicos
menstruales, contra los nervios, la tos, la DM y en bafos posparto (Biblioteca Digital de la
Medicina Tradicional Mexicana, 2009b; Weller, 2010). Adicionalmente, A. petiolaris ha sido
documentada como planta de uso tradicional con efecto hipoglucemiante en México,
formando parte de una lista de 306 especies vegetales empleadas para el mismo fin

(Andrade-Cetto & Heinrich, 2005); ademas, vendedores de plantas medicinales del
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mercado de Sonora mencionaron que venden la planta como tratamiento para DM en
entrevistas realizadas en el 2011, y que es traida del pueblo de Tenancingo, estado de
México (Bustos-Brito et al., 2016).

Antecedentes fitoquimicos

Dentro del género Ageratina se han descrito principalmente terpenos como derivados de
timol, lactonas sesquiterpénicas y diterpenoides derivados del ent-labdano presentes en las
partes aéreas de las especies estudiadas (Castillo et al., 2016; Quijano, Calderén, Gémez,
Garduno, & Rios, 1980; Tamayo-Castillo et al., 1988). Especificamente, en A. petiolaris se
han aislado compuestos pertenecientes a los grupos antes mencionados en los extractos
menos polares, mientras que en extractos acuoso y metandlico se identificaron ocho
metabolitos secundarios, de los cuales destacan el acido clorogénico y el L-quiroinositol
debido a que se les atribuye propiedades hipoglucemiantes (Figura 15) (Bustos-Brito et al.,
2016).

OH
— OH
o OH
2 (o]
H
HOOCMOH HOS
OH OH OHOH
acido clorogénico L-quiroinositol

Figura 15. Estructuras del acido clorogénico y L-quiroinositol, compuestos aislados en los
extractos acuoso y metandlico de A. petiolaris.
Tomadas de Bustos-Brito et al., 2016.

Antecedentes farmacoldgicos

Bustos-Brito y colaboradores (2016) probaron el efecto hipoglucemiante agudo del extracto
acuoso y metandlico de la parte aérea de A. petiolaris, asi como el L-quiroinositol, en ratas
hiperglucémicas STZ-NA (65 mg/kg, i.v.; 150 mg/kg, i.p.). Se observé que ambos extractos
y el compuesto disminuyeron significativamente la hiperglucemia comparados contra el
grupo control hiperglucémico y su propio tiempo cero. Concluyeron que con el extracto
acuoso de dicha planta a una dosis de 160 mg/kg se obtuvo un mejor efecto
hipoglucemiante desde los 60 minutos. Por otro lado, el compuesto L-quiroinositol (3.73
mg/kg) tuvo efecto disminuyendo progresivamente, y de manera significativa, los niveles de
glucosa plasmatica. Adicionalmente, en pruebas de tolerancia a glucosa oral de dos horas
realizadas en el mismo trabajo se observé que el extracto acuoso de la planta no suprime

el pico de glucosa que se observa a los 30 minutos de la prueba.
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METODOLOGIA

1. Preparacion del material biolégico

1.1. Obtencion de plantas
La raiz molida de S. moranensis fue proporcionada por el laboratorio de Etnofarmacologia
de la Facultad de Ciencias, UNAM. Dicha planta fue recolectada en febrero de 2011 en el
municipio Santos Reyes Nopala, Oaxaca, identificada por Ramiro Cruz Duran, y un ejemplar
fue depositado en el Herbario Medicinal del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS
15815).

Por otro lado, A. petiolaris fue recolectada en el municipio de Tenancingo, estado de México
en febrero de 2012, identificada por José Luis Villasefior, y un ejemplar fue depositado en
el Herbario Nacional del Instituto de Biologia, UNAM (MEXU-1333 471). El material vegetal
fue proporcionado por el Departamento de Productos Naturales del Instituto de Quimica,
UNAM.

1.2. Elaboracion de extractos
Se elabord el extracto etanol-agua de la raiz molida de S. moranensis y el extracto acuoso
de la parte aérea de A. petiolaris. Ambos extractos demostraron tener un mejor efecto
hipoglucemiante en anteriores pruebas farmacoloégicas. Las dosis utilizadas en las pruebas
de tolerancia a piruvato fueron obtenidas a partir de estos resultados; de esta manera, se
empled la dosis de 80 mg/kg (dosis tradicional x10) para el caso del extracto etanol-agua
de S. moranensis (Andrade-Cetto, 2011a), y la dosis de 160 mg/kg (dosis tradicional x4) en

el caso del extracto acuoso de A. petiolaris (Bustos-Brito et al., 2016).

Al finalizar la elaboracién de los extractos, se obtuvo el rendimiento y se calcul6 el Drug
Extraction Ratio (DER) para cada uno de acuerdo a la siguiente formula (Vlietinck, Pieters,
& Apers, 2009):

sustancia herbal (g)

=X:1

DER = -
preparacion herbal (g)

1.2.1. Extracto etanol-agua de la raiz de S. moranensis
Se colocd un puiio de la raiz molida (alrededor de 20 g) en 250 ml de etanol absoluto y 250
ml de agua destilada en un vaso de precipitados con capacidad de 1 L. Esta mezcla se

calent6 a 40°C en una parrilla y se mantuvo en agitacion durante cuatro horas. Después, la
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mezcla se filtr6 al vacio utilizando papel filtro y tierra de diatomeas en un embudo Bichner
conectado a un Kitasato de 500 ml y a una bomba de vacio. El filtrado se pas6 a un matraz
bola de 500 ml que se acoplé a un Rotavapor BUCHI® para retirar el etanol a una presion
reducida. El concentrado resultante se paso a un cristalizador y se envolvié en pelicula
plastica para ser refrigerado a una temperatura de -40°C por 24 horas en un ultracongelador
Revco™. Transcurrido ese tiempo, se liofilizd para eliminar el agua y obtener el extracto

seco en una liofilizadora FreeZoneR.

1.2.2. Extracto acuoso de la parte aérea de A. petiolaris
Se pesaron 20 g de la parte aérea molida de la planta y se colocaron en un vaso de
precipitados de 1 L con 500 ml de agua destilada en ebullicién. La mezcla fue retirada de la
parrilla y se mantuvo en agitacion durante 15 minutos; posteriormente, se filtré utilizando
papel filtro y tierra de diatomeas en un embudo Blchner conectado a un kitasato de 500 ml
y a una bomba de vacio. El filtrado se pasé en un cristalizador y se envolvié en una pelicula
de plastico para refrigerarlo a una temperatura de -40°C por 24 horas en un ultracongelador

Revco™. El extracto seco se obtuvo eliminando el agua en la liofilizadora FreeZone®.

2. Evaluacion de la inhibiciéon de la gluconeogénesis in vivo

Una de las aproximaciones experimentales empleada para probar el efecto de los extractos
de plantas medicinales sobre la gluconeogénesis es la utilizacion de modelos animales que
asemejen las caracteristicas de la DM2. El modelo hiperglucémico STZ-NA es un modelo
animal donde la administracion de STZ y NA, a distintas dosis, ha sido propuesta para
inducir diabetes experimental en roedores, simulando la hiperglucemia que define a la
enfermedad, en este caso, debido a una destruccion parcial de las células B del pancreas
(Masiello et al., 1998).

Las alteraciones observadas con este modelo asemejan a aquellas que muestran los
pacientes diabéticos, por lo que es ampliamente utilizado para estudiar la patogénesis de
la enfermedad y sus complicaciones en animales experimentales. La destruccién parcial
ocasionado a las células B simula la deficiencia en la secrecién de insulina en DM2 lo que
se traduce en un pobre abastecimiento de la hormona a los tejidos blanco, entre ellos el

higado.
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2.1. Animales experimentales
Los animales de experimentacion fueron proporcionados por el bioterio de la Facultad de
Ciencias, UNAM. Se utilizaron ratas hembras y machos de la cepa Wistar de entre 2y 3
meses de edad con un peso aproximado de 250 g, y se mantuvieron con fotoperiodos de
12h/12h de luz/oscuridad con libre acceso a agua y alimento Rodent Laboratory Chow 5001

de Purina ad libitum.

2.2. Induccién del modelo hiperglucémico STZ-NA

La hiperglucemia se indujo a ratas con ayuno previo de 12 horas. Se inyecté NA a una dosis
de 150 mg/kg (i.p.), disuelta en 2 ml de solucion fisiolégica por kg de peso; después de 15
minutos, se administr6 STZ a una dosis de 65 mg/kg (i.v.), disuelta en 1ml de buffer de
acetatos (0.9% de acetato de sodio en 105 mM de acido acético) por kg de peso.
Transcurrida una semana de la induccion, se eligieron aquellos organismos con una
glucemia mayor a 300 mg/dl para que, al someterlas a 18 horas de ayuno, presentaran

valores de glucosa alrededor de 200 mg/dl.

La solucion de STZ se preparo un dia antes de la induccion y se refrigerd a una temperatura
de 4°C hasta su utilizacion, mientras que la solucién de NA se preparé al momento de

usarse y se mantuvo a temperatura ambiente.

2.3. Pruebas de tolerancia a piruvato

El modelo hiperglucémico STZ-NA en roedores presenta una correlacién directa entre la
hiperglucemia en ayuno y la tasa de produccién de glucosa similar a la que se presenta en
pacientes con DM2, por lo que representa un modelo idéneo para determinar el efecto de
inhibidores potenciales sobre la gluconeogénesis in vivo. El disefio experimental seria
administrar un sustrato gluconeogénico, como el piruvato, para iniciar la produccién de
glucosa mediante esa via en roedores con un ayuno previo, y de esta manera se observaria
un aumento del pico hiperglucémico. Esta prueba es conocida como prueba de tolerancia
a piruvato, y es una variante de la prueba de tolerancia a la glucosa. Posteriormente, se

administraria el extracto a probar para observar el efecto sobre el pico hiperglucémico.

Las curvas de tolerancia a piruvato se realizaron en ratas con un ayuno previo de 18 horas.
Primeramente, se midieron los niveles de glucosa plasmatica del tiempo cero por duplicado
con glucometros AccutrendPlus® colocando una gota de sangre de la vena caudal en tiras

reactivas Accutrend®. Posteriormente, se administrd solucion fisioldgica (control negativo),
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metformina (control positivo) o el extracto correspondiente (p.o.) en 1.5 ml de solucion
fisiolégica con una canula esofagica, y 15 minutos después se inyecté 1.5 ml de solucion
fisioldégica o piruvato de sodio via intraperitoneal. Las mediciones se realizaron cada 30
minutos, tomando en cuenta el tiempo cero justo después de la inyeccion intraperitoneal,

hasta los 120 minutos.

Las ratas normoglucémicas e hiperglucémicas seleccionadas para las pruebas fueron
asignadas a siete grupos experimentales de 11 organismos cada uno con un tratamiento
definido (Tabla 7).

Tabla 7

Grupos experimentales asignados a las pruebas de tolerancia a piruvato con su respectivo
tratamiento y dosis correspondiente

Grupo experimental Tratamiento Dosis
A Solucioén fisioldgica (p.o. -
Control normoglucémico (N) Solucién fisiolégica Efp_)) ]
. - Soluciodn fisioldgica (p.o. -
Control hiperglucémico (H) Solucién fisiolégica Eir.)p.)) -

Control normoglucémico + piruvato (NP) Solucién fisiolégica (p.o.) h

Piruvato de sodio (i.p.) 2 g/kg
Control hiperglucémico + piruvato (HP) gﬁtj\f:t)g gi:igi)%%;c?i.(p?')&) '2 g/kg
Control hiperglucémico + piruvato + metformina (HPM) '\P/liiif\z{?)igz (s%((j)i.()) (i.p.) g(;(;krgg/kg
Grupo hiperglucémico + piruvato + S. moranensis (HPSm) Ei)(r:\a/g:g Z;agg;;g(l:.ap-()p.o.) g()g;rl(]g/kg
Grupo hiperglucémico + piruvato + A. petiolaris (HPAp) Ei);:\a/g:g ﬁgusofﬁé%%_)) ;Eig(akrgg/kg

3. Determinacion de la inhibicion directa de G6Pasa in vitro

La inhibicion de la gluconeogénesis observada in vivo puede confirmarse con un analisis in
vitro que involucra la inhibicion de la actividad de la G6Pasa en microsomas intactos de
rata, midiendo la concentracion de fosforo inorganico liberado en la reaccion de hidrolisis
de G6P mediante espectofotometria. El principio de la prueba radica en la formacién de un
complejo de fosfomolibdato que es reducido por acido ascérbico, obteniéndose una
coloracién azul que es proporcional a la cantidad de fosfato presente en el medio (Ames,
1966; Nordlie & Arion, 1966). Al anadir el inhibidor a distintas concentraciones, de menor a
mayor, se obtienen coloraciones azules mas tenues, lo que indica poca liberacion de

fosfato, y por lo tanto, la supresién de la actividad de la fosfatasa.
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3.1. Obtencidon de microsomas

Una rata Wistar macho, previamente sometida a 18 horas de ayuno, fue anestesiada con
pentobarbital sédico (10u/100g, i.p.) para ser disectada y poder extraer el higado. Se fueron
cortando fragmentos de ~2 g que fueron pesados en cristalizadores, previamente enfriados;
posteriormente, cada fragmento fue colocado en un homogeneizador DOUNCE de 10 ml y
se agregaron 8 ml del buffer A (sacarosa 0.25M, EDTA 1mM, HEPES 5mM a pH 7.4) para
comenzar a homogeneizar con ocho golpes y obtener una concentracion de tejido al 20%.
El homogenizado se filtré con una tela de nylon y se colecté en un vaso de precipitados de

50 ml, previamente enfriado. Este procedimiento se repitié al menos tres veces mas.

El volumen final de homogenizado al 20% fue dividido en dos tubos de cetrifuga Falcon®
de 50 ml que se calibraron y centrifugaron a 1000 g por 10 minutos. El sobrenadante se
colecto en varios tubos de policarbonato de 10 ml que fueron calibrados y colocados en un
rotor enfriado para ser centrifugados a 12 000 g durante 10 minutos. El sobrenadante post-
mitocondrial obtenido fue colectado en otros tubos de policarbonato que se centrifugaron a
100 000 g durante una hora. Las pastillas obtenidas se lavaron tomando buffer 1 con una
pipeta Pasteur y se guardaron a -40°C en un ultracongelador Revco™. Todos los

procedimientos fueron realizados a 4°C.

3.2. Curvas de inhibicion concentracion-respuesta

Para realizar las curvas concentracion-respuesta, en primer lugar se realizé un ensayo para
seleccionar el volumen indicado de microsomas para obtener una unidad de densidad
6ptica al medir en el espectrofotémetro (830 nm). Esta medicion fue considerada el maximo

de actividad de la G6Pasa sin inhibidor.

3.2.1. Ensayo de seleccion de volumen de microsomas

Se preparo el buffer B (imidazol 40 mM, sacarosa 0.5 M a pH 7.0) y la solucién de trabajo
para terminar la reaccion de la G6Pasa (molibdato de amonio al 0.42%, SDS al 10% y acido
ascorbico al 10%) que fueron colocados en hielo durante todo el procedimiento. Se
resuspendié una pastilla de microsomas en 1 ml de buffer 2 utilizando un vortex; se vertid
en un tubo de ensayo de 10 ml y se colocé en hielo de igual manera. Posteriormente, se
colocaron nueve tubos de ensayo de 10 ml en una gradilla de acuerdo a la figura 16A. En
cada tubo se puso un volumen total de reaccién de 100 pl, donde se afadieron: 50 pl buffer

B; agua destilada en distintos volumenes; 5,10 6 15 pl de microsomas; y 10 pl de G6P 20
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mM (afiadido al final para iniciar la reaccion, excepto en los tubos blanco que fue agregado

después de afadir la solucion de trabajo para terminar la reaccion).

La gradilla fue colocada en un bafio Maria a temperatura ambiente. La incubacion de la
actividad catalitica de la enzima comenzo6 al poner 10 pl de G6P 20 mM en el primer tubo,
posteriormente se afiadieron a los siguientes tubos cada 15 segundos. La incubacién tuvo
una duracién de 20 minutos y finalizé al afadir 900 pl de solucion de trabajo al primer tubo
(seguido por los demas cada 15 segundos). Se afiadi6 la G6P a los tubos blanco y se realiz6

una incubacion a 45°C por 20 minutos.

Finalmente, se evalud la actividad de los microsomas midiendo la absorbancia de la
coloracién azul obtenida por la formacién del complejo fosfomolibdato, que es proporcional
a la cantidad de fosforo inorganico presente en el medio. La coloracidn de los extractos fue
tomada en cuenta, por lo que los valores de densidad dptica obtenidos de los blancos se
restaron a los valores obtenidos de cada volumen de microsomas para obtener los valores

finales que corresponden exclusivamente a la actividad de la enzima.

3.2.2. Ensayo de inhibicién de la G6Pasa

Se utilizaron 48 tubos de ensayo de 10 ml que fueron colocados en una gradilla de acuerdo
a la figura 16B. En cada tubo se puso un volumen total de reaccién de 100 pl, donde se
anadieron: 50 pl de buffer B; agua destilada a distintos volumenes para completar el
volumen de reaccién; acido clorogénico o el extracto a distintas concentraciones (0, 2, 5,
20, 50, 200, 500, 1000, 2000, 4000, 8000 y 12000 pg/ml); el volumen seleccionado de
microsomas; y 10 pl de G6P 20 mM (afiadido al final para iniciar la reaccién, excepto en los
tubos blanco que fue agregado después de afadir la solucion de trabajo para terminar la
reaccion). Se llevé a cabo el procedimiento descrito previamente en la seccién de ensayo
de seleccion de volumen de microsomas para finalizar con la obtencién de los valores de

densidad optica.
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Figura 16. Disefio experimental de los ensayos in vitro para la realizaciéon de las curvas de
inhibicién concentracidon-respuesta. A) Diagrama que indica la disposicidn de los tubos de ensayo
en la gradilla para el ensayo de seleccién de volumen de microsomas. B) Diagrama que indica la
disposicion de los tubos de ensayo en la gradilla para el ensayo de inhibicion de la G6Pasa.

*Los blancos estan marcados con rojo. La G6P se agrega al finalizar la reaccion.
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4. Analisis estadistico

Se utilizé el programa estadistico GraphPad Prism version 7.00, GraphPad Software, La
Jolla California USA, www.graphpad.com, para llevar a cabo todos los analisis y para la

elaboracion de las graficas. Se emple6 un nivel de significancia de p<0.05.

Pruebas de tolerancia a piruvato. Se calcularon las areas bajo la curva (AUC) de todos los
grupos y se compararon mediante pruebas de ANOVA de una via seguida por pruebas de
comparacion multiple de Tukey; adicionalmente se llevaron a cabo dos tipos de
comparaciones: 1) intergrupal, valores de glucemia de los grupos por cada tiempo; 2) e

intragrupal, valores de glucemia dentro de cada grupo respecto a su tiempo cero.

Curvas de inhibicibn concentracién-respuesta. Para obtener los valores de ICs se
realizaron regresiones lineales y no lineales, donde las concentraciones utilizadas se
transformaron con la funcién Log. Las curvas obtenidas de las regresiones no lineales se

ajustaron a un modelo logistico de tres o cuatro parametros.
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RESULTADOS

1. Rendimiento de los extractos
Se obtuvieron 3.542 g (preparacion herbal) del extracto seco de la raiz de S. moranensis a
partir de los 20 g iniciales (sustancia herbal), por lo tanto, son necesarias seis partes de la
preparacion herbal para obtener una parte de sustancia herbal.

sustancia herbal 20g

=6:1

DER = = =
preparaciéon herbal 3.542 g

Se obtuvieron 5.738 g (preparacion herbal) del extracto seco de la parte aérea de A.
petiolaris a partir de los 20 g iniciales (sustancia herbal), por lo tanto, son necesarias tres
partes de la preparacién herbal para obtener una parte de la sustancia herbal.

sustancia herbal 20g
DER =

preparaciéon herbal ~ 5.738 g -

2. Reduccion del pico hiperglucémico por los extractos en las pruebas de
tolerancia a piruvato

El disefio experimental in vivo enfocado en la evaluacion del efecto de los tratamientos
administrados sobre la gluconeogénesis permitié identificar aquellos factores involucrados
en la modificacion de los valores de glucosa plasmatica, los cuales fueron la induccion de
hiperglucemia, la inyeccion de piruvato, y la administracion del farmaco y los extractos de

las plantas.

Tabla 8

Promedios de glucosa plasmatica presentados con EEM de las pruebas de tolerancia a piruvato

Glucosa plasmatica (mg/dl)

Grupo (n=11)

TO T30 T60 T90 T120
N 114 + 3 119 + 3 111 + 2 110 + 3 109 + 4
NP 111 + 3° 162 + 4°* 163 + 7°°* 145 + 6°* 133 + 5°*
H 197 + 9° 210 £+ 7°° 211+12%® 206 + 13% 210 + 16%
HP 203 + 12 351 + 20* 355 + 16* 360 + 13* 354 + 11*
HPM 192 + 8 243 + 25° 205 + 26° 170 + 25° 147 + 23°
HPSm 190 + 9 307 + 18* 321+ 18* 331+ 18* 329 + 18*
HPAp 194 + 6 298 + 10 305 + 8™ 315 + 13" 311+ 13*

Nota. a indica diferencia significativa vs. control normoglucémico (N) (p<0.05). b indica diferencia significativa
vs. control hiperglucémico més piruvato (HP) (p<0.05). Los asteriscos indican diferencia significativa contra el
TO en cada grupo (p<0.05). N, control normoglucémico; H, control hiperglucémico; NP, control normoglucémico
mas piruvato; HP, control hiperglucémico mas piruvato; HPM, control hiperglucémico mas piruvato tratado con
metformina; HPSm, grupo experimental tratado con el extracto de S. moranensis; HPAp, grupo experimental
tratado con el extracto de A. petiolaris.
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Figura 17. Comportamiento general de los niveles de glucosa plasmatica de los grupos en la
prueba de tolerancia a piruvato. A) Curso temporal de las medias de glucosa plasmatica en cada
grupo (mg/dl £+ EEM). B) AUC de los niveles de glucosa plasmatica de cada grupo + EEM.

a indica diferencia significativa vs. control normoglucémico (N) (p<0.05). b indica diferencia significativa vs.
control hiperglucémico mas piruvato (HP) (p<0.05). N, control normoglucémico; H, control hiperglucémico; NP,
control normoglucémico mas piruvato; HP, control hiperglucémico mas piruvato; HPM, control hiperglucémico
mas piruvato tratado con metformina; HPSm, grupo experimental tratado con el extracto de S. moranensis;
HPAp, grupo experimental tratado con el extracto de A. petiolaris.
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El grupo control normoglucémico (N) no presenté cambios a lo largo del experimento,
manteniéndose en un margen de 110 unidades de glucosa (Tabla 8); sin embargo, la
induccién quimica de hiperglucemia produjo un aumento significativo de casi 100 unidades
de glucosa que se mantuvo a lo largo del tiempo, como se observa en el grupo control
hiperglucémico (H) (Figura 17A). Las dosis empleadas de STZ y NA provocaron una
destruccién parcial de las células B, traduciéndose a una falta de insulina que promovio la

hiperglucemia observada en este grupo.

El segundo factor de modificacion observado en la glucemia fue la alteracion provocada por
la inyeccién de piruvato, que siendo uno de los sustratos principales de la gluconeogénesis,
promoviéo un aumento en los niveles plasmaticos de glucosa que se observa tanto en
organismos normoglucémicos (NP) como en hiperglucémicos (HP) (Figura 17A); no
obstante, en comparacion con el grupo hormoglucémico, el grupo inducido no regreso a los
niveles iniciales de glucosa, manteniendo una hiperglucemia promedio de 350 unidades
sostenida en el tiempo que permitio la evaluacion del efecto del farmaco control metformina

y de los extractos (Tabla 8).

La administracion intraperitoneal de piruvato al grupo control de ratas normoglucémicas
(NP) ocasiond un aumento significativo de glucosa de alrededor de 50 unidades a los 30
minutos. Este valor fue disminuyendo en cada tiempo hasta regresar a niveles casi basales,
aunque la diferencia significativa se mantuvo (Tabla 8). De forma global, el piruvato
promovié un aumento de glucosa que no fue significativo si se comparan las areas bajo la
curva (AUC) entre los dos grupos normoglucémicos debido a los multiples mecanismos de
regulacién ejercidos por la insulina; a saber, la inhibicion de la gluconeogénesis y la

captacion periférica de glucosa (Figura 17B).

Contrariamente, el piruvato administrado al grupo de ratas inducidas con hiperglucemia
(HP) elevé un promedio de 150 unidades de glucosa a los 30 minutos, manteniéndose
durante las dos horas que duré la prueba (Tabla 8). De manera general, el area de este
grupo fue dos veces mas grande que el area del grupo control hiperglucémico administrado

s6lo con solucion fisiolégica (H) (Figura 17B).

Debido al ayuno inducido, la diferencia entre el comportamiento de la glucemia de los
grupos control normoglucémico e hiperglucémico al administrar piruvato intraperitoneal
radicé en el dafo ocasionado a las células , que produjo un pobre abastecimiento de
insulina al higado en el grupo quimicamente inducido impidiendo la inhibicién de la via

gluconeogénica, y por lo tanto, provocando una elevacion significativa de glucosa. Este
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aumento simula la continua produccién de glucosa vista en pacientes diabéticos mediante
la gluconeogénesis, por lo que el siguiente paso fue la evaluacion del efecto de la
metformina, que se sabe que disminuye los niveles de glucosa inhibiendo la produccion

hepatica por esta via.

El tratamiento con metformina administrado al grupo hiperglucémico (HPM) afectd los
niveles de glucosa desde los primeros 30 minutos disminuyendo significativamente el pico
hiperglucémico en un 66% comparado con el grupo hiperglucémico (HP) en ese tiempo
(Figura 18). Posteriormente, esta diminucion continué en cada tiempo, observandose que
los niveles de glucosa comenzaron a parecerse mas a los observados en el grupo
hiperglucémico (H), e incluso a los de los grupos normoglucémicos (N y NP) a los 120
minutos (Tabla 8). La efectividad de este tratamiento se comprueba con la disminucion en

un 41% del AUC comparado con el grupo control hiperglucémico (HP) (Figura 17B).

De acuerdo a estos resultados, la metformina tuvo dos efectos distintos en el
comportamiento de la glucemia: la disminucién del pico hiperglucémico a los 30 minutos, y
un efecto hipoglucemiante sostenido que se observa en los demas tiempos (Figura 17A).
Por otro lado, la administracién de los extractos influyd en la disminucion del pico
hiperglucémico y en el mantenimiento de los niveles de glucosa, que siempre se

encontraron por debajo de los presentados por el grupo hiperglucémico (HP) (Figura 17A).

El extracto etanol-agua de la raiz de S. moranensis modificé el pico hiperglucémico
observado a los 30 minutos en un 21%, es decir, los niveles de glucosa aumentaron 117
unidades, comparados contra las 148 unidades que se observaron en el grupo
hiperglucémico (HP) (Figura 18). Esta elevacion se mantuvo en todos los tiempos sin
presentar diferencia significativa contra el grupo control hiperglucémico (HP); sin embargo,
al compararlo contra el grupo tratado con el extracto acuoso de A. petiolaris, los niveles de
glucosa fueron significativamente distintos a los 30, 60 y 90 minutos del experimento (Tabla
8). El AUC de los niveles de glucosa presentado por este grupo disminuyé sélo un 9%,
comparado contra su control hiperglucémico (HP) sin ser significativamente diferente
(Figura 17B).

Por otro lado, el grupo experimental tratado con el extracto acuoso de la parte aérea de A.
petiolaris disminuyo significativamente el pico hiperglucémico en un 30%, presentando una
elevaciéon de 104 unidades de glucosa a los 30 minutos (Figura 18). Esta diferencia

significativa se mantuvo durante la siguiente hora (60 y 90 minutos) contra el control
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hiperglucémico (HP); sin embargo, a pesar de las 40 unidades de glucosa de diferencia
contra el control en ese tiempo, a los 120 minutos fue estadisticamente igual (Tabla 8). El
AUC de los niveles de glucosa observado en este grupo experimental disminuyé un 13%,
comparado contra el area del grupo control. Este porcentaje de disminucién fue

estadisticamente significativo (Figura 17B).
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Figura 18. Reduccion del pico hiperglucémico observado a los 30 minutos de la prueba de
tolerancia a piruvato. Se muestra la comparacién de los niveles de glucosa entre el tiempo cero y
a los 30 minutos después del respectivo tratamiento con metformina y los extractos (unidades de
glucosa/porcentaje). El porcentaje mostrado se tomo de acuerdo a la diferencia entre el tiempo cero
y el tiempo 30 de HP. Las barras son representaciones de la media de los niveles de glucosa + EEM.
La linea punteada indica el nivel inicial de glucosa.

Los asteriscos indican diferencia significativa entre tiempo cero y tiempo 30 de cada grupo (t de student, p<0.05).
HP, control hiperglucémico mas piruvato; HPM, control hiperglucémico mas piruvato tratado con metformina;

HPSm, grupo experimental tratado con el extracto de S. moranensis; HPAp, grupo experimental tratado con el
extracto de A. petiolaris.
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3. Caracterizacion de la inhibicion de la G6Pasa por los extractos mediante la
obtencion de las ICs

Para obtener un parametro para evaluar la inhibicion directa de la G6Pasa se calculd la ICs
de cada extracto, que nos indica a qué concentracion de la muestra se obtiene la mitad de
la actividad de la enzima, y en este caso, este valor es directamente proporcional a la

cantidad de fosfato inorganico liberado en la reaccién.

La curva concentracion-respuesta obtenida del acido clorogénico, que fue utilizado como
control debido a que esta bien caracterizado como inhibidor de la G6Pasa T1, se ajusto a
una regresion lineal con una R? igual a 0.93 y una ICs, de 63 pg/ml (Figura 19); inhibi6 el
100% de la actividad: su valor maximo de absorbancia fue 1.028 £ 0.189 y su minimo fue -
0.026 £+ 0.022. En el analisis cualitativo de la prueba se observé un cambio gradual en la

coloracién azul que fue disminuyendo hasta obtener una coloracion amarillenta (Figura 20).

Las curvas concentracion-respuesta de los extractos de las plantas ajustaron a regresiones
no lineales. Generalmente, las regresiones no lineales se definen por modelos logisticos
que pueden ser de tres o cuatro parametros, donde se considera el maximo y el minimo de
la respuesta de inhibicion, asi como la ICs. El cuarto parametro es la pendiente de Hill,
definida como la pendiente de la parte recta de la curva sigmoidea; si la pendiente es igual
a -1, entonces se hablara de un modelo de tres parametros, mientras que un modelo de

cuatro parametros es aquel donde la pendiente sera diferente de -1.

La curva del extracto etanol-agua de la raiz de S. moranensis ajusté a un modelo de tres
parametros con una R? igual a 0.87 y una ICs, de 84 pg/ml (Figura 19). El valor maximo
que tomo el programa estadistico para realizar la regresion fue 0.792 + 0.045, mientras que
el minimo fue -0.004 + 0.036, inhibiendo al 100% la actividad de la enzima. La coloracién

azul cambié gradualmente hasta obtener una coloracién anaranjada-café (Figura 20).

Por otro lado, la curva del extracto acuoso de la parte aérea de A. petiolaris ajusté a un
modelo de cuatro parametros, donde la pendiente de Hill fue de -1.924, con una R? igual a
0.95 y una IC5 de 223 ug/ml (Figura 19). Este extracto también inhibié el 100% de la
actividad de la G6Pasa, con un valor minimo asignado de 0.03 + 0.03 y un valor maximo de
1.114 £ 0.033. La coloracion final obtenida a 12 000 pg/ml del extracto fue verde (Figura
20).
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Figura 19. Curvas de inhibicién concentracién-respuesta de la actividad de la enzima G6Pasa.
A) Regresiones del acido clorogénico (verde), extracto etanol-agua de la raiz de S. moranensis
(naranja) y extrac