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RESUMEN

El presente trabajo se enfoco en determinar el efecto hipoglucemiante crdénico del extracto
acuoso de la parte aérea de Ageratina petiolaris (Moc. Ex DC.) R.M. King & H. Rob.
Dicha planta es empleada de forma tradicional para tratar la diabetes mellitus tipo 2 en
México. Para ello, se desarrollo un estudio, en el cual se administré dicho extracto a una
dosis de 160 mg/kg de peso corporal por dia, durante 42 dias, en ratas con hiperglucemia
inducida quimicamente (STZ). Como farmaco control se utilizd Glucovance® 500 mg/5
mg, metformina/glibenclamida. El analisis del efecto hipoglucemiante se realiz con base
en la determinacion cuantitativa semanal de los niveles de glucosa en sangre. Ademas, cada
dos semanas se realizé la medicién del porcentaje de hemoglobina glicada en sangre y de
los niveles de triglicéridos en sangre. El andlisis de los resultados mostré que la
administracion diaria del extracto acuoso de A. petiolaris ejerce un efecto hipoglucemiante
significativo sobre los niveles de glucosa en sangre de ratas STZ durante el periodo de
administracion. El extracto administrado también presentd un efecto hipoglucemiante sobre
el porcentaje de hemoglobina glicada en ratas hiperglucémicas. Los resultados obtenidos
corresponden con el uso tradicional de la planta como coadyuvante en el tratamiento de la
diabetes mellitus tipo 2, lo que permite contribuir al entendimiento de los aspectos

etnofarmacoldgicos de la planta.




ABSTRACT

This document was focused on determining the hypoglycemic effect of the aqueous extract
of the aerial part of Ageratina petiolaris (Moc. Ex. DC.) R.M. King & H. Rob., in the long-
term. This plant is used in a traditional way to treat diabetes mellitus type 2 in Mexico. For
this, a chronic test was developed, in which the extract was administered at a dose of 160
mg / kg of body weight, for 42 days, in STZ rats with chemically induced hyperglycemia.
As a control drug, Glucovance® (500 mg / 5 mg, metformin / glibenclamide) was used.
The analysis of the hypoglycemic effect were made based on the quantitative determination
of weekly blood glucose levels. In addition, the percentage of glycated hemoglobin in
blood and triglyceride levels in blood was measured every two weeks. The analysis of the
results showed that the daily administration of the extract of A. petiolaris exerts a
significant hypoglycaemic effect on the blood glucose levels of STZ rats during the
administration period. The administered extract also had a hypoglycemic effect on the
percentage of glycated hemoglobin in hyperglycemic rats. The results obtained correspond
to the traditional use of the plant as a coadjuvant in the treatment of diabetes, contributing
to the understanding of the ethnopharmacological aspects of the plant.




INTRODUCCION

Tanto el numero de casos como la prevalencia de diabetes han aumentado progresivamente en
los ultimos decenios, la diabetes mellitus (DM) presentandose a edades mas tempranas y
afectando a gran parte de la poblacién mundial (World Health Organization (WHO), 2016°%).

La diabetes mellitus es una afeccion cronica que se produce cuando se presentan niveles
elevados de glucosa en sangre debido a que el organismo deja de producir o no produce
suficiente insulina, o no logra utilizar dicha hormona de modo eficaz (International Diabetes
Federation (IDF), 2017).

La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) representa alrededor del 90 % del total de casos de dicha
afeccion, (American Diabetes Association (ADA), 2018%).

En la DM2 la hiperglucemia es el resultado de una produccion inadecuada de insulina y a la
incapacidad del organismo de responder plenamente a dicha hormona, a la que se le denomina
resistencia a la insulina (R1), influida por factores tanto genéticos como ambientales. A medida
que aumenta la RI, se presenta un aumento compensatorio en la secrecion pancreatica de
insulina y la funcion de las células B del pancreas disminuye gradualmente. Este estado de
glucemia elevada se encuentra asociado a complicaciones vasculares (WHO, 2016; Pinhas-
Hamiel & Zeitler, 2007).

Para retrasar y disminuir estas complicaciones, se requiere de un control 6ptimo de la glucemia
dentro de los parametros recomendados: modificando el estilo de vida, empleando un
tratamiento con hipoglucemiantes orales (HO), ya sea en monoterapia, en combinacion con
otros HO o en combinacién con insulina (American Association of Clinical
Endocrinologists/American College of Endocrinology - Medical Guidelines (AACE/ACE),
2015; Cheng & Fantus, 2005).

Entre los principales HO se encuentran: la glibenclamida que se caracteriza por promover la
secrecion de insulina preformada de las células B pancreaticas; y la metformina que inhibe la
gluconeogénesis y aumenta la captacion de glucosa por el musculo esquelético (Lebovitz, 2007;
Escorcia, 2009). Estos mismos farmacos se utilizaron como control positivo en el presente

trabajo.




Las plantas han representado una potencial fuente de tratamientos, la metformina es un ejemplo
de un farmaco cuya historia esté ligada a Galega officinalis (planta que John Hill, en 1772, la
reporto para tratar los sintomas de la diabetes) asi como a la sintesis de la guanidina (presente
en G. officinalis) y de sus derivados (Shenfield, 2013; Bailey, 2017).

Se estima que a nivel mundial hasta un 60 % de la poblacion emplea medicamentos
tradicionales herbarios para su atencion primaria de salud (WHO, 2018%; Correa, 2002; Gupta,
et al., 2016).

En México también se emplean las plantas medicinales para el tratamiento de algunas
enfermedades como la diabetes. Aunado a esto, en México las instituciones educativas y de
investigacion muestran un desarrollo progresivo en el campo de la investigacion de las plantas
medicinales, la etnofarmacologia, la cual sefiala un nimero creciente de especies vegetales
empleadas para el tratamiento de la DM2. Estas presentan un potencial de desarrollo de
conocimiento que contribuye a la busqueda y comprension de nuevos tratamientos contra la

enfermedad.

Entre las principales 306 especies de plantas con reporte de uso tradicional para el tratamiento
de la diabetes mellitus tipo 2, se encuentra la Ageratina petiolaris (Moc. Ex DC.) R.M. King &
H. Rob (Andrade-Cetto & Heinrich, 2005).

Adicionalmente, se cuenta con antecedentes etnofarmacoldgicos que han determinado que el
extracto acuoso de A. petiolaris tiene efecto hipoglucemiante en ensayos agudos y antecedentes
fitoquimicos que han logrado identificar y probar sus compuestos mayoritarios en ensayos
agudos. Hasta el momento no existen estudios que evallen el efecto hipoglucemiante a largo

plazo del extracto de Ageratina petiolaris.

Por dicha razon, el planteamiento de la presente investigacion se establece, se define y se
desarrolla como parte de un proyecto que se centra en la busqueda de especies vegetales de uso

tradicional para tratar la diabetes, y en probar su potencial efecto hipoglucemiante.

Se tiene como objetivo determinar el efecto hipoglucemiante del extracto acuoso de la parte
aérea de Ageratina petiolaris (Moc. Ex DC.) R.M. King & H. Rob., administrado de forma

crénica en ratas STZ.




OBJETIVOS

GENERAL

» Determinar el efecto hipoglucemiante del extracto acuoso de la parte
aérea de Ageratina petiolaris (Moc. Ex DC.) R.M. King & H. Rob.
administrado cronicamente a ratas STZ.

PARTICULARES

e Determinar y comparar los niveles de glucosa en sangre semanalmente, el
porcentaje de la hemoglobina glicada (% HbAL.) y la concentracién de triglicéridos
a lo largo de 42 dias, tanto en las ratas incluidas en los grupos controles como en las

ratas del grupo experimental.




HIPOTESIS

La administracion cronica, via oral, del extracto acuoso de la parte aérea de
Ageratina petiolaris, a una dosis de 160 mg/kg al dia durante un periodo de 42 dias,
tendra un efecto hipoglucemiante significativo, ejercera una disminucion
significativa sobre los porcentajes de HbA;. y disminuird los niveles de triglicéridos
en sangre en ratas del modelo STZ con hiperglucemia inducida durante el
experimento cronico.




ANTECEDENTES

GENERALIDADES DE LA DIABETES MELLITUS

Diabetes mellitus

De acuerdo con la Federacion Internacional de la Diabetes (IDF, por sus siglas en inglés),
la diabetes mellitus, es una afeccién cronica que se produce cuando se tienen niveles
elevados de glucosa en sangre (International Diabetes Federation (IDF), 2017). Esto se
debe a que el organismo deja de producir o no produce suficiente insulina o no logra

utilizar dicha hormona de modo eficaz.
Epidemiologia

La diabetes mellitus en una epidemia global. Se trata de una de las mayores emergencias
sanitarias del siglo XXI. Se encuentra entre las 10 principales causas de muerte a nivel
mundial. La IDF estimd que en el afio 2000 era de aproximadamente 151 millones el
namero personas adultas con diabetes (en el grupo de edad de 20 a 79 afios) y para 2017, se
reportaron 425 millones de personas que vivian con esta enfermedad (lo que represento el
8.8 % de la poblacién adulta) (IDF, 2015; IDF, 2017).

Asimismo, la IDF proyecta que para el 2045 el nimero de personas diabéticas se podria
incrementar a 693 millones si no se implementan medidas adecuadas. Se calcula que mas
de un tercio de los casos de diabetes se debe al crecimiento y envejecimiento de la
poblacién; un 28 %, a un aumento de la prevalencia por edades; y un 32 %, a la interaccion
de estos dos factores (IDF, 2015; IDF, 2017).

La diabetes mellitus tipo 2 es el tipo de diabetes m&s comun; presente entre el 90 % de la
poblacion que padece algun tipo de diabetes, por lo que representa un problema sanitario
mundial. Ademas se asocia con los cambios culturales, sociales y con el envejecimiento de
la poblacion (World Health Organization (WHO), 2016).
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Figura 1. Nimero de personas con diabetes en todo el mundo y por regién en 2017 y 2045 (20-79 afios)

[Tomado de IDF, 2017]

México ocupo el lugar nimero 5 en 2017, con 12 millones de adultos con diabetes (20-79
afios) y se estima que para el afio 2045 ocupara el lugar nimero 4 con 21.8 millones de

personas con diabetes (IDF, 2017).

Paises/territorios con mavor niimero de nersonas con diabetes (20 a 79 afios). 2017 v 245.

2017 2045
Clasif. Pais/ territorio Numero de personas Clasif. Pais/ territorio Nimefo de personas
con diabetes con diabetes
: 114,4 millones s 134,3 millones
1 i (104,1-1463) ' e (103,4-165.2)
: 72,9 millones . 119,8 millones
2 india (555-90,2) 2 Clilse (86,3-149.7)
X 30,2 millones i 35,6 millones
3 Estados Unidos (28,8-31.8) 3 Estados Unidos (33.9-37.9 )
2 12,5 millones s 21,8 millones
4 Brasil 11.4-135 4 México (11,0-26,2)
s 12,0 millones p 20,3 millones
. Meésien (60-143) ° Bl (18,6-22,1)

Figura 2. Paises/territorios con mayor nimero de personas con diabetes (20 a 79 afios), 2017 y 2045
[Tomado de IDF, 2017]
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De acuerdo con la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion, en 2016 la prevalencia de
diabetes fue del 9.4 % en adultos con diagnéstico medico previo de la enfermedad, mientras
que en 2012 constituyo el 9.2 % en adultos, y en 2006 fue del 7.3 %, lo que mostré un
incremento con respecto a la cifra estimada en la encuesta realizada en el 2000 que dio el
4.6 %. En total, la prevalencia de diabetes en México se ha duplicado en tan solo 16 afios
(Encuesta Nacional de Salud (ENSA), 2000; ENSANUT, 2006; ENSANUT, 2012,
ENSANUT MC, 2016).
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Figura 3. Prevalencia de diabetes en México de 2000 a 2016

Por tratarse de una enfermedad croénica los pacientes con diabetes requieren de tratamiento
a lo largo de toda su vida. Por sus caracteristicas, la diabetes es una enfermedad
asintomatica principalmente al inicio de la patologia; debido a esto, el diagnéstico se
establece tardiamente y, como consecuencia, no se trata adecuadamente, lo que ocasiona a
su vez mas complicaciones. Otro factor que se suma al problema es que la incidencia de la
enfermedad cada vez ocurre a edades mas tempranas, lo que aumenta el tiempo requerido
de tratamiento y el nimero de personas enfermas en edad laboral. En general, las personas
diagnosticadas no presentan mejoria en la calidad de vida (Flores Hernandez, Reyes
Morales, Reynoso Noverén y Hernandez Avila, 2012; Hernandez-Avila, Gutiérrez y

Reynoso-Noverén, 2013).




La IDF indica que en el afio 2017 la diabetes habia generado un impacto econémico
mundial de 727 000 millones de ddlares, lo que corresponde a uno de cada ocho dolares
empleados en sanidad (IDF, 2017).

En México, se estimd un costo promedio anual por paciente de 707 dolares en 2010, un
mayor costo para el paciente con complicaciones. Por otro lado, la ENSANUT estimo6 un
gasto promedio anual en 2008 de 67,000 millones de pesos del sector salud para el
tratamiento de pacientes con diabetes y otras enfermedades cronicas (ENSANUT MC,
2016; Rodriguez Bolafios, Reynales Shigematsu, Jiménez Ruiz, Juarez Marquez y
Hernandez Avila, 2010).

En este mismo sentido, la Organizacién Mundial de la Salud (WHO, por sus siglas en
inglés) considera como prioridad prestar atencion especial al aumento de la prevalencia de
diabetes y que, de manera extraordinaria, se presenta en los paises de ingresos bajos y
medianos (WHO, 2016). En México, dada la situacion actual, surge la Estrategia Nacional
para la Prevencion y Control del Sobrepeso, la Obesidad y la Diabetes, implementada en el
pais con un disefio estratégico basado en la promocién de la salud (Secretaria de Salud
(SSA) México, 2013; ENSANUT MC, 2016).
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Clasificacion

La clasificacion clinica propuesta por la Asociacion Americana de Diabetes (ADA, por sus
siglas en inglés) comprende cuatro categorias clinicas mostradas en la tabla 1(American
Diabetes Association (ADA), 2018?).

Tabla 1.
Clasificacion de la diabetes mellitus:

Se caracteriza por presentar destruccion de células B del
Diabetes mellitus tipo 1 pancreas lo que generalmente conduce a un déficit absoluto de
insulina.

Afecta frecuentemente a la poblacion joven.
Requiere de la administracion diaria de insulina.

(DM1)

Diabetes mellitus tipo 2 Se caracteriza por la pérdida progresiva de la secrecién de

(DM2) insulina generalmente acompafiada de resistencia a la insulina.

Se caracterizan por otras causas como:
+ diabetes neonatal
» (diabetes tipo MODY
» diabetes por enfermedades del pancreas exocrino
» diabetes inducida por farmacos
+ diabetes inducida por productos quimicos

Diabetes por otras causas

Se caracteriza por presentar diabetes que se diagnostica en el
Diabetes gestacional (DG) segundo o tercer trimestre del embarazo que no fue claramente
presente antes de la gestacion.

(ADA, 2018)
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Diabetes mellitus tipo 2

La DM2 es una enfermedad metabolica cronico-degenerativa que presenta grados variables
de predisposicién hereditaria; en su aparicion también intervienen diversos factores
epigenéticos y ambientales. Se caracteriza por presentar hiperglucemia crénica, debido a
trastornos en la secrecidn o accion de la insulina, con predominancia de cualquiera de las
dos caracteristicas, aunque generalmente se detectan ambas en su manifestacion clinica, lo
que afecta al metabolismo intermedio de los hidratos de carbono, proteinas y grasas. Las
personas con DM2 suelen presentar resistencia a la insulina en grados variables y, en forma
concomitante, una deficiencia en la secrecion de insulina de forma relativa, mas que
absoluta. Las concentraciones de insulina plasmatica pueden ser normales o elevadas, pero
la condicion de resistencia a la misma impide el buen control de la glucemia (SSA, 2010;
Barnett y Krell, 2007; DeFronzo et al., 2015).

Este es el tipo mas frecuente de diabetes. Al momento en el que se confirma el diagndstico,
los pacientes suelen ser mayores de 30 afios, y en general, son pacientes obesos que
presentan relativamente pocos sintomas clasicos. A menudo, a lo largo de su vida, ellos no
necesitan tratamiento con insulina para sobrevivir, aungue podrian requerirlo en las etapas
finales para el control de la glucemia (Barnett y Krell, 2007). La DM2 estéa relacionada con
la obesidad en el momento en que los pacientes desarrollan la enfermedad, por lo que la
obesidad es un factor que agrava la enfermedad. A su vez, esta condicién sugiere la
presencia de resistencia a la insulina; ademas, se vincula con hipertension arterial,
dislipidemia, aterosclerosis, entre otros (Asociacion Latinoamericana de Diabetes (ALAD),
2013).

——
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Fisiopatologia de la DM2

En condiciones normales el metabolismo de la glucosa estd regulado por una
retroalimentacion entre la secrecion de insulina realizada por las células B de los islotes de
Langerhans y los tejidos sensibles a la insulina como el higado, musculo y tejido adiposo.
El control de la secrecion de insulina esta mediado por la propia glucosa y por diversos
factores metabdlicos, nerviosos, hormonales y en algunos casos por algunos farmacos. La
insulina y el glucagon son las principales hormonas responsables de mantener este control
(Kuri Morales et al., 2007). Esta regulacion precisa una integracion rapida por parte de las
células pancreaticas; es decir, deben mantener constante la concentracion de glucosa en
sangre (normoglucemia), para que el organismo humano lleve a cabo de forma normal sus
funciones. Por lo tanto, cualquier alteracion en el funcionamiento de estas células tiene una
repercusion importante en la homeostasis de la glucosa (Henquin, 2007; Kahn, Cooper &
Del Prato, 2014). La homeostasis general normalmente se logra a través de un equilibrio del
metabolismo de la glucosa, &cidos grasos libres y aminoacidos, con el fin de mantener la
normoglucemia y para proporcionar un suministro ininterrumpido de glucosa al cerebro y al
organismo (Surya, Salam, & Vallika, 2014; DeFronzo et al., 2015).

La historia natural de la diabetes mellitus tipo 2, es decir, el periodo patogénico de la
enfermedad, es compleja e implica muchos elementos que actlian en conjunto para causar la
enfermedad. Resulta claro que los factores genéticos (predisposicion genética) y los
factores ambientales (estilo de vida) tienen un papel importante en el desarrollo de la
enfermedad, asi como los diferentes mecanismos de regulacién génica en distintos 6rganos
y tejidos bajo diferentes condiciones (factores epigenéticos) (Alonso-Magdalena, Quesada,
& Nadal, 2011; Tusié Luna, Huerta, Vazquez y Cruz, 2015; Jyothi Kommoju & Mohan
Reddy, 2011; Tomkin, 2008).

Entre los factores de riesgo para el desarrollo de la diabetes mellitus tipo 2 se encuentran: la
obesidad, la susceptibilidad genética, los antecedentes obstétricos, una dieta inadecuada, el
sedentarismo, el empleo de algunos farmacos y la edad (Grupo de trabajo de la Guia de
Préctica Clinica sobre Diabetes tipo 2 (GGPC), 2008; ALAD, 2013; Poretsky, 2010).
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Se sabe que el inicio de la fisiopatologia de la diabetes se presenta de 10 a 20 afios antes
que se determine el diagndstico de la DM2 (Warram, Martin, MD, Krolewski, Soeldner &
Kahn, 1990). Esto es debido a un estado conocido como resistencia a la insulina, que
comprende una alteracion patoldgica en la que las células que normalmente respondian ante
la presencia de insulina dejan de hacerlo, por lo que se afecta la utilizacién de glucosa
mediada por esta hormona; esto conlleva a la disminucion de la efectividad de la hormona
en los tejidos muscular, hepéatico y adiposo por deficiencia en su sefializacion (Leahy, 2005;
Olivares Reyes y Arellano Plancarte, 2008; SSA, 2010). Sin embargo, la presencia de RI no

necesariamente evoluciona a DM2 (Despres et al., 1996).

El desarrollo de la enfermedad comprende una etapa de adaptacion, en la que la glucemia
se mantiene en los niveles normales gracias al aumento de la secrecion de insulina por parte
de las células B pancreaticas (hiperinsulinemia). Y una etapa en la que se establece el fallo
de las células B, cuando los procesos de glucotoxicidad y de lipotoxicidad culminan en
apoptosis de estas células. Esta etapa generalmente coincide, debido a sus efectos

fisioldgicos, con el establecimiento del diagnostico.

Finalmente, durante la Rl se presenta un descenso tanto en los efectos metabdlicos de la
insulina como en sus efectos supresores sobre la produccion endogena de glucosa. Sus
efectos estimuladores acttan sobre la captacion periférica de glucosa (principalmente por el
musculo esquelético), sobre la sintesis de glucdgeno y sus efectos inhibidores, sobre la
lipdlisis en tejido adiposo. Lo que conduce al aumento anormal del nivel de glucosa en la
sangre (Hawkins & Rossetti, 2007; Surya, Salam, & Vallika, 2014).

Una vez que las concentraciones de glucosa en sangre presentan un aumento, se deduce que
la RI esta establecida, debido a un descenso continuo en la funcion de las células B. El
deterioro progresivo en la funcion de estas células es el resultado del avance progresivo de
esta alteracion, asi como de la intolerancia a la glucosa. Por ello, la hiperglicemia
postprandial es causada por la pérdida de secrecion de insulina y la baja supresion de la
produccién hepatica de glucosa después de las comidas, debido a la deficiencia de insulina
y exceso de glucagon (Figura 4) (Stumvoll, Goldstein, & van H, 2005; Kahn, Cooper, &
Del Prato, 2014).
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Figura 4. Patofisiologia de la diabetes mellitus tipo 2 [Tomado de Stumvoll et al., 2005]

La RI a nivel de los adipocitos conduce a la lip6lisis sin restricciones y a la elevacion de
acidos grasos libres circulantes. EI aumento en los acidos grasos libres, a su vez, disminuye
aun mas la respuesta de la insulina en musculo esquelético y la funcion de las células B,
mientras que provoca el aumento en la produccion hepéatica de glucosa, a lo que se le
denomina lipotoxicidad. Asimismo, la glucosa genera toxicidad, lo que resulta en la
hiperglucemia descontrolada que reduce ain mas la sensibilidad a la insulina y la secrecion

de insulina pancreatica, proceso conocido como glucotoxicidad (AACE, 2012).

En las personas con diabetes mellitus tipo 2 se presenta un patrén lipidico caracteristico que
repercute en el incremento de las complicaciones microvasculares y macrovasculares que a
su vez tienen un impacto negativo en la calidad de vida de los pacientes. Se trata de un
aumento moderado en la concentracion de triglicéridos, descenso de la concentracion del
colesterol de las lipoproteinas de alta densidad (colesterol HDL) y aumento en la
concentracion de particulas de baja densidad (colesterol LDL), a lo que se le conoce como

dislipidemia aterogénica (Pedro-Botet, Benaiges y Pedrago, 2012).

La diabetes mellitus tipo 2 presenta una larga etapa asintomatica preclinica que con

frecuencia cursa sin ser detectada durante muchos afios, debido a que la hiperglucemia se

——
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presenta de forma gradual. Esto incrementa el riesgo de presentar complicaciones
denominadas microvasculares o macrovasculares, dependiendo del tipo de vaso sanguineo
afectado (Barnett & Krell, 2007). Entre las complicaciones microvasculares se encuentran
la retinopatia, nefropatia y la neuropatia. Las complicaciones macrovasculares comprenden
las enfermedades: cerebrovascular, de las coronarias y vascular periférica (Pinhas-Hamiel
& Zeitler, 2007; Isea, Viloria, Ponte y Gomez, 2012; Secretaria de Salud (SSA, México),
2013).

Criterios de diagndstico de la DM2

De acuerdo a la Asociacion Americana de Diabetes, los criterios de diagnostico para
determinar la presencia de diabetes en un paciente consisten en cuatro principales pruebas
diagnosticas. Como recomendacion adicional, la ADA sugiere que estas pruebas se realicen

por duplicado para confirmar el diagndstico (Tabla 2) (ADA, 2018?).

El International Expert Comimittee, integrado por representantes de la American Diabetes
Association (ADA), la International Diabetes Federation (IDF) y la European Association
for the Study of Diabetes (EASD), recomend6 el uso de la HbA;;,, como prueba para

diagnosticar la diabetes conocida como hemoglobina glicada (HbA;.) desde el afio 2009.

La prueba de HbA;. mide el promedio convertido en porcentaje de los niveles de glucosa en
sangre presentes durante los 2 0 3 meses anteriores a la prueba. Esta prueba presenta varias
ventajas, ademdas de obtenerse con mayor comodidad, presenta mayor estabilidad
preanalitica, y menos perturbaciones del dia a dia durante los periodos de estrés y las
enfermedades. Sin embargo, no se recomienda su uso en el caso de que el recambio de
eritrocitos esté aumentado, como en la anemia hemolitica e insuficiencia renal, ni en

estados de aumento de glébulos rojos (WHO, 2011).
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Desde 2010, los criterios de diagndstico de diabetes propuestos por la ADA quedan de la

siguiente manera (Tabla 2):

Tabla 2.
Criterios de diagndstico de diabetes

1.- Hemoglobina glicada

(HbA > 6.5 %

2.- Glucosa en ayuno > 126 mg/dL

(FPG por sus siglas en inglés)

3.- Glucosa plasmatica a las 2 h
después de una carga de glucosa de >
200 mg/dL durante una OGTT

4.- Glucosa plasméatica (PG) = 200
mg/dL

La prueba debe realizarse en laboratorios certificados
de acuerdo a los estandares, utilizando un método que
ha sido certificado por el National Glycohemoglobin
Standardization Program (NGSP) y estandarizado para
el ensayo del Diabetes Control and Complications
Trial (DCCT).

La prueba se debe llevar acabo en ayuno, que se define
como la no ingesta caldrica durante al menos 8 horas.
FPG, Glucosa plasmatica en ayuno (Fasting plasma
glucose).

La prueba debe realizarse como se describe por la
WHO, utilizando una carga de glucosa que contiene el
equivalente a 75¢g de glucosa anhidra disuelta en agua.
OGTT, prueba oral de tolerancia a la glucosa (oral
glucose tolerance test)

La prueba se realiza en un paciente con sintomas
clasicos de hiperglucemia o crisis hiperglucemica con
una toma de muestra al azar. PG, Glucosa plasmatica
(Plasma glucose).

(American Diabetes Association (ADA), 2018a) (Zamudio-Villarreal, 2010)
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Tratamientos de la DM2

Los tratamientos empleados para el manejo la diabetes mellitus tipo 2 se han enfocado en
reducir los niveles de glucosa para mantenerlos en los niveles normales. A través de la
implementacion de una nutricion adecuada, de actividad fisica y del empleo de farmacos.
Existe evidencia suficiente que indica que mantener un control adecuado de la glucemia
reduce los riesgos de padecer complicaciones derivadas de la DM2 (Baynes, 2006;
Subramoniam, 2016).

Los objetivos de los tratamientos deben incluir un peso adecuado, con el mantenimiento de
los niveles de hemoglobina glicada lo méas cercanos al rango de normalidad (HbA:;.< 6.5
%), asi como la mejoria del perfil lipidico y de la presion arterial. Para el desarrollo en el
plan de tratamiento, se deben considerar: la edad, situacion social, factores culturales y las
condiciones generales del paciente, la presencia de complicaciones microvasculares y
macrovasculares y otras condiciones médicas. El régimen de ejercicios recomendado
debera ser individualizado, moderado y constante, de acuerdo a la edad y a la actividad
fisica (GGPC, 2008; AACE, 2011).

El conocimiento de la fisiopatologia de la DM2, ha permitido el estudio de diversos
hipoglucemiantes orales para el tratamiento de la enfermedad. El uso de los farmacos y las
técnicas terapéuticas actuales puede establecer la normoglucemia en muchos pacientes
(Lebovitz, 2007). Sin embargo, la basqueda de nuevos tratamientos continta, por diversos

factores como: efectividad y por la presencia de efectos secundarios.

Entre los hipoglucemiantes orales se encuentran compuestos con estructuras quimicas y
mecanismos de accion diferentes que actian disminuyendo las concentraciones de glucosa
en sangre durante el tratamiento de la diabetes (Gonzalez-Sanchez y Ortiz-Andrade, 2012).
El uso de los hipoglucemiantes orales esta indicado cuando la dieta prescrita y el ejercicio
por si solos no son suficientes para un control glucémico adecuado del paciente diabético.
Puede utilizarse en monoterapia 0 en combinacién con otros hipoglucemiantes orales o
insulina (ADA, 2018).
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Glibenclamida

Entre los principales farmacos empleados para el tratamiento de la diabetes mellitus tipo 2
se encuentra la glibenclamida (GLI), perteneciente a los secretagogos de insulina mas

empleados: las sulfunilureas (SU).

La glibenclamida es una SU de segunda generacion. Por su mecanismo de accion, ejerce un
efecto hipoglucemiante agudo. Adicionalmente, tiene actividad hipoglucemiante cronica
debido a la potenciacién de la accion de esta hormona, a través de un aumento en el nimero
de receptores. Mejora la primera y la segunda fase de la secrecién de insulina (Ghadge &
Kuvalekar, 2017). Por sus caracteristicas es empleada habitualmente para estudios
comparativos (Amaya, 2007). En estudios in vitro se han confirmado sus efectos
extrapancreaticos, como la reduccién de la produccion hepatica de glucosa o la mejora de la
resistencia insulinica en tejidos periféricos, aunque la relevancia clinica de estas acciones
no es significativa (Lebovitz, 2007). La glibenclamida compensa la deficiencia de las
células B pancreaticas al estimular la secrecion de insulina; sin embargo, no aumentan la

biosintesis de insulina.

Su mecanismo de accion consiste en estimular la secrecion de insulina por las células 3
minimamente funcionales. Su accion esta mediada por la union al receptor de las
sulfonilureas (SURL1), una subunidad del Karp situado en la membrana plasmatica de las
células B. Esta interaccion origina el cierre de dichos canales, lo cual reduce la salida de
potasio y ocasiona la despolarizacion de la membrana y provoca la apertura de los canales
de Ca' dependientes de voltaje con el consecuente aumento de Ca* intracelular lo que,
finalmente, provoca la fusién de los granulos transportadores de insulina con la membrana
celular, estimulando la secrecion de la insulina (Cheng & Fantus, 2005; Lebovitz, 2007;
Del Olmo, Carrillo y Aguilera, 2008; Gonzélez-Sanchez y Ortiz-Andrade, 2012).

Entre sus efectos secundarios se encuentran el riesgo de hipoglucemias e hiperinsulinemias,
ganancia de peso, reacciones cutaneas, hepatitis y tambien se informé que aumento la
mortalidad cardiovascular entre pacientes diabéticos (Ghadge & Kuvalekar, 2017; GGPC,
2008). La glibenclamida aumenta la fase tardia de secrecion de insulina, lo que incrementa

la posibilidad de hipoglucemia pospandrial tardia y en ayunas (Lebovitz, 2007).
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Metformina

La metformina es una biguanida de primera linea. En un estudio, se mostrd que reduce las
complicaciones y mortalidad propias de la diabetes en un 32 % y 42 % respectivamente.
Reduce la produccion de glucosa hepatica y aumenta la absorcion periférica de glucosa en
musculo esquelético. Los informes sugieren un efecto favorable de la metformina sobre el
peso corporal, hiperinsulinemia, perfil lipidico, enfermedad vascular arterial, extirpacion de
pequefios coagulos de sangre y disfuncion endotelial. La metformina es efectiva para

controlar los niveles de glucosa en sangre en pacientes obesos con DM2.

Entre los mecanismos de accion propuestos de la metformina estan: el incremento de la
sensibilidad a la insulina atribuido a sus efectos sobre la expresion del receptor de insulina
sobre la actividad de tirosina quinasa e inhibicion de la gluconeogeénesis al interrumpir la
produccién de glucosa. Se informa que la metformina aumenta niveles plasmaticos de
péptido similar al glucagon 1 (GLP-1). Entre los efectos secundarios estan reportados:
lesion hepética, diarrea, nduseas, vomitos, hinchazén y reduccion de la absorcion de la
vitamina B12, la deficiencia de vitamina B12 también esta relacionada con la dosis y la
duracion del tratamiento (Ghadge & Kuvalekar, 2017).
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IMPORTANCIA DE LA BUSQUEDA ETNOFARMACOLOGICA DE ESPECIES VEGETALES PARA

EL TRATAMIENTO DE LA DIABETES MELLITUS TIPO 2

Como se ha puntualizado, en la actualidad se han realizado grandes avances en la
comprension de la fisiopatologia de la diabetes y en el tratamiento de la misma, gracias a lo
cual estd disponible una creciente gama de tratamientos y medicamentos orales para
manejar la diabetes mellitus, entre ellos los hipoglucemiantes orales. A pesar de ello, esta
enfermedad y las complicaciones asociadas a ella contindan representando un riesgo de
mortalidad y morbilidad en las personas que la padecen, lo cual ocasiona repercusiones a

nivel personal, familiar y nacional.

Aunado a la falta de un tratamiento definitivo para erradicar la enfermedad, los efectos
secundarios de los medicamentos disponibles que son capaces de controlar la diabetes,
hasta cierto punto, eventualmente superan a los efectos positivos (Gupta et al., 2016). Con
la creciente gama de agentes farmacoldgicos disponibles, el tratamiento de esta enfermedad
se ha vuelto mas desafiante y controvertido debido a sus indeseables efectos secundarios o
por su falta total de eficacia (Ghadge & Kuvalekar, 2017). Como por ejemplo: las
sulfonilureas que pierden hasta el 44 % de efectividad en los pacientes diabéticos dentro un
periodo aproximado de seis afios, podrian empeorar la enfermedad cardiaca, bajar los
niveles de glucosa por debajo del rango normal y provocar el aumento de peso corporal; 0
los tratamientos con tiazolidina que estan asociados con toxicidad hepética; entre otros

efectos secundarios los tratamientos con.

En concreto, no existe una terapia efectiva disponible que derive en la curacién del paciente
con diabetes o que evite todas las complicaciones asociadas a la misma enfermedad.
Tampoco existe ningln agente hipoglucemiante oral que controle adecuadamente la

hiperlipidemia que se presenta con la enfermedad (Jarald, Joshi & Jain, 2008).

De manera adicional a dicha situacion, la prevalencia de personas que padecen diabetes va
en aumento en México y en todo el mundo, como lo informa la 82 edicion del Diabetes
Atlas de la FID 2017 (ENSANUT MC, 2016; IDF, 2017).
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La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que hasta un 80 % de la poblacion
mundial ha comenzado a utilizar la medicina tradicional como su forma principal de
atencion de la salud, y que hasta un 60 % de la poblacion mundial emplea medicamentos
tradicionales herbarios. Actualmente el nimero de pacientes que recurre a la medicina
basada en plantas para la atencidén primaria de su salud se ha incrementado. Esta misma
medicina forma parte importante en la atencion primaria de salud pero con frecuencia es
subestimada, aunque en algunos paises estd ampliamente incorporada al sistema publico de
salud (Correa, 2002; WHO, 2013; Gupta et al., 2016; WHO, 2018a).

Adicionalmente, algunos estudios revelan que los pacientes que sufren determinados
trastornos crénicos recurren con mayor frecuencia a la medicina tradicional y a remedios
herbales (WHO, 2013). En un periodo en el que las enfermedades crdnicas no transmisibles
ya han superado a las enfermedades infecciosas como la principal causa de muertes del
mundo el estudio de la medicina herbal adquiere mayor importancia (WHO), 2018b).
También se debe tomar en cuenta que la mayoria de las infraestructuras médicas fueron
disefiadas para manejar agentes infecciosos, y han llevado a cabo eficazmente su funcién.
Sin embargo, sus resultados en cuanto a prevencion y tratamiento de enfermedades no
transmisibles (ENT) no han sido tan satisfactorios (WHO, 2015).

La creciente popularidad en el uso de la medicina tradicional y de las plantas medicinales
tanto en paises desarrollados como en paises en desarrollo se debe a algunos de los ya
mencionados inconvenientes de los resultados que ofrece la medicina moderna, a la idea de
gue son mas seguras por la creencia de que son menos toxicas, libres de efectos secundarios
y menos costosas. También se debe a los patrones de su utilizacion en funcion de diversos
factores tales como la tradicion cultural, la importancia histérica y a la baja disponibilidad
de los servicios de salud. Por ejemplo, en México, la arraigada tradicién desde la época
prehispanica se conserva actualmente en diversas regiones geograficas, la cual fomenta el
uso de las plantas medicinales (WOH, 2000; WOH, 2013; WOH, 2015; Arulselvana, Abdul
Ghofar, Karthivashan, Abdul Halim, Abdul Ghafar, & Fakurazi, 2014).
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Dentro de este contexto, la bdsqueda de agentes hipoglucemiantes con mayor eficacia y
seguridad esta creciendo de manera persistente y se hace evidente la necesidad del
desarrollo de estrategias alternativas para la terapia de la diabetes mellitus. Una estrategia
potencialmente eficaz que permita cumplir con este objetivo a través de la investigacion y
evaluacion de forma integral e interdisciplinaria de la medicina tradicional a base de plantas
es la etnofarmacologia (Marles & Farnsworth, 1995; Phillipson, 2001; 2007; Jarald, Joshi,
& Jain, 2008; Gupta et al., 2016).

La etnofarmacologia es una disciplina cientifica prospera que tiene un rapido desarrollo; es
ademas un campo interdisciplinario que se apoya principalmente en la investigacion
experimental a través de la observacién, identificacion y descripcién de los metabolitos
secundarios de los organismos de uso tradicional y de sus efectos sobre el cuerpo en el
campo de la farmacologia y la toxicologia, que se fortalece con la contribucion de diversos
campos, tales como: la antropologia, etnografia, etnobotanica, taxonomia y fitoquimica
(Holmstedt & Bruhn, 1983; Adzet Porreddn, 1998; Etkin, 2001; Phillipson J. , 2007;
Gertsch, 2009; Heinrich & Jager, 2015; Gupta et al., 2016; Naman, Benatrehina &
Kinghorn, 2017), con el fin de rescatar y documentar un patrimonio cultural, ademas de
investigar, evaluar y entender las propiedades terapéuticas de los agentes empleados. De
igual forma cumple con ofrecer estudios integrados que puedan resultar en el uso de
farmacos derivados de este conocimiento (Holmstedt, 1991). En este sentido, la
etnofarmacologia ha resurgido como un enfoque innovador para el descubrimiento de
farmacos (Chaguturu & Patwardhan, 2017).

Los productos naturales conformaron la fuente mas importante de los farmacos antes del
siglo XX (Harvey, 2002). Entre ellos las plantas son una gran fuente para el descubrimiento

de nuevos productos de valor medicinal para el desarrollo de farmacos (Wink, 2003).

Desde hace unos 200 afios la investigacion detallada de plantas medicinales ha producido
compuestos quimicos puros, sus derivados o sus analogos con marcadas actividades
farmacologicas que se usan como farmacos en la llamada “medicina moderna” o como
principales moléculas para el descubrimiento y desarrollo de estos, mismos que se utilizan

actualmente en uno o mas paises del mundo (Harvey, 2002; Wink, 2003; Chaguturu &
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Patwardhan, 2017; Naman, Benatrehina, & Kinghorn, 2017). Algunos ejemplos de estos
compuestos o sus derivados de importancia medicinal se nombran la siguiente tabla (Tabla
3):

Tabla 3.

Compuestos de origen vegetal de importancia médica

Compuesto Aislamiento  Principal especie vegetal de origen
Artemisinina 1972 Parte aérea de la Artemisia annua
Aspirina (acido 1828 Sauce blanco (Salix alba)

acetilsalicilico)

Atropina 1831 Belladona (Atropa belladonna)
Cafeina 1819 Café (Coffea arabica)

Cocaina 1855 Planta de coca (Erythroxylum coca)
Colchicina 1884 género Colchicum

Digitoxina 1844 Digitalis purpurea

Efedrina 1897 Ephedradistachya

Morfina 1804 Amapola (Papaver somniferum)
Quinina 1820 Algunas especies del género Cinchona
Tubocurarina 1935 Strychnos nux-vomica

(Chaguturu & Patwardhan, 2017) (Harvey, 2002) (Naman, Benatrehina, & Kinghorn, 2017) (Wink, 2003)

La metformina es otro notable ejemplo acerca del descubrimiento de un farmaco
relacionado al uso empirico de una planta, la Galega officinalis L.; esta planta se uso
durante siglos para tratar diversas dolencias incluyendo poliuria (Bailey, 2017).
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En 2012, un grupo de expertos en diabetes en los Estados Unidos y Europa declar6 que la
metformina es el medicamento de primera eleccion para todos los pacientes con diabetes
tipo 2 (Shenfield, 2013). Por ello, actualmente, se considera un hipoglucemiante oral de
primera linea para el tratamiento de la diabetes mellitus tipo 2 recomendado por la
“American Diabetes Association” (ADA) y la “European Association for the Study of
Diabetes” (EASD) (Inzucchi et al., 2015; ADA, 2018). Ademas es considerado el menos
toxico de las biguanidas (Baron y Méarquez, 2010; Jarald, Joshi & Jain, 2008).

Tomando en cuenta lo anterior y los numerosos logros que la etnofarmacologia ha tenido
dentro de la historia de la medicina moderna con mas de 120 medicamentos de origen
vegetal en el mercado mundial (Naman, Benatrehina & Kinghorn, 2017), que
aproximadamente el 40 % de los medicamentos de la farmacopea actual son derivados de
productos naturales (Esquivel-Gutiérrez, Noriega-Cisneros, Saavedra-Molina & Salgado-
Garciglia, 2013), que al menos el 25 % de estos medicamentos provienen de plantas, que
ademas muchos otros son constituidos a partir de prototipos de compuestos aislados de
plantas (Bourgaud, Gravot, Milesi & Gontier, 2001; Surya, Salam, Tomy, Carla, Kumar &
Sunil, 2014; Chaguturu & Patwardhan, 2017), que esta tendencia va en aumento porque la
mayor parte de la investigacion en este campo se realiza sobre especies vegetales y que
ademés existe un amplio nimero de especies botanicas, la bldsqueda de compuestos
farmacoldgicos y en particular de compuestos con posible efecto hipoglucemiante a través

de un enfoque etnofarmacol6gico presenta innumerables posibilidades de éxito.

Es decir, existe una amplia gama de compuestos quimicos que se encuentran en los

organismos que estan en la naturaleza que aun estan sin describir ni descubrir.

La dimensidn de dicha gama de compuestos se visualiza al tomar en cuenta que tan sélo el
namero de plantas vasculares en el mundo asciende a 366,000 especies (13,000 especies de
helechos vy licofitas, 1,000 gimnospermas y 352,000 angiospermas) entre ellas, la estima
que cerca de 21,000 especies son empleadas en la medicina tradicional (Parikh, Parikh, &
Kothari, 2014) (Phillipson, 1994) tan solo NAPRALERT cit6 11,353 publicaciones
diferentes que contenian datos etnomédicos para mas de 15,000 especies distintas (Graham
& Farnsworth, 2010).
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Concerniente al uso de las plantas para tratar la diabetes mellitus la base de datos
NAPRALERT enumera a mas de 1 200 plantas para este fin alrededor del mundo, de las
cuales casi 800 han sido utilizadas en la medicina tradicional como tratamiento para la
diabetes. Se ha descrito que mas del 80 % de los remedios tradicionales que se han
estudiado han mostrado actividad hipoglucemiante, lo que ratifica el valor de estudiar los
remedios tradicionales como fuente de nuevos agentes hipoglucemiantes bajo un enfoque
etnofarmacoldgico (Marles & Farnsworth, 1995; Alarcon-Aguilara, Roman-Ramos, Perez-
Gutierrez , Aguilar-Contreras, Contreras-Weber, & Flores-Saenz , 1998; Jarald, Joshi, &
Jain, Diabetes and Herbal Medicines, 2008; Parikh, Parikh, & Kothari, 2014). Sin embargo,
en menos de la mitad del total de las plantas utilizadas de forma tradicional para el
tratamiento de la diabetes se han realizado estudios cientificos (Subramoniam, 2016). De
tal forma que se necesitan estudios detallados sobre la eficacia, el mecanismo de accion y la
seguridad de los fitoextractos. Por consiguiente y en respuesta a dicha necesidad,
recientemente se han realizado numerosas investigaciones de los valores medicinales de
diversos extractos de plantas y sus compuestos en el campo de la diabetes (Arulselvana,
Abdul Ghofar, Karthivashan, Abdul Halim, Abdul Ghafar & Fakurazi, 2014). Cabe
mencionar que la mayoria de estas investigaciones en plantas con potencial para el
tratamiento de la diabetes han sido a nivel experimental, el 90 % de éstos han estudiado los
efectos agudos, asimismo so6lo el 10 % de estos estudios han sido a nivel clinico y
toxicoldgico. Especificamente, en menos del 10 % de las plantas estudiadas se han
realizado estudios enfocados a la determinacién de su actividad bioldgica a largo plazo

(Alarcon-Aguilar, Hernandez-Galicia & Romén-Ramos, 2008).

Considerando nuevamente la diversidad como fuente de compuestos farmacolégicos, en
particular, México es un pais “megadiverso” ya que cuenta con casi el 70 % de la
diversidad mundial de especies y con una alta diversidad de plantas vasculares, por lo que
ocupa el cuarto lugar a nivel mundial por su numero de especies con 23,314 (1,039 especies
de helechos y licofitas, 149 gimnospermas y 22,126 angiospermas) y el segundo lugar por
su numero de especies endémicas (Villasefior, 2016). Se estima que la flora medicinal
mexicana con potencial terapéutico oscila entre 3,000 y 5,000 especies (Esquivel-Gutiérrez,

Noriega-Cisneros, Saavedra-Molina, & Salgado-Garciglia, 2013). Mas de 3,000 especies
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han sido documentadas como plantas medicinales en México (Heinrich & Jéger, 2015;
Argueta, 1994). Se estima que en México hay mas de 500 especies vegetales que son
empleadas en la medicina tradicional para tratar la diabetes (Jarald, Joshi, & Jain, 2008). Es
importante recalcar que en México estan presentes mas del 10 % de las plantas de las méas
de 1,200 plantas reportadas para tratar la diabetes en el mundo (Alarcon-Aguilar,
Hernandez Galicia, & Roméan-Ramos, 2008). Desde 2005 se ha reportado el uso de al
menos 383 especies de plantas empleadas para este fin en el pais. En dichos reportes
sefialan a Ageratina petiolaris como una especie vegetal de uso tradicional para tratar la
DM2 (Andrade-Cetto & Heinrich, 2005; Jarald, Joshi & Jain, 2008; Mata, Cristians,

Escandodn-Rivera, Juarez-Reyes & Rivero-Cruz, 2013).

Aunado a la perspectiva que el nimero de especies vegetales nos proyecta, es importante
tomar en cuenta que en cada una de estas plantas se encuentran bibliotecas naturales de
diversos andamios y estructuras quimicas con cientos de moléculas y compuestos
bioactivos convencionalmente denominados metabolitos secundarios. Ademas cada uno de
estos compuestos puede tener la capacidad de modular uno o varios objetivos. Cada
objetivo puede tener un efecto sobre uno o mas genes y vias metabolicas, que pueden estar
implicados en una o mas enfermedades. Esto se convierte en un sistema bioldégico muy
complejo con redes interactivas que amplia las posibilidades de nuevos descubrimientos,
entre ellos nuevos farmacos contra la diabetes (Chaguturu & Patwardhan, 2017).

Esta posibilidad se explica porque muchos compuestos quimicos que las plantas producen
con bioactividad secundaria (metabolitos secundarios), los cuales representan caracteres
adaptativos que han sido sometidos a procesos evolutivos (Wink, 2003) los cuales son
importantes para la supervivencia de la planta y para la aptitud reproductiva, en general la
gran mayoria de los cuales no parecen participar directamente en el crecimiento y
desarrollo de la misma (Bourgaud, Gravot, Milesi, & Gontier, 2001). Algunos ejemplos de
estas sustancias son: las que actlan contra herbivoros, contra plantas competidoras, como
compuestos sefial para atraer animales polinizadores o a dispersores de semillas, como
antifangicas, antibidticas o antivirales. Por consiguiente, han sido fuentes principales de
productos naturales empleados como productos agroquimicos, cosméticos, para fragancias,

saborizantes, aditivos alimentarios, pesticidas y ademas como farmacéuticos por su
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actividad sobre la fisiologia en el organismo humano, descubiertos a traves de la medicina
tradicional y aceptados por los estudios clinicos y de laboratorio (Balandrin & Klocke,
1988; Arnason, 1995; Bourgaud, Gravot, Milesi, & Gontier, 2001; Phillipson, 2001; 2007;
Naman, Benatrehina, & Kinghorn, 2017).

Especificamente, entre los fitoconstituyentes con datos de la investigacion béasica y clinica
que tienen efecto hipoglucemiante se encuentran: los flavonoides, alcaloides, carbohidratos,
glucosidos, esteroides, péptidos, lipidos, etc. (Surya, Salam, Tomy, Carla, Kumar, & Sunil,
2014). Dichos constituyentes no se encuentran por separado en la naturaleza, para muchos
investigadores, la gran complejidad de las interacciones entre los diferentes componentes
de los compuestos herbarios es la base de la eficacia de las medicinas tradicionales (WHO,
2012); pues, a diferencia de las terapias convencionales, la mayoria de los compuestos
herbales son ricos en diversos constituyentes, los cuales son capaces de mostrar su
actividad hipoglucemiante a través de la regulacién simultanea de multiples vias lo que
aumenta aun mas su fuerza competitiva (Gupta et al., 2016). Es por ello que el efecto
hipoglucemiante observado empiricamente en la medicina tradicional puede estar dado por
la interaccion sinérgica o aditiva del o los compuestos de la planta, por lo que es necesario
tomar en cuenta dichos factores durante su estudio (Soumyanath, 2006; Esquivel-Gutierrez,
2013).

Algunos de los tratamientos herbales para diabetes han demostrado proporcionar alivio
sintomatico y ayudar en la prevencion de las complicaciones secundarias de la enfermedad.
Algunas plantas han demostrado ayudar en la regeneracion de las células B, en la
superacion de la resistencia a la insulina, en restaurar el nivel de glucdgeno hepético, en
mantener el nivel normal de glucosa en la sangre, asimismo, se informa que algunas de
estas poseen actividad para reducir el colesterol. Algunas plantas han mostrado su efecto en
varias vias (Jarald, Joshi, & Jain, 2008). Adicionalmente, existen informes en los que una
terapia de combinacion (polifarmacia) de medicina convencional y herbal ha mostrado un
mejor efecto (sinérgico) que cualquier medicamento solo (Gupta et al., 2016). Por lo tanto,
dicha complejidad, lejos de ser un obstaculo para la investigacion farmacéutica, es lo que

hace que la investigacion de estos componentes sea enriquecedora (WHO, 2012).
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Cabe mencionar que la amplia gama de posibilidades de futuros tratamientos contra la
diabetes y otros padecimientos se encuentra en riesgo de disminuir por los cambios
culturales y ambientales. En efecto, el conocimiento de los tratamientos tradicionales a base
de plantas se encuentra en la memoria heredada étnica, de indigenas y campesinos en
México y en el mundo; sin embargo, la pérdida de su cultura, de sus territorios y de la
diversidad pone en riesgo ese conocimiento y con ello el futuro descubrimiento de otras
moléculas y compuestos que deriven en el desarrollo de nuevos farmacos (CONABIO,
2012; Naman, Benatrehina, & Kinghorn, 2017).

Con respecto a los avances de la investigacion en el campo de la etnofarmacologia, se
calcula que en México y en todo el mundo tan solo el 5 % de las propiedades plantas
medicinales estan determinadas y por su parte tan solo en el 1 % se han estudiado a fondo
sus propiedades medicinales, quimicas farmacoldgicas y biomédicas (Huerta, 1997,
Esquivel-Gutiérrez, Noriega-Cisneros, Saavedra-Molina, & Salgado-Garciglia, 2013). Es
decir, el mecanismo de accion de la mayoria de los compuestos de las plantas utilizadas no
se ha determinado cientificamente (Arulselvana, Abdul Ghofar, Karthivashan, Abdul
Halim, Abdul Ghafar, & Fakurazi, 2014). Esto debido a que éste campo, la investigacion
experimental y clinica, en nuestro pais son relativamente recientes. Ahora bien, en los
ultimos afos, varios investigadores de diversas instituciones y universidades del pais se han
dedicado al establecimiento de modelos adecuados y de estudios dirigidos para el estudio
experimental y clinico de las plantas mexicanas empleadas para el tratamientos de la
diabetes con apoyo de nuevas tecnologias para la identificacion de sus principios activos

(Alarcon-Aguilar, Hernandez Galicia, & Roméan-Ramos, 2008).

Finalmente, el presente trabajo es un ejemplo de dichos esfuerzos por el estudio
experimental de una planta (Ageratina petiolaris) que se encuentra entre las especies
vegetales reportadas para tratar la diabetes en México y que, ademas, tiene estudios que
reportan su efecto hipoglucemiante en ensayos agudos (Andrade-Cetto & Heinrich, 2005;
Bustos-Brito, Andrade-Cetto, Giraldo-Aguirre, Moreno-Vargas, & Quijano, 2016). Por

ello, a continuacién se abordan los antecedentes de la planta.
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Ageratina petiolaris (Moc. Ex DC.) R.M. King & H. Rob.

Informacion taxondémica de Ageratina petiolaris

Tabla 4.
Clasificacion taxondémica de Ageratina petiolaris

Reino Plantae

Subreino Tracheophyta

Filo Magnoliophyta

Clase Equisetopsida C. Agardh
Subclase Magnoliidae Novak ex Takht.
Superorden Asteranae Takht.

Orden Asterales Link

Familia Asteraceae Bercht. & J. Presl
Subfamilia Asteroideae

Tribu Eupatorieae

Género Ageratina Spach

Ageratina petiolaris (Moc. ex DC.) R.M. King

Especie & H. Rob

(Comision Nacional para el Conocimiento y Uso de la Biodiversidad (CONABIO), 2018) (Tropicos, 2018) (The Plant List, 2013)
(Departamento de Botanica, Instituto de Biologia (IBUNAM), 2016)

Sinonimia cientifica

Tabla 5.
Sinonimias de Ageratina petiolaris

Eupatorium petiolare Moc. &Sessé ex DC.

Bustamenta cordata DC. [llegitima]

(The Plant List, 2013) (Tropicos, 2018)
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http://www.tropicos.org/Name/40034279

ESTUDIO CRONICO DEL EFECTO HIPOGLUCEMIANTE DE LA PARTE AEREA DE Ageratina petiolaris EN RATAS STZ

Sinonimia popular

Tabla 6.
Nombres comunes de Ageratina petiolaris

Yolochdchitl Nahuatl México

Hierba del angel Espafiol México

Hierba amargosa Espafiol Meéxico

Hierba del perro Espafiol México

Peisto grande Espafiol México

Cofiesda Mazahua Estado de México

Coyes-da Mazahua Estado de México

Pesht6 Mazahua Estado de México

Pechto Otomi Estado de México

Yolochichi Espafiol Hidalgo

Pexto Espafiol Michoacéan

(Comisién Nacional para el Conocimiento y Uso de la Biodiversidad (CONABIO), 2018)(Espinoza Hernandez, 2017)(Bustos-
Brito, Andrade-Cetto, Giraldo-Aguirre, Moreno-Vargas, & Quijano, 2016) (Andrade-Cetto & Heinrich, 2005)(Biblioteca Digital
de la Medicina Tradicional Mexicana, 2009)




Descripcion morfoldgica

Es un arbusto hermafrodita perenne, de porte erecto que puede medir hasta dos metros de

altura (Figura 5) (Rojo y Rodriguez, 2002).

Los tallos de la planta son gruesos, lefiosos, cilindricos, de 2 a 5 mm de diametro hacia la

parte superior, estriados, blanco-amarillentos, puberulentos.

Las hojas son opuestas, con peciolo de 1.5 a 8 cm de largo, pubescente, lamina ovada, de
3.5a 10 cm de largo por 2.5 a 10 cm de ancho, més largas que anchas, triangulares, apice
agudo u obtuso, borde crenado-dentado, base cordada, haz puberulento, envés pubescente,
con pelitos de color verde en ambas caras, con abundantes globulos resinosos, tria

pentanervada desde la base, membranacea.

La inflorescencia cuenta con capitulos numerosos de 7 a 8 mm de largo dispuestos en

corimbos compuestos terminales, pedicelos pubescentes.

El involucro es turbinado, de 5 a 7 mm de largo por £ 5 mm de ancho, cubre la mitad basal
0 més de las corolas, sus bracteas dispuestas en 3 series de la misma longitud, linear-

lanceoladas, agudas, verdes, pubescentes.

Las flores son blancas en numero de 35 a 40 por cabezuela, parecen copitas con un

penacho.
La corola es de 4 a5 mm de largo, blanca, glabra, con glébulos resinosos en los l6bulos.

El aquenio es de 2 a 3 mm de largo, muy pubescente, vilano casi del largo de la corola,
cerdas blanco-rosadas (Rzedowski, Rzedowski et al., 2005; Argueta, 1994).
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Figura 5. Ageratina petiolaris [Tomada de www.tropicos. org, 2018]

Importancia ecol6gica

A. petiolaris crece frecuentemente en ambientes perturbados, especialmente a lo largo de

caminos y carreteras (Rojo y Rodriguez, 2002; Rzedowski, Rzedowski et al., 2005).
Fenologia

Como parte del ciclo de vida de A. petiolaris se sabe que florece de enero a mayo y
fructifica de mayo a junio (Rojo y Rodriguez, 2002). Forma de vida fanerofita y ciclo de

vida perenne (Castillo-Arguero et al, 2009).
Habitat

Ageratina petiolaris habita desde los climas templado, semicéalido, calido y semiseco.
Puede habitar desde los 900-3900 msnm. Se encuentra asociada a bosque tropical
caducifolio, bosque tropical subcaducifolio, matorral xeréfilo, bosque mesdéfilo de montafia,
bosque de pino, encino y Juniperus (Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional
Mexicana, 2009; Rzedowski, Rzedowski et al., 2005).
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Distribucion

Con base en la literatura, la distribucion de A. petiolaris en la Republica Mexicana, abarca
los siguientes estados: Chihuahua, Coahuila, Nuevo Leo6n, Tamaulipas, Durango,
Zacatecas, San Luis Potosi, Aguascalientes, Guanajuato, Jalisco, Michoacan, Hidalgo,
Estado de México, Ciudad de México, Morelos, Tlaxcala, Puebla, Veracruz, Guerrero,
Oaxaca y Chiapas (Figura 6) (Tropicos, 2018) (CONABIO, 2018) .
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Figura 6. Distribucién de Ageratina petiolaris [Modificada de CONABIO, 2018]

Antecedentes de Ageratina petiolaris
Origen e historia

Es una especie vegetal endémica de la Republica Mexicana. En el siglo XVI se relaté que
“es de naturaleza caliente y astringente, detiene las diarreas, aprovecha a los rifiones, vuelve
a su sitio la matriz caida, alivia la indigestion y cura las fiebres provocando sudor”. En el
siglo XX, se consider6 como antipirética, para la gastroenteritis, en padecimientos
hepaticos. Posteriormente, la Sociedad Farmacéutica de México la reportdo para la
gastroenteritis, padecimientos hepaticos y como tonico (Rojo y Rodriguez, 2002; Biblioteca
Digital de la Medicina Tradicional Mexicana, 2009; Secretaria de Medio Ambiente y

Recursos Naturales, 2013; Villasefior, Ortiz, Beutelspacher, & Gomez-Lopez, 2013).
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Antecedentes etnobotanicos

Se conoce de Chihuahua y Tamaulipas a Chiapas (Rzedowski, Rzedowski et al., 2005;
Villasefior J. L., 2016; Tropicos, 2018).

Etnobotanica y antropologia (Usos)

Tabla 7.
Usos de Ageratina petiolaris

Trastornos digestivos
Afecciones hepaéticas

Disenteria ) )

Gastritis Para el tratamiento de estas afecciones se
S aprovechan las hojas y ramas, preparadas en

Indigestion cocimiento administrado por via oral

Empacho

Cdlicos en los rifiones

Purgante

Disenteria Se toma antes de los alimentos hasta que ya no

Dolor de estomago se sientan molestias

Reumatismo Se utiliza en bafios

Para contrarrestar la irritacién dolorosa

causada al tocar la ortiguilla (Cnidoscolussp.) 52 EplliEa e L [pais ElEsEe

Dismenorrea N/E
Posparto En bafios
Contra los nervios

Tos

Para subir de peso
Contra el espanto

Propiedades antibacterianas contra
Helicobacter pylori

N/E

(Argueta, 1994) (Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional Mexicana, 2009)
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Como tratamiento para la diabetes

Particularmente, entre los usos medicinales de A. petiolaris mencionados por Argueta se

encuentra su uso para el tratamiento contra la diabetes (Argueta, 1994).

En 2005, Andrade-Cetto y Heinrich sefialaron a Ageratina petiolaris como una de las 306
especies entre las principales plantas utilizadas para el tratamiento contra la diabetes. Para
dicho tratamiento del padecimiento se utiliza la parte aérea de la planta en una infusién
administrada por via oral durante el dia (Andrade-Cetto & Heinrich, 2005).

Por otra parte, esta planta se encuentra a la venta en el “Mercado de Sonora”, establecido
desde 1957 en el centro de la Ciudad de México, en el cual, desde sus inicios, se han
comercializado numerosas Yy diversas especies de plantas medicinales. Para el tratamiento
de la diabetes, los comerciantes de dicho mercado recomiendan utilizar 20 gramos de la
parte aérea de la hoja seca de Ageratina petiolaris en medio litro de agua. El lugar de
colecta de la planta fue proporcionado por los mismos comerciantes entrevistados; el sitio
se ubica en el pueblo de Tenancingo, Estado de México (Bustos-Brito, Andrade-Cetto,
Giraldo-Aguirre, Moreno-Vargas, & Quijano, 2016; Espinoza Hernandez, 2017).

Fitoquimicos

En estudios fitoquimicos en extractos menos polares de A. petiolaris se encontraron
principalmente terpenos como: derivados del timol, lactonas sesquiterpénicas,
triterpenoides y derivados de ent-labdano (Bohlmann , Jakupovic, & Loni, 1977; Calderon,
Quijano, Gardufio, Gémez, & Rios, 1983; Andrade-Cetto & Heinrich, 2005).

El trabajo de investigacion realizado por Bustos-Brito y colaboradores en 2016 para el
aislamiento, determinacion estructural y evaluacion de la actividad biologica aguda de los
metabolitos secundarios de Ageratina petiolaris condujo a la identificacion de los seis
principales compuestos del extracto acuoso de la planta, de los cuales: el &cido
clorogénico y el L-chiro-inositol se propusieron como probables responsables de la
actividad hipoglucemiante aguda in vivo (Bustos-Brito, Andrade-Cetto, Giraldo-Aguirre,
Moreno-Vargas, & Quijano, 2016).
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Acido clorogénico

El &cido clorogénico (ACG) pertenece a los acidos fendlicos que han mostrado diversos
efectos bioldgicos y farmacoldgicos. EI ACG es un metabolito secundario fendlico
producido por ciertas especies de plantas de forma natural en diversos extractos como en el
del café o en el extracto de Ageratina petiolaris. Este compuesto muestra actividad:
antibacteriana,  hepatoprotectora, cardioprotectora, antiinflamatoria, antioxidante,
antihipertensiva, estimuladora del sistema nervioso, entre muchas otras. Ademas, se ha
encontrado que el ACG podria estar involucrado en la modulacién del metabolismo de
lipidos y de glucosa en presencia de desérdenes metabolicos. Con ello podria ayudar a
tratar muchos trastornos como la esteatosis hepatica, desordenes cardiovasculares, diabetes
y obesidad, entre otros. Se han sugerido diferentes mecanismos de accion con los que ejerce
su efectiva actividad en el metabolismo tales como: la inhibicion de la glucosa 6 fosfatasa
lo que reduce la gluconeogénesis hepatica y reactiva la proteina quinasa activada por AMP
(AMPK) estimulando la captacion de glucosa en el musculo esquelético (Rodriguez de
Sotillo & Hadley, 2002; Johnston, Clifford, & Morgan, 2003; Nicasio, Aguilar-Santamaria,
Aranda, Ortiz, & Gonzélez, 2005; Wei Ong, Hsu, & Kwong Huat Tan, 2013; Meng, Cao,
Feng, Peng, & Hu, 2013; Naveed et al, 2018).
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Figura 7. Acido clorogénico

L-chiro-inositol

Los inositoles son compuestos organicos pertenecientes a la familia de los polioles, tienen
diversas funciones bioldgicas como segundos mensajeros incluidos el anclaje de proteinas
la comunicacion intercelular, crecimiento celular, apoptosis, migracién celular,
endocitosis y diferenciacion celular, entre otras funciones. Sin embargo, son relativamente
escasos (Rendle et al, 2006; Larner, Brautigan, & Thorner, 2010; Kilbas & Balci, 2011)

37

——
| —



Otra forma natural del inositol es el chiro-inositol. Esta molécula tiene un doble eje de
simetria que conduce a la existencia de dos enantidbmeros, es decir, D-chiro-inositol y L-
chiro-inositol. Ambos son productos biolégicamente activos. Sin embargo, a comparacion
del D-chiro-inositol el L-chiro-inositol, es méas raro en la naturaleza (Nuissier, Diaba, &
Grigno, 2008; Larner, Brautigan, & Thorner, 2010 En diversos trabajos se ha demostrado
que los dos enantidbmeros presentan actividad hipoglucemiante (Ostlund, 1993; Xia, 2007;
Adams, 2014; Gao, 2016; Bustos-Brito, Andrade-Cetto, Giraldo-Aguirre, Moreno-Vargas,
& Quijano, 2016).

El papel como un mimético de insulina del enantiomero D-chiro-inositol, fue demostrado
por su accion in vivo al disminuir la glucosa en sangre elevada de ratas hiperglucémicas

inyectadas con estreptozotocina (Larner et al, 2003).

El metabolismo del D-chiro-inositol se asocia con la sensibilidad ante la resistencia a la
insulina, lo que respalda el concepto de que los segundos mensajeros tienen un papel en las

respuestas ante la resistencia a la insulina (Larner, Brautigan, & Thorner, 2010).

Las acciones tipo insulina del D-chiro-inositol parecen estar mediadas por maltiples tejidos

y por diferentes objetivos metabdlicos (Rendle et al, 2016).

Figura 8. D-chiro-inositol

Toxicoldgicos
Actualmente no se tiene conocimiento de estudios toxicoldgicos de la planta.
Farmacologicos

En la tabla 8 se muestran los antecedentes farmacol6gicos de la planta.
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Tabla 8.

Antecedentes farmacoldgicos de Ageratina petiolaris

Tipo de ensayo

Ensayo agudo®

Ensayo agudo®

Ensayo agudo®

Ensayo agudo®

Pruebas de tolerancia a

glucosa oral de dos horas’

Pruebas de tolerancia a
piruvato?

Inhibicion de la actividad de
la G6Pasa (in vitro)®

Sustancia probada
Extracto acuoso de Ageratina
petiolaris
(A dosis de 40 mg/kg)
Extracto metandlico de
Ageratina petiolaris
(A dosis de 670 mg/kg)
Extracto acuoso de Ageratina
petiolaris

(A dosis de 160 mg/kg)

L-quiroinositol

(A dosis de 3.73mg/kg)

Extracto acuoso

(A dosis de 160 mg/kg)

Extracto acuoso de Ageratina
petiolaris

(A dosis de 160 mg/kg)

Extracto acuoso de Ageratina
petiolaris

(A dosis de 160 mg/kg)

!(Bustos-Brito, Andrade-Cetto, Giraldo-Aguirre, Moreno-Vargas, & Quijano, 2016)

?(Espinoza Hernandez, 2017)

Resultado

Efecto hipoglucemiante agudo
a los 60 minutos de la
administracion

Efecto hipoglucemiante agudo
a los 120 minutos de la
administracion

Efecto hipoglucemiante agudo
a los 180 minutos de la
administracion

Efecto hipoglucemiante agudo
a los 120 minutos de la
administracion

No inhibe el pico
hiperglucémico después de una
carga de glucosa; se observa
luego de 30 minutos de la
prueba

Presentaron un efecto
antihiperglucemiante al
mostrar una tendencia a

controlar los niveles de glucosa
plasmética

Present6 inhibicion del
complejo enzimatico de la
G6Pasa desde los 30 minutos
de iniciada la reaccién
(enzimas reguladoras de Ila
gluconeogénesis)
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IMPORTANCIA DE LOS MODELOS IN VIVO PARA EL ESTUDIO DE LA DIABETES

El estudio de la diabetes implica un amplio nimero de factores genéticos, ambientales y
fisiologicos que contribuyen para desarrollar la enfermedad. Asimismo, el anélisis de los
diversos factores que interactian con la enfermedad es complejo. Por ello, y para facilitar
su estudio, se han establecido diversos tipos de modelos experimentales que simulan los
sintomas clinicos del padecimiento, lo que permite la observacion y anélisis de algunos

aspectos de la fisiopatologia de la diabetes.

Los diversos modelos experimentales que se utilizan para el estudio de la diabetes se
encuentran divididos dependiendo de su nivel de organizacién (Fernandez Saavedra,

Jardon Delgado y Figueroa-Hernandez, 2005):

Tabla 9.
Tipos de modelos experimentales para diabetes

Nivel de Caracteristicas del modelo
organizacion

Se adquieren en forma de Kit
Sub celulares Son productos sintéticos y semisintéticos que estan disefiados para reaccionar
con algdn tipo especifico de molécula o durante una reaccion quimica.

Se obtienen de animales integros.

Celulares . . .
Se cultivan y se pueden hacer muchas repeticiones en un solo experimento.
Organos y Se obtienen de animales diabéticos. También se pueden manipular las
tejidos condiciones ambientales “in vitro” para originar una condicion fisiologica
especifica.
Son los que méas se emplean porque se les evalla como una entidad ya que se
Animales pueden apreciar aspectos variados
(in vivo). Modelos espontaneos

Modelos intrinsecos

(Fernandez Saavedra, Jardon Delgado, & Figueroa-Hernéndez, 2005)
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A pesar de la gran variedad de modelos experimentales, los modelos animales integros
representan herramientas indispensables para la comprension de las complicaciones, de su
fisiopatologia y de los factores de riesgo que intervienen en su desarrollo, como los
factores: genéticos, ambientales y epigenéticos (Srinivasan & Ramarao, 2007). Las ventajas

de estos modelos son: econdmicas, técnicas y disponibilidad de espacio.

Las caracteristicas que presentan los modelos animales incluyen algunas similares a la
diabetes como: la hiperglucemia, los sintomas fisicos de la enfermedad (poliuria, polifagia
y polidipsia) y las alteraciones metabdlicas semejantes a las de pacientes diabéticos
(Fernadndez Saavedra, Jardén Delgado, & Figueroa-Hernandez, 2005; Srinivasan &
Ramarao, 2007; Méndez & Ramos, 2010).

Los modelos animales hiperglucémicos se pueden clasificar segin su mecanismo en:

Espontaneos: Son animales propensos a la enfermedad en condiciones que favorecen el

desarrollo de la misma.

Inducidos: Son los animales a los que se les modifican factores como la dieta o la
administracion de algin agente para que se establezca la hiperglucemia.

Los modelos animales se han utilizado ampliamente para investigar factores como: la
actividad hipoglucémica, el modo de accion y los efectos secundarios de las plantas y de

sus principios activos in vivo.

La gran diversidad de modelos animales se debe a la heterogeneidad de las condiciones de
la diabetes en el hombre. Es por ello que ningin modelo animal individual es totalmente
representativo de un tipo particular de enfermedad en el humano. De igual forma, el efecto
hipoglucemiante mostrado en algunos agentes no es necesariamente eficaz en el hombre y
viceversa. Por lo tanto, cada modelo muestra diferentes caracteristicas que se observan en
los estados diabéticos humanos (Day & Bailey, 2006; Eddouks, Chattopadhyay, &
Zeggwagh, 2012).
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Los modelos experimentalmente mas empleados actualmente son:

o Los animales inducidos de forma quimica (aloxana o estreptozotocina)
o Los animales inducidos de forma hormonal

o Los animales inducidos nutricional y quimicamente

o Losanimales que desarrollan espontaneamente la enfermedad

o Los animales inducidos de forma quirdrgica (reduciendo el pancreas)

o Los animales transgénicos como el raton ob/ob

Entre los modelos in vivo, los modelos inducidos quimicamente presentan como principal
ventaja, que el grado de alteracion de las células B puede ser regulado por la dosis

administrada (Arias-Diaz & Balibrea, 2007).

La administracion de un agente o sustancia B citotoxica para producir hiperglucemia
permite realizar estudios precisos de los acontecimientos bioguimicos, hormonales y
morfolégicos ocurridos durante la induccién de un estado hiperglucémico y después de
esta. Los principales agentes quimicos con citotoxicidad especifica que destruyen las
células B del pancreas y causan un estado de deficiencia de insulina son la aloxana y la
estreptozotocina (STZ). La STZ con respecto a la aloxana tiene mayor vida media y, por
sostener durante mas tiempo la hiperglucemia, es mas adecuada para desarrollar estudios

cronicos. Ademas, provoca menor mortalidad y cetosis.

La STZ (2-desoxi-2(3-metil-3-nitrosurea)-D glucopiranosa) Es una nitrosureaglucasamina,
aislada de Streptomyces-Achromogenes, una bacteria del suelo. Es un farmaco B citotdxico

altamente especifico.

——
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El estudio del mecanismo de accién de la STZ, muestra evidencias de que la fraccion D
glucopiranosa facilita su transporte a través de las membranas por el transportador de

glucosa (GLUT2). Mientras que la fraccion nitrosurea es la que tiene efecto citotoxico.
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Figura 9. STZ (2-desoxi-2(3-metil-3-nitrosurea)-D glucopiranosa))

La STZ alquila al ADN, lo que produce un incremento en la actividad de la poli (ADP-
ribosa) polimerasa, lo cual produce un descenso del NAD y con ello disminuye el aporte

energético de la célula; finalmente, se produce la muerte celular (Szkudelski, 2001).

STZ
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NO oéxido nitrico
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OH- radicales hidroxilo
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Figura 10. Mecanismo de accion de la STZ
[Modificado de SZkudelski, 2001]
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El modelo que se empled en este estudio fue: la administracion intravenosa de
estreptozotocina (STZ). La STZ produce la destruccion progresiva de las células B en la

rata, lo que resulta en insulinismo pancreético.

El modelo se caracteriza por la destruccion parcial de las células B, que conduce a una
disminucion de insulina y a un aumento de glucosa en la sangre de la rata; esto, a su vez,
genera hiperglucemia, que no requiere insulina exdgena. EI modelo STZ es adecuado para
estudios cronicos, ya que permanece estable durante meses y permite el analisis de
compuestos naturales y nuevos medicamentos de cardcter hipoglucemiante (Amaya-
Chavez, 2007; Skudelski, 2012).

Aunque se procura que el modelo sea lo mas semejante al padecimiento, reproduciendo sus
caracteristicas, se aspira Unicamente a una extrapolacion de lo observado con respecto a la

enfermedad.

——
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METODOLOGIA

MATERIAL

Material bioldgico

125 g de la parte aérea de Ageratina petiolaris (Moc. Ex DC.) R.M. King & H. Rob.
deshidratada.

Ejemplares de herbario de Ageratina petiolaris (Moc. Ex DC.) R.M. King & H.
Rob.

Se emplearon 24 ratas de la cepa Wistar (Rattus norvegicus) de dos meses de edad,
con un peso aproximado entre 200 g a 250 g de peso de ambos sexos. Se emplearon
6 animales por grupo (N=24).

Soluciones y reactivos

Agua destilada

Solucion fisiolégica 0.9 % (Pisa®)

Estreptozotocina (STZ), (Sigma S0130-1G)

Farmaco control (Glucovance® 500 mg/5 mg, metformina/glibenclamida)

Extracto acuoso de Ageratina petiolaris (Moc. Ex DC.) R.M. King & H. Rob.

Programas de computo

IBM SPS Statistics 25

Microsoft Excel 2010
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Material de campo, de laboratorio y consumibles

Machete, costales

Prensa, piola y hojas de papel periddico
Tijeras y marcadores

Vaso de precipitados de 1L, espatula y cuchara
Matraz Kitasato

Filtro Buchner

Papel filtro (Whatman®)

Tierra diatomacea (J.T. Baker®)

Guantes de nitrilo

Equipo e instrumentos de laboratorio

Camara de secado

Balanza granataria de tres brazos para canastilla de roedores
Balanza analitica OHAUS Mod. PA323C

Balanza analitica ADAM PW 254 Max 250g d=0.0001g
Agitador magnético con placa de calentamiento (Bande, C-MAG HS 4 IKA®MAG)
Analizador DCA Vantage TM Analyzer SIEMENS
CardioChek ™analizador(Polymer Technology Sistems, Inc.)
Glucometro Accutrend® (Roche)

Refrigerador y ultracongelador (REVCO)

Potenciometro ORION A-002

Micropipeta de 100-1000 uL Marca ICB

Rotavapor Buchi R-205 c/refrigerante y matraz de bola

Bomba de vacio Buchi VV-800
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METODOLOGIA

1. Planta de estudio

1.1.  Eleccion de las especies vegetales

La eleccion de material biolégico de estudio se realizO con base en una revision
bibliografica de las plantas con antecedentes etnofarmacoldgicos como tratamiento para la
diabetes; con precedentes en estudios agudos de su efecto hipoglucemiante y con
antecedentes quimicos de la determinacion de los metabolitos secundarios mayoritarios

responsables del efecto hipoglucemiante.
1.2.  Colecta de Ageratina petiolaris (Moc. Ex DC.) R.M. King & H. Rob.

Ageratina petiolaris fue recolectada por la Dra. Celia Bustos Brito en el municipio de

Tenancingo, Estado de México, en marzo de 2015.
1.3.  Acondicionamiento del material vegetal

Al finalizar cada una de las colectas, el total de ejemplares recolectados fue colocado en la
camara de secado del Laboratorio de Ambientes Controlados de la Facultad de Ciencias,
UNAM, la cual se encuentra bajo condiciones controladas de temperatura (alrededor de 40
°C) lo que permite conservar las propiedades quimicas de los metabolitos de las plantas.
Con el fin de acelerar el deshidratado del material vegetal, éste se extendio sobre toda la

superficie de la cAmara de secado; se fragmentaron las partes mas grandes.

Una vez que los ejemplares de Ageratina petiolaris se deshidrataron por completo, se
fragmentaron para su extraccion y aumentar la superficie de contacto con el solvente (agua)

y asi favorecer la extraccion (Gaedcke F, 2003).
1.4.  ldentificacion de las plantas

La identificacion taxondmica fue realizada por José Luis Villasefior. Un ejemplar fue
depositado en el Herbario Nacional del Instituto de Biologia, UNAM (MEXU-1333 471).

47

——
| —



1.5.  Obtencion del extracto acuoso de Ageratina petiolaris (Moc. Ex DC.)R.M.
King & H. Rob.

Una vez que la planta se recolecto se secd, el extracto acuoso de la parte aérea de A.
petiolaris se obtuvo mediante la técnica de extraccion discontinua con solvente (H,0), con
la finalidad de solubilizar y concentrar los principios activos contenidos en la planta
(Osorio, 2009). Para ello se pesaron 25 g de la parte aérea de la planta (5 g de flores, 10 g
de hojas y 10 g de tallos) para colocarlos en un vaso de precipitados de 1 L con 800 mL de

agua destilada en ebullicion. De inmediato, se apago la fuente de calor y se mantuvo en
agitacion en el agitador magnético con calefaccion (IKA C-MAG HS7); se mantuvo en

agitacion durante quince minutos mas, para que la difusion de los principios activos se

produjera en todas las direcciones del solvente (Osorio, 2009).

La infusidn se filtr6 con ayuda de vacio, montando un dispositivo compuesto por un matraz
Kitasato y un embudo Buchner en el cual se colocd papel filtro (Whatman®) vy tierra
diatoméacea (J.T. Baker®) humedecida con agua destilada. Una vez montado el dispositivo,
se vertio la infusién mientras se ejercia succion por el orificio del matraz, con ayuda de una

bomba de vacio.

Con el fin de eliminar la mayor cantidad de agua destilada utilizada en la extraccién, el

filtrado resultante (fraccion liquida) se vertio, equitativamente, en dos matraces de bola de
. ® -
500 ml, los cuales se acoplaron a un Rotavapor BUCHI para su concentracién a una

presion reducida.

Posteriormente, se colocé el resto de la fraccién liquida en un cristalizador; se envolvio en
una pelicula plastica y se congelé a -40 °C durante 24 horas en un ultracongelador

(REVCO™): una vez que el filtrado se congelé por completo, se colocé en el liofilizador

(LABCONCO®FreeZone 2.5) para eliminar el solvente mediante una sublimacién.

Finalmente se peso el pulverizado resultante; se colocd en un frasco y se calculd su

rendimiento.
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1.6.  Calculo del DER (Drug extract ratio)

Finalizada la elaboracion del extracto de la planta para el presente estudio, se calculé el
DER para la caracterizacion de la preparacion herbal.

El DER o DEV (Droge Extrakt Verhaltnis) por sus siglas en aleman, determina la relacion
entre la cantidad de material inicial utilizado para la preparacion del extracto (droga herbal,
sustancia herbal o hierba) y la cantidad de la preparacién obtenida a base de hierbas
(preparacion herbal o extracto) (European Medicines Agency (EMEA), 2009).

La cantidad y composicion tanto del extracto como del DER estan determinados
principalmente por los siguientes parametros: hierba inicial, solvente y procedimiento y
aparatos utilizados durante la extraccion (Vlietinck, 2009) (EMEA, 2009).

_ Hierba(g)

DER=——F—=
Extracto(g)

x:1

Donde hierba es el total en gramos del material seco que se empleara en la preparacion

del extracto y donde extracto es el total en gramos del material que se obtendra.
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1.7.  Calculo de la dosis de extracto acuoso de Ageratina petiolaris

El célculo de la Dosis Diaria tradicional de Extracto acuoso de la parte aérea de Ageratina
petiolaris por cada kilogramo de peso (DDEA) se realiz6 con base en la porcion promedio
aproximada (25g) que se ocuparia para la preparacion de una infusion tradicional diaria,

aproximadamente para una persona de 70 kilogramos de peso.

extracto (g)

DDEA =
70 (kg)

Bustos-Brito, Andrade-Cetto, Giraldo-Aguirre, Moreno-Vargas y Quijano, en 2016,
observaron que a la dosis de 160 mg/kg del extracto acuoso de A. petiolaris, los niveles de
glucosa disiminuyen significativamente desde los 60 minutos Yy permanecen
constantemente bajos hasta los 180 cuando se comparan contra el grupo control
hiperglucémico. En cambio, a la dosis de 40 mg/kg del mismo extracto la disminucion
significativa se observa hasta los 120 minutos posteriores a la administracion (Bustos-Brito,
Andrade-Cetto, Giraldo-Aguirre, Moreno-Vargas, & Quijano, 2016). Por esta razon, se

decidio emplear la dosis de 160 mg/kg en el presente trabajo.
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Planta de estudio (diagrama de flujo)
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2. Evaluacion del efecto hipoglucemiante en el modelo STZ

2.1.  Animales de experimentacion

Para el ensayo cronico del presente proyecto, se emplearon 6 ratas de la cepa Wistar de

ambos sexos de aproximadamente 2 meses de edad para cada grupo del ensayo crénico.

El total de 24 animales de experimentacién fueron mantenidos y proporcionados por el
Bioterio de la Facultad de Ciencias, U.N.A.M., bajo condiciones controladas de
temperatura (25 °C), con una humedad relativa del 50 %, bajo un fotoperiodo de 12 horas
de luz y 12 horas de oscuridad (12:12), alimentadas acorde a sus requerimientos
nutricionales, con acceso ad libitum al agua potable y al alimento (pellets de alimento

comercial Harlan Laboratories Inc. con 18 % de proteina).

El cuidado, el manejo y la produccion de los animales se realizaron bajo las
especificaciones técnicas de la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z0O0-1999,
“Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de

laboratorio”.
2.2.  Induccién quimica del modelo hiperglucémico experimental STZ

Para la induccion quimica de la hiperglucemia se verificé que los animales empleados
tuvieran un ayuno de doce horas. Posteriormente se administré una dosis de 40 mg/kg de
peso corporal de STZ (SIGMA S0130) disuelta en 1 mL de solucion buffer de acetatos por
kg de peso corporal (0.9 % de acetato de sodio en 105 mL de acido acético a un ph de 4.5,
la cual fue preparada 24 horas antes de su administracion y refrigerada a 4°C hasta el
momento de su utilizacion) por via intravenosa (i.v.) especificamente en la vena caudal. Se

les permitié el libre acceso a su alimento una vez que transcurrié una hora de la inyeccion.

Cuando transcurrieron setenta y dos horas de la inyeccién, se midieron los niveles séricos
de glucosa, se compararon los niveles de glucosa en sangre inicial (T jpicial) contra sus

niveles de glucosa a las 72 horas post inyeccion (TO) y se tomo como criterio de inclusion a

los animales que tuvieron niveles de glucosa en sangre en un rango de 400 - 480 mg/dL.
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Disefio experimental

Para la evaluacion cronica de la actividad hipoglucemiante del extracto de la parte aérea de
Ageratina petiolaris (Moc. Ex DC.) R.M. King & H. Rob., en ratas STZ, se efectué un
ensayo de 42 dias. Durante ese periodo se realizo la administracion oral de media dosis del

tratamiento correspondiente a cada grupo dos veces al dia (8 a.m. y 4 p.m.).

En cada administracion, la ingesta de las dosis exactas se asegurd con la utilizacion de una
canula esoféagica para roedor.
Tabla 10.

Disefio experimental. Descripcion de los grupos con su tratamiento y dosis

correspondiente

Grupos Tratamiento
Ng Normoglucémico Solucion fisioldgica
Hg Hiperglucémico Solucion fisioldgica
Hg+F | Hiperglucémico + farmaco (Glibenclamida/Metformina) 5 mg/kg/500 mg/kg
H+ Ap | Hiperglucémico + extracto acuoso de A. petiolaris 160 mg/kg al dia
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Criterio de seleccion

e Criterios de inclusion

Tabla 11. Criterios de inclusion para cada grupo

Ng(n=6) Hgn=6) Hg+Fn=s) Hg+Apn-=6)

Niveles de glucosa en | Niveles de glucosa en | Niveles de glucosa en |Niveles de glucosa en
sangre en un rango de | sangre en un rango de |sangre en un rango de |sangre en un rango de
135 a 155 mg/dLal TO | 400 a 480 mg/dL al TO |400 a 480 mg/dL al TO |400 a 480 mg/dL al TO

Para todos los grupos del presente trabajo, se utilizaron ratas de la cepa Wistar, ratas hembra y
macho en igual proporcion, con una edad aproximada de 2 meses y con un peso en un rango de 180
210 gramos. (N=24)

e Criterios de exclusion

Tabla 12. Criterios de exclusion para todos los grupos

Ratas con menos de 7 semanas de edad
Ratas con més de 10 semanas de edad
Ratas con peso inferior a 180 gramos
Ratas con peso superior a 250 gramos

Ratas con anormalidades en su estado de salud

e Criterios de eliminacion

Tabla 13. Criterios de eliminacién para todos los grupos

Presencia de algun cualquier trastorno o enfermedad que afecte a la rata y por lo tanto también
repercuta sobre los pardmetros bioquimicos (glucosa, %HbAL, y triglicéridos).
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OBTENCION DE MUESTRAS Y DETERMINACION DE PARAMETROS SANGUINEOS

Obtencion de muestras

Para la obtencién de cada muestra sanguinea necesaria para la determinacion de los niveles

séricos de glucosa, HbAL.y triglicéridos se realizo a través del siguiente procedimiento:

e Via vena caudal: A ésta se le realiz6 un corte transversal de 1 milimetro
aproximadamente en la punta de la cola de la rata con tijera quirlargica, previamente
desinfectada. Una vez obtenida la muestra, el area donde se realizo el corte se
desinfecté con antiséptico Merthiolate™® tintura de cloruro de benzalconio marca
Bayer de México.

Determinacion cuantitativa de la glucemia en sangre

La toma de muestra se realiz6 cada semana. En la tira reactiva para la determinacion de la
concentracion de glucosa (Acutrend®Glucose), se colocd la segunda gota, la cual se extrajo
para asegurar el buen estado de la muestra y con ello una lectura correcta. Posteriormente,

se limpid la punta de la cola con antiséptico para evitar infecciones.
Determinacién para el porcentaje de concentracion de HbA .

Cada dos semanas se realizé el procedimiento para la obtencién de las muestras sanguineas.
Para esta prueba también se realiz6 un corte en la vena caudal, con la particularidad de que
a la muestra se coloc6 en un capilar de vidrio, unido a un soporte plastico, donde se le
agrego 1L de sangre completa. Una vez colocada la muestra en el capilar, éste se introdujo

al cartucho de test de reactivo; finalmente, se insert6 en el analizador DCA™.

El principio quimico de la prueba consiste en la medicion de la concentracion de A;. de
forma especifica y la concentracion de hemoglobina total.
Determinacién cuantitativa de los triglicéridos

Las muestras sanguineas se obtuvieron con el procedimiento descrito. Para la obtencién de

la lectura de la concentracion de cada parametro, se colocaron 15ul de sangre en una tira
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reactiva (PTS PANELS™ Triglicérido), para usar con los sistemas de analisis de la marca
CardioChek.

Analisis estadistico

Para el andlisis estadistico se ordenaron los datos obtenidos y se caracterizaron por medio
de estadistica descriptiva. De la misma forma, se realizaron pruebas de normalidad
(Smirnov-Kolmogorov) y pruebas de homocedasticidad de varianzas (Levene).
Posteriormente se llevaron a cabo pruebas de ANOVA vy finalmente, para contrastar y
determinar las diferencias significativas entre los grupos y para analizar, contrastar y
determinar las diferencias significativas entre los tiempos de cada grupo con respecto a su
tiempo cero se aplicd la prueba post hoc Bonferroni. Para los analisis, el valor de
significancia se establecio en p<0.05. La caracterizacion de los datos y las pruebas
subsecuentes se elaboraron en el programa IBM SPS Statistics 25. Por Gltimo, se realizaron

las gréficas en el programa Microsoft Excel 2010.

Para determinar el efecto hipoglucemiante que la administracién cronica del extracto
acuoso de la parte aérea de Ageratina petiolaris tuvo sobre los niveles de glucosa en sangre,
se efectudé la comparacion de cada grupo con respecto a su tiempo cero (TO), para
determinar los cambios significativos de la glucosa en sangre a lo largo del ensayo crénico.
También se confrontaron las medias del grupo Hg contra las del grupo Ng, para saber el
efecto que la aplicacion del modelo experimental STZ tuvo sobre éstas. Para conocer el
comportamiento que cada tratamiento tuvo sobre las mismas, se realiz6 el contraste del
grupo Hg+F contra el grupo Hg para conocer el efecto que el farmaco ejercié sobre los

niveles de glucosa en sangre.

Finalmente, se realizé la comparacion del grupo Hg+Ap contra el Hg, para determinar el
efecto que la administracion del extracto acuoso de A. petiolaris tuvo sobre los niveles
séricos de glucosa. De manera complementaria, se llevd a cabo la comparacion de las
medias del grupo Hg+F contra las glucemias medias el grupo Hg+Ap para determinar si

hubo diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos.
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RESULTADOS

Obtencidn del rendimiento del extracto acuoso de Ageratina petiolaris

El célculo del DER, para el extracto acuoso A. petiolaris, se determind al obtener 6.1

gramos de extracto a partir de 25 gramos de hierba. Aqui el célculo:

Hierba 25
DER = (8) 25g

= = =4.09:1
Extracto(g) 6.1g

El resultado del rendimiento (DER), indica que se requieren aproximadamente cinco partes
de la parte aérea seca y triturada de Ageratina petiolaris para la obtencion de una parte de
extracto acuoso. Es decir, el porcentaje del rendimiento del extracto de la sustancia inicial
con respecto al producto final (extracto), fue del 24.4 % obtenido, mediante la siguiente
ecuacion:

Extracto (g) 6.1g

0, i i = — = — = 0,
)% de rendimiento Hierba (g) x 100 25 g x100 =24.4%

Concentraciéon de glucosa en sangre (mg/dL)

Los resultados de las medias semanales de los niveles de glucosa en sangre en los grupos
experimental y controles, a lo largo de 42 dias, se muestra en la tabla 14. Cada cifra
representa el valor medio de seis muestras (n=6), + error estandar de cada valor medio
(Media £ E.E.).
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Tabla 14.
Efecto de la administracion oral de Ap sobre los niveles de glucosa en sangre (mg/dL) en ratas
STZ

Niveles de glucosa en sangre (mg/dL)
Grupos
TO T7 T14 T21 T28 T35 T42

b b b b b b b
Ng 146 + 2 144+ 4 141 £5 146 +4 139+3 141 +3 143 +3
434+ 11 449+12 475+16 467+18 511+17 495422 508+23

ab b ab ab ab ab
Hg+F 4411 300451  349+19 29621  279#23 29822  270+28

ab ab ab ab ab ab

Hg+Ap  429%10  286+22  303+10  292+#10  251%23 28722 286+25

Hg

Tabla 14. Promedios + error estandar de los valores de glucosa sanguinea (mg/dL) a los diferentes tiempos de
medicién de cada grupo (n=6).

a) Diferencia significativa con respecto a su tiempo cero (p<0.05).
b) Diferencia significativa con respecto al grupo Hg en ese tiempo (p<0.05).

Al comparar los valores de glucosa en sangre de cada tiempo del grupo Ng contra su
tiempo cero (TO0), se determind que no presentan diferencias estadisticamente significativas
a lo largo de los 42 dias del experimento crdnico. Por otro lado, se observaron diferencias
estadisticamente significativas cuando se compararon los valores de este grupo con los
valores de los grupos Hg, Hg+F eHg+Ap en el TO. Con estos resultados se confirma que el
un grupo normoglucémico es adecuado, desde el inicio del ensayo, para realizar las
comparaciones del presente proyecto por su estabilidad en los niveles glucémicos.

Se equipararon los valores promedio de glucosa en sangre, entre todos los tiempos del
grupo Hg contra el valor de su tiempo cero (TO), por lo que se determind que hay un
aumento en la glucemia a partir del T7, al presentar diferencias significativas a lo largo del
ensayo hasta el T42. Los resultados anteriores confirman el establecimiento de la
hiperglucemia elevada a lo largo de los 42 dias del experimento, estableciendo un grupo
experimental hiperglucémico adecuado para iniciar las comparaciones entre los otros

grupos controles y experimental.
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Asimismo, se compararon los niveles de glucosa en sangre del grupo Hg+F con su tiempo
cero (TO), con lo cual se observd una disminucién de la glucemia con diferencia
estadisticamente significativa durante todos sus tiempos, a partir del T7, al mostrar una
tendencia decreciente de los niveles glucémicos por el efecto que el farmaco ejercio sobre

estos a lo largo del ensayo cronico.

Del mismo modo, se contrastaron los valores de glucosa en sangre al comparar todos los
tiempos del grupo Hg+Ap con su tiempo cero (TO), donde se encontrd una disminucion
estadisticamente significativa en todos sus tiempos a partir del T7, lo cual mostré un
marcado descenso de la glucemia por el efecto que la administracion del extracto acuoso de

A. petiolaris tiene sobre ésta a lo largo 42 dias.

Como resultado de la comparacion estadistica entre el grupo Ng contra grupo Hg los
valores de glucosa plasmatica presentaron diferencias estadisticamente significativas
durante todos tiempos durante los 42 dias del experimento. Por lo tanto, se obtuvieron dos

grupos experimentales adecuados para realizar un andlisis a largo plazo.

Adicionalmente, se confrontaron los valores de glucemia del grupo Hg+F contra los
valores del grupo Hg, donde se observa una disminucion significativa a lo largo del
experimento, por lo tanto se confirma el efecto hipoglucemiante del farmaco sobre estos

niveles.

Finalmente, al comparar los valores del grupo experimental Hg+Ap contra los valores
medios del grupo Hg se encontré que hay una disminucién significativa en todos sus
tiempos a partir del T7 y a lo largo de la administracion del extracto. Por ende, queda
confirmado el efecto hipoglucemiante que el extracto acuoso de la parte aérea de Ageratina

petiolaris ejerce sobre los niveles de glucosa en sangre.

De manera adicional, después de comparar los valores promedio del grupo Hg+F contra los
valores del grupo Hg+Ap, se observo que no hay diferencia significativa en ninguno de sus
tiempos, con lo que se corrobora el efecto hipoglucemiante cronico que el extracto acuoso

de A. petiolaris tiene sobre los niveles de glucosa en sangre.
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Porcentaje de hemoglobina glicada (HbA)

Los resultados de las medias quincenales de los porcentajes de HbA;. de los grupos
experimental y controles, a lo largo de 42 dias, se muestra en la tabla 15. Cada cifra
representa el valor medio de seis muestras (n=6), + error estandar de cada valor medio
(Media + E.E.). Las diferencias significativas se muestran con un nivel de significancia de
p=<0.05.

Tabla 15.
Efecto de la administracion oral de Ap sobre los niveles de hemoglobina glicada en ratas STZ.

Grupos Porcentajes de hemoglobina glicada en sangre ( % HbA, )
TO T14 T28 T42
b b b b
Ng 3.4+£0.1 3.5+£0.1 3501 3.7£0.1
a a a
Hg 43+0.1 7.7+04 9.3+0.5 105+ 0.6
ab ab ab
Hg+F 3.9£0.1 6.0 £0.2 7.1+0.3 75+0.3
ab ab ab
Hg+Ap 38+0.1 5.9+0.2 6.8+ 0.4 7.6+0.3

Tabla 15. Promedios * E.E. de los valores en porcentajes de hemoglobina glicada en sangre ( %HbA ;) de
cada grupo (n=6).

a) Diferencia significativa con respecto a su tiempo cero (p<0.05).
b) Diferencia significativa con respecto al grupo Hg en ese tiempo (p<0.05).

La HbA;. a diferencia de la determinacion cuantitativa de la glucemia en sangre que
proporciona el nivel de glucosa presente en el organismo al momento de tomar la muestra;
este parametro es proporcional al nivel de glucosa en sangre durante un periodo largo. Por
ello, este indicador, junto al nivel de glucosa en sangre, proporciona un mejor referente al

estado de glucemia de los animales incluidos en el presente ensayo.

Se compararon los porcentajes de HbA;. del grupo Ng con los valores del grupo Hg; con lo
cual se determind que hubo incrementos estadisticamente significativos en el grupo Hg en

todos los tiempos a partir del tiempo 14 de la HbA .
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Al confrontar estadisticamente los valores de HbA. de los tres tiempos de cada grupo con
respecto a su tiempo cero, se observo que se presentan diferencias significativas en los
grupos Hg, Hg+Fe y Hg+Ap en todos sus tiempos a partir del T14, lo que muestra una

elevacion persistente de glucosa a lo largo del tiempo.

Finalmente, se corroboro el efecto hipoglucemiante en los niveles porcentuales de HbA .
del grupo Hg+F y en el grupo experimental Hg+Ap, al presentar diferencias
estadisticamente significativas en todos los tiempos a partir del tiempo 14 y hasta el tiempo

42 con los niveles de %HbA. del grupo Hg.

Concentracién de triglicéridos en sangre

En la tabla 16 se muestran los resultados de los niveles de triglicéridos en sangre de forma

porcentual con respecto a valor maximo en cada grupo.

Tabla 16.
Efecto de la administracion oral de Ap sobre los niveles de Tg en ratas STZ.

Grupos Niveles de triglicéridos en sangre (mg/dL)

TO T14 T28 T42
- 87 86 78 100
Hg 95 100 84 96
HotF 89 100 80 99
Ha+Ap 78 75 82 100

Tabla 16. Porcentajes de los niveles de triglicéridos de cada grupo (n=6).

Debido a las variaciones en los resultados de los niveles de triglicéridos en sangre en el
tiempo 0 de cada individuo experimental se represento de forma porcentual cada uno de los
valores promedio de cada tiempo. Se le otorgd el valor del 100% al valor méaximo
promedio, a partir de ese valor se calculd el porcentaje de los otros valores de cada tiempo,

de forma independiente en cada grupo.
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DiscusION

Ageratina petiolaris es una planta con reporte de uso tradicional desde el siglo XVI para el
tratamiento de diversos padecimientos. En 2005, se le considero entre las 306 especies
principales plantas utilizadas para el tratamiento tradicional de la diabetes mellitus tipo 2,
empleada de forma regular como “agua de uso”. Diversos estudios etnofarmécoldgicos y
fitoqguimicos muestran que los compuestos de los extractos de esta especie vegetal ejercen
un efecto hipoglucemiante agudo en modelos in vivo. Entre los compuestos mas relevantes
que se sefialan como los principales constituyentes implicados en el efecto hipoglucemiante
se encuentran el L-chiro-inositol y el acido clorogénico. Como resultado de la evaluacién
del potencial hipoglucemiante de la planta, se publicd que el extracto acuoso de la parte
aérea de A. petiolaris, a una dosis de 160 mg/kg, tuvo un mayor efecto agudo que el
extracto metandlico a una dosis mayor de la misma planta. Sin embargo, no habia hasta el
momento estudios que evallen el efecto hipoglucemiante a largo plazo del extracto de
Ageratina petiolaris. Dicha evaluacion resulta importante por tratarse de una planta
empleada para el tratamiento de un padecimiento crénico y por tratarse de una enfermedad

cuya prevalencia va en aumento en México y en el mundo.

Al tener en cuenta los antecedentes fitoquimicos y farmacologicos de la planta se evalud,
en el presente trabajo, el efecto hipoglucemiante del extracto acuoso de la parte aérea de

Ageratina petiolaris, administrado de forma cronica en ratas STZ.

Con el fin de determinar dicho efecto se emple6 exitosamente como estrategia
metodolégica un modelo experimental STZ in vivo ajustado a una dosis de 40 mg/kg de

peso corporal que cumplio con las siguientes caracteristicas:
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e Establecimiento de la hiperglucemia elevada

o Los tres grupos (Hg, Hg+F e Hg+Ap) a los que se les indujo hiperglucemia
presentaron niveles de glucosa en sangre significativamente altos a las 72

horas posteriores a la inyeccion con respecto al Ng.

o Los tres grupos con hiperglucemia presentaron niveles de %HbAL, més

elevados a las 72 horas de realizada la inyeccion en comparacion con el Ng.
e Hiperglucemia crénica.

o EIl grupo Hg presentd elevacion significativa de los niveles promedio de
glucosa en sangre en todos sus tiempos a partir del dia 7 en comparaciéon al

grupo Ng.

o Los niveles promedio de %HbAL. del grupo Hg presentaron una elevacion
sostenidamente alta de forma significativa en todos sus tiempos a partir del

dia 14 con respecto a los niveles del grupo Ng.
e Respuesta hipoglucemiante ante el farmaco.

o El grupo Hg+F presentd respuesta hipoglucemiante crénica ante la
administracion del farmaco Glucovance®, compuesto por dos farmacos:
metformina de 500 mg y glibenclamida de 5 mg, lo cual disminuyé
significativamente los niveles de glucosa en sangre en todos sus tiempos a
partir del dia 7 en comparacion al grupo Hg. Con esto, se corrobor6 la

respuesta hipoglucemiante ante el farmaco administrado.

o El andlisis de resultados de los niveles promedio de %HbAL;, mostrd una
disminucion sostenidamente significativa a lo largo de todo el experimento

cronico partir del dia 14 contra los niveles de %HbA1. del grupo Ng.

e Los animales STZ presentaron los signos fisicos ante la presencia de

hiperglucemia como la polidipsia, polifagia y poliuria.
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Los resultados de las medias de niveles de glucosa plasmatica y de los porcentajes de
HbAL. a lo largo del experimento cronico, manifiestan el efecto B-citotoxico que la STZ

ejercio, tras la inyeccion i.v., sobre estas células de STZ.

Establecer un grupo control con respuesta hipoglucemiante ante la administracion del
farmaco permite establecer un adecuado punto de comparacion para el andlisis del efecto
que la administracion del tratamiento experimental tenga sobre los pardmetros medidos. La
disminucion de la glucemia y de los porcentajes de HbA1. en el grupo Hg+F estd dado por
los compuestos activos del farmaco: metformina y glibenclamida. Por sus mecanismos de

accion el control glucémico lo ejercen de forma aguda y cronica.

La glibenclamida mejora la primera y la segunda fase de la secrecion de insulina lo que
mejora el efecto hipoglucemiante agudo, mientras que debido a la potenciacion de la accion
de la insulina se provee al organismo de un efecto hipoglucemiante crénico, aungue esta
accion no es significativa. Sin embargo, el efecto que ejerce la metformina, al reducir la
produccion de glucosa hepética y al aumentar la absorcion periférica de glucosa en muasculo

esquelético, provee al organismo de un efecto crénico (Ghadge & Kuvalekar, 2017).

Tras el analisis de los resultados del grupo Hg+Ap se confirma que la administracién
cronica del extracto acuoso de la parte aérea de Ageratina petiolaris a una dosis de 160
mg/kg de peso, presentd un efecto hipoglucemiante significativo sobre los niveles de
glucosa plasmatica y sobre los porcentajes de HbA;. en ratas STZ a partir del dia 7 y del dia

14 respectivamente, al compararlos con los datos del grupo control Hg.

Como se mencion6 en los antecedentes del presente trabajo escrito, en el afio 2016, en el
trabajo de investigacion realizado por Bustos-Brito y colaboradores: para el aislamiento,
determinacion estructural y evaluacion de la actividad biolégica aguda de los metabolitos
secundarios de Ageratina petiolaris, se comprobo el efecto hipoglucemiante agudo de A.
petiolaris. Los resultados obtenidos en el presente trabajo soportan dicho efecto
hipoglucemiante que el extracto acuoso de A. petiolaris tiene sobre los niveles de glucosa

en sangre en rata, tanto de forma aguda como de forma croénica.
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Adicionalmente, Bustos-Brito (2016) reportd la identificacion de los seis principales
compuestos del extracto acuoso de la planta, de los cuales: el acido clorogénico y el L-
chiro-inositol se propusieron como probables responsables de la actividad hipoglucemiante
aguda in vivo. En ese mismo trabajo, probd que el compuesto L-chiro-inositol que se aislo
de A. petiolaris tuvo efecto hipoglucemiante a los 120 minutos de su administracion oral en
ratas STZ-NA. En otro estudio farmacoldgico realizado por Espinoza-Hernandez, en el
2017: para el estudio del efecto del extracto acuoso de A. petiolaris sobre la
gluconeogénesis hepatica en ratas se atribuye la inhibicién la gluconeogénesis hepatica que

presento el extracto acuoso de A. petiolaris a la presencia del acido clorogénico.

Con base en los antecedentes fitoquimicos de A. petiolaris, el efecto hipoglucemiante
significativo que se observa en el presente trabajo se atribuye principalmente a la presencia
de acido clorogénico y de L-chiro-inositol. Por el efecto sostenido que el extracto de la
panta tuvo sobre los niveles de % HbAL. se propone que el mayor efecto es dado por el L-
chiro-inositol, por su papel como un mimético de insulina (Larner et al., 2003). El
resultado observado podria estar apoyado por el acido clorogénico porque reduce la
produccién de glucosa hepatica, por la inhibicion de glucosa 6 fosfatasa, inhibiendo la
gluconeogénesis hepatica (Naveed et al., 2018). Es decir, el efecto hipoglucemiante

cronico se atribuye al efecto complementario de los dos compuestos.

Para el presente trabajo se registraron los niveles en sangre de triglicéridos; sin embargo, no
hubo un descenso de estos en el grupo con farmaco ni en el grupo con extracto de Ap. Esta
falta de efecto se explica porque el modelo experimental que se indujo para este trabajo
tiene un efecto B citotdxico, sin embargo no produce resistencia a la insulina, por lo cual no

presenta efectos sobre el metabolismo lipidico.

Con base en los resultados del presente trabajo se infiere que pueden estar implicados
varios mecanismos de accion de diversos compuestos en el control de los niveles de
glucosa en sangre de pacientes con diabetes mellitus tipo 2 que recurren al tratamiento

herbal con A. petiolaris.
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CONCLUSIONES

e La administracion cronica del extracto acuoso de la parte aérea de Ageratina
petiolaris a una dosis de 160 mg/kg de peso, presentd un efecto
hipoglucemiante significativo sobre los niveles de glucosa plasmatica en ratas
STZ en los tiempos evaluados a partir del dia 7 hasta el dia 48 con respecto al
grupo control Hg.

e EI extracto acuoso A. petiolaris a una dosis de 160 mg/kg de peso,
administrado de forma cronica ejercié un efecto hipoglucemiante en los
porcentajes de HbA;. en los tiempos evaluados a partir del dia 14 hasta el dia
48.

e La administracion de forma crénica del extracto acuoso de A. petiolaris no
tuvo efecto sobre los niveles séricos de triglicéridos en ratas STZ.

e Finalmente, con los resultados de la presente investigacion
etnofarmacologica, se confirma el efecto hipoglucemiante de forma cronica
de Ageratina petiolaris.
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