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Resumen

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad con una alta prevalencia a nivel
mundial, siendo la diabetes mellitus tipo 2 (DM2) la mas importante, ya que
engloba aproximadamente el 90% de los pacientes con esta patologia. Al
tratarse de una enfermedad de caracter cronico-degenerativo, los sistemas de
salud se ven ampliamente afectados por los altos costos que tiene su
tratamiento. Actualmente el tratamiento de la DM2 consiste en cambiar la rutina
alimentaria y un aumento en la actividad fisica del paciente, complementado con
farmacos los cuales son denominados hipoglucemiantes orales.

En las comunidades de México, la medicina tradicional es una practica que se
encuentra fuertemente arraigada y es utilizada en el tratamiento de diferentes
enfermedades, entre ellas se encuentra la DM. La etnofarmacologia es la ciencia
multidisciplinaria encargada de verificar la eficacia farmacoldgica de los
productos naturales que se utilizan en la medicina tradicional, ademas de ser
una fuente importante para el descubrimiento de nuevas moléculas que pudieran
tener un efecto terapéutico y con ello desarrollar fitomedicamentos o
medicamentos alépatas.

Entre las plantas que son utilizadas para el tratamiento de la DM2 en las
comunidades de México, se encuentran reportadas Rhizophora mangle vy
Bromelia karatas, las cuales ya cuentan con antecedentes farmacoldgicos de
tener efecto hipoglucemiante.

En el presente estudio, se dilucido si los extractos de la corteza de R. mangle y
de las hojas de B. karatas disminuyen los niveles de glucosa plasmatica al inhibir
la produccion de glucosa hepatica. Dicho trabajo consistio en dos partes
principales, la primera, un estudio in vivo en el cual se utilizaron ratas Wistar con
18 horas de ayuno, que fueron sometidas a una prueba de tolerancia a piruvato
para observar el efecto de las plantas sobre la via metabdlica. La segunda
vertiente de este experimento fue evaluar la eficacia de los extractos in vitro, para
lo cual se utilizaron microsomas hepaticos aislados de rata Wistar en ayuno de
18 horas, con la finalidad de observar la inhibicién de la enzima glucosa-6-
fosfatasa (G-6-Pasa), la cual es la ultima enzima en la gluconeogénesis.

Como resultado se observa que el extracto acuoso de B. karatas no presenta

ningun efecto inhibitorio sobre la gluconeogénesis tras la prueba de tolerancia a
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piruvato in vivo. En cuanto a la prueba in vitro, a pesar de que el extracto de B.
karatas logra inhibir a G-6-Pasa, la ICso es mayor al control.

En el caso del extracto etano-agua de R. mangle se observa una disminucion en
los niveles de glucosa plasmatica a lo largo de 90 minutos en las ratas sometidas
a la administracién de piruvato. Por otro lado, la enzima G-6-Pasa es inhibida en
su totalidad con R. mangle, arrojando una ICso similar al acido clorogénico
(farmaco control).

En conclusion, el efecto hipoglucemiante reportado de B. karatas es
independiente a la inhibicion de la produccion de glucosa hepatica, contrastado
con lo observado en el caso de R. mangle, en donde la inhibicion de la

gluconeogénesis es el mecanismo de accion del efecto hipoglucemiante.

10
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Abstract

Diabetes mellitus (DM) is a disease with worldwide high prevalence, being type
2 diabetes (T2D) the most important because nearly 90% of the patients present
this condition. Worldwide the health systems are affected, because is a chronic
degenerative disease, the long-term treatment generates high costs. Nowadays
T2D is treated predominantly with life style changes together with oral
hypoglycemic agents.

The Mexican people who lives in indigenous communities traditionally uses
medicinal plants to treat a variety of ailments, this practice is part of the whole
conception that they have of the environment and health. Ethnopharmacology
can be seen as a multidisciplinary discipline, which main objective is to test the
pharmacological efficacy of the traditional used natural products, in the last years
it has been an important source for the discovery of new molecules which may
have a therapeutic effect and can be further developed in phytomedicines or
allopathic drugs.

Among the plants traditionally used for the treatment of T2D in Mexico, we found
Rhizophora mangle (RM) and Bromelia karatas (BK), for both plants the acute
hypoglycemic effect has been previously reported.

The aim of the present study was to test if the bark of RM and the leaves of BK
can decrease de plasmatic glucose, by the inhibition of the hepatic glucose
output, targeting gluconeogenesis.

For this purpose, two experiments were carried out; firstly, a pyruvate tolerance
tests were performed in Wistar rats with 18 hours of fasting, (in vivo study).
Secondly, the effectiveness of the extracts was evaluated in isolated rat liver
microsomes to observe the inhibition of glucose 6-phosphatase (G-6-Pase),

which is the last enzyme in the gluconeogenetic pathway (in vitro study).

The aqueous extract of B. karatas shows no inhibitory effect on gluconeogenesis
during the pyruvate tolerance test, and it presents a high IC50 value. Contrary,
the ethanolic extract of R. mangle decreased plasma glucose levels after the
administration of pyruvate; while G-6-Pase is inhibited entirely with an IC50
similar to chlorogenic acid (control drug).

11
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In conclusion and based on the here presented results; the glucose lowering
effect of B. karatas is independent of the inhibition of the hepatic glucose output.
While the hypoglycemic effect of R. mangle, is by the inhibition of

gluconeogenesis, blocking the glucose exit from the liver cell.

12
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Introduccion

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad crénico-degenerativa que se
caracteriza por presentar hiperglucemia, asi como trastornos en el metabolismo
de carbohidratos, lipidos y proteinas, derivados de una mala accién y/o secrecion
de insulina. Esta enfermedad tiene una gran relevancia a nivel mundial, debido

a su alta prevalencia.

La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) es el tipo de mayor importancia ya que engloba
el 90% de los casos de diabetes a nivel mundial (American Diabetes Association,
2014), y se caracteriza por la presencia de resistencia a la insulina (RI). La RI se
define como la incapacidad de los 6rganos y tejidos blanco (tejido adiposo,
muscular y hepatico) a reaccionar al estimulo de dicha hormona, lo cual trae
como consecuencia la hiperglucemia y otros trastornos metabdlicos

dependiendo del tejido (Stumvoll, Goldstein, & van Haeften, 2005).

En el higado, la deficiente sefializaciéon de la insulina trae como principal
consecuencia el aumento en la produccién de glucosa, tanto por la via de
glucogendlisis (Postic, Dentin, & Girard, 2004) y como por gluconeogénesis,
siendo la enzima glucosa-6-fosfatasa (G-6-Pasa) la encargada de llevar a cabo
la dltima reaccion en ambas vias metabdlicas. La G-6-Pasa, puede ser inhibida
por moléculas sintetizadas quimicamente, tanto por productos naturales como

es el caso del acido clorogénico, entre otros (Arion et al., 1997).

Los pacientes diabéticos son tratados con hipoglucemiantes orales los cuales
tienen diferentes mecanismos de accion, entre ellos se encuentran las
biguanidas, las cuales llevan a cabo la inhibicion de la produccion hepatica de
glucosa. Un ejemplo de biguanida es la metformina, la cual tiene su base en la
galegina, una guanida aislada de Galega officinalis, para posteriormente, por

sintesis quimica, obtenerse el farmaco.

Al igual que la metformina hay otros farmacos que tienen su origen en alguna
especie vegetal; la etnofarmacologia es la ciencia multidisciplinaria encargada
de tomar el conocimiento de la medicina tradicional, para llevar a cabo pruebas
farmacoldgicas y quimicas y asi obtener una nueva molécula la cual pueda
convertirse en un fitomedicamento o medicamento que ayude a diversas

patologias, entre ellas la DM.

13
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Entre las especies vegetales que cuentan con antecedente como
hipoglucemiante se encuentran el mangle rojo (Rhizophora mangle) y la pifiuela
(Bromelia karatas), ya que ambas especies cuentan con reportes de campo y
estudios farmacoldgicos agudos, los cuales son complementados por protocolos
gue evaluan su efecto hipoglucemiante de manera cronica (Andrade-Cetto &
Medina-Hernandez, 2013; Andrade-Cetto & Rubalcaba-Mares, 2012), y es por
ello que son las especies elegidas para llevar a cabo la prueba farmacolégica
sobre la inhibicion de gluconeogénesis hepéatica, como su probable mecanismo

de accion.

14
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OBJETIVOS

GENERAL
e Evaluar el efecto de los extractos de la corteza de Rhizophora mangle y
de las hojas de Bromelia karatas sobre la inhibicion de la

gluconeogénesis.

PARTICULARES
e Evaluar el efecto de los extractos de la corteza de R. mangle y de las hojas
de B. karatas sobre la inhibicion de la gluconeogénesis hepatica in vivo
en ratas STZ-NA.
e Evaluar el efecto de los extractos de la corteza de R. mangle y de las hojas
de B. karatas sobre la inhibicion de la Glucosa-6-fosfatasa in vitro en

microsomas hepaticos, obteniendo la ICso correspondiente.

15
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HIPOTESIS
e EIl extracto de la corteza de R. mangle y de las hojas de B. karatas

inhibiran la gluconeogénesis hepética en la prueba de tolerancia a
piruvato
e El extracto de la corteza de R. mangle y de las hojas de B. karatas

inhibiran a la enzima glucosa-6-fosfatasa in vitro.

16
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ANTECEDENTES
Diabetes mellitus

Se define a la diabetes mellitus (DM) como un grupo de enfermedades
metabdlicas caracterizadas por presentar hiperglucemia, resultado de defectos
en la secrecion de insulina, su accion o ambas. Dentro de esta patologia se
identifican cuatro tipos principales de esta enfermedad; diabetes mellitus tipo 1
(DM1), diabetes mellitus tipo 2 (DM2), diabetes gestacional y otros tipos
especificos (American Diabetes Association, 2014).

Diabetes mellitus tipo 1

Sus principales caracteristicas son la presencia de hiperglucemia e insulinopenia
(Zheng & Mathews, 2014). Esta enfermedad es considerada de caracter
autoinmune, sin embargo, también puede deberse a otras causas y se denomina

como DML1 idiopética.

Diabetes melitus tipo 1 autoinmune

Este tipo de diabetes es la que presentan de un 5 -10% de las personas con DM,
y anteriormente era conocida como diabetes de inicio temprano o
insulinodependiente, y se produce por una destruccion autoinmune de las células
B pancreaticas. Entre los marcadores de la destruccién de las células B por
inmunidad se encuentran los anticuerpos anti-célula B, anticuerpos anti-insulina

y anticuerpos anti- tirosinas fosfatasas.

La destruccion autoinmune de las células B tiene numerosas predisposiciones
genéticas, asi como también se encuentra relacionada a factores ambientales,
los cuales aun no se encuentran bien definidos (American Diabetes Association,
2014).

Diabetes mellitus tipo 1 idiopética

En algunos casos la etiologia de DM1 es desconocida, ya que no se observan
evidencias que sugieran la destruccién de células B mediada por inmunidad. Los
pacientes de este rubro tienen una insulinopenia permanente, y por lo tanto son

propensos a presentar cetoacidosis (American Diabetes Association, 2014).

17
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Diabetes mellitus tipo 2

En este tipo de DM la caracteristica distintiva es la presencia RI, sin embargo,
también se encuentra asociada a una deficiencia en la secrecion de esta
hormona. La relevancia epidemiolégica de la DM2, se debe a que del total de

pacientes con DM, este subtipo abarca del 90-95% de los pacientes.

Diabetes gestacional

Este trastorno se define como intolerancia a la glucosa cuyo inicio o diagnostico
haya sido por primera vez durante el embarazo. La mayoria de los casos se
revierten con el nacimiento, sin embargo, en ocasiones dicha intolerancia a la

glucosa permanece una vez finalizado el periodo gestacional.

Otros tipos especificos

En esta categoria se incluyen aquellas afecciones que producen un aumento en
los niveles de glucosa plasmatica, entre los que se encuentran: a) defectos
genéticos de la célula B, b) defectos genéticos en la accion de la insulina, c)
enfermedades de pancreas exocrino, d) endocrinopatologias, e) diabetes
inducida por agentes quimicos, f) infecciones y g) otros sindromes genéticos

asociados a diabetes.

Alteracion en tolerancia a la glucosa y alteraciéon de glucosa en ayuno

La alteracion en tolerancia a la glucosa (IGT, por sus siglas en inglés) y la
alteracion de glucosa en ayuno (IFG, por sus siglas en inglés), son estados en
los cuales los niveles de glucosa plasmatica se encuentran por arriba de los
niveles encontrados en gente sana, sin embargo, no son lo suficientemente
elevados para que la persona sea considerada como diabética. Un aspecto
importante es que el presentar IGT o IFG aumentan el riesgo de padecer DM2 o

enfermedades cardiovasculares.

Diagnéstico

Para el diagnostico de esta enfermedad se utilizan pruebas de laboratorio las
cuales consisten en medir las concentraciones de glucosa. Entre esos exdmenes
se encuentran; la medicion de los niveles en ayuno de glucosa (FPG), niveles de
glucosa plasmatica dos horas después de la ingesta de 759 de glucosa (OGTT),

glucemia al azar y el porcentaje de hemoglobina glicada (HbAlc) (American

18
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Diabetes Association, 2016) Los valores tanto normales como de personas con
DM se muestran en la tabla 1.
Tabla 1. Parametros de diagnostico para diabetes mellitus. Muestra las pruebas y valores de

glucosa plasmatica normales, de intolerancia a la glucosa y diabéticos. Datos obtenidos de

(American Diabetes Association, 2014)

Glucosa en OGTT Glucosa al HbAlc
ayuno (FPG) azar
Normal <100mg/dL <140mg/dL No aplica <5.6%
Intolerancia  100-125mg/dL  140-199mg/dL  No aplica 5.7-6.4%
a glucosa
Diabético >126mg/dL  >200mg/dL >200mg/dL >6.5%

Epidemiologia

Esta patologia es una de las emergencias globales que estan presentes en el
siglo XXI. En la actualidad se estima que 415 millones de personas a nivel
mundial presentan esta enfermedad y se calcula que 318 millones de adultos
presentan alteraciones en la tolerancia a la glucosa (International Diabetes
Federation, 2015).

En el caso especifico de Norteamérica y el Caribe, se tiene un aproximado de
44.3 millones de personas con DM, y las proyecciones indican que para el afio
2040 ese numero se incrementara a 60.5 millones, es decir, un aumento del

36.5% aproximadamente.

En cuanto a prevalencia, en el afio 2015 se estimo6 un 8.8% a nivel mundial, pero
las proyecciones arrojan que aumentara a 10.4% para el afio 2040. En el caso
de Norteamérica y el Caribe, la prevalencia fue de 12.9% y ésta alcanzara la cifra
de 14.7%, convirtiendo a esta region en la que presenta una mayor prevalencia

de la enfermedad.

Para México, el numero de personas con DM es de 11.5 millones convirtiéndolo

en el segundo pais con mas personas enfermas en Norteamérica, y la
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prevalencia es mayor al 12%. Un punto importante, es que la Encuesta Nacional
de Salud y Nutricion, 2012 menciona que por cada paciente diagnosticado existe

uno que aun no cuenta con diagnastico.

En cuanto a la mortalidad, se estima que en 2015 murieron 5 millones de
personas debido a la DM, lo cual coloca a esta enfermedad con un mayor
porcentaje de muertes (14.5%) a nivel global si se compara con algunas
enfermedades infecciosas. De las defunciones a causa de DM, el 46.6% fueron
en personas menores a los 60 afios. En el caso de la regién de Norteamérica y
el Caribe, las cifras arrojan que en 2015 fallecieron 324 mil personas, y el 38.3%

de esas muertes fueron personas menores a 60 afos.

Cabe mencionar que globalmente, 318 millones de personas presentan alguna
alteracion de tolerancia a glucosa, y en 2040 se estima que ese nimero aumente
a 482 millones. EI 50.1% de la gente que padece IGT tienen menos de 50 afos
de edad. La region de Norteamérica y el Caribe presenta una prevalencia de

15% de este padecimiento, siendo la zona con mayor porcentaje a nivel mundial.

Fisiopatologia de la diabetes mellitus tipo 2

Como se ha mencionado con anterioridad, la DM2 se caracteriza por presentar
deficiencias en el metabolismo de carbohidratos, proteinas y lipidos, siendo
resultado de la RI, y/o una deficiente secrecion de la misma (DeFronzo et al.,
2015).

A diferencia de la DM1, en la diabetes tipo 2 la Rl se refiere a una reduccién en
la sensibilidad de los 6rganos lo cual conlleva a defectos metabdlicos en el
organismo a nivel de carbohidratos, proteinas y lipidos (Thomas, Zhang, & Mitch,
2015). La funcién de la insulina esta dirigida a tres tejidos principales: hepatico,
muscular y adiposo. En el primero disminuye la produccién de glucosa, en
muasculo aumenta la captacion de ésta, y en adiposo reduce la liberacién de

acidos grasos libres (Figura 1).
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Figura 1. Fisiopatologia de la diabetes mellitus. En caso de los adipocitos, se observa que la Rl provoca
la liberacion de acidos grasos, en musculo evita que la glucosa ingrese al miocito y en el higado aumenta

la produccién de glucosa. Imagen modificada de Stumvoll, Goldstein, & van Haeften, 2005

Para que las acciones mencionadas anteriormente se lleven a cabo se requiere
de la union de la insulina con su receptor, el cual pertenece a la subfamilia de
receptores con actividad de tirosina cinasa. Estos receptores son proteinas
tetraméricas con dos sub-unidades B y dos a, siendo estas ultimas las que
cuentan con la funcién de cinasa (Saltiel & Kahn, 2001).

Al llegar la insulina a su receptor, se activa, de modo que fosforila las tirosinas,
permitiendo la unidén de los sustratos del receptor de insulina (IRS’s). Una vez
gue se lleva a cabo esta interaccion, p85 libera a la subunidad p110 la cual
convierte el fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato (PIP2) en fosfatidilinositol-3,4,5-
trifosfato (PIP3). La presencia de PIP3 brinda un sitio de union para proteinas
cinasas de serina como PDK1 y PDK2, las cuales se encargan de activar a la
proteina cinasa B o también conocida como Akt, la cual fosforila diferentes
proteinas y con ello se llevan a cabo las diferentes funciones segun el tejido
celular en el que se active. Si se activa en adipocito y miocito permitira la
translocacion de GLUT4 en la membrana celular para asi aumentar la captacion
de glucosa, en el caso del tejido hepatico evitara la produccion de glucosa

(Figura 2) (Olivares Reyes & Arellano Plancarte, 2008).
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Figura 2. Sefializacion de lainsulina en tejido sin resistencia. Se muestran las vias de transduccion de
sefiales que se activan al llevarse a cabo la union de la insulina con su receptor. Las flechas negras indican
activacion, mientras que las flechas rojas indican inhibicion.

En el caso de la DM2, como se mencion6 anteriormente presentan resistencia a
la insulina, y esta resistencia trae como consecuencia hiperglucemia, ademas de
un deficiente manejo de los acidos grasos.

La obesidad y la inactividad fisica estan fuertemente asociadas a la RI. Algunos
de los factores que se han identificado como causantes de dicha patologia son
algunas citosinas pro-inflamatorias y acidos grasos libres.

Debido a que la sefializacion de la insulina requiere de la fosforilacion de los IRS
en tirosinas, algunos de los mecanismos moleculares por los cuales se presenta
RI, es la presencia de fosfatasas (Fosfotirosina fosfatasa 1B) y por la fosforilacidon
de los IRS en residuos de serina y treonina, bloqueando la cascada de
sefalizacion (Figura 3) (Stumvoll et al., 2005)
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Figura 3. Sefializacion de la insulina en tejido con resistencia. Se muestra el mecanismo por el cual la
adiponectina y el factor de necrosis tumoral (TNF) bloquean la cascada de sefalizacion de la insulina. Las
flechas negras indican activacién, mientras que las flechas rojas indican inhibicién.

Al presentarse dicha RI, el organismo no puede metabolizar bien los
carbohidratos proteinas y lipidos, es por eso que el paciente diabético presenta
altos niveles de colesterol y triglicéridos en sangre, ademas de hiperglucemia por
la mala homeostasis de glucosa.

Homeostasis de la glucosa
La glucosa que se encuentra circulando en el torrente sanguineo proviene de
tres diferentes fuentes: 1) absorcion intestinal de la dieta, 2) glucogendlisis y 3)

gluconeogénesis.

La insulina y el glucagén son dos hormonas antagonistas que se encargan de
dirigir a los tejidos periféricos para una tasa adecuada de produccién y utilizacion
de la glucosa, y de este modo lograr que la glucemia se mantenga en niveles
normales (normoglucemia) (Sharabi, Tavares, Rines, & Puigserver, 2015).
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El masculo y el tejido adiposo tienen la capacidad de utilizar diferentes sustratos
para la obtencion de energia, entre ellos se encuentran la glucosa, cetonas y
acidos grasos libres; la sefial que determina el sustrato que se utilizara es la
insulina. A bajos niveles de la hormona, los sustratos utilizados seran cetonas y
acidos grasos libres, y en consecuencia la cantidad de glucosa captada por los
mismos se vera disminuida, mientras que, a altos niveles de insulina, el sustrato
sera la glucosa, con lo cual se aumenta el ingreso de la misma y con ello se
almacenara en forma de glucégeno en el masculo y como triglicéridos en tejido
adiposo (Bano, 2013).

Los factores importantes de la regulacion de glucosa son: 1) la respuesta dada
por hormonas como son la insulina, glucagén y catecolaminas; 2) la actividad del
sistema nervioso simpatico; 3) la concentracion de acidos grasos libres; 4)
respuesta sostenida de hormonas como cortisol y hormona del crecimiento
(Bano, 2013)

Glucagon

Es un péptido derivado del proglucagon, que se conforma de 29 residuos de
aminoacidos, y es producido en las células a de los islotes pancreaticos. La
funcién del glucagon es la regulacion de la glucosa plasmatica tras promover el
aumento de la misma para mantener la normoglucemia cuando hay una alta

demanda de este carbohidrato.

La accién del glucagon trae como consecuencia la ruptura del glucogeno
hepatico liberando glucosa a torrente sanguineo. Otra funcion es la activacion de
la gluconeogénesis de sustratos como piruvato, lactato o alanina, con lo que se

disminuye la glucdlisis (Tan, 2014).

Insulina

Es una hormona de naturaleza proteica, la cual es sintetizada en las células 3
de los islotes pancreaticos. La insulina cuenta con una forma inmadura a la cual
se le denomina “proinsulina”, que sufre modificaciones y con ello se obtiene el
polipéptido C y la insulina madura. La hormona madura esta conformada por la
cadena A (21 residuos de aminoéacidos) y B (30 residuos de aminoacidos), y

unidas entre si mediante puentes disulfuro (Joshi, Parikh, & Das, 2007).
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La principal funcion de la insulina es la regulacion de los niveles de glucosa en
el plasma. Asimismo, también se encarga de regular el metabolismo de
carbohidratos, proteinas y lipidos, asi como de promover la division y el
crecimiento celular a través de efectos mitogénicos (Olivares Reyes & Arellano
Plancarte, 2008).

Regulacion hepatica de glucosa

Como se mencioné anteriormente, la insulina es una hormona fundamental para
la regulacion de los niveles de glucosa plasmatica debido a que se encarga de
inhibir la produccion hepatica de dicho carbohidrato a través de la inhibicion de
la gluconeogénesis y la glucogendlisis (Olivares Reyes & Arellano Plancarte,
2008). La glucogendlisis se refiere a la ruptura de glucégeno en glucosa (Sharabi
et al., 2015). Debido a que el higado tiene resistencia a la insulina, se presenta
un aumento en la produccion de glucosa por la via de glucogendlisis y
gluconeogénesis, siendo esta Ultima la responsable del incremento de la
glucemia en ayuno (DeFronzo et al., 2015), y por ello la importancia de conocer
a fondo la via metabdlica, para asi poder generar blancos terapéuticos que la
inhiban.

Gluconeogénesis

Via metabdlica que es definida como la sintesis de glucosa a partir de
precursores “no hexosas”. Se lleva a cabo principalmente en higado, corteza
renal y en menor grado en el intestino delgado. La gluconeogénesis utiliza como
sustratos lactato, piruvato, propionato, glicerol y 18 de los 20 aminoacidos,

excepto leucina y lisina (Hanson & Owen, 2013).

Esta via metabdlica es diferente a la glucélisis por algunas reacciones
enzimaticas llevadas a cabo por enzimas reguladoras. Dichas enzimas son :
piruvato carboxilasa (PC), fosfoenolpiruvato carboxicinasa (PEPCK), fructosa-
1,6-bisfosfatasa (F-1,6-BisPasa) y glucosa-6-fosfatasa (G-6-Pasa), la cuales son
inhibidas de forma transcripcional por la presencia de insulina (Figura 4) (Postic
et al., 2004).
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Figura 4. Papel de la insulina en la regulacion transcripcional de las enzimas paso limitantes de la
gluconeogénesis. Las flechas en color rojo indican la inhibicién de la transcripcidn, mientras que las flechas
azules indican la direccién de la reaccidn catalizada. Imagen modificada de Postic,C; Dentin,R y Girard,J.
(2004).

La PC es una de las enzimas reguladoras de la gluconeogénesis, se encuentra
en la mitocondria y es la encargada de llevar a cabo la reaccion de piruvato a
oxalacetato. La importancia de esta enzima radica en proporcionar el oxalacetato
para que éste sea convertido a malato, y de esta forma pueda salir de la
mitocondria, una vez en citoplasma el malato se transforma a oxalacetato y asi

se continua la ruta gluconeogénica.

La siguiente enzima reguladora es la PEPCK, la cual tiene dos isoformas, la
mitocondrial (PEPCK-M) y la citosolica (PEPCK-C); sin embargo, ain no se tiene
clara la importancia metabdlica de tener ambas. La reaccion catalizada por
PEPCK es la conversion del oxalacetato en fosfoenolpiruvato, esta reaccion
utiliza GTP como fuente de energia. La regulacion de la enzima es por medio de

la hormona insulina, la cual disminuye los niveles de expresiéon de la misma.

Otra enzima reguladora es la F-1,6-BisPasa la cual se localiza en el citosol. Esta
enzima convierte a la fructosa-1,6-bisfosfato en fructosa-6-fosfato, liberando una
molécula de fosfato. Esta enzima es regulada alostéricamente por AMP y por la
F-2,6-Bisfosfato de manera negativa, mientras que altas concentraciones de
ATP inducen la accion de dicha enzima (Figura 5) (Hanson & Owen, 2013)
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Figura 5. Esquema de gluconeogénesis. Se muestra algunos pasos de la via metabdlica. En rojo se
observan las enzimas paso limitante de la gluconeogénesis.
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Por dltimo, se encuentra la G-6-Pasa, la cual se encuentra tanto en la via
metabdlica de gluconeogénesis como en la glucogendlisis (Arion et al., 1997), y
transforma a la glucosa-6-fosfato (G-6-P) en glucosa, de esta manera el
monosacarido puede salir de la célula a torrente sanguineo. A diferencia de otras
fosfatasas, la G-6-Pasa se encuentra en el reticulo endoplasmico, y cuenta con
cuatro subunidades, tres de las cuatro son transportadores y una es la fraccion

catalitica (Figura 6) (van Schaftingen & Gerin, 2002).

CH20H

Figura 6. Esquema del complejo glucosa-6-fosfatasa. Se observar los tres transportadores

Propiedades G-6-Pasa

La G-6-Pasa es una enzima que utiliza como sustrato G-6-P; sin embargo, puede
llegar a catalizar la hidrdélisis de fosfato de diferentes sustratos, entre ellos se
encuentra la manosa-6-fosfato. Esta selectividad se debe a la integridad que
presenten los microsomas, ya que, si se encuentran en perfecto estado, la G-6-
Pasa presenta una afinidad por G-6-P diez veces mayor que por manosa-6-

fosfato.
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Ademas de carbohidratos, esta enzima es capaz de hidrolizar sustratos como
PPi, y carbamoil fosfato, siendo en este caso el pH un punto muy importante para
direccionar la catalisis que realiza, ya que a un pH de 6.5 la enzima presenta la
funcién de G-6-Pasa, mientras que, si la enzima esta a un pH de 5, la reaccidon

es de pirofosfatasa.

Inhibicion del sistema G-6-Pasa

Un aspecto importante de esta enzima es que puede ser inhibida por sus
productos, tanto por la glucosa como por el fosfato inorganico. En el caso de la
inhibicion por glucosa se da de forma no competitiva, y es independiente de la
presencia de detergentes, en cambio para el caso del Pi la inhibiciébn es no
competitiva para microsomas intactos, mientras que se vuelve competitiva con

la presencia de detergentes (van Schaftingen & Gerin, 2002).

La inhibicion de la G-6-Pasa también puede darse en el transportador de G-6-P,
y en la lista de los inhibidores se encuentran: diazobenzeno sulfonato, el inhibidor

de tripsina, floricina y &cido clorogénico (Arion et al., 1997).

La importancia del &cido clorogénico como inhibidor del transportador de G-6-P
se debe a que es el mayor inhibidor de este complejo en la naturaleza tras ser
producto del metabolismo secundario de plantas, ademas de que es de los
inhibidores mejores caracterizados para dicho transportador, ya que el polifenol
es un inhibidor competitivo reversible de dicho transportador (Charkoudian,
Farrell, & Khosla, 2012).

Metformina

La liberacién de glucosa por el higado puede ser controlada por cuestiones
enddégenas, como la insulina o por agentes fitoquimicos como el &cido
clorogénico. Otro ejemplo de sustancia que logra inhibir la produccion de glucosa
es la metformina, una biguanida hipoglucemiante oral derivada de la galegina, la
cual es una guanida aislada de la planta Galega officinalis (Sosnicki, Kapral, &
Weglarz, 2016).

La metformina es uno de los hipoglucemiantes con mayor efectividad. Posee dos
mecanismos de accion, el primero es independiente del pancreas, el cual
consiste en mejorar la sensibilidad a la insulina, y con esto se consigue un ahorro

en dicha hormona. A diferencia de otros sensibilizadores a la insulina, este
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hipoglucemiante oral no produce un aumento en el peso de los pacientes. El
segundo mecanismo de accion consiste en inhibir la produccién hepéatica de
glucosa (Hardie, 2013).

El mecanismo molecular por el cual la metformina logra disminuir los niveles de
glucosa en sangre aun no se tiene bien descrito, sin embargo, se sabe que
disminuye la produccién hepatica de glucosa, asi como la sensibilizacion a la
insulina. Se sabe que la metformina inhibe al complejo | de la cadena de
transporte de electrones, lo cual trae como consecuencia una disminucién en los
niveles de ATP, aumentando la concentracion de AMP en citoplasma. El
aumento de [AMP] activa a AMPK, la cual es una cinasa que aumenta la
sensibilidad a la insulina. Por otro lado, el AMP inhibe la sefial el glucagon al
disminuir los niveles de AMPc, lo cual inhibe la transcripcion de las enzimas

gluconeogénicas (Figura 7) (Hardie, 2013).
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Figura 7. Mecanismo de accion del farmaco metformina. Las flechas negras del esquema indican

activacion, mientras que las lineas rojas indican inhibicion.
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Etnofarmacologia

La etnofarmacologia es una ciencia que es definida por Efron en 1970 como “la
exploracion cientifica interdisciplinaria de agentes biolégicamente activos
utilizados tradicionalmente por el hombre”. Esta definicibn se centra en la
investigacién de los usos; sin embargo, no hace énfasis al descubrimiento de
nuevos farmacos para el tratamiento de las enfermedades (M Heinrich &
Gibbons, 2001). Otra definiciébn para esta ciencia es “El estudio de los usos
tradicionales y productos naturales biologicamente activos con el objetivo de
entender sus acciones terapéuticas” (Andrade-Cetto & Heinrich, 2011).

De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud, tres cuartas partes de la
poblacion mundial utiliza remedios naturales (principalmente plantas) para el
cuidado de la salud (Gilani & Atta-ur-Rahman, 2005).

A mediados del siglo XIX el 80% de los medicamentos fueron obtenidos de
plantas medicinales, siendo ejemplos actuales algunos farmacos como: el acido
acetilsalicilico, la colchicina, la morfina, la pilocarpina, el taxol, entre otros (Gilani
& Atta-ur-Rahman, 2005).

La etnofarmacologia se encuentra particularmente floreciendo en paises como
Brasil, Rusia, Sudafrica, Indonesia y México (Heinrich & Jager, 2015). En lo que
corresponde a nuestro pais, las plantas medicinales son un elemento importante
de los sistemas de salud indigena (Michael Heinrich, Ankli, Frei, Weimann, &
Sticher, 1998).

Una de las principales metas de esta ciencia es verificar las actividades
farmacoldgicas de los tratamientos etnomédicos, ademas de ser una fuente para
la obtencidn de compuestos lider para el desarrollo de nuevos farmacos (Waller,
1993).

Hablando de la DM, es una patologia que no puede ser diagnosticada por el
meédico tradicional, ya que requiere de la medicién de los niveles de glucosa
plasmaticos. Por eso mismo, la seleccion de las plantas que utilizan los pacientes
diabéticos es realizada una vez que se tiene dicha diagnosis llevada a cabo por
el médico (Andrade-Cetto, 2015), de modo que es una enfermedad en la cual el
uso tradicional ha sido desarrollado hace décadas (Andrade-Cetto & Heinrich,
2005).
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Entre las plantas reportadas con efecto hipoglucemiante experimental en México
se encuentran Rhizophora mangle (Rubalcaba, 2012) y Bromelia karatas
(Andrade-Cetto & Medina-Hernandez, 2013).

Rhizophora mangle L. S

EOTARICAL GARDEN
WrERAm

Clasificacién taxonémica o)

Clase: Equisetopsida C. Agardh
Subclase: Magnoliidae Novak ex Takht.
Superorden: Rosanae Takht.

Orden: Malpighiales Juss. Ex Bercht. & J.

Presl
Familia: Rhizophoraceae Pers.
Género: Rhizophora L

Especie: Rhizophora mangle L.

FLORA DE MICAFAGUA

Esta especie cuenta con tres sinGnimos, los
cuales son Bruguiera decangulata Giriff.,

Rhizophora americana Nutt. y Rhizophora

samoensis (Hochr.) Salvoza

Enla Figura 8 se observa una foto de un Figura 8. Ejemplar de herbario de Rhizophora mangle
. . . Tomado de http://www.tropicos.org/Image/31946
ejemplar de herbario de la especie.

Caracteristicas morfoldgicas y antecedentes farmacolégicos

Arbol que presenta una altura entre los 4 y 10 metros, y su tronco presenta
numerosas raices aéreas, las cuales pueden ser simples o ramificadas. La
corteza presenta un color verde olivo palido con manchas grises, sin embargo,
si se realiza un corte a la misma se observa un color rojizo en el interior; por otro
lado, presenta pequefias rugosidades con apariencia fibrosa. Las hojas son
simples, opuestas, pecioladas, redondeadas con forma elipticas, y se localizan
en las puntas de las ramas, las cuales tienen un color verde oscuro en el haz, y
en el envés son amarillentas. Las flores tienen un diametro de 2.5 cm y presentan

de 2 a 4 por pedunculo, cuentan con 4 sépalos lanceolados, gruesos y coriaceos,

32



EFECTO DE LOS EXTRACTOS DE LA CORTEZA DE Rhizophora mangle L. Y DE LAS HOJAS DE Bromelia
karatas L. SOBRE LA GLUCONEOGENESIS HEPATICA EN RATAS STZ-NA

en cuanto a los pétalos son blanco amarillentos. El fruto que se observa en R.

mangle es en forma de baya color pardo, coriaceo, duro y piriforme.

La distribucion de R. mangle es a lo largo de toda la costa del pais,
distribuyéndose en diferentes estados como se muestra en la figura 9
(CONABIO, 2015b).
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Flgura 9 Mapa de distribucion de Rhizophora mangle en México. Se muestra la distribucién de la

especie a lo largo de la Republica Mexicana.

Los usos de R. mangle son multiples por ejemplo, como material de construccion
(CONABIO, 2015b) o uso medicinal. Entre los usos medicinales que se reportan
se encuentra el tratamiento de diversas enfermedades del aparato digestivo
como diarrea y disenteria; asi como para quitar dolor de muela, y para afecciones

de la piel como lepra (Biblioteca de la Medicina Tradicional Mexicana, 2009).

R. mangle ha demostrado un efecto hipoglucemiante en conejos, en los cuales
se administré una decoccion acuosa del tallo a una dosis de 4 mg/Kg (Alarcon-
Aguilara et al., 1998). Otro estudio demuestra el efecto hipoglucemiante del

extracto acuoso a dosis de 5.9 y 59 mg/Kg y etanol agua 9 y 90 mg/Kg de la
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corteza de R. mangle en ratas hiperglucémicas inducidas con streptozotocina y

nicotinamida (STZ-NA), dicho efecto hipoglucemiante se observa hasta por 3

horas posteriores a la administracion del extracto (Andrade-Cetto & Rubalcaba-

Mares, 2012). Posteriormente se realiz6 un estudio cronico en el cual se confirmé

el efecto hipoglucemiante del extracto etanol agua de la corteza de R. mangle a

dosis de 90 mg/Kg dando dos administraciones al dia (Mata Torres Valle, 2014).

En cuanto a otras especies del género Rhizophora con efecto hipoglucemiante,

se encuentra R. mucronata, la cual su extracto acuoso muestra un efecto

inhibitorio sobre las a-glucosidasas, mostrando una ICso= 3.3 pg/ml (Trinh,

Staerk, & Jager, 2016).

Bromelia karatas L.

Clasificacion taxonémica
Clase: Equisetopsida C. Agardh
Subclase: Magnoliidae Novak ex Takht.
Superorden: Lilianae Takht.
Orden: Poales Small
Familia: Bromeliaceae Juss.
Género: Bromelia L
Especie: Bromelia karatas L.

Esta especie cuenta con ocho sinGnimos
reportados: Bromelia acanga L., Bromelia
acaulis Stokes, Bromelia caratas Hill,
Bromelia nudicaulis var. caragulata Lam.,
Bromelia plumieri (E. Morren) L. B. Sm.,
Karatas lagopus E. Morren ex Devans.,
Karatas plumieri E. Morren. y Nidularium
karatas (L.) Lwm. Ex Griseb.

ASSOURE
BOTANICAL GARDEN

DA
| NN
Ne 3762116

Figura 10. Ejemplar de herbario de Bromelia
karatas.Tomado de http://www.tropicos.org/Image/33223

Caracteristicas morfoldgicas y antecedentes farmacoldgicos

Bromelia karatas es una planta terrestre que presenta un tamafio de 2 a 3 m en

forma de roseta extendida, sus hojas coridceas cuentan con un tamafo de 1.6 a
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3.1m (figura 10). En cuanto a las hojas internas subyacentes de la rosera, su
color va de rojizo a rojo-rosado. Las bracteas florales de 8 a 9 cm, oblanceoladas,
densamente ferrugineas, y la inflorescencia capitada unipinnada. Los sépalos
miden 2.4- 3 cm. Su fruto son bayas de 6 a 8.7 cm de olor rosados (Naturalista,
2016).

B. karatas se encuentra en diferentes partes del pais, sin presencia en el norte
de México (CONABIO, 2015a) en bosques secos y humedos en una altitud entre
400 y 1500 msnm (Figura 11) (Andrade-Cetto & Medina-Hernandez, 2013)
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Flgura 11 Mapa de distribucién de Bromelia karatas en México. Se muestran los estados en los que se

encuentra la especie mencionada.

Entre los usos no medicinales de la especie B. karatas en México es la
confeccion de cercas vivas, principalmente para impedir el paso de animales,

debido a sus espinas y el fruto para la preparacion de una bebida fresca.

Como antecedentes medicinales, se tiene que en el estado de Hidalgo se utilizan
las hojas de B. karatas en infusion para la inflamacion (Hornung-Leoni, 2011) y
como hipoglucemiante (Andrade-Cetto & Medina-Hernandez, 2013). En ese
trabajo, se realizaron estudios in vivo en ratas STZ-NA, y asi como la
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identificacion de los principales grupos de metabolitos secundarios presentes en
los extractos de la planta. En un estudio crénico se observé que tiene efecto
hipoglucemiante sostenido durante 42 dias de administracion del extracto

acuoso de la planta (Sanchez Villasefior, 2016).

Los resultados arrojaron que tanto el extracto etanol a dosis de 30 y 300 mg/Kg,
como el extracto acuoso con dosis de 35 y 350 mg/Kg tienen un efecto
hipoglucemiante, siendo este ultimo el de mayor efecto. Las placas de
cromatografia en capa fina muestran la presencia de seis flavonoides
glucosilados en el extracto etanol-agua, mientras que solo se observaron 4
bandas en el extracto acuoso. En el caso de terpenos, se observan dos bandas
tanto en el extracto etanol-agua como en el acuoso. Por ultimo, no se detectaron
alcaloides en ninguno de los dos extractos (Andrade-Cetto & Medina-Hernandez,
2013).

Modelo STZ-NA

La induccién de este modelo propuesto por Masiello et al., 1998 consiste en la
administracion de streptozotocina (STZ) como agente citotoxico y la nicotinamida
(NA) como un agente citoprotector.

La STZ cuenta con una fraccion de glucosa, la cual es reconocida por el GLUT2
y de esa forma ingresa a la célula B pancreatica, y la fraccion de metilnitrosurea
es la responsable de la toxicidad, generando una alquilacién del DNA resultando
en la fragmentacion del mismo lo cual trae como consecuencia la sobre
activacion de la enzima poli(ADP-ribosa) polimerasa-1 (PARP-1) reduciendo los
niveles de NAD"y con ello depletando el ATP, teniendo como consecuencia la
muerte celular (Szkudelski, 2012).

Como se menciond con anterioridad, la NA es la molécula que cuenta con el
efecto citoprotector, y esto se debe a dos funciones principales, la primera por la
inhibicién de PARP-1, y la segunda es por incrementar los niveles de NAD*
evitando con eso una muerte celular por falta de ATP (Szkudelski, 2012).

36



EFECTO DE LOS EXTRACTOS DE LA CORTEZA DE Rhizophora mangle L. Y DE LAS HOJAS DE Bromelia % E
karatas L. SOBRE LA GLUCONEOGENESIS HEPATICA EN RATAS STZ-NA X

Metodologia

Colecta del material biolégico

La corteza de R.mangle se colectd en la laguna de Manialtepec, Oaxaca,
obteniéndose aproximadamente 5 Kg de la misma; ademas se elaboré un
ejemplar de herbario, el cual se encuentra en el Herbario Nacional del Instituto
Mexicano del Seguro Social con el nUmero IMSSM 15 816.

En el caso de las hojas de B. karatas la colecta fue realizada en el estado de
Hidalgo, elaborandose un ejemplar de herbario el cual fue depositado en el
Herbario Nacional del Instituto Mexicano del Seguro Social con el numero
IMSSM 15 814.

Elaboracion del extracto etanol-agua de R. mangle

El extracto etanol-agua se realizé colocando 20 g de la corteza seca y molida de
en 250ml de etanol absoluto y 250 ml de agua destilada, calentandose a 40 °Cy
con agitacion constante por cuatro horas. Posteriormente se filtré con papel filtro
y vacio. El etanol fue removido con la ayuda de en un rotavapor Blchi® a presiéon
reducida, y lo obtenido se ultracongel6 a -40 °C para posteriormente liofilizarlo

en liofilizadora LABCONCO® y obtener el extracto seco.

Elaboracion del extracto acuoso de B. karatas

El extracto acuoso se realizé agregando 20 g de hojas molidas a 500 ml de agua
destilada a 100 °C y se mantuvo en agitacion por 15 minutos. Transcurrido ese
tiempo se filtré con papel filtro y vacio para ultracongelarse a -40 °C y ser
liofilizado posteriormente para la obtencién del extracto seco.

Célculo de DER (Drug extract ratio)

El DER es la relacion de la masa de la materia inicial (sustancia herbal) con la
masa del extracto resultante (preparacion herbal), el cual nos indica cuantas
partes de la preparacion herbal son necesarias para obtener una parte de la
preparacion herbal nativa. EL DER se puede ver influenciado por parametros
como son: la sustancia herbal inicial, el solvente utilizado en la extraccion, el
proceso de manufactura y los aparatos utilizados durante la extraccion (Vlietinck,

Pieters, & Apers, 2009).

Droga herbal g
DER = — =x:1
Preparacion herbal g
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Animales experimentales

Se utilizé un total de 77 ratas (hembras y machos) de la cepa Wistar, las cuales
fueron proporcionadas por el bioterio de la Facultad de Ciencias de la UNAM.
Dichos animales fueron sometidos a fotoperiodos de 12 h /12 h de luz/oscuridad,

ademas de contar con agua y alimento ad libitum.

Induccion del modelo STZ-NA

La induccion de la hiperglucemia se baso6 en lo reportado por Masiello et al.,
1998, para la cual se utilizaron ratas con un peso aproximado de 200-250 g que
fueron sometidas a un ayuno de 12 h. Posterior al ayuno se inyectd via
intraperitoneal (i.p.) una dosis de 150 mg/Kg de nicotinamida (NA), vy
transcurridos 15 minutos se administré en la vena caudal una dosis de 65 mg/Kg
de estreptozotocina (STZ), tomandose como animales hiperglucémicos aquellos
gue presentaran niveles de glucemia >300 mg/dL.

Grupos experimentales

Los animales fueron asignados a siete grupos experimentales: control
normoglucémico (N), control normoglucémico + piruvato (NP), control
hiperglucémico (H), control hiperglucémico + piruvato (HP), control
hiperglucémico + piruvato + metformina (HPM), experimental + piruvato +
extracto etanol-agua de Rhizophora mangle (HPRm) y experimental + piruvato +

extracto acuoso Bromelia karatas (HPBKk) (Tabla 2).
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Tabla 2. Grupos experimentales. Se enlistan los grupos experimentales, asi como el tratamiento para

cada uno (n=11).

Grupo

Control normoglucémico (N)
Control normoglucémico + piruvato
(NP)

Control hiperglucémico (H)

Control hiperglucémico + piruvato
(HP)
Control
metformina (HPM)

hiperglucémico + P +

Experimental + P + Rhizophora

mangle (HPRm)

Tratamiento
Solucidn fisiolégica
Piruvato (2 g/Kg)

Solucion fisiolégica
Piruvato (2 g/Kg)

Piruvato (2 g/kg) y metformina (500
mg/Kg)
Exto. EtOH-H20 R. mangle (90

mg/KQg)

Experimental + P + Bromelia

karatas (HPBK)

Exto. Acuoso B. karatas (218 mg/Kg)

Prueba de tolerancia a piruvato

Los animales se mantuvieron en ayuno por 18 h. Una vez transcurrido el ayuno
se midieron los niveles iniciales de glucosa plasmatica (TO) obteniendo la
muestra sanguinea de la vena caudal realizando un corte en la punta de la cola
de la rata, y la muestra se analiz6 con el glucometro Accutrend® Plus por
duplicado. Una vez obtenidos los niveles de glucosa plasmatica se administraron

los tratamientos y se midi6 la glucemia en el tiempo 30, 60, 90, 120 minutos.

Obtencion de microsomas

Se utilizé6 una rata Wistar macho que fue sometida a 18h de ayuno para la
obtencion de los microsomas que contienen a la enzima G-6-Pasa. Para la
extraccion el animal fue anestesiado con pentobarbital sédico (10 u/100 g de
peso via i.p). y se obtuvo el higado que se perfundié con solucién fisiolégica.

El 6érgano obtenido se cortdé en fragmentos de dos gramos los cuales se
homogenizaron manualmente dando ocho golpes en un homogenizador dounce
con un buffer de sacarosa 250 mM, 1 mM EDTAy 5 mM HEPES a pH de 7.4, el
homogenado obtenido se filtré6 con una tela de nylon. Después del filtrado, se
realizé una centrifugacion diferencial a 1,000 g y a 12,000 g por 10 minutos cada
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una. Por ultimo, el sobrenadante post-mitocondrial fue centrifugado a 100,000 g
por una hora. Los procedimientos se realizaron a 4 °C y el “pellet” obtenido se

conservo ultracongelandolo a -40 °C, en un REVCO®.

Cinética de inhibicion dosis-respuesta

El pellet con los microsomas se resuspendié en un buffer de sacarosa 250 mM
e imidazol 40 mM con ayuda de un vortex. Se realizé un ensayo de actividad de
microsomas, en el cual se colocaron diferentes cantidades de los mismos (5, 10
y 15 pl) con la finalidad de seleccionar el volumen al cual se obtiene un nivel de
actividad aproximadamente de una unidad de densidad Optica, para la
realizacion de las curvas de inhibicion. Para medir dicha actividad, se colocaron
en un tubo de vidrio: buffer (50 ul), microsomas (5, 10 o 15 pl), agua destilada
hasta completar un volumen de 90 ul, acido clorogénico o el extracto a
concentracion seleccionada (0, 2, 5, 20, 50, 200, 500, 1000, 2000, 4000, 8000 y
12000 pg/ml) y por ultimo G-6-P 20 mM (10 pul). La reaccién se dejo llevar a cabo
por 20 minutos a 20 °C. Una vez transcurrido el tiempo, la reaccion se detuvo
con 0.9 mL de solucién de trabajo para Pi (0.42% Molibdato de Amonio, 10% de
SDS y 10% de acido ascorbico) y se incubd a 45 °C por 20 minutos. Finalizado
el tiempo de incubacion se midié la densidad oOptica a 830 nm. El ensayo se
realizd por duplicado y se utiliz6 un blanco, al cual se le adicion6 la G-6-P

después de la primera incubacion

Andlisis de resultados

Para las pruebas in vivo se analizaron por ANOVA de una via 'y como prueba de
comparaciones multiples se utilizé Tukey con un valor de significancia de p<0.05.
Para la obtencion de las ICso se realizaron regresiones lineales y no lineales con

el programa Graph Pad® Prism 6.
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RESULTADOS
Calculo de DER

Una vez realizado el calculo del DER para ambos extractos, se obtuvo que para
el extracto etanol-agua de R. mangle se requieren 3 partes de la preparacion
herbal para obtener una parte de la preparacion herbal nativa; en el caso del
extracto acuoso de B. karatas se obtiene un DER que nos indica que se
necesitan 8 partes de la preparacion para una parte de la preparacién nativa
(Tabla 3).

Tabla 3 Rendimiento de los extractos. Rendimiento del extracto etanol-agua de R. mangle y del extracto

acuoso de B. karatas.

Extracto Droga herbal Preparacion DER
herbal

R. mangle (EtOH- 20g 5.79¢ 3:1

H20)

B. karatas (H20) 20g 2579 8:1

Prueba de tolerancia a piruvato

Como primer resultado se tiene la confirmacién de la elevacién de los niveles de
glucosa plasmatica al administrar piruvato via intraperitoneal, ya que en todos
los grupos tratados con dicho compuesto (tanto normoglucémicos como los
hiperglucémicos) mostraron una elevacion en los niveles de glucosa desde el
T30.

En el caso del control normoglucémico (N) se observd como los niveles de
glucosa se mantienen a lo largo de la prueba a pesar de las 18h de ayuno,
mostrando un comportamiento lineal, mientras que en el grupo normoglucémico
tratado con piruvato (NP) se observo un aumento significativo en los niveles de
glucosa sanguinea al T30 al ser comparado contra su TO y contra el grupo N en
ese mismo tiempo (figura 12). Dicho aumento es sostenido a lo largo de los 120
minutos de la prueba si se realiza la comparacion contra el TO, sin embargo, al
tratarse de un organismo normoglucémico al observar la figura 12 se aprecia
que los niveles de glucosa muestran una tendencia a disminuir, ya que en el

T120 no hay diferencias significativas contra el grupo N.
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Al igual que N, el grupo hiperglucémico (H) también tiene un comportamiento
lineal a lo largo de los 120 minutos de la prueba, demostrando que a pesar del
ayuno el modelo STZ-NA es adecuado para este tipo de experimentos, ya que

la hiperglucemia se mantiene en los animales experimentales.

Al administrar piruvato en el grupo hiperglucémico + piruvato (HP) se da un
aumento significativo en la glucosa circulante, la cual se observo desde el T30 y
se mantiene hasta el T120 al compararlo contra su TO. Un punto contrastante del
grupo NP y el grupo HP, es que en el Ultimo no se muestra una tendencia a
disminuir los niveles de glucosa debido a la afeccion de las células f
pancreaticas, ya que en este caso las diferencias significativas respecto a su

grupo control (H) se mantienen a lo largo de 120 minutos.

Como muestra la tabla 4, el grupo tratado con metformina (HPM) no presentd
una elevacion de los niveles de glucosa plasmatica a pesar de la administracion
de piruvato, no hay diferencias significativas del TO al compararlo contra su T30
y, aunque ninguno de los tiempos restantes muestra diferencias respecto al
tiempo inicial, se observa una tendencia a disminuir la glucemia. El efecto
hipoglucemiante del farmaco es evidente a lo largo de los 120 minutos de la
prueba, ya que en ningln momento se elevan los niveles de glucosa y son

diferentes de manera significativa al compararlos con el grupo control HP.

Tabla 4. Valores medios de glucosa plasmatica + SEM en prueba de tolerancia a piruvato. Se
muestran los valores medios + Error estandar de los valores de glucosa a los diferentes tiempos de medicion
y bajo los diferentes tratamientos. 1) Diferencias entre los grupos “a” Diferencia significativa (p<0.05) vs H.
“b” Diferencia significativa (p<0.05) vs N. “c” diferencia significativa (p<0.05) vs HP; 2) * diferencia
significativa (p<0.05) vs su TO

GRUPO GLUCOSA (mg/dl)
(N=11)  TO T30 T60 T90 T120

N 120 + 2 121+ 3 113+ 3 112+ 4 110+ 2*
NP 118+ 3 1782 8b* 176+ 6% 159+ 6 b* 145+ 5*

H 194 + 8b 202 + 110 212 + 150 204 + 150 203 + 17
HP 194 +10 333 + 244 340 + 21 a 343 + 20 334 + 19
HPM 189+ 5 232 + 22¢ 194 + 22¢ 168 + 22¢ 141 + 19¢
HPRm  187%5 273 + 14+ 202 + 14 290 + 11¢* 301 + 10*
HPBk 191 +4 322 + 11* 335 + 13* 343 + 12* 336 + 13*
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En la figura 12 se observan los grupos control descritos previamente, y se
muestra el diferente comportamiento que tienen debido al tratamiento recibido

en el protocolo experimental.

En el caso de R. mangle, se observa que al hacer las comparaciones del TO
respecto a los demas, la administracion del extracto etanol-agua de R. mangle
no impide el aumento de los niveles de glucosa plasmatica, ya que existe una
diferencia significativa del TO contra el T30, y dichas diferencias se mantienen a
lo largo de los 120 minutos de la prueba, habiendo una mayor elevacion de los
niveles de glucosa en el intervalo T90 y T120, dicho comportamiento es muy

importante para el analisis respecto al grupo HP (Figura 12).

A pesar de lo mencionado anteriormente, se puede inferir que el extracto etanol-
agua de R. mangle muestra un efecto inhibitorio sobre la gluconeogénesis
hepatica, y esto se observa al comparar el T30 de HPRm contra el mismo tiempo
del grupo Hp, en el cual se observan diferencias significativas. Dicho hallazgo
indica que la administracion de R. mangle inhibe la via metabdlica. Estas
diferencias entre los dos grupos se mantienen a lo largo de 60 minutos, ya que
en el T120 no se observa una diferencia debido a que los niveles de glucosa

presentes en HPRm al T120 muestran un incremento.

En el caso del grupo experimental de B. karatas, no se observa ningun efecto de
inhibicion sobre la gluconeogénesis, ya que al administrar piruvato se presenta
un incremento en los niveles de glucosa plasmatica, este aumento es
significativo si se compara contra su TO. En lo que corresponde a los demas
tiempos (T60, T90 y T120) la diferencia contra el tiempo inicial se mantiene, de
modo que no se puede hablar de un efecto inhibitorio de gluconeogénesis por

parte del extracto acuoso de B. karatas.

Otro aspecto que determina que no hay efecto inhibitorio sobre la via metabdlica
por parte del extracto acuoso de B. karatas es que no hay una diferencia
significativa entre este grupo y el control HP en ninguno de los cuatro tiempos de
medicion posteriores a la administracion de los tratamientos, y el
comportamiento de los niveles de glucosa es practicamente el mismo (figura
12).
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Enlafigura 12 se observa el comportamiento de los grupos experimentales junto
con el grupo HP. En esta gréafica puede apreciarse como HPRm se encuentra
por debajo de los valores de HP, y por tal motivo se puede hablar de un efecto
inhibitorio del extracto de R. mangle. En el caso de HPBK, se observa que no hay

diferencias al compararlo con el grupo HP en ninguno de los tiempos.
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Figura 12. Gréafica de los valores medios de glucosa plasmatica en prueba de tolerancia a piruvato. Se muestran los valores medios + Error estandar de los valores de
glucosa a los diferentes tiempos de medicion y bajo los diferentes tratamientos Se muestran los valores medios + Error estandar de los valores de glucosa a los diferentes

tiempos de medicién y bajo los diferentes tratamientos. 1) Diferencias entre los grupos “a” Diferencia significativa (p<0.05) vs H. “b” Diferencia significativa (p<0.05) vs N. “c

diferencia significativa (p<0.05) vs HP; 2) * diferencia significativa (p<0.05) vs su TO.
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Andlisis area bajo la curva
Otro analisis realizado a este experimento fue obtener el area bajo la curva
(AUC) por cada organismo presente en cada grupo, de este modo se puede tener

un andlisis de la glucemia a lo largo de toda la linea temporal del experimento.

En la tabla 5 se muestran los valores del area bajo la curva calculados para los
distintos grupos, los cuales muestran un comportamiento similar al observado en
el analisis del curso-temporal. La administracion de piruvato aumenta los niveles
de glucosa plasmatica, y eso se observa en el grupo NP y HP, los cuales si se
comparan con N y H respectivamente muestra una diferencia estadisticamente
significativa.

El otro grupo importante a destacar es el control positivo (HPM) el cual también
muestra una diferencia significativa al compararse contra el grupo HP, lo cual

nos confirma la inhibicion de la produccién de glucosa por medio de la

gluconeogénesis por la metformina.

Tabla 5. Valores medios del area bajo la curva + SEM de prueba de tolerancia a piruvato. + diferencia

significativa vs N, * diferencias significativas vs H y “a” diferencias significativas vs HP (p<0.05).

GRUPO AREA BAJO LA CURVA

N 13,788 + 200
NP 19,328 + 415 *
H 24,468 + 1,107
HP 38,145+ 1,564 "
HPM 22,725 +1,5372
HPRM 32,708 + 788 2
HPBK 37,880 + 859
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En cuanto a los grupos experimentales el extracto de etanol-agua R. mangle
muestra una disminucion significativa en el AUC, al ser comparado contra el
control HP, lo cual es un indicador de que es un inhibidor de gluconeogénesis en

la prueba de tolerancia a piruvato.

Por el contrario, el extracto acuoso de B. karatas, no presenta una disminucion
en ese parametro al compararse contra HP, de modo que el efecto
hipoglucemiante de este extracto no esta dado por esta via metabdlica en la

prueba de tolerancia a piruvato (Figura 13).
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Figura 13. Grafica de areas bajo la curva de pruebas de tolerancia a piruvato. + diferencia significativa

vs N, * diferencias significativas vs H y “a” diferencias significativas vs HP (p<0.05).

Cinética enzimatica de Glucosa-6-Fosfatasa
Se realizaron pruebas de cinética enzimatica para medir la actividad de la G-6-
Pasa, y los valores de las densidades Opticas para cada tratamiento se muestran

en la tabla 6.
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En el caso del control utilizado (acido clorogénico) se observa una inhibicion total
de la actividad de la enzima, siendo su ICso de 62 pg/ml. Dicha ICso fue calculada

por medio de una regresion lineal, cuya ecuacion es:

y = —0.2062x + 0.8847

Como se observa en la figura 14, la coloracién azul que indica la liberacion de
fosfato inorganico, va disminuyendo al igual que la densidad Optica (Tabla 6)

conforme aumenta la concentracion de acido clorogénico, lo cual muestra la

disminucién en la actividad enzimética.

13 e + -— __ - ‘—.‘-_.- L -

0 2 5 20 50 200 500 1000 2000 4000 8000 12000
pa/mi pg/mi pa/mi pa/mi po/mi pa/mi pa/mi pg/mi po/mi pa/mi pa/mi pg/mi

Figura 14. Fotografia del ensayo de inhibicion de la G-6-Pasa del acido clorogénico. Se observa la
disminucion de coloracion azul al aumentar las concentraciones de acido clorogénico, lo cual indica una

disminucién en la actividad de la enzima G-6-Pasa

En el caso de los extractos de las plantas, R. mangle es la planta que muestra
una mejor actividad inhibitoria de la G-6-Pasa, ya que logra una inhibicion de la
enzima al ser tratada con una concentracion de 12,000 pug/ml siendo su ICso
equivalente a 99 pg/ml (Figura 17).

Para el caso del extracto etanol-agua de R. mangle la disminucion en la
coloracién azul se observa en la concentracion 200ug/ml (Figura 15), lo cual
coincide con la ICsp calculada por medio de la regresion no lineal, cuya ecuacién

corresponde a un modelo de cuatro pardmetros y es la siguiente:

0.003 + (1.193 — 0.003)
y= 1 4+ 10(L0gI€50-x)(0.2203)
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Figura 15. Fotografia del ensayo de inhibicién de la G-6-Pasa del extracto de R. mangle. Se observa
la disminucién de coloracion azul al aumentar las concentraciones del extracto de R. mangle, lo cual indica

una disminucién en la actividad de la enzima G-6-Pasa

Este resultado es equiparable a lo observado en las pruebas in vivo, ya que en
dicha prueba muestra un efecto inhibidor de la produccion de glucosa hepatica

al inyectar piruvato al organismo.

El extracto acuoso de B. karatas al contrario de lo observado con el extracto
etanol-agua de R. mangle, la ICso es mayor (Tabla 6). Para el célculo de la ICso,
se utilizé una regresion no lineal con un modelo de cuatro parametros, la cual dio

como resultado la siguiente ecuacion:

0.1568 + (1.331 — 0.1568)
y= 1+ 10(L0g1650—x)(—2.177)

En la figura 16 se observa un aumento en la coloracion azul, sin embargo, dicha
coloracion es producto del mismo extracto de B. karatas, de modo que su alta
ICs0 convierte a este tratamiento en una opcion poco viable, ya que como se

mostré anteriormente el efecto in vivo es nulo.
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Figura 16. Fotografia del ensayo de inhibicién de la G-6-Pasa del extracto de B. karatas. Se observa
un aumento en la coloracién azul, sin embargo, dicho aumento estd dada por el mismo color del extracto,
al restar el blanco, se obtiene el valor de D.O. correcto el cual indica una disminucion en la actividad de la

enzima G-6-Pasa

Tabla 6. Valores medios de la densidad 6ptica £SEM en curvas concentracién inhibicion de G-6-

Pasa.

CONCENTRACION

(LG/ML) (ICs0 = 62 pg/ml) (ICs0 = 99ug/ml) (ICs0 = 1,136pg/ml)
D.O D.O D.O

0 1.028 £ 0.189 1.152 +0.122 1.401 + 0.077

2 0.800 + 0.069 1.308 + 0.055 1.040 + 0.107

5 0.737 + 0.085 1.174 £ 0.101 1.442 + 0.085
20 0.624 +0.122 1.046 + 0.086 1.214 + 0.295
50 0.646 + 0.041 0.963 + 0.130 1.433 £ 0.082
200 0.480 + 0.042 0.264 + 0.026 1.470 + 0.316
500 0.299+0 0.018 + 0.019 1.120 £ 0.115
1000 0.215 + 0.058 0.010 + 0.003 0.821 + 0.039
2000 0.098 + 0.025 0.024 + 0.009 0.430 + 0.033
4000 0.186 + 0.030 0.029 + 0.021 0.257 + 0.056
8000 0.133 + 0.054 0.015 + 0.040 0.146 + 0.008
12000 -0.026+ 0.022 0+0.039 0.161 + 0.037

AC. CLOROGENICO

Rhizophora mangle

Bromelia karatas

Enlafigura 19, se muestra el comportamiento grafico de las curvas de inhibicién
dosis-respuesta, en la cual se hace evidente la eficacia de los tres tratamientos,
sin embargo, se muestra que los tratamientos mas potentes para obtener una
inhibicion de la enzima G-6-Pasa, es el acido clorogénico, seguido por el extracto
ETOH de R. mangle.
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Discusion

Como se menciond en los resultados, el extracto acuoso de B. karatas no evita
el aumento de la glucosa plasmatica tras la administracion intraperitoneal de
piruvato, a pesar de tener un efecto hipoglucemiante comprobado de manera
previa en estudios agudos (Andrade-Cetto & Medina-Hernandez, 2013) y de

forma crénica (Sanchez Villasefior, 2016).

Con esa informacion se puede inferir que el mecanismo por el cual el extracto
de B. karatas disminuye la glucosa plasmatica es independiente a la inhibicién
de la gluconeogénesis, quedando por descartar otros posibles mecanismos por
los cuales se pueda producir una disminucién de los niveles de glucosa
plasmatica, tales como secrecidon de insulina, aumento en captacion de glucosa
por musculo y/o adipocito, o incluso una mayor excrecion de glucosa por medio

de la orina.

En cuanto a la inhibicion alostérica de la G-6-Pasa, el extracto de B. karatas solo
logra disminuir la actividad catalitica en un 89% a pesar de utilizarse una
concentracion de 12,000 pg/ml, por eso mismo la ICso tiene un valor elevado
(1,136 pg/ml). Con este resultado se puede descartar también un posible efecto
sobre el dltimo paso de la ruptura de glucdégeno, ya que la G-6-Pasa es una

enzima que se encuentra en ambas vias metabdlicas.

En lo correspondiente al extracto etanol agua de R. mangle en la prueba de
tolerancia a piruvato se observa un efecto de inhibicion sobre la
gluconeogénesis, ya que muestra diferencias significativas al compararse contra
su control desde el T30 hasta el T90, siendo el T120 el Unico que no muestra
dicha diferencia. La pérdida de la significancia en el altimo tiempo se debe a que
se observa un aumento en los niveles de glucosa plasmatica, lo cual nos puede
indicar algunas cuestiones de farmacocinética de los metabolitos presentes en

dicho extracto.

Una de las cuestiones de farmacocinética que podrian estar implicadas en la
disminucién del efecto hipoglucemiante producido por el extracto etanol-agua de

R. mangle es la vida media de los compuestos presentes, de modo que se
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sugiere realizar estudios sobre las concentraciones de dichos metabolitos en
sangre, asi como la duracion de los mismos en la circulacion sanguinea, de
modo que asi se podria tener una adecuada dosificacion y administracion de

dicho extracto para que el efecto del mismo se observe por mas tiempo.

Cabe destacar que el efecto inhibitorio del extracto de R. mangle sobre la
gluconeogénesis en la prueba de tolerancia a piruvato, es consistente y
significativo a pesar de la dispersion de datos que se observa, la cual es producto
de la induccién de hiperglucemia por medio del modelo STZ-NA. Un aspecto
importante de los modelos animales es que no logran reproducir la totalidad de
la fisiopatologia de la enfermedad en cuestion, debido a que solo presentan
algunas alteraciones metabdlicas, motivo por el cual la dispersién de los datos
aumenta con la simple induccién del modelo de hiperglucemia, lo cual se observa
en el aumento en el error estandar en los grupos hiperglucémicos

independientemente de tratamiento que reciban.

En la cinética de inhibicion se observa que el extracto de R. mangle, logra
disminuir en su totalidad la actividad enzimatica de la G-6-Pasa, y ademas tiene
una ICso similar a la obtenida en el caso del acido clorogénico, lo cual permite
inferir que el mecanismo de accion de R. mangle como hipoglucemiante es la

inhibicion de la liberacién de glucosa por parte del higado.

En el ensayo se utilizaron microsomas hepaticos intactos, lo cual se puede
asegurar ya gue el acido clorogénico logré inhibir la actividad catalitica de la G-
6-Pasa, y es un inhibidor del transportador T1 del complejo G-6-Pasa (Arion et
al., 1997),de tal forma que el extracto de R. mangle podria estar actuando de
igual forma sobre algun transportador del complejo enziméatico, sin embargo, no
debe descartarse la posibilidad de que logre inhibir a la fraccién catalitica de
dicho complejo, para lo cual podrian utilizarse microsomas con membranas no
intactas y asi la sub-unidad catalitica quede expuesta, para interactuar
libremente con su sustrato y los metabolitos presentes en el extracto etanol-

agua.
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Es importante destacar la importancia de la medicina tradicional, ya que gracias
a ella se pueden obtener plantas que tengan efecto terapéutico hacia alguna
patologia, como en este caso se tiene R. mangle y B. karatas, son utiles para la
DM2 ya que las cuales presentan efectos hipoglucemiantes demostrados
(Andrade-Cetto & Medina-Hernandez, 2013; Andrade-Cetto & Rubalcaba-Mares,
2012). Posteriormente el uso de técnicas quimicas ayudaria a aislar o sintetizar

el o los compuestos que sean activos, y asi lograr obtener un fitomedicamento.
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Conclusiones y perspectivas

El extracto acuoso de B. karatas no muestra una inhibicion de la
gluconeogénesis en el modelo in vivo ni en la actividad catalitica de la enzima G-
6-Pasa en la parte in vitro de modo que el mecanismo de accidn no esta
relacionado con inhibir a la gluconeogénesis, sin embargo, falta realizar estudios
para descartar que su efecto hipoglucemiante este dado por alguna otra via

como aumentar la sensibilidad a la insulina, o secrecién de la misma.

En el caso del extracto etanol-agua de R. mangle se observa una disminucion
en la produccién de glucosa hepatica por medio de gluconeogénesis en la prueba
de tolerancia a piruvato, lo cual concuerda con lo observado en la prueba in vitro,

ya que muestra ser un potente inhibidor del complejo G-6-Pasa.

Debido a que en las comunidades del pais utilizan tanto medicina al6pata como
las preparaciones tradicionales, R. mangle puede ser un coadyuvante para el
tratamiento de DM2, y que al utilizarse con otro farmaco como metformina podria

ayudar a mantener los niveles de glucosa plasmatica estables.

Debido al resultado positivo observado con R. mangle se propone realizar
pruebas de farmacocinética, para asi tener parametros importantes como vida
media para lograr un esquema de administraciones que ayude a que el efecto

hipoglucemiante del extracto se observe por mas tiempo.

En la parte de inhibicion del complejo G-6-Pasa, se sugiere realizar ensayos para
poder dilucidar si la inhibicibn es de tipo competitiva, no competitiva o
acompetitiva, y asi lograr esclarecer el mecanismo de accién de los metabolitos
del extracto. Otro punto importante seria analizar si el extracto muestra efecto

inhibitorio sobre las demas enzimas reguladoras de la via metabdlica.
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