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Resumen

El uso tradicional de plantas medicinales para tratar la diabetes es una practica comun alrededor del
mundo debido a razones historicas y culturales. El acelerado aumento de casos de diabetes mellitus tipo
2 en los ultimos anos ha permitido la adopcion de nuevas especies con potencial efecto hipoglucemiante,
cuyos mecanismos de accion deben ser esclarecidos para generar nuevos farmacos o fitomedicamentos

que mejoren el tratamiento farmacoldgico y promuevan un mejor control glucémico.

La diabetes mellitus tipo 2 es una enfermedad compleja caracterizada por niveles altos de glucosa
en sangre debido a la presencia de resistencia a la insulina y a una falla en la secrecion de esta hormona.
En paises en vias de desarrollo, como México, los pacientes diabéticos suelen consumir decocciones e
infusiones de plantas medicinales a lo largo del dia como “agua de uso” con la finalidad de contrarrestar
la hiperglucemia, es decir, estas plantas se consumen tanto en ayuno como en estado posprandial. Por lo
tanto, los mecanismos que participan en su efecto hipoglucemiante podrian estar relacionados con dicha

forma de consumo.

El presente trabajo propone un enfoque novedoso para caracterizar los mecanismos involucrados
en el efecto terapéutico de las plantas hipoglucemiantes consumidas como “agua de uso”, considerando
los procesos que participan en la generacion de hiperglucemia en ayuno y en estado posprandial. Se tom6
como ejemplo a Eryngium cymosum F.Delaroche, cuyo uso de la parte aérea fue detectado por nuestro
grupo de trabajo desde 1994 por pacientes diabéticos de los municipios de Tlanchinol y Huejutla de

Reyes en el estado de Hidalgo.

En primera instancia, se determin6 el impacto del extracto tradicional sobre los niveles de glucosa
plasmatica en un modelo hiperglucémico. Posteriormente, se evalud sobre dos de los principales
mecanismos responsables de la hiperglucemia en ayuno y en estado posprandial: la gluconeogénesis,
mediante pruebas de tolerancia al piruvato y ensayos de inhibicién enzimdtica de dos enzimas
reguladoras (glucosa-6-fosfatasa y fructosa-1,6-bisfosfatasa), y la hidrélisis intestinal de
carbohidratos, mediante pruebas de tolerancia a la maltosa y ensayos de inhibiciéon de enzimas o-
glucosidasas. Finalmente, se cuantificé la insulina en las dos condiciones metabdlicas para establecer

una relacion entre el efecto hipoglucemiante y la liberacion/funcion de esta hormona en ratas sanas.

Los resultados mostraron que el extracto de E. cymosum ejercid un efecto hipoglucémico
significativo en ratas hiperglucémicas relacionado con la inhibicion de la gluconeogénesis, ya que el
extracto tuvo un efecto antihiperglucémico significativo en las pruebas de tolerancia al piruvato

(reduccion del AUC del 38%). Ademas, inhibi6 eficazmente la actividad de la glucosa-6-fosfatasa y la



fructosa-1,6-bisfosfatasa (91% y 96%, respectivamente). Por otro lado, fue capaz de disminuir
significativamente la hiperglucemia posprandial en las pruebas de tolerancia a la maltosa (reduccion del
AUC del 46%) independientemente de una modesta inhibiciéon de la actividad de las enzimas o-
glucosidasas (32%). Finalmente, el extracto disminuyd los niveles de insulina en ambos estados
metabolicos, reduciendo la secrecion basal de insulina e inhibiendo la secrecion estimulada de insulina,
a pesar de reducir los niveles de glucosa en sangre en ayuno y de disminuir el pico posprandial, lo que

indica que podria estar mejorando la sensibilidad a la insulina.

En conclusion, la forma tradicional en que se consume E. cymosum regulo los niveles de glucosa
en sangre, tanto en ayuno como en estado posprandial, al inhibir la gluconeogénesis, la hidrolisis
intestinal de carbohidratos e incrementar la funcion de la insulina. Sin embargo, es necesario seguir
trabajando para evaluar los mecanismos implicados en el aumento de la sensibilidad a la insulina, asi

como el mantenimiento del efecto hipoglucemiante a largo plazo.



Abstract

The traditional use of medicinal plants to treat diabetes is a common practice around the globe due to
historical and cultural reasons. The accelerated increase in type 2 diabetes cases in recent years has
allowed the adoption of new species with potential hypoglycemic effect, whose mechanisms of action
must be clarified to generate new drugs or phytomedicines for improving pharmacological treatment and

promoting better glycemic control.

Type 2 diabetes is a complex disease characterized by high blood glucose levels due to insulin
resistance and failure of insulin secretion. In developing countries such as Mexico, diabetic patients drink
decoctions and infusions of medicinal plants throughout the day as “agua de uso” to counteract
hyperglycemia, namely these plants are consumed both in fasting and postprandial state. Therefore, the

mechanisms that participate in their hypoglycemic effect could be related to how they are consumed.

The current work proposes a novel approach to characterize the mechanisms involved in the
therapeutic effect of hypoglycemic plants consumed as ‘“agua de uso” considering the processes
participating in the generation of hyperglycemia in fasting and postprandial state. Eryngium cymosum
F.Delaroche was used as an example, whose aerial part usage was detected by our work group since 1994

by diabetic patients of Tlanchinol and Huejutla de Reyes municipalities in the Hidalgo state.

First, the hypoglycemic effect of its traditional extract was assessed and then it was evaluated on
two of the main mechanisms responsible for fasting and postprandial hyperglycemia: gluconeogenesis
by pyruvate tolerance tests and enzyme inhibition assays for two regulatory enzymes (glucose-6-
phosphatase and fructose-1,6-bisphosphatase), and intestinal carbohydrate breakdown by maltose
tolerance tests and o-glucosidase inhibition assays. Afterward, insulin was measured in the two
conditions to establish a link between the hypoglycemic effect and the release or functionality of this

hormone in healthy rats.

The results showed that the E. cymosum extract exerted a significant hypoglycemic effect in
hyperglycemic rats related to the inhibition of gluconeogenesis since the extract held a significant anti-
hyperglycemic effect in pyruvate tolerance tests (AUC reduction of 38%). Moreover, it powerfully
inhibited the activity of glucose-6-phosphatase and fructose 1,6-bisphosphatase (91% and 96%,
respectively). On the other hand, it was able to significantly decrease the postprandial hyperglycemia in
maltose tolerance tests (AUC reduction of 46%) regardless of a modest inhibition of a-glucosidase

activity (32%). Finally, the extract lowered insulin levels in both metabolic states, reducing basal insulin



secretion and inhibiting stimulated insulin secretion, despite lowering fasting blood glucose levels and

the postprandial peak, which could be indicating an improvement in insulin sensitivity.

In conclusion, the traditional consumed form of E. cymosum regulated both fasting and
postprandial blood glucose levels by inhibiting gluconeogenesis and intestinal carbohydrate breakdown
and increasing insulin function. However, further work is needed to evaluate the mechanisms involved
in the improvement in insulin sensitivity, as well as the maintenance of the long-term hypoglycemic

effect.



1 Introduccion

La diabetes mellitus es una enfermedad metabolica de etiologia multiple que ha ido en aumento en los
ultimos afios (Federacion Internacional de Diabetes [IDF, por sus siglas en inglés], 2021). El tipo de
mayor relevancia, por representar el 90% de los casos, es la diabetes mellitus tipo 2, la cual es propiciada
por el incremento en el sedentarismo y en el consumo de comida energéticamente densa, combinados
con el componente genético de ciertas poblaciones (Ahmed et al., 2021; Roden & Shulman, 2019). Hoy
en dia, cuatro de cada cinco personas que viven en paises con ingresos medios y bajos padecen diabetes,
es decir, el mayor numero de personas diabéticas viven en paises en vias de desarrollo. Este hecho
representa un problema de salud mundial, debido a los altos costos generados para el tratamiento de las
complicaciones que aparecen a largo plazo y que repercuten en la calidad de vida de los pacientes

diabéticos (IDF, 2021).

Las personas que padecen esta enfermedad y que viven en paises en vias de desarrollo carecen
de servicios de salud institucionales, por lo que la mayoria recurre a la utilizacion de la medicina
tradicional y complementaria. Actualmente, se estima que alrededor de un 88% de la poblacién mundial
emplea este tipo de medicina como parte de su atencion primaria, debido a su bajo costo y a su trasfondo

cultural (Organizacion Mundial de la Salud [WHO, por sus siglas en inglés], 2019b).

La practica empirica de seleccion y adopcion de plantas medicinales para el tratamiento de la
diabetes por los pacientes en las comunidades brinda la oportunidad de identificar especies con potencial
efecto terapéutico para la generacion de nuevos farmacos que promuevan un mejor control de la
hiperglucemia a largo plazo. En este sentido, el objetivo de la etnofarmacologia es documentar estas
especies con la finalidad de identificar nuevos compuestos o elaborar fitomedicamentos para el manejo
de enfermedades como la diabetes, basandose en un enfoque multidisciplinario que involucra la

utilizacion de herramientas antropologicas, toxicologicas y farmacologicas (Heinrich, 2015).

Se calcula que al menos 800 plantas son empleadas para el tratamiento de diabetes en México (S.
M. Escandon-Rivera et al.,, 2020); sin embargo, aun faltan estudios que apoyen sus efectos
farmacologicos relacionados al control de esta enfermedad. Hasta la fecha, no existe una metodologia
especifica para la caracterizacion de los mecanismos de accidn que participan en el efecto
hipoglucemiante de una planta medicinal. Por este motivo, el objetivo del presente trabajo es proponer
un enfoque nuevo para la determinacion de la participacion de los procesos involucrados en la regulacion
metabolica de la glucosa de una planta utilizada para el tratamiento de la diabetes identificada mediante

un enfoque etnofarmacoldgico, tomando en cuenta su forma de consumo en las comunidades.



2 Antecedentes

2.1 Regulacion metabdlica de la glucosa

A pesar de que la mayoria de los tejidos de vertebrados superiores tienen la capacidad de utilizar fuentes
alternativas de energia (4acidos grasos y aminoacidos), el sistema nervioso y células que carecen de
mitocondria, como los globulos rojos, utilizan mayoritariamente la glucosa como sustrato para la
produccion de energia, por lo que es necesario mantener siempre disponible este monosacarido en sangre

dentro de un rango especifico (80 — 100 mg/dl) (Mcclenaghan & Flatt, 2015; Weber, 2001).

El mantenimiento de la glucemia dentro de los niveles requeridos estd orquestado por varios
mecanismos que entran en accion bajo distintas circunstancias que naturalmente modifican los niveles
de glucosa en sangre, como la entrada de alimento al organismo, el ayuno prolongado, el ejercicio, y las
respuestas de supervivencia, promoviendo cambios de un estado catabdlico a uno anabdlico, o viceversa
(Nirmalan & Nirmalan, 2017). La homeostasis de la glucosa estd controlada por una red compleja de
factores que intervienen en momentos determinados; sin embargo, son las acciones opuestas de dos
hormonas pancreaticas que principalmente estan involucradas en la regulacion de los niveles sanguineos

de este monosacarido: la insulina y el glucagon (Figura 1) (Song & Jo, 2019).
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Figura 1. Mecanismos de regulacion de la homeostasis de la glucosa en ayuno y en estado posprandial.

Elaboracion propia con base en informacion de Cersosimo et al. (2018); Mcclenaghan & Flatt (2015). Creado en
Biorender.com



Justo después de la ingesta de alimento, la principal fuente de glucosa proviene de la absorcion
intestinal, por lo que es necesario que, para evitar un aumento desmesurado de la glucemia (>140 mg/dl)
(Asociacion Americana de Diabetes [ADA, por sus siglas en inglés], 2001), se inhiba la produccion
endogena de este nutriente. La glucosa absorbida por el intestino, que pasa a torrente sanguineo, es
censada por las células B pancreaticas, las cuales liberan consecuentemente a la hormona insulina, quien
es la encargada de promover un estado anabdlico al provocar la supresion de la produccion hepatica de
glucosa, promover la glucogénesis (sintesis de glucogeno) en el higado y en el musculo esquelético, y la
captacion y oxidacion de la glucosa por los tejidos dependientes a la insulina: musculo y tejido adiposo

(Szablewski, 2011).

Durante las primeras 12 horas de ayuno, después del consumo de alimentos, la glucemia es
mantenida por la produccion y liberacion de glucosa llevada a cabo principalmente por el higado
(aproximadamente 80 — 85%) mediante dos vias principales: la glucogenolisis, o ruptura de los depodsitos
hepaticos de glucogeno, y la gluconeogénesis, o produccion de glucosa de novo (Sharabi et al., 2015).
Ambas vias de produccion se encuentran activas en este periodo y cada una aporta la mitad del total de
la glucosa producida (Cersosimo et al., 2018). En este estado metabolico, el control positivo de las vias
que participan en la produccion hepdtica de glucosa es ejercido principalmente por el glucagon (aunque
existen otras sefales hormonales y nutricionales que participan en esta regulacion). Ante la disminucion
de la glucosa en el torrente sanguineo, debido a la falta de alimento, las células o de los islotes
pancreaticos liberan esta hormona al torrente sanguineo, la cual promueve la produccion endégena de
glucosa al modificar transcripcional, traduccional o postraduccionalmente a las enzimas que son pasos

limitantes y que estan involucradas en la regulacion de las vias de produccion (Wu et al., 2005).

Si los mecanismos de regulacion fallan, entonces pueden ocasionar problemas en el control de la
glucosa sanguinea, provocando consecuencias graves hasta la muerte (Nirmalan & Nirmalan, 2017). Las
bajas concentraciones de este monosacarido (<50 mg/dl) pueden causar convulsiones y pérdida del
conocimiento, debido a la stbita privacion de energia al cerebro; mientras que, la continua exposicion a
altas concentraciones de glucosa (>180 mg/dl) puede ocasionar ceguera, insuficiencia renal, enfermedad
vascular y neuropatia debido al dafio de las terminaciones nerviosas (Forbes & Cooper, 2013;
Szablewski, 2011). La hiperglucemia cronica es consecuencia de una secrecion o funcion de la insulina
deficientes y es el signo caracteristico de la diabetes mellitus (DM) (Organizacion Mundial de la Salud
[WHO, por sus siglas en inglés], 2020). En el siguiente capitulo se abordaran los conceptos generales de
DM para, posteriormente, ahondar en la fisiopatologia especifica de la DM tipo 2, la cual representa el

tipo mas importante de diabetes por abarcar casi el 90% de los casos totales de esta enfermedad.



2.2 Diabetes mellitus

2.2.1 Definicion y diagnostico

La DM es un conjunto de trastornos en el metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas que se
caracterizan por la presencia de hiperglucemia cronica, cuya etiopatogenia heterogénea incluye defectos
en la secrecion de la insulina, en su accion, o en ambas (WHO, 2019a). Los pacientes que padecen esta
enfermedad metabolica son mas propensos a desarrollar otros trastornos como enfermedades cardiacas,
arteriales periféricas y cerebrovasculares, disfuncion eréctil, cataratas, higado graso no alcohdlico, e
incluso enfermedades infecciosas como tuberculosis (WHO, 2020). Por otro lado, también se ha
correlacionado recientemente el desarrollo de cuadros de COVID-19 grave en personas con obesidad,

sindrome metabdlico y DM (Santos et al., 2021).

Ya sea por procesos epigenéticos, resistencia a la insulina (RI), autoinmunidad, enfermedades
concurrentes, inflamacion o factores ambientales, la disfuncion o destruccion de las células B
pancreaticas deriva en hiperglucemia debido a la poca o nula secrecion de insulina. Las instituciones de
salud han definido el umbral de los niveles de glucosa en torrente sanguineo para diagnosticar la DM,
mediante la aplicacion de distintas pruebas que determinan la cantidad de este monosacarido presente
bajo diferentes condiciones (Tabla 1). Adicionalmente, para el diagndstico se toma en cuenta la
presencia de los sintomas caracteristicos de la enfermedad: poliuria, polifagia, polidipsia, pérdida de peso

y vision borrosa (Federacion Internacional de Diabetes [IDF, por sus siglas en inglés], 2021).

Tabla 1. Criterios para el diagnodstico de diabetes.

Prueba Criterio

Glucosa plasmatica en ayunas
> 126 mg/dl (7.0 mmol/l)

(al menos 8 h de ayuno)

Glucosa plasmatica a las dos horas en una prueba de
tolerancia a la glucosa oral (PTGO) > 200 mg/dl (11.1 mmol/l)

(al menos 8 h de ayuno; 75 g de glucosa anhidra disuelta en agua)

Hemoglobina glicada (HbAlc) > 6.5% (48 mmol/mol)

Glucosa plasmatica al azar
> 200 mg/dl (11.1 mmol/l)

(con los sintomas clasicos o una crisis hiperglucémica)

Para el diagnostico de diabetes es necesario que se cumpla uno o mas de los criterios.

Fuente: Asociacion Americana de Diabetes (ADA, 2022a); Federacion Internacional de Diabetes (IDF, 2021); Organizacion
Mundial de la Salud (WHO, 2019a).



2.2.2 Epidemiologia en el mundo

De acuerdo con cifras presentadas por la IDF, esta enfermedad se ha convertido en una de las emergencias
de salud mundial mas importantes del siglo 21 debido a su rapido crecimiento. En el afio 2021, 537
millones de personas dentro del rango de edad de 20 a 79 afios (10.5% de todos los adultos en ese grupo
de edad) padecian esta enfermedad y segun las proyecciones de esta institucion de salud, el numero se
incrementara en un 46% para el ano 2030 (Figura 2). Por otro lado, aunque la mayoria de los enfermos
con diabetes viven en paises de ingresos bajos y medios, los paises de ingresos altos presentan la

prevalencia mas alta (5.5%, 10.8% y 11.1%, respectivamente) (IDF, 2021).

En cuanto a mortalidad, la IDF reporta 6.7 millones de muertes de personas entre 20 a 79 afios
debido a la diabetes y sus complicaciones en el 2021, siendo casi la tercera parte (32.6%) pertenecientes
al grupo de edad laboral, es decir, con una edad menor a los 60 afios. Debido a la discapacidad o muerte
prematura provocada por este padecimiento, la economia se ve impactada negativamente, ocasionando
grandes pérdidas monetarias. El aumento en el gasto sanitario mundial debido a la diabetes ha sido
considerable, pasando de 232 mil millones de ddlares en 2007 a 966 mil millones de dolares en 2021
para los adultos de 20 a 79 afios, representando un incremento del 316% en 15 afios. En este contexto, la
region de Ameérica del Norte y el Caribe tuvo el gasto sanitario relacionado con diabetes mas alto de
todas las regiones de la IDF con 415 mil millones de dolares, que correspondid al 42.9% del gasto

sanitario total relacionado con esta enfermedad en 2021.

2.2.3 Epidemiologia en México

Desde el afo 2000, la DM ocupa el tercer lugar de causas de muerte en general en México debido al
aumento en la esperanza de vida, el cambio en el estilo de vida, la alimentacion y la actividad fisica
(Shamah-Levy et al., 2020). En los ultimos afos, esta enfermedad se ha convertido en uno de los
principales problemas de salud de nuestro pais debido a su rapido crecimiento, ya que en s6lo nueve afios
se duplico la cantidad de diabéticos (de 6.4 millones de personas en 2012 a 14.1 millones en 2021), y se

espera que para el afio 2045 haya un incremento del 50% (IDF, 2021) (Figura 2).

México ocupa el séptimo lugar de paises en el mundo con mayor niimero de personas con
diabetes, y el octavo con mayor gasto sanitario relacionado a dicha enfermedad, con 19.9 mil millones
de dolares en 2021 (IDF, 2021); ademas, ocupo6 el primer lugar en ingresos hospitalarios por diabetes de
los paises que forman parte de la Organizacion para la Cooperacion Econdmica y el Desarrollo (OECD)

en el 2019 (OECD, 2019).
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Figura 2. Numero de personas con diabetes en el mundo, por regiones de la IDF y en México (20 a 79 afios).
Tomado y adaptado de IDF (2021).
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2.2.4 Clasificacion

De acuerdo con su etiopatogenia, la ADA (2022a) clasifica a la DM en cuatro categorias

principales:

Diabetes tipo 1. Esta forma de diabetes es originada por la destruccion autoinmune de las células
B pancreaticas, la cual varia de individuo a individuo, siendo rapida principalmente en nifios y

lenta en adultos. Este tipo abarca del 5 al 10% de los casos totales de diabetes en el mundo.

Diabetes tipo 2. Se define por la presencia de una condicién patoldgica conocida como
“resistencia a la insulina” (RI), la cual impide que esta hormona funcione correctamente en sus
organos blanco, y por una deficiencia en la secrecion de insulina. Los principales factores de
riesgo para presentar este tipo de diabetes, la cual representa del 90 al 95% de los casos totales,
son: sobrepeso u obesidad, inactividad fisica, edad, tener familiares de primer grado con diabetes,
historial de diabetes gestacional, enfermedades cardiovasculares y sus factores de riesgo y la

etnia.

Diabetes gestacional. Este tipo de diabetes es diagnosticado durante el embarazo, y se caracteriza
por hiperglucemia e intolerancia a la glucosa que se presentan generalmente durante el segundo
trimestre del embarazo. Esta forma de diabetes puede ser un factor de riesgo para desarrollar

diabetes tipo 2 a largo plazo.
Otros tipos especificos de diabetes. En esta categoria se encuentran aquellas formas de diabetes

que se deben a otras causas como sindromes de diabetes monogénica, enfermedades del pancreas

exdcrino y diabetes inducida por quimicos o farmacos.
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2.3 Historia natural de la diabetes mellitus tipo 2

El creciente aumento de DM en el mundo se debe principalmente al incremento en los casos de diabetes
mellitus tipo 2 (DM2). Este tipo se caracteriza por un mal funcionamiento de la insulina en sus érganos
blanco, dado por la RI, y por una disfuncién de las células B pancreaticas, trayendo como consecuencia
alteraciones en el metabolismo energético que, en pacientes no controlados, desencadenan hiperglucemia
cronica. A pesar de la identificacion de mas de 400 variantes genéticas asociadas a la DM2 (la mayoria
relacionadas a la funcion de los islotes pancreaticos), la funcion de los genes individuales solo explica el
20% del riesgo de presentar la enfermedad, por lo que su desarrollo ha sido atribuido a factores

ambientales (Roden & Shulman, 2019).

El incremento de casos de DM2 ha sido directamente asociado al aumento en la prevalencia de
obesidad, la cual se ha acrecentado debido a la occidentalizacion del estilo de vida que conlleva a un
aumento en el sedentarismo y en el consumo de comida rapida energéticamente densa y bebidas con alto
contenido de azucares. Estos factores, particularmente el alto consumo de azlcares, grasas y carne
animal, juegan un papel importante en la generacioén de los mecanismos que promueven la RI ligada a la

obesidad y a la DM2 (Ahmed et al., 2021; Hu & Malik, 2010; Mazidi et al., 2021).

2.3.1 Prediabetes

Se ha descrito que las personas que desarrollan DM2 progresan paulatinamente hacia la enfermedad con
un declive en la sensibilidad a la insulina, la cual depende de varios factores como la edad, el sexo y la
ganancia de peso, mostrando un aumento continuo de la glucemia tanto en ayuno como en estado
posprandial (Figura 3). Esta condicion, conocida como prediabetes, es un factor de riesgo que puede
preceder a la aparicion de DM2 y enfermedad cardiovascular, y estd caracterizada por la presencia de
niveles alterados de glucosa en ayuno (100 a 125 mg/dl), intolerancia a la glucosa (140 a 199 mg/dl a las
dos horas de haber realizado una prueba de tolerancia a la glucosa oral (PTGO) con una carga de 75 g de
glucosa anhidra) o niveles incrementados de HbAlc (5.7 a 6.4%). La prediabetes estd fuertemente
asociada a la obesidad (en particular a la obesidad abdominal o visceral), a la dislipidemia con niveles
elevados de triglicéridos o bajos niveles de lipoproteinas de alta densidad (colesterol HDL) y a la

hipertension (ADA, 2022a; DeFronzo et al., 2015).
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Figura 3. Curso natural de la diabetes mellitus tipo 2.

En el panel superior se representan las concentraciones de glucosa sanguinea en ayuno y en estado posprandial a lo largo
de las diferentes fases del desarrollo de la DM2, mientras que en el panel inferior se indica la funcion relativa de las células
B pancreaticas en presencia de la RI. Durante los primeros diez afios, aproximadamente, se presenta un estado de prediabetes
que va acompafiado de un incremento en las concentraciones de glucosa, tanto en ayuno (glucosa alterada en ayuno) como en
estado posprandial (intolerancia a la glucosa), asi como del aumento en la concentracion de insulina endogena
(hiperinsulinemia), con la finalidad de compensar la RI. En este tiempo, los pacientes son asintomaticos. Posteriormente,
ocurre un declive en la funcion de las células B, el cual desemboca en una falla incapaz de seguir compensando la RI y, por
lo tanto, de controlar los niveles de glucosa sanguinea en ambos estados metabolicos. En este punto, la DM?2 es diagnosticada
debido a la aparicion de los sintomas que acompaiian a la hiperglucemia y, también, por la manifestacion clinica de las
complicaciones vasculares. Adaptado de Ramlo-Halsted & Edelman (2000); Schmeltz & Metzger (2007). Creado en
Biorender.com

2.3.2 Resistencia a la insulina

Los mecanismos fisiopatologicos subyacentes de la DM2 comienzan afios antes de la aparicion de los
sintomas clasicos de la enfermedad (Figura 3). La primera condicion que se desarrolla es la RI, la cual
se caracteriza por la presencia de una hiperinsulinemia compensatoria por parte de las células 3
pancredticas para mantener la glucemia dentro de niveles adecuados (Mlinar et al., 2007). Muchos
mecanismos han sido propuestos para explicar la RI, entre los que se incluyen: obesidad, inflamacion,
disfuncion mitocondrial, lipotoxicidad/hiperlipidemia, factores genéticos, estrés del reticulo
endoplasmico, edad, estrés oxidativo, higado graso, hipoxia, lipodistrofia y embarazo. Sin embargo, la

obesidad es el principal factor que juega un papel esencial para la aparicion de esta condicion (Ye, 2013).
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La obesidad y el sobrepeso estan definidos como una acumulaciéon excesiva o anormal de grasa
que representa un riesgo para la salud (WHO, 2021). Debido al incremento del tejido adiposo, se presenta
una inflamacion crénica de bajo grado que comienza con una elevada infiltraciéon de macréfagos y
expresion de citocinas proinflamatorias, las cuales son secretadas al torrente sanguineo provocando
inflamacion sistémica (Calle & Fernandez, 2012). La inflamacion inhibe la sefializacién de la insulina
en adipocitos de distintas maneras: a través de la inhibicion directa de varios componentes de la via de
sefializacion de la insulina; de la inhibicién de la proteina 1c de union a elementos reguladores de
esteroles (SREBP-1¢) y al receptor activado por proliferadores peroxisomales gamma (PPARY), los
cuales juegan un papel importante en la sensibilidad a la insulina, ya que inducen la expresion de
proteinas implicadas en la adipogénesis y en el almacenamiento de &cidos grasos; y mediante el
incremento en la lipdlisis y el bloqueo de la sintesis de triglicéridos (Ferré & Foufelle, 2007; Petersen &

Shulman, 2018; Ye, 2013).

La desregulacion de la lipolisis promueve un aumento en la concentracion plasmatica de acidos
grasos libres (AGLs) que, aunado a la secrecion de citocinas proinflamatorias del tejido adiposo
(adipocinas), como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y la interleucina 6 (IL-6), reprimen la
expresion de genes implicados en el metabolismo de glucosa y lipidos, o producen fosforilaciones en
residuos de serina y treonina de componentes de la via de sefializacion de la insulina que bloquean la
sefial (Petersen & Shulman, 2006). En higado, los AGLs funcionan como sustrato para la sintesis de
triglicéridos, de lipoproteinas de muy baja densidad (colesterol VLDL) y de la gluconeogénesis; mientras
que en el musculo esquelético se inhibe la captacion y oxidacion de glucosa, ademas de la glucogénesis,
contribuyendo en gran medida a la hiperglucemia debido a que este 6érgano capta del 80 al 90% de la

glucosa circulante (Mlinar et al., 2007).

2.3.3 Disfuncion de la célula 3

La DM2 se caracteriza por un declive y subsecuente falla de la funcion de las células 3 pancredticas en
un trasfondo de RI (Figura 3). Comunmente, se reconoce que la disfuncion de este tipo celular es
resultado de una sobrecompensacion cronica para mantener la normoglucemia como consecuencia del
mal funcionamiento de la insulina en sus 6rganos blanco. Sin embargo, también se ha propuesto que la
hiperinsulinemia es necesaria para la aparicion de RI debido a que se ha reportado que los continuos
niveles elevados de insulina provocan esta condicidon patologica porque promueven la acumulacion de
lipidos en los tejidos periféricos y la regulacion a la baja de su propio receptor (Corkey, 2012; Ning et

al., 2011; Shanik et al., 2008).
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La hiperinsulinemia estd estrechamente relacionada a la obesidad, y se produce como
consecuencia de una hipersecrecion de insulina que se presenta tanto en ayuno como en estado
posprandial por un excesivo consumo de nutrientes, aumentando la sensibilidad a la glucosa de la célula
B durante las etapas tempranas de la DM2 (Corbin et al., 2016). La sobrenutricion prolongada desgasta
a las células B y, ademas, conlleva a fendmenos de glucolipotoxicidad (niveles elevados de glucosa y
lipidos). Estos procesos, asi como la inflamacion asociada a la obesidad, causan dafios en la respuesta
secretora de insulina e incrementan la tasa de apoptosis de las células B debido a que causan estrés
oxidante, el cual produce dafios en organelos (particularmente en la mitocondria), y en proteinas, lipidos
y acidos nucleicos; también se induce estrés del reticulo endoplasmico y autofagia (Cerf, 2013). Por otro
lado, el exceso cronico de lipidos, particularmente de grasas saturadas y acidos grasos de cadena larga,
agota las reservas de insulina ya que promueven su secrecién y al mismo tiempo inhiben su sintesis

(Erion et al., 2015).

En las etapas iniciales de la DM2, la funcién de las células 3 pancreaticas ya se encuentra reducida
en un 80% y, conforme va progresando la enfermedad, la masa celular se va reduciendo hasta alcanzar
una disminucion del 60%. En este contexto, ademas de la apoptosis, se han implicado fendmenos de
desdiferenciacion o transdiferenciacion, y envejecimiento acelerado que repercuten en la pérdida de
células B en DM2. La disfuncién temprana de la célula 3 se ha asociado a diferentes variantes genéticas
que, acompafadas con los factores de riesgo ambientales, pueden desencadenar la enfermedad. Algunos
de los genes relacionados a la funcion de la célula B involucrados en el riesgo de desarrollar DM2 son
ABO, IGF2BP2, MTNRIB, TCF7L2, HNFI1A, HNFIB, ADCY5, SLC3048, CCND2, PAM y WFSI
(Eizirik et al., 2020).

2.3.4 Complicaciones diabéticas

Los niveles de glucosa elevados estan relacionados con procesos patologicos importantes que se pueden
presentar en momentos determinados del progreso de la enfermedad, ocasionando la muerte prematura
o una disminucion en la calidad de vida de los pacientes diabéticos. La disminucion stbita en la funcion
de la insulina (ya sea como consecuencia de la RI o de una secrecion pancredtica pobre) y el concomitante
aumento de sus hormonas contrareguladoras, como el glucagon, pueden ocasionar el incremento en la
produccion hepatica de glucosa y la disminucién en su utilizacion por los tejidos periféricos,
promoviendo asi niveles altos de glucosa sanguinea y cambios en la osmolaridad en el espacio

extracelular. El estado hiperosmolar hiperglucémico y la cetoacidosis diabética son complicaciones
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agudas que se producen como resultado de estos procesos; sin embargo, la presencia de cetonas,
generadas por una lip6lisis incrementada, se produce con mayor frecuencia en ausencia de insulina, es

decir, en pacientes con diabetes tipo 1 (Rewers, 2018).

A largo plazo, la hiperglucemia puede ocasionar complicaciones vasculares, ya que dana la
estructura y el funcionamiento adecuado del endotelio y no vasculares. Los niveles altos de glucosa
persistentes o intermitentes promovidos por un control glucémico deficiente provocan disfuncion
endotelial, la cual puede evolucionar a ateroesclerosis, por la formacién de productos finales de glicacion
avanzada (AGEs) y a la activacion de vias no canonicas como la de los polioles que, primeramente,
causan estrés osmotico para finalmente dafiar las células por el estrés oxidativo y por la estimulacion

anormal de la actividad de la proteina cinasa C (PKC) (Cruz et al., 2011; Toma et al., 2021).

Entre las alteraciones estructurales y funcionales del endotelio se encuentran la promocion de la
vasoconstriccion e hipoxia tisular, el aumento de la permeabilidad vascular y la angiogénesis, el
engrosamiento de la membrana basal microvascular provocado por la acumulacion de fibronectina y
colageno tipo IV, el incremento en la expresion de moléculas de adhesion, y la induccion de la RL
Dependiendo de la localizacion de estas anormalidades, las complicaciones vasculares son clasificadas
en microvasculares (dafio en vasos sanguineos pequefios) y macrovasculares (dafio en arterias). Las
complicaciones microvasculares incluyen la enfermedad ocular o retinopatia, la enfermedad renal o
nefropatia, y el dafio neural o neuropatia; mientras que las complicaciones macrovasculares incluyen la
cardiopatia isquémica, la enfermedad cerebrovascular y la enfermedad arterial periférica (Costo-Muriel
et al., 2020; Forbes & Cooper, 2013). De manera general, la enfermedad cardiovascular aterosclerotica
es la principal causa de morbimortalidad en pacientes con DM2, y padecer esta enfermedad aumenta el
riesgo de presentar algiin evento cardiovascular en comparacion con pacientes no diabéticos (Figura 4)
(Costo-Muriel et al., 2020). Por otro lado, las complicaciones no vasculares pueden incluir infecciones,

cambios en la piel y pérdida de la audicion (Powers et al., 2018).
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Figura 4. Presentacion inicial de enfermedad cardiovascular de pacientes con DM2 en comparacion con pacientes
sin diabetes.

Tomado de Costo-Muriel et al. (2020).
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2.4 Mecanismos fisiopatolégicos de la diabetes mellitus tipo 2: blancos terapéuticos y

farmacos actuales

Gracias a la continua investigacion que se lleva a cabo sobre la fisiopatologia de la DM2, a lo largo de
los afios, se han podido identificar blancos terapéuticos prometedores para disminuir o controlar los
niveles de glucosa sanguinea. El tratamiento farmacoldgico actual se centra en mejorar el perfil
glucémico con la finalidad de que a largo plazo se retrase la aparicion de las complicaciones vasculares
y, por lo tanto, aumentar la calidad de vida del paciente por mas tiempo. El estandar de oro para evaluar
el control glucémico de un paciente con DM2 en la practica clinica es la HbAlc, la cual provee una
medida del promedio de glucosa sanguinea de los ultimos tres meses (Fonseca, 2003; WHO, 2020). En
este contexto, tanto la investigacion preclinica como la clinica utilizan como marcador de eficacia la
modificacion de este parametro sanguineo para la evaluacion del efecto terapéutico de nuevos

compuestos o mezclas de compuestos (Digenio et al., 2018; Pan et al., 2020; Subramoniam, 2016).

Ademas de la reduccion de HbAlc, los nuevos tratamientos apuntan a disminuir alguna de las
anormalidades patologicas que se presentan en la enfermedad, utilizando moléculas variadas que corrijan
los multiples defectos de la homeostasis de la glucosa (o una sola que tenga multiples blancos
farmacoldgicos), ademas de aplicarlos tempranamente para prevenir o disminuir el fallo progresivo de
las células B (DeFronzo, 2009). Hasta la fecha, son reconocidas al menos 10 anormalidades
fisiopatologicas que contribuyen al desarrollo de hiperglucemia crénica y que representan algunos de
los presuntos blancos terapéuticos para el tratamiento de la DM2: 1) incremento en la gluconeogénesis,
2) disminucién de la captacion periférica de glucosa, 3) secrecion disminuida de insulina, 4) secrecion
aumentada de glucagon, 5) lip6lisis incrementada, 6) disfuncion de incretinas, 7) incremento en la
reabsorcion renal de glucosa, 8) disfuncion de neurotransmisores, 9) disfuncion en la vasodilatacion

mediada por insulina, y 10) activacion de vias inflamatorias (DeFronzo et al., 2015).

La mayoria de estas anormalidades fisiopatologicas se encuentran interrelacionadas y su
aparicion depende de la presencia de Rl en distintos tejidos: musculo, higado, tejido adiposo, rifion, tracto
gastrointestinal, endotelio vascular, cerebro y células [ pancredticas. Cada tejido presenta
particularidades anormales que contribuyen a la hiperglucemia; sin embargo, los mecanismos
subyacentes que dan origen a la RI en todos ellos convergen en la deficiente senalizacion de la insulina
que limita la activacion de los factores involucrados en el metabolismo energético que ejercen una
respuesta tejido-especifica. La RI que se presenta en la obesidad y la DM2 ha sido ligada principalmente
a defectos en la via de sefializacion de la fosfatidilinositol 3-cinasa y la proteina cinasa B (PI3K/Akt),

particularmente a la isoforma Akt2 (Cusi et al., 2000; Krook et al., 2000).
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2.4.1 Activacion de la via de sefalizacion PI3K/Akt por insulina

La activacion de la via PI3K/Akt inicia cuando la insulina, secretada por las células [ pancreaticas, se
une a su receptor en el 6rgano blanco activando su funcidén de tirosina cinasa, lo que promueve su
autofosforilacion y la subsecuente fosforilacion de los sustratos del receptor de insulina (IRS),
principalmente IRS1 y IRS2, en residuos de tirosina. Posteriormente, la enzima P13K es reclutada y
activada por los IRS, convirtiendo el fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2) de la membrana plasmatica a
fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PIP3), el cual facilita la fosforilacion y activacion de Akt en dos sitios
importantes. La fosforilacion de activacion de Akt es llevada a cabo por la cinasa dependiente de
fosfoinositidos 1 (PDK1) en el residuo Thr308 del dominio catalitico, y por el complejo diana de
rapamicina en mamiferos 2 (mTORC2) en el residuo Ser473 del dominio regulatorio. La enzima Akt
activada es la encargada de fosforilar a distintos factores que controlan el metabolismo celular y que
estan involucrados en la regulacion de vias y procesos como la glucogénesis, la gluconeogénesis, la
captacion de glucosa, la biogénesis mitocondrial, la inhibicién de la autofagia, la sintesis de proteinas, y

la lipogénesis de novo (Schultze et al., 2012).

2.4.2 Mecanismos de la resistencia a la insulina ligada a la obesidad y a la diabetes tipo 2

La inflamacion cronica de bajo grado que se presenta en la obesidad y que precede al desarrollo de DM2
se ha asociado con la aparicion de RI, afectando principalmente la cascada de senalizacion de la via
PI3K/Akt activada por la insulina (Figura 5). Los mecanismos moleculares frecuentemente asociados a
la RI en estos estados patologicos son: el incremento en la fosforilacion en residuos de serina del receptor
de insulina y de los IRS, lo cual inhibe la fosforilacion en residuos de tirosina y puede llegar a promover
la degradacion de los mismos, asi como, la regulacion a la alta de las proteinas tirosina fosfatasas (PTPs),
en particular la fosfatasa citoplasmatica 1B (PTP1B), la cual atentia la sefal de la insulina al catalizar la
defosforilacion del receptor de insulina y los IRS. Estos mecanismos funcionan naturalmente como
regulacion negativa de esta via de sefalizacion; sin embargo, se ha reportado que se encuentran

incrementados en la obesidad y la DM2 (Saltiel & Kahn, 2001).

La sobrenutricion prolongada promueve tanto la acumulacién ectopica de lipidos toxicos, como
de ceramidas y diacilglicerol (DAG), debido al exceso de AGLs; también, produce especies reactivas de
oxigeno (EROs), inflamacidn sistémica, disfuncién mitocondrial y estrés del reticulo endoplasmico.
Estos factores se han descrito como las causas del aumento en la fosforilacion de serinas en el receptor

de insulina y los IRS y, por lo tanto, de la generacion de RI (DeFronzo et al., 2015).
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El incremento en el tamafo de los adipocitos (hipertrofia), causado por la ganancia de peso,
ocasiona la muerte de este tipo celular debido a una falta en el suministro de oxigeno. Los adipocitos
hipertroficos presentes en el tejido adiposo disfuncional liberan AGLs, EROs y citocinas
proinflamatorias al torrente sanguineo, los cuales promueven la actividad de distintas cinasas en los
organos blanco de la insulina, como la cinasa de los inhibidores del factor nuclear kB (IKK), la cinasa
p38 activada por mitdégenos (p38 MAPK), la cinasa c-Jun N-terminal (JNK) y la proteina PKC que, a su
vez, fosforila a los IRS en residuos de serinas, alterando su fosforilacion en tirosinas. Por otro lado, TNF-
o activa la actividad de PTP1B, la cual defosforila los residuos de tirosina en el receptor de insulina y
los IRS, mientras que IL-6 puede regular a la baja la funcion del receptor de insulina impidiendo

alostéricamente su interaccion con los IRS (Ahmed et al., 2021).
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Figura 5. Mecanismos de induccién de RI en la obesidad.

AGLs: acidos grasos libres; DAG: diacilglicerol; EROs: especies reactivas de oxigeno; TNF-a.: factor de necrosis tumoral
alfa; TNFR: receptor de TNF-a; IL-6: interleucina 6; IL6R: receptor de IL-6; IRS: sustrato del receptor de insulina; PI3K:
fosfatidilinositol 3-cinasa; PDK1: cinasa dependiente de fosfoinositidos 1; mTORC2: complejo diana de rapamicina en
mamiferos 2; Akt: proteina cinasa B; IKK: cinasa de los inhibidores del factor nuclear kB; PKC: proteina cinasa C; P38
MAPK: cinasa p38 activada por mitégenos; JNK: cinasa c-Jun N-terminal; PTP1B: proteina tirosina fosfatasa 1B. Adaptado
de Ahmed et al. (2021). Creado en Biorender.com
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2.4.3 Blancos terapéuticos de farmacos actuales para el tratamiento de la diabetes tipo 2

Para lograr el objetivo de disminuir los niveles de glucosa y retrasar la aparicion de las complicaciones
a largo plazo, se recomienda mejorar la alimentacion y realizar ejercicio fisico. Adicionalmente, es
necesaria la intervencion de farmacos que coadyuven el control de la hiperglucemia (Gokcay Canpolat
& Sahin, 2020). De acuerdo a la ADA (2022c), la metformina es el medicamento de primera linea para
el tratamiento de la DM2; sin embargo, conforme va progresando la enfermedad, es necesaria la
aplicacion de terapias combinadas para el mantenimiento de los objetivos glucémicos recomendados por
dicha organizacion de salud (ADA, 2022b). Si los niveles de HbAlc se elevan més alla de 7.5% durante
el tratamiento farmacologico, o si los valores iniciales son > 9%, se recomienda la intervencion de una

terapia combinada con dos agentes hipoglucemiantes o con insulina (Chaudhury et al., 2017).

Los farmacos que son utilizados actualmente para el tratamiento de la DM2, conocidos como
agentes hipoglucemiantes, exhiben una gran variedad de mecanismos de accion y actuan sobre blancos
especificos en los distintos drganos involucrados en alguna o varias de las anormalidades fisiopatologicas
reconocidas por DeFronzo y colaboradores (2015). A continuacién, se presenta una descripcion de los
blancos terapéuticos identificados para aminorar las anormalidades fisiopatoldgicas, asi como el
mecanismo de accion de los medicamentos empleados para el tratamiento de la DM2 utilizados en la
actualidad. Posteriormente, se presenta una tabla que resume los principales farmacos hipoglucemiantes

con sus respectivos blancos farmacolégicos (Tabla 2).

1.4.3.1 Secrecion de insulina y disfuncion de incretinas

La secrecion de insulina estimulada por glucosa es un proceso complejo modulado por varios factores,
entre los que se incluyen nutrientes, hormonas y estimulos neuronales. Ante un incremento de la
concentracion plasmatica de glucosa, ésta entra a la célula f mediante el glucotransportador (GLUT1 en
humanos; GLUT?2 en roedores), siendo fosforilada por la glucocinasa y metabolizada para la generacion
de ATP. El aumento en la concentracion de ATP trae como consecuencia el cierre de los canales de K*
sensibles a ATP (Katp), causando la despolarizacion de la membrana de la célula B y la subsecuente
apertura de los canales de Ca?" y Na" dependientes de voltaje. La elevacion de la concentracion de Ca?",
debido a la apertura de estos canales, favorece la fusion de los granulos preformados de insulina con la
membrana plasmatica para promover su exocitosis. Como consecuencia, se presentan dos fases de

secrecion: una primera fase que dura alrededor de 5 min, en donde se liberan los granulos preformados
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de insulina, y una segunda fase que involucra un incremento gradual de insulina debido a la sintesis y

liberacion de esta hormona que se prolonga por 60 min (Komatsu et al., 2013).

La respuesta de la insulina, ante el abrupto aumento de los niveles de glucosa, depende de la via
de administracion, ya que se ha observado que dicha respuesta es dos veces mayor tras una carga de
glucosa oral que a la promovida por la glucosa intravenosa, a pesar del incremento equivalente de la
concentracion de glucosa plasmatica por ambas rutas de administracion. Este efecto potenciador,
conocido como “efecto incretina”, esta relacionado a la liberacion dependiente de glucosa de las
hormonas intestinales péptido similar al glucagéon tipo 1 (GLP-1) y polipéptido insulinotrépico
dependiente de glucosa (GIP), también conocidas como incretinas (DeFronzo, 2004). Ambas hormonas
se unen a receptores acoplados a proteinas G en las células B, lo que activa a la proteina cinasa A (PKA)
debido al incremento en la concentracion de adenosina monofosfato ciclico (cAMP), trayendo como

consecuencia una secrecion de insulina estimulada por glucosa aumentada (Komatsu et al., 2013).

Los efectos de las incretinas no estan limitados a exacerbar la respuesta de la insulina dependiente
de glucosa. Se ha reportado que GIP promueve la sintesis de triglicéridos mediada por insulina, estimula
la actividad de la lipoproteina lipasa y modula la sintesis de acidos grasos en tejido adiposo, ademas de
promover la proliferacion y la supervivencia de las células . Por otro lado, GLP-1 inhibe el vaciado
gastrico, disminuye la ingesta de alimento, inhibe la secrecion de glucagdn, ralentiza la tasa de
gluconeogénesis y estimula la proliferacion de las células . Ambas hormonas son degradas rapidamente
por la enzima dipeptidil peptidasa 4 (DPP-4), por lo que su vida media es corta (1.5 — 2 min en roedores

y 5 — 7 min en humanos) (Kim & Egan, 2008).

En un paciente con DM2, tanto la masa como la funcion de las células  se encuentran reducidas,
lo cual empeora conforme va progresando la enfermedad debido a la alta demanda de insulina que se
presenta por la RI. Durante este estado patogénico, la secrecion de insulina estimulada por glucosa se
encuentra dafada, en parte, como consecuencia de fenomenos de lipotoxicidad y glucotoxicidad que son
causados por la sobrenutriciéon prolongada (DeFronzo, 2009; Zhang et al., 2017). Inicialmente, la
respuesta secretora de insulina es capaz de compensar la RI; sin embargo, eventualmente la primera fase
de secrecion de insulina se pierde, y la segunda fase se dafia, causando hiperglucemia posprandial
(Fonseca, 2003). En este contexto, los firmacos secretagogos de insulina (sulfonilureas y meglitinidas)
cumplen la funcidon de promover la secrecion de insulina y son recomendados como agentes de segunda
linea para el tratamiento de la DM2. Estos hipoglucemiantes son normalmente utilizados junto con la
metformina como terapia combinada para alcanzar las metas glicémicas, conduciendo a una reduccion

de HbAlc de 0.7% a 1.5% (Grant & Graven, 2016). Sin embargo, se debe considerar que ambos tipos de
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farmacos pierden su efectividad a medida que la funcion de las células 3 disminuye con el tiempo, por
lo que las terapias actuales deben incluir estrategias farmacoldgicas que preserven su funcion vy,

adicionalmente, que prevengan o retrasen la apoptosis celular (DeFronzo et al., 2014).

Tanto las sulfonilureas como las meglitinidas estimulan la secrecion de insulina debido a que
promueven directamente el cierre de los canales de Katp, al unirse al receptor de sulfonilureas (SUR1)
(Figura 6). Sin embargo, se unen a diferentes sitios del SURT1, por lo que su efecto sobre la secrecion de
insulina es distinto. Por un lado, las sulfonilureas, como la glibenclamida, son capaces de secretar insulina
sin depender de la presencia de glucosa, ya que inducen la secrecidon en ausencia de ésta y en hasta
concentraciones elevadas de 15 mmol/l, mientras que las meglitinidas, como la repaglinida, necesitan
una concentracion intermedia de glucosa (3 — 10 mmol/l) para llevar a cabo su funcion secretora (Ding
et al., 2019; Fuhlendorff et al., 1998; Seino et al., 2012). Las meglitinidas son utilizadas como
secretagogos de insulina de accion corta para reducir el pico posprandial de glucosa y, a diferencia de las
sulfonilureas, estan asociadas a menos eventos hipoglucémicos (Ferrannini & DeFronzo, 2015).
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Figura 6. Secrecion de insulina estimulada por sulfonilureas/meglitinidas y analogos de GLP-1.

GLUT1/2: glucotransportador 1/2; TZDs: tiazolidinedionas; AdipoR1: receptor de adiponectina 1; OCT1: transportador de
cationes organico 1; Karp: canal de K* sensible a ATP; VGCC: canal de Ca?" dependiente de voltaje; GLP-1R: receptor de
GLP-1; PKA: proteina cinasa A. Elaboracion propia con base en informacion de Komatsu et al. (2013); Seino et al. (2012).
Creado en Biorender.com

Por otro lado, en pacientes con DM2, la funcion de las incretinas se encuentra dafiada como
resultado de defectos en la secrecion de GLP-1 y resistencia a GIP (DeFronzo et al., 2014). Para afrontar
esta deficiencia, se han desarrollado agonistas del receptor de GLP-1 que son resistentes a la degradacion
de DPP-4 e inhibidores de DPP-4 que prolongan la vida media de estas hormonas. Se ha reportado que
la exenatida, un analogo de GLP-1, estimula la secrecion de insulina dependiente de glucosa (Figura 6),

suprime la secrecion de glucagon, retarda el vaciamiento gastrico y promueve la reduccion de ingesta de
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alimento, ademas de reducir los niveles de HbAlc en un 0.4 — 0.9%, el peso corporal de 0.9 a 3.1 kg, la

presion sistolica (3.4 — 3.7 mm Hg) y la presion diastdlica (0.2 — 3.2 mm Hg) (Lorenzati et al., 2010).

1.4.3.2 Resistencia a la insulina: activacion de PPARy

Ademas de la disfuncion de las células B pancreaticas (que se traduce en una pobre respuesta secretora
de insulina dependiente de glucosa), la DM2 se caracteriza por presentar una deficiente actividad de esta
hormona sobre sus 6rganos blanco. Esta condicion fisiopatologica, conocida como RI, ha resultado ser
una diana terapéutica de mayor interés ya que, aunque promover la secrecion de insulina es un buen
blanco terapéutico para el tratamiento de la DM2, el uso continuo de los secretagogos de insulina tiende
a desgastar la funcion pancredtica a largo plazo. La generacion de farmacos sensibilizadores a la insulina
podria ayudar a preservar la masa y funcion de las células B al mejorar la actividad de la insulina ya

presente en el sistema, evitando una mayor demanda por parte de los tejidos sensibles a esta hormona.

De manera general, la RI es un fendmeno fisiopatologico que afecta a los 6rganos diana de la
insulina. Su aparicion ha sido asociada a la acumulacion ectdpica de lipidos que afectan la sefializacion
de esta hormona debido a la disfuncion que se presenta en el tejido adiposo hipertréfico, promoviendo la
liberacion de AGL a torrente sanguineo. Como consecuencia, este tejido disfuncional es uno de los
blancos farmacoldgicos de mayor importancia para el tratamiento de la DM2, ya que, al mejorar su
funcionalidad, se disminuye la liberacion de AGL y subsecuentemente sus efectos inhibitorios sobre la
sefializacion de la insulina en los distintos tejidos afectados. Adicionalmente, la disminucion de la RI se
asocia a la reduccion de los eventos cardiovasculares y al retraso del proceso aterosclerdtico en pacientes
de alto riesgo con DM2, debido a que uno de los roles de la insulina es la activacion del 6xido nitrico, el

cual es un potente vasodilatador y agente antiaterogénico (Di Pino & DeFronzo, 2019).

Se ha reportado que las tiazolidinedionas (TZDs) disminuyen la hiperglucemia, la
hiperinsulinemia y aumentan la sensibilidad a la insulina en higado, mtsculo esquelético y tejido adiposo.
Debido a que son agonistas de PPARY, sus principales efectos se encuentran asociados al tejido adiposo,
ya que este receptor nuclear se encuentra predominantemente expresado en este tipo celular. Al ser
activado por las TZDs, PPARY promueve la transcripcion de genes involucrados en el metabolismo de
lipidos y el balance de energia, desencadenando la diferenciacion de adipocitos (adipogénesis), la
disminucién de la lipdlisis y citocinas proinflamatorias, la expresion génica de la citocina
antiinflamatoria adiponectina, el transporte y almacenamiento de acidos grasos, y el transporte y la

utilizacion de glucosa (Figura 7) (Hauner, 2002).
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Figura 7. Efectos promovidos por PPARY tras su activacion por tiazolidinedionas en tejido adiposo.

TZDs: tiazolidinedionas; PPARY: receptor activado por proliferadores peroxisomales gamma. Elaboracion propia con base
en informacion de Hauner (2002). Creado en Biorender.com

La movilizacion y transporte de lipidos a los nuevos adipocitos tendrian un efecto directo sobre
la RI en los distintos tejidos que presentan una acumulacion ectopica de AGL, lo que ayudaria a mejorar
el funcionamiento de la insulina. Sin embargo, las TZDs también pueden mejorar la sensibilidad a la
insulina a través de la activacion indirecta de la proteina cinasa activada por AMP (AMPK), un sensor
metabdlico ubicuo que se activa en estados de baja energia. Al activar a PPARY, las TZDs promueven la
expresion y secrecion de adiponectina, una hormona que ejerce efectos protectores contra la inflamacion
e incrementa la sensibilidad a la insulina a través de la activacion de AMPK, aumentando la captacion
de glucosa y la oxidacion de acidos grasos en otros tejidos (Khoramipour et al., 2021; Viollet et al.,

2009).

La utilizacion de TZDs en estudios clinicos ha demostrado tener la misma eficacia en reducir la
concentracion de HbAlc que la metformina y las sulfonilureas. Ademas, se ha observado que presenta
efectos beneficiosos mas alla del control glucémico, como la reduccion en la excrecidon urinaria de
albumina, el incremento en los niveles de colesterol HDL, la disminucién de la presion sanguinea, y el
mejoramiento en marcadores sustitutos de aterosclerosis; sin embargo, como efectos secundarios se han
presentado la ganancia de peso, edema, anemia e insuficiencia cardiaca congestiva, por lo que su uso es

limitado y restringido (Cheng & Fantus, 2005).
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1.4.3.3 Produccion hepadtica de glucosa: activacion de AMPK e inhibicion de enzimas

gluconeogénicas

Como se ha mencionado anteriormente, la principal fuente de glucosa en estado de ayuno es la producida
por el higado, la cual es principalmente promovida por la accion del glucagon y mantenida dentro de un
rango relativamente constante para satisfacer la demanda de energia de los organos que dependen
exclusivamente de este monosacarido. Esta produccion es fuertemente inhibida por la insulina después
de la ingesta de alimentos, cambiando el estado de degradacion de nutrientes por uno de almacenamiento
de energia. No obstante, en un paciente diabético, la gluconeogénesis es la anormalidad fisiopatologica
que mas contribuye al estado hiperglucémico en ayuno y en estado posprandial como consecuencia de la

RI presente en el higado (Sharabi et al., 2015).

Durante el ayuno de una noche, el higado de una persona sana produce glucosa a una tasa de
aproximadamente 1.8 — 2 mg/kg.min; sin embargo, esta tasa aumenta alrededor de 0.5 mg/kg.min en un
paciente con DM2, promoviendo un incremento importante en el estado basal de produccion de glucosa
(Cersosimo et al., 2018). Tras la ingesta de alimentos y el subsecuente aumento de los niveles de insulina,
la supresion de la produccion hepatica de glucosa es mas lenta en un paciente diabético, por lo que se
produce una evidente hiperglucemia posprandial debido al exceso de glucosa producida en adicion a la

proveniente de la fuente exogena (intestino) (Rizza, 2010).

Se ha reportado que, de las dos vias productoras de glucosa, la gluconeogénesis es la via que se
encuentra alterada. Las tasas incrementadas de la gluconeogénesis observadas en pacientes diabéticos
suelen ser atribuidas a diversos factores: disponibilidad aumentada de sustratos gluconeogénicos, RI
hepatica, e hiperactivacion de la via debido a niveles altos de glucagon (Sharabi et al., 2015). Por otro
lado, también se ha documentado que la hiperglucemia en ayuno, debido al incremento de la tasa
gluconeogénica, estad mas relacionada a una elevada actividad de las enzimas reguladoras que participan
en la via, particularmente de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa (PEPCK) y de la glucosa-6-fosfatasa

(G6Pasa), que a un aumento en su expresion transcripcional (Cersosimo et al., 2018; Samuel et al., 2009).

Debido a lo anterior, la gluconeogénesis representa uno de los principales blancos farmacologicos
para disminuir la hiperglucemia tanto en ayuno como en estado posprandial. En este contexto, uno de los
principales mecanismos de accion de las biguanidas, es el de inhibir la gluconeogénesis a través de la
reduccion de su flujo de manera aguda o bien, de la regulacién a la baja de la transcripcion de genes
involucrados en esta via a largo plazo (Agius et al., 2020). Se ha descrito que la inhibicién de la
gluconeogénesis por este tipo de farmacos hipoglucemiantes ocurre debido a que promueven el aumento

de la concentracion de adenosina monofosfato (AMP) en relacion con la concentracion de adenosina
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trifosfato (ATP) al inhibir el complejo I de la cadena transportadora de electrones. El incremento de este
nucledtido activa a AMPK, la cual disminuye la transcripcion de PEPCK y G6Pasa en el hepatocito
(Rena et al., 2017). Por otro lado, al aumentar las concentraciones de AMP, se promueve la inhibicion
alostérica de otra enzima reguladora de la gluconeogénesis: la fructosa-1,6-bisfosfatasa (FBPasa)

(Figura 8) (Hunter et al., 2018).
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Figura 8. Inhibicion de la produccion hepatica de glucosa por metformina y tiazolidinedionas.

TZDs: tiazolidinedionas; AdipoR1: receptor de adiponectina 1; OCTI: transportador de cationes organico 1; GLUT2:
glucotransportador tipo 2; AMPK: cinasa dependiente de AMP; Go6Pasa: glucosa-6-fosfatasa; FBPasa: fructosa-1,6-
bisfosfatasa; PEPCK: fosfoenolpiruvato carboxicinasa. Elaboracién propia con base en informacién de Khoramipour et al.
(2021); Viollet et al. (2009). Creado en Biorender.com

La metformina, la inica biguanida presente en el mercado actual, ha demostrado tener buenos
resultados en pacientes diabéticos desde su introduccion en Estados Unidos en los 90’s. En diversos
estudios clinicos se ha observado que, al igual que las sulfonilureas (principales firmacos utilizados para
el tratamiento de la DM?2 antes que la metformina) y la insulina, 1a metformina logra un control glucémico
similar al reducir los niveles de glucosa en ayuno y la HbAlc en un 1.2%. Sin embargo, a diferencia de
las sulfonilureas y la insulina, esta biguanida disminuye los niveles de insulina en ayuno, no esta tan
fuertemente asociada a episodios de hipoglucemia, y no produce ganancia de peso (Andujar-Plata et al.,
2012). Debido a estos efectos y a su seguridad, la ADA (2022c) recomienda su uso como primera terapia

en combinacidn con ejercicio y dieta.

Por otro lado, se ha reportado que las TZDs también disminuyen la gluconeogénesis hepatica y
mejoran la funcidn de la insulina en higado (Natali & Ferrannini, 2006). En tejido adiposo, las TZDs

promueven la expresion y secrecion de adiponectina, una citocina antiinflamatoria que activa a AMPK
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en higado, y que conlleva a la inhibicion de la lipogénesis, a la estimulacion de la oxidacion de 4cidos

grasos y a la inhibicion de las enzimas gluconeogénicas (Figura 8) (Hardie, 2007).

1.4.3.4 Captacion periférica de glucosa: activacion de AMPK y translocacion de GLUT4

En conjunto, el musculo esquelético y el tejido adiposo captan el 25% de la glucosa circulante durante el
ayuno, y alrededor del 33% tras una carga de glucosa oral; sin embargo, la mayoria de la captacion
periférica de glucosa ocurre por el musculo esquelético (alrededor del 80% al 85%), mientras que sélo
el 5% es utilizada por el tejido adiposo (DeFronzo, 2004). La captacion de glucosa en estos tejidos ocurre
de manera insulina dependiente, es decir, la insulina es necesaria para inducir la translocacion del
glucotransportador tipo 4 (GLUT4) a la membrana plasmatica a través de la activacion de la via
PI3K/Akt, principalmente; de este modo, la glucosa es internalizada a la célula para que pueda ser
metabolizada (Carnagarin et al., 2015). En un paciente con DM2, debido a la RI que se presenta en el
musculo, la captacion periférica de glucosa en respuesta a la accion de la insulina se ve retrasada hasta
por 40 min, promoviendo una tasa de captacion reducida hasta en un 50% (Cersosimo et al., 2018; Rizza,
2010).
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Figura 9. Captacion de glucosa promovida por metformina y tiazolidinedionas en musculo esquelético.

TZDs: tiazolidinedionas; AdipoR1: receptor de adiponectina 1; OCT1: transportador de cationes organico 1; GLUT4:
glucotransportador tipo 4; AMPK: cinasa dependiente de AMP. Elaboracion propia con base en informacién de Khoramipour
et al. (2021); Viollet et al. (2009). Creado en Biorender.com

Dentro del arsenal de firmacos que son utilizados en la terapia para disminuir la hiperglucemia,
las TZDs son los hipoglucemiantes orales que aumentan la captacion periférica de glucosa (Figura 9).
Como se menciond anteriormente, las TZDs aumentan la expresion y secrecion de la adiponectina en

tejido adiposo, lo que trae como consecuencia la activacion de AMPK en musculo esquelético. Este
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sensor metabolico es capaz de promover la translocacion de GLUT4 y la oxidacion de acidos grasos en
este tipo celular, sensibilizando al tejido muscular a la funcion de la insulina (Viollet et al., 2009). Por
otro lado, existe evidencia de que, por ser un activador de AMPK, la metformina también es capaz de
promover la captacion periférica de glucosa (Cheng & Fantus, 2005; DeFronzo et al., 2014; Natali &
Ferrannini, 2006).

1.4.3.5. Degradacion de carbohidratos: inhibicion de a-glucosidasas

La hiperglucemia posprandial, definida como un incremento en los niveles de glucosa superior a 140
mg/dl después del consumo de alimentos, contribuye en gran medida a la elevacion de HbAlc a largo
plazo y ha sido reportada como un mejor indicador del control glucémico que los niveles de glucosa que
se presentan en la hiperglucemia en ayuno (Fonseca, 2003). El desarrollo de hiperglucemia posprandial
coincide con el dafio o la ausencia de la primera fase de secrecion de insulina, la disminucion de la
sensibilidad a la insulina en tejidos periféricos y la pobre supresion de la produccion enddgena de glucosa
después de la ingesta de alimento, por lo que estd determinada por la absorcion de carbohidratos y los
efectos coordinados de la insulina y el glucagdn sobre el metabolismo de la glucosa en el higado y los

tejidos periféricos (Maffettone et al., 2018).

En pacientes con DM2, el pico insulinémico tras la ingesta de alimento esta retrasado, ademas de
ser insuficiente para suprimir la produccion endégena de glucosa, por lo que la ingesta de carbohidratos
de absorcion lenta y dietas ricas en fibra pueden mitigar las excursiones posprandiales de glucosa e
insulina. En este contexto, los inhibidores de a-glucosidasas, aunque no corrigen alguna anormalidad
fisiopatologica de la DM2, son utilizados para retrasar la digestion de carbohidratos complejos y
disminuir la demanda de insulina requerida ante el aumento posprandial de glucosa, simulando el

consumo de carbohidratos de bajo indice glucémico y dietas ricas en fibra (Leroux-stewart et al., 2015).

Las enzimas a-glucosidasas se localizan en los bordes en cepillo del intestino delgado y se
encargan de hidrolizar los disacaridos, oligosacaridos y polisacaridos de la dieta en monosacaridos para
facilitar su absorcion. Gracias a la accioén de inhibicion competitiva de estos fAirmacos, la absorcion de
carbohidratos ocurre de manera mas lenta, trayendo como consecuencia la disminucién del pico
posprandial de glucosa (Figura 10) (Ghani, 2015). Los inhibidores de a-glucosidasas presentan una
modesta disminucion de los niveles de HbAlc (0.5 — 0.8%) y un bajo riesgo de hipoglucemia; sin
embargo, se ha observado que cuando son utilizados en terapias combinadas con metformina, la

reduccion de los niveles de HbAlc es mas eficaz (Gokgay Canpolat & Sahin, 2020).
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Figura 10. Reduccion de la hiperglucemia posprandial por inhibidores de a-glucosidasas intestinales.

SGLT-1: cotransportador sodio-glucosa tipo 1; GLUT2: glucotransportador tipo 2. Adaptado de Krentz & Bailey (2005); Patil
et al. (2015). Creado en Biorender.com

1.4.3.6. Reabsorcion renal de glucosa: inhibicion de SGLT-2

El rifion juega un papel relevante en el mantenimiento de la hiperglucemia en pacientes con DM2. En
respuesta a niveles elevados de glucosa presentados en el lumen tubular proximal, el sistema de
cotransporte sodio-glucosa incrementa su capacidad de reabsorcion al regular a la alta la expresion y
cinética del cotransportador sodio-glucosa 2 (SGLT-2), lo que resulta en el incremento del umbral de
transporte de glucosa tubular y en el reciclamiento de una cantidad significativa de glucosa que regresa
al torrente sanguineo (Cersosimo et al., 2018). Para contrarrestar este aumento en el umbral de transporte
de glucosa, se desarrollaron inhibidores del SGLT-2 que disminuyen la reabsorcion renal de glucosa y
aumentan su excrecion urinaria (Figura 11). Estos farmacos disminuyen el riesgo de presentar eventos
de hipoglucemia y han demostrado presentar una reduccion de los valores de HbAlc en un 0.5 — 1%, una
disminucién de peso de 1.5 a 3.5 kg, y un descenso de la presion sistolica de 3 a 5 mm Hg, ademas de
reducir los trastornos cardiovasculares, la hospitalizacion por insuficiencia cardiaca y la aparicion de
dafios renales en comparacion con inhibidores de DDP-4. Sin embargo, los efectos adversos que se han
presentado son el riesgo aumentado de presentar infecciones genitourinarias, y un ligero incremento en
los niveles de lipoproteinas de baja densidad (colesterol LDL, 3 — 8%) (Gokgay Canpolat & Sahin, 2020;
Toma et al., 2021).
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Figura 11. Disminucion de la reabsorcion renal de glucosa por inhibidores de SGLT-2

SGLT-2: cotransportador sodio-glucosa tipo 2. Elaboracion propia con base en informacion de Cowie & Fisher, (2020).

Creado en Biorender.com
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Tabla 2. Resumen de farmacos hipoglucemiantes utilizados en la terapia actual para el tratamiento de DM2.

Organo blanco /

Reduccion de

Farmaco Efectos terapéuticos
Blanco farmacologico P HbAlc
Sulfonilureas Pancreas (células B) 1 secrecion de insulina 1-2%
Canales Katp
Meglitinidas Pancreas (células ) 1 secrecion de insulina 0.5-1.5%
Canales Katp
Agonistas del Receptor de GLP-1 1 secrecion de insulina 0.5-1.5%
receptor de GLP- on de of .
L* | secrecion de glucagén
Retraso del vaciamiento gastrico
| ingesta de alimento
Inhibidores de DPP-4 Inhibicion de degradacion de 0.5-0.8%
DPP-4 incretinas
TZDs Tejido adiposo 1 sensibilidad a la insulina (sistémico) 0.5 —1.4%
PPARYy | lipdlisis
(1 adiponectina) 1 captacion periférica de glucosa
Higado, musculo esquelético | gluconeogénesis
AMPK (indirecto)
Higado
AMPK .
) ) | gluconeogénesis
Biguanidas FBPasa ] tsrica do ol 1-2%
] 1 captacion periférica de glucosa
Musculo esquelético
AMPK
Inhibidores de Tracto gastrointestinal Inhibicién de pico posprandial de 0.5-0.8%
. . glucosa
a-glucosidasas a-glucosidasas
Inhibidores de Rifion e 0
SGLT-2 SGLT.2 | reabsorcion renal de glucosa 0.5-1%
Organos blanco de la insulina Activacion de receptores de insulina y
Insulina ex6gena™* su cascada de sefializacion en 1-2.5%

Receptor de insulina

multiples tejidos sensibles

*Via de administracion parenteral. HbAlc: hemoglobina glicada; AMPK: proteina cinasa activada por AMP; FBPasa:
fructosa-1,6-bisphosphatasa; TZDs: tiazolidinedionas; PPARY: receptor activado por proliferadores peroxisomales gamma;
Karp: canales de K* sensibles a ATP; GLP-1: péptido similar al glucagén tipo 1; DPP-4: dipeptidil peptidasa 4, SGLT-2:
cotransportador sodio-glucosa tipo 2. Elaboracion propia con base en la informacion del texto y en informacion obtenida de
Chaudhury et al. (2017); Mazzola (2012).
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2.5 Plantas medicinales utilizadas para el tratamiento de diabetes tipo 2

Debido a la idiosincrasia popular y al facil acceso y preparacion de remedios herbolarios, el uso de plantas
medicinales para el tratamiento de enfermedades es una practica comun tanto en México como en el
mundo que se ha mantenido desde la antigiiedad. Debido a la alta prevalencia de DM2 en nuestro pais,
los pacientes buscan nuevas plantas medicinales con el objetivo de contrarrestar los altos niveles de
glucosa en sangre que caracterizan la enfermedad y, de esta manera, tener un mejor control glucémico
(Andrade-Cetto et al., 2021). Mediante la documentacion del uso tradicional de plantas medicinales, es
decir, utilizando un enfoque etnofarmacoldgico, nuevas moléculas con potencial efecto hipoglucemiante
pueden ser identificadas para, posteriormente, ser usadas como punto de inicio para el desarrollo de

nuevos farmacos que ayuden al tratamiento de DM2.

Actualmente, se estima que alrededor de 800 plantas medicinales son utilizadas para el
tratamiento de diabetes en México (Escandon-Rivera et al., 2020); sin embargo, la mayoria de ellas
carecen de estudios cientificos que respalden sus efectos farmacolégicos, su composicion quimica y sus
efectos toxicoldgicos. Debido a esto, se siguen realizando continuos esfuerzos para la caracterizacion de

los mecanismos de accion y la evaluacion de la eficacia de estas plantas medicinales.

2.5.1 Papel de los productos naturales en el desarrollo de farmacos hipoglucemiantes

Los productos naturales han jugado un papel clave en el descubrimiento de farmacos a lo largo de la
historia. Estos compuestos derivados de fuentes naturales exhiben una gran variedad de andamios y
complejidad estructural que les confieren propiedades especiales que han sido aprovechadas para
desarrollar nuevos medicamentos para el tratamiento del cancer y enfermedades infecciosas, asi como
para enfermedades cardiovasculares y esclerosis multiple (Atanasov et al., 2021). Muchos de los
medicamentos creados a partir de productos naturales son usados directamente como se encuentran en la
naturaleza, algunos son derivados mediante semisintesis y otros son creados utilizando a los productos

naturales como modelo (Singh, 2012).

Especificamente para DM2, se han identificado distintos compuestos de fuentes naturales, como
bacterias, animales y plantas, que son usados actualmente en el esquema de tratamiento para esta
enfermedad. Por ejemplo, los farmacos utilizados como inhibidores de a-glucosidasas son productos
derivados de la semisintesis de metabolitos secundarios identificados a través de tamizajes quimicos
realizados en bacterias como Actinoplanes sp. SE50 (acarbosa), cepas de Bacillus y Streptomyces

(miglitol), y S. hydroscopicus subsp. limoneus (voglibosa) (Naik & Kokil, 2013). Por otro lado, la
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exenatida, un agonista del receptor de GLP-1, es un derivado sintético de la exendina-4, la cual es un
péptido producido naturalmente por las glandulas salivales del monstruo de Gila (Heloderma suspectum)
(Kim & Egan, 2008). Otro ejemplo es el caso de la metformina, la cual es utilizada como farmaco de
primera linea para el tratamiento de la DM2. Este medicamento es un derivado sintético de la guanidina
identificada y aislada de Galega officinalis L. [Fabaceae], cominmente conocida como “ruda de cabra”
o “lila francesa”, la cual era originalmente utilizada contra lombrices, epilepsia, fiebre y pestilencia, asi

como para tratar las condiciones de sed y miccion frecuente en la Europa medieval (Bailey, 2017).

Tomando en cuenta estos antecedentes, los productos naturales pueden ser descritos como puntos
de partida promisorios para el desarrollo de nuevos farmacos que ayuden a la regulacion del metabolismo
de la glucosa, corrigiendo o limitando las anormalidades fisiopatologicas que se desarrollan en la DM2.
En este contexto, la busqueda clasica de nuevas moléculas a partir de productos naturales comienza con
la seleccion bioldgica de extractos "crudos" para identificar el extracto con la mejor bioactividad para,

posteriormente, ser fraccionado con la finalidad de aislar los principios activos (Atanasov et al., 2021).

Dado que la DM2 es una enfermedad multifactorial, es decir, que son reconocidas varias dianas
involucradas en el desarrollo de su fisiopatologia, la modulacion de varios blancos farmacoldgicos podria
representar un control metabolico superior en comparacion con el efecto terapéutico brindado por la
regulacion de un sélo blanco. Debido a esto, el enfoque terapéutico actual engloba el uso de varios
agentes con dianas especificas para lograr un control glucémico adecuado. Sin embargo, la respuesta a
los farmacos hipoglucemiantes actuales se pierde en algunos pacientes con DM?2 a largo plazo, lo que
conduce a un control inadecuado de la hiperglucemia. Por otro lado, estos medicamentos estdn asociados
a varios efectos secundarios como hipoglucemia severa, acidosis lactica, lesion idiosincrasica de las
células hepaticas, déficit neurologico permanente, malestar digestivo, dolor de cabeza, mareos e incluso

la muerte (El-Abhar & Schaalan, 2014).

En respuesta a los problemas que presentan los medicamentos utilizados en la terapia actual, el
desarrollo de farmacos esta enfocado en el descubrimiento de nuevas moléculas que sean mas seguras y
efectivas, y que tengan un efecto terapéutico basado en varios blancos farmacoldgicos o bien, usar una
combinacion de compuestos activos en un solo farmaco. A diferencia del paradigma clasico de la
farmacologia ‘“‘on-target”, es decir, un farmaco con un blanco especifico, el enfoque de la
polifarmacologia, o la unién de un farmaco a mas de una diana, podria ser mas efectivo contra una
enfermedad tan compleja como la DM2 debido a las multiples anormalidades fisiopatologicas que se

presentan (Reddy & Zhang, 2013).
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En este sentido, las moléculas derivadas de productos naturales o nutracéuticos han cobrado
relevancia debido a que cumplen con estos criterios. Particularmente, las plantas contienen una gran
diversidad de moléculas, producto de su metabolismo secundario, que exhiben diferentes mecanismos
de accidn sobre distintas vias metabdlicas que repercuten directa o indirectamente en el metabolismo de
la glucosa. En los ultimos afios, se han identificado y aislado una gran cantidad de compuestos de fuentes
vegetales con potentes efectos hipoglucemiantes, como alcaloides, fenoles, terpenoides, glucdsidos,
flavonoides, saponinas, xantonas, fibras dietéticas, polisacaridos, glucolipidos, peptidoglicanos y
aminoacidos (Gaikwad et al., 2014; Sharma et al., 2018), los cuales pueden ejercer su efecto terapéutico
través de distintos mecanismos como la estimulacion de la secrecion de insulina, la regeneracion y
proteccion de las células B pancredticas, la reduccion de RI e inflamacion, la estimulacion de la
glucogénesis y la glucolisis hepatica, la inhibicion de la gluconeogénesis, y la inhibicion de la absorcion

de carbohidratos y grasas (Tabla 3) (Duarte et al., 2020; Oyagbemi et al., 2014).

Tabla 3. Ejemplos de productos naturales de origen vegetal con mecanismos hipoglucemiantes.

Compuesto Fuente Mecanismo de acciéon

Berberina Raices y corteza del tallo de especies del

0\ género Berberis L. [Berberidaceae] - Aumenta la secrecion de GLP-1 e

inhibe a DPP-4.
Coptis teeta Wall., C. chinensis Franch. y
Hydrastis canadensis L. [Ranunculaceae]

7
- \ |N+ Corteza de Phellodendron amurense
o
0

- Activa AMPK (regula captacion de
glucosa y oxidacion de acidos grasos).

- Incrementa la expresion de receptores

Rupr. [Rutaceae] de insulina.

Tallos y raices de Tinospora sinensis

PubChem CID: 2353 (Lour.) Merr. [Menispermaceae] - Inhibe a PTP1B.
- Inhibe a maltasas en intestino
Luteolina delgado.

- Aumenta la fosforilacion de Akt a
través de la activacion de PPARy.
Hojas de Satureja hortensis L. - Disminuye las complicaciones

[Lamiaceae] vasculares debido a la reduccion de los
niveles de 6xido nitrico y EROs.

PubChem CID:
5280445

- Aumenta la concentracion de
adiponectina y reduce los niveles de
MCP-1 y resistina.

GLP-1: péptido similar al glucagén tipo 1; DDP-4: dipeptidil peptidasa 4; AMPK: proteina cinasa activada por AMP; PTP1B:
proteina tirosina fosfatasa 1B; Akt: proteina cinasa B; PPARY: receptor activado por proliferadores peroxisomales gamma;
EROs: especies reactivas de oxigeno; MCP-1: proteina quimioatrayente de monocitos. Elaboracion propia con base en
informacion obtenida de Gaikwad et al. (2014); Sharma et al. (2018); Vinayagam et al. (2017).
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Tabla 3. (cont.)

Compuesto Fuente Mecanismo de accion
- Mejora el perfil lipidico mediante la
. activacion de PPARa y la regulacion a
Formononetina

PubChem CID:

Trifolium pratense L. [Fabaceae]

la baja de la expresion hepatica de
apolipoproteina C-I1I, componente de
las VLDL.

- Inhibe la apoptosis de las células 3
pancredticas y promueve su

5280375 regeneracion.
- Aumenta la secrecion de insulina y la
sintesis de glucogeno hepatico.
Maneiferi - Incrementa la sensibilidad a la
angtierina insulina.
OH
i o - Disminuye los niveles de glucosa en
2 ™9 Corteza de Mangifera indica L ayuno, colesterol total, triglicéridos,
"o O O o - ' LDL y VLDL.
L, [Anacardiaceae]
He ° or - Aumenta los niveles de HDL.
PubsczléelrgﬁlD: - Inhibe las enzimas intestinales o.-
amilasas y a-glucosidasas.
- Reduce los niveles de G6Pasa y
FBPasa.
Esculetina Artemisia scoparia Waldst. & Kitam. y 4. - Disminuye los niveles de mRNA de
HO o._0 capillaris Thunb. [Compositae] G6Pasa.
Hom Ceratostigma willmottianum Stapf ~ - Aumenta la expresion de genes
(Plumbaginaceac) implicados en la oxidacion de acidos
PubChem CID: ' ) grasos en higado (PGC-1a, PPARa y
5281416 Citrus limon (L.) Osbeck [Rutaceae] CPT).
- Incrementa los niveles de mRNA de
GLUT?2 y glucocinasa en higado.
Pteroestilbeno

OH
/O O N O
/O

PubChem CID:
5281727

Duramen de Pterocarpus marsupium
Roxb. [Fabaceae]

- Incrementa la captacion de glucosa a
través de la fosforilacion de Akt y la
expresion de GLUT4.

- Aumenta la actividad de la
glucocinasa.

PPARa: receptor activado por proliferadores peroxisomales alfa; VLDL: lipoproteinas de muy baja densidad; LDL:
lipoproteinas de baja densidad; HDL: lipoproteinas de alta densidad; G6Pasa: glucosa-6-fosfatasa; FBPasa: fructosa-1,6-
bisfosfatasa; PGC-1a.: coactivador 1o de PPARy; CPT: carnitina palmitoiltransferasa; GLUT2: glucotransportador tipo 2;
Akt: proteina cinasa B; GLUT4: glucotransportador tipo 4. Elaboracion propia con base en informacion obtenida de Gaikwad
et al. (2014); Sharma et al. (2018); Vinayagam et al. (2017).
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Tabla 3. (cont.)
Compuesto Fuente Mecanismo de accion

- Inhibe a PTP1B.
- Activa a AMPK:

Acido betulinico

Viscum coloraum (Kom.) Nakai 1) Inhibe la gluconeogénesis y la

[Santalaceac] expresion génica de PGC-1a, PEPCK y
Tecomella undulata (Sm.) Seem. G6Pasa.
[Bignoniaceae] 2) Aumenta la oxidacion de acidos
grasos a través de la fosforilacion de
Pubchem CID: 64971 ACC.

Cucurbitano

- Incrementa la translocacion de
Momordica charantia L. [Cucurbitaceae] = GLUT4 y la fosforilacion de AMPK y
ACC.

PubChem CID:
71306378

PTP1B: proteina tirosina fosfatasa 1B; AMPK: proteina cinasa activada por AMP; PGC-1a: coactivador 1o de PPARy;
PEPCK: fosfoenolpiruvato carboxicinasa, Go6Pasa: glucosa-6-fosfatasa; ACC: acetil-CoA carboxilasa; GLUT4:
glucotransportador tipo 4. Elaboracion propia con base en informacion obtenida de Gaikwad et al. (2014); Sharma et al.
(2018); Vinayagam et al. (2017).

2.5.2 Uso del enfoque etnofarmacologico para la identificacion de plantas hipoglucemiantes

Desde el origen de la humanidad, los productos de la naturaleza han sido utilizados como medicina para
el tratamiento de diversas enfermedades. Las civilizaciones humanas han adquirido, a través de los afios,
el conocimiento empirico sobre los usos de estos productos como curas para aliviar sus padecimientos
mediante un enfoque holistico, integrando los aspectos psicoldgicos, sociales y espirituales del paciente

con la terapia medicinal derivada de productos provenientes del ambiente (Jager, 2015).

La medicina tradicional se define como los conocimientos, las habilidades y las practicas basadas
en las teorias, creencias y experiencias autoctonas de diferentes culturas utilizadas en el mantenimiento
de la salud, la prevencion, el diagndstico, el mejoramiento o el tratamiento de enfermedades fisicas y
mentales (WHO, 2021b). Actualmente, se estima que alrededor de un 88% de la poblacion mundial sigue
utilizando la medicina tradicional y complementaria como parte de su atencion primaria debido, en parte,

a su bajo costo en comparacion con los farmacos ya desarrollados (Gaikwad et al., 2014; WHO, 2019b).
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A pesar de que la medicina tradicional engloba el uso de animales, plantas y minerales, las plantas
constituyen la mayor parte de esta practica humana. Las plantas utilizadas con fines medicinales
contienen ingredientes activos que poseen alguna actividad bioldgica (Abubakar & Haque, 2020). Estos
compuestos son sintetizados a partir del metabolismo secundario en respuesta a estimulos ambientales
especificos tales como el dafio inducido por herbivoros, ataques de patogenos o depravacion de nutrientes
(Makheswari & Sudarsanam, 2011). Las preparaciones tradicionales que se elaboran a base de plantas
medicinales son mezclas de estos componentes, por lo que suelen existir interacciones entre ellos que
producen efectos aditivos, sinérgicos o antagoénicos que posiblemente afectan la biodisponibilidad de los

principios farmacoldgicamente activos (Holmstedt & Bruhn, 1983).

La identificacion de estos principios bioactivos a partir de las preparaciones tradicionales a base
de plantas es objeto de estudio de la etnofarmacologia, la cual puede definirse como el estudio de los
productos naturales biologicamente activos de uso tradicional, con el objetivo de entender sus
propiedades terapéuticas (Andrade-Cetto & Heinrich, 2011). La etnofarmacologia incorpora métodos y
conceptos socioculturales, enfocandose en la evaluacion cientifica empirica de los usos terapéuticos de
plantas utilizadas en cualquier sistema de medicina tradicional, es decir, es un campo de investigacion
multidisciplinario que ocupa herramientas de otras areas como la antropologia, la farmacologia y la
toxicologia (Heinrich, 2015) y que, a su vez, contribuye al estudio de plantas medicinales y productos

naturales de otras areas como la farmacognosia, la fitoterapia y la fitomedicina.

El abordaje inicial para la realizacion de estudios etnofarmacologicos consiste en la recopilacion
de datos sobre el uso tradicional de las plantas medicinales de interés sobre cierta patologia. La
informacion obtenida en campo es crucial para el posterior desarrollo de experimentos que permitan la
descripcion de su contenido fitoquimico y la evaluacion de sus efectos farmacoldgicos. Por ejemplo, es
importante documentar qué parte y cudnto de la planta es utilizada, asi como su forma de preparacion y
como es consumida tradicionalmente. De esta manera, la informacion obtenida se integra y se traslada al
laboratorio con el objetivo de simular las condiciones de preparacion y consumo por parte de los
pacientes en las comunidades (Andrade-Cetto, 1999). Por otro lado, tener un conocimiento amplio de la
fisiopatologia de la enfermedad de interés, permite la eleccién de modelos in vivo o in vitro que presenten
las caracteristicas deseadas de la patologia para evaluar el posible efecto terapéutico de la planta

medicinal.

El tratamiento de enfermedades con plantas medicinales ha prevalecido desde tiempos pre-
hispanicos. Debido a este arrastre cultural, que promueve el cuidado y el mejoramiento de la salud con

productos naturales, los pacientes diabéticos buscan tratamientos alternativos a través del uso de plantas
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(Andrade-Cetto, 2010; Chang et al., 2013). Tras el diagndstico médico, el paciente es orientado a utilizar
medicamentos hipoglucemiantes convencionales, sin embargo, se ha reportado que una gran mayoria de
ellos opta por utilizar plantas como coadyuvantes para el tratamiento de dicha patologia (Cruz &

Andrade-Cetto, 2015).

La seleccion de plantas medicinales por los pacientes diabéticos en las comunidades suele ser a
través de un enfoque de “ensayo y error”, en donde son adoptadas como parte de la medicina tradicional
aquellas que muestran poseer mejores efectos terapéuticos desde una perspectiva empirica. El objetivo
de la etnofarmacologia es reconocer y documentar estas especies de gran valor cultural con la finalidad
de identificar nuevos compuestos o elaborar fitomedicamentos para el manejo de enfermedades

metabolicas como la DM2 (Andrade-Cetto, 2015).
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2.6 Antecedentes de la especie de estudio

2.6.1 Eleccion y descripcion de Eryngium cymosum F.Delaroche

En paises como México, los pacientes diabéticos utilizan plantas medicinales para tratar esta enfermedad,
ya sea consumiéndolas de manera paralela a fArmacos hipoglucemiantes o en lugar de éstos. Debido a la
riqueza de flora asociada al conocimiento del uso tradicional de plantas medicinales en ciertas regiones,
es de interés farmacoldgico conocer y documentar dichas especies para su posterior evaluacion cientifica.
En este sentido, en el municipio de Tlanchinol, Hidalgo, se han identificado al menos 96 especies de
plantas relacionadas a 286 menciones de uso para alguna enfermedad (Andrade-Cetto, 2009). En este
trabajo también se menciono que las principales fuentes de donde las personas obtienen estas plantas son

de sus propios jardines, de la vegetacion circundante y del mercado municipal de Huejutla de Reyes.

El mercado de Huejutla representa un punto importante para la venta y compra de plantas
medicinales (Figura 12) entre personas que provienen de municipios colindates como Tlanchinol y San
Felipe Orizatlan. Desde 1994, nuestro grupo de trabajo detecto el uso de Eryngium cymosum F.Delaroche
[Apiaceae] para el tratamiento de DM2 por parte de curanderos y pacientes diabéticos de Tlanchinol y
Huejutla, quienes compran la planta seca en el mercado o bien, la colectan en el rio cercano a la cabecera

municipal de Huejutla.

Figura 12. Puesto de plantas medicinales en el mercado de Huejutla.

Fotografia tomada por Espinoza-Hernandez, F. A. (junio, 2017).
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Tras realizar un estudio de mercado entre los afios 2016 y 2020, se reportd que esta especie,
localmente conocida como “pifiuela”, goza de un alto volumen de venta a lo largo del afio. Los curanderos
y vendedores recomiendan su consumo a lo largo del dia como “agua de uso” para el tratamiento
exclusivo de diabetes. Su forma de preparacion consiste en hervir un pufio (20 g) de la parte aérea de la

planta en aproximadamente medio litro de agua (Espinoza-Hernandez et al., 2021).

E. cymosum es una especie nativa de México y Guatemala (Plants of the World Online [POWO],
2021). Es descrita como una hierba perenne, glabra, robusta, caulescente; con raices fasciculadas,
fibrosas y blandas; tallos solitarios y erectos; hojas basales numerosas, linear-lanceoladas, laminas con
la base dilatada, apice agudo, espinoso-serradas con dientes extendidos; e inflorescencia en forma de
cima ramificada con numerosas cabezuelas, pedunculadas, de globosas a hemisféricas (Figura 13). Crece
en laderas y sotobosque de bosques de coniferas, entre los 2000 — 3200 m de altitud, floreciendo de julio
a octubre y fructificando de octubre a enero (Garcia-Ruiz, 2013). En nuestro pais se ha reportado en los
estados de Aguascalientes, Chiapas, Durango, Guanajuato, Guerrero, Hidalgo, Jalisco, M¢éxico,
Michoacan, Oaxaca, Querétaro y Zacatecas (Comision Nacional para el Conocimiento y Uso de la

Biodiversidad [CONABIO], 2021).

A) B)

932321

Figura 13. Imégenes de E. cymosum.

A) Fotografia de parte aérea. Tomada por Espinoza-Hernandez, F. A. (junio, 2019). B) Herborizado de tallo con
inflorescencias. Imagen tomada de Departamento de Botanica, Instituto de Biologia (IBUNAM) (2014).
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Anteriormente, nuestro grupo de trabajo colecto la parte aérea de la especie para elaborar un perfil
cromatografico del extracto tradicional (acuoso). A través de cromatografia liquida de alta eficacia
(HPLC), se detectd la presencia de flavonoides y 4cidos fenolicos. Los compuestos mayoritarios
identificados fueron el 4cido clorogénico, el acido rosmarinico y el acido cafeico (Figura 14) (Espinoza-

Hernandez et al., 2021).
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Figura 14. Perfil cromatografico del extracto acuoso de la parte aérea de E. cymosum.

Se coinyecto el extracto acuoso con los estandares 1 (acido cafeico), 2 (acido clorogénico) y 3 (4cido rosmarinico). Tomado
de Espinoza-Hernandez et al. (2021).

Como se ha mencionado anteriormente, esta especie ha sido utilizada durante varias décadas por
pacientes diabéticos de comunidades localizadas tanto en el municipio de Tlanchinol como de Huejutla
para tratar los niveles elevados de glucosa en sangre; sin embargo, no existen reportes en la literatura que
respalden cientificamente su uso para el tratamiento de DM2. Debido al valor brindado por los pacientes
que la utilizan, es de interés evaluar su efecto hipoglucemiante y caracterizar el mecanismo de accion

por el cual ejerce dicho efecto.

A pesar de que E. cymosum no cuenta con antecedentes farmacolégicos, se ha documentado que
distintas especies del género Eryngium Tourn. ex L., utilizadas tradicionalmente para el tratamiento de
la diabetes, son capaces de modular distintos mecanismos involucrados en la regulacion de la
hiperglucemia, como la inhibicioén de o-glucosidasas, la reduccion de la gluconeogénesis, la secrecion
de insulina, la proliferacion de células § pancreaticas y la posible disminucion de RI (Andrade-Cetto et

al., 2021; Dalar et al., 2014; Kasabri et al., 2012).
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2.6.2 Antecedentes etnobotanicos, fitoquimicos y farmacologicos del género Eryngium

2.6.2.1 Usos medicinales

El género Eryngium comprende alrededor de 250 especies que se distribuyen en las regiones tropicales
y templadas de cada continente (Calviio et al., 2008), y muchas de ellas tienen usos ornamentales,
culinarios y medicinales. De manera particular, las especies pertenecientes a este género han sido
utilizadas alrededor del mundo para el tratamiento de diversas enfermedades desde tiempos antiguos, por
ejemplo, en Grecia, Dioscorides preescribia “erungion’ para tratar las hinchazones. En el Viejo Mundo,
las especies de Eryngium eran consumidas como alimento, como medicina y como afrodisiaco; uno de
los usos medicinales mas comunes era para neutralizar venenos (alexitérico). Los indigenas y colonos de
Estados Unidos utilizaban las raices de especies americanas como E. yuccifolium Michx. para tratar
problemas hepaticos, como diurético y emético, para aliviar dolores musculares, para tratar reumatismos,

padecimientos respiratorios, problemas del rifion y de la vejiga (Austin, 2004).

Los usos medicinales que se le han atribuido a las especies de este género en todo el mundo son
como emético, diaforético, expectorante, afrodisiaco, antihemorroico, digestivo, diurético, emenagogo y
alexitérico (Choudhury et al., 2014; Clement et al., 2007; Flamini et al., 2008; Jari¢ et al., 2015; Pala-
Paul, 2002; Paul et al., 2011; Polat & Satil, 2012). En México, se ha reportado que la infusioén de las
hojas de E. monocephalum Cav. es utilizada contra el dolor estomacal y el “mal de orin”, mientras que
la infusion de las flores es utilizada para combatir la tos; por otro lado, la parte aérea de E. carlinae
F.Delaroche es utilizada para combatir padecimientos del rifién, contra la congestion de pecho, dolor de
espalda y de huesos, lavados vaginales, punzadas de oido, enfermedades venéreas, fiebre, purito,
trastornos gastrointestinales, inflamacion, para la bilis y contra la mordedura de serpientes venenosas
(Guizar-Gonzélez, 2007). También se ha documentado que las infusiones tanto de la parte aérea como
de la raiz de E. columnare Hemsl. son utilizadas para tratar enfermedades del aparato digestivo,

respiratorio, urinario, circulatorio y padecimientos de la piel (Bello-Gonzélez et al., 2015).

El primer reporte de uso tradicional para diabetes del género Eryngium fue en un estudio realizado
por Yaniv y colaboradores (1987) en Israel, en donde se mencion6 que las hojas de E. creticum Lam. se
preparaban en decoccion y la infusion resultante se tomaba conforme se fuera necesitando. Esta especie,
conocida comunmente como “eringio”, forma parte de la medicina tradicional greco-arabe y presenta un
amplio rango de actividades biologicas (Jarald et al., 2008). Otras especies reportadas como parte de la
medicina tradicional para el tratamiento de esta enfermedad son E. foetidum L. (Andrade et al., 2020;

Paul et al., 2011), E. ilicifolium Lam. (Barkaoui et al., 2017) y E. thyrsoideum Boiss. (Mahmoudi et al.,
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2020). En México, se documentd que las especies E. heterophyllum Engel. y E. carlinae, ambas
conocidas como “hierba del sapo”, son utilizadas tradicionalmente para tratar diabetes y dislipidemias
(Carreon-Sanchez et al., 2013; Esquivel-Gutiérrez et al., 2012); mientras que Andrade-Cetto (2009)
reportd que entre las especies utilizadas en el municipio de Tlanchinol, Hidalgo para el tratamiento de la

diabetes se encuentra E. longifolium Cav.

2.6.2.2 Composicion fitoquimica

En cuanto a antecedentes fitoquimicos del género, se ha reportado la presencia de terpenoides, saponinas
triterpenoides, flavonoides, cumarinas, poliacetilenos, esteroides y aceites esenciales. Particularmente,
se han identificado al menos 127 compuestos, entre los que destacan compuestos fenolicos y terpenoides
(Figura 15) (Wang et al., 2012). Por ejemplo, los extractos acuosos, etanolicos y metandlicos de E.
creticum presentan diferentes compuestos bioactivos como terpenoides, aldehidos, cumarinas,
sitoesteroles, taninos, resinas y azucares (Kikowska et al., 2016). A partir de los extractos radiculares de
esta especie, se identificaron y aislaron los compuestos deltiona, marmesina, quercetol, 3-(B-D-
glucopiranosiloximetil)-2,4,4-trimetil-2,5-ciclohexadien-1-ona,  1-B-D-glucopiranosiloxi-3-metoxi-5-
hidroxibenceno, 3-sitosterol, 3-B-D-glucopiranosil del B-sitosterol, manitol y dulcitol (Al-Khalil, 1994).
Mientras que de la parte aérea se aislaron dos compuestos: eryng-9-en-15-al, el cual posee un esqueleto

sesquiterpenoide inusual, y la metilcetona eicos-8,11-dien-18-0l-2-ona (Ayoub et al., 2003).

Por otro lado, a partir de los aceites esenciales de diferentes partes de la especie espanola E.
bourgatii Gouan se han identificado distintos terpenoides como filocladeno, biciclogermacreno, -
muroleno, y (E)-cariofileno (Pala-Paul et al., 2005). Mientras que los aceites esenciales obtenidos de la
parte aérea, inflorescencias y frutos de la especie italiana E. amethystinum L. se caracterizaron por
presentar derivados metilo de benzaldehido, fenilpropanoides como eugenol y (E)-metil isoeugenol,
monoterpenoides como a-pineno y sesquiterpenoides como germacreno D (Flamini et al., 2008). En los
aceites esenciales de la especie colombiana E. foetidum predominaron compuestos aldehidos alifaticos y
aromaticos como 2-dodecen-1-al, 5-dodeceno, tetradecanal, tetradecenal, 3,4,5-trimetilfenol y aldehido

2,4,6- trimetilbenzoico (Jaramillo et al., 2011).

Algunos acidos fenolicos, como acido rosmarinico, acido clorogénico y acido cafeico han sido
identificados en especies del género, particularmente en cultivos in vitro de E. planum L. (Kikowska et
al., 2012), mientras que distintos compuestos fendlicos y flavonoides glucosilados han sido reportados

en extractos etanolicos, acetonicos y acuosos de E. bornmuelleri Nébélek, como rutina,
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kaempferol/luteolina glucosido, quercetina/hesperitina glucésido, kaempferol/luteolina rutindsido, acido
caftarico, acido hidroxibenzoico-O-hexdsido y acido felurico (Dalar et al., 2014). Por otro lado, dentro
de la composicion fitoquimica de E. campestre L. se ha reportado la presencia de quercetina 3-O-f3-
glucodsido, quercetina 3-O-B- glucurénido-4’-metil éter, isoramnetina 3-O-f-glucdsido, isoramnetina 3-
O-B-galactosido, isoramnetina 3-O-a-ramnosido, acido clorogénico, acido cafeico, acido p-cumarico,

acido felurico, acido rosmarinico, benzoato de aegelinol y agasilina (Soumia, 2018).

Finalmente, del extracto organico de la especie mexicana E. carlinae se han identificado
compuestos como [-sitosterol, estigmasterol, acido rosmarinico, 3-B-O-D-glucosido de 3'-O-metil-

miricetina y distintos acidos grasos como deca-2,4-dienal, acido docosanoico y acido hexacosanoico

(Toro-Rivera, 2017).
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Figura 15. Diversidad de compuestos presentes en especies del género Eryngium.

Estructuras elaboradas en ChemDraw.
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2.6.2.3 Antecedentes farmacolégicos relacionados a diabetes

Distintas especies del género Eryngium utilizadas alrededor del mundo para tratar diabetes y
padecimientos relacionados, como dislipidemias, han sido probadas para evaluar su efecto farmacologico
agudo o cronico sobre diferentes parametros metabolicos, proteinas y enzimas relacionadas a la
generacion de hiperglucemia en DM2 (Tabla 4). Los extractos evaluados de estas especies han sido
capaces de disminuir los niveles de glucosa sanguinea y de mejorar el perfil lipidico in vivo en modelos
murinos de hiperglucemia inducida por estreptozotocina (STZ) o aloxano, asi como en modelos

hipercolesterolémicos y de RI inducida por dieta alta en grasa y fructosa.

Algunas especies, como E. bornmuelleri, E. caeruleum, E. foetidum, E. maritimum y E. planum,
poseen un efecto inhibitorio sobre la actividad de enzimas involucradas en la hidrolisis de carbohidratos
de la dieta, como a-glucosidasas, mientras que la especie mexicana E. longifolium tiene la capacidad de
disminuir la produccion enddgena de glucosa, ya que inhibe a las enzimas gluconeogénicas G6Pasa y
FBPasa. Por otro lado, se ha reportado que E. creticum es capaz de incrementar la secrecion de insulina

y de promover la proliferacion de células B in vitro.

Tabla 4. Antecedentes farmacologicos relacionados a diabetes de distintas especies del género Eryngium.

Especie Tipo de Compuestos Experimento/Resultado Referencia
(region donde extracto identificados

se utiliza) (parte usada)

E. billardieri Etandlico - In vivo: ratas hiperglucémicas (100, Khani et
Delile (raices) 200 y 400 mg/kg de peso p.o. por 28 al., 2021
(Irén) dias)/| glucosa sanguinea, finsulina

sérica, THOMA-B, |colesterol total,
tHDL, |LDL, |VLDL,
ltriglicéridos, |indice aterogénico,
ldepdsitos de grasa en higado,
lcélulas necroticas y degenerativas
en pancreas

E. bornmuelleri ~ Acuoso, Acido In vitro: ensayo Dalar et al.,
Nabelek acetonico, hidroxibenzoico-O- enzimatico/|actividad de o- 2014
(Turquia) etanolico hexosido glucosidasas (ICso = 19.12, 10.4, 8.47
(hojas) Acido clorogénico pg/ml), |actividad de a-amilasas
Kaempferol/luteolina (ICs0=19.4, 9.6, 8.3 pug/ml),
rutipésido lactividad de lipasa pancreatica (ICso
Rutina =6.48,5.01, 5.92 pg/ml)

HOMA-B: modelo homeostatico para evaluar la funcion de las células B pancreaticas; HDL: lipoproteinas de alta densidad;
LDL: lipoproteinas de baja densidad; VLDL: lipoproteinas de muy baja densidad.
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Tabla 4. (cont.)

Especie Tipo de Compuestos Experimento/Resultado Referencia
(region donde extracto identificados
se utiliza) (parte usada)
E. caeruleum Hexanico, - In vitro: ensayo Dehghan et
M.Bieb. acetato de etilo, enzimatico/ | actividad de a-amilasas al., 2016
(Medio metandlico (ICs0=9.6, 11.9, 15.9 pug/ml)
Oriente) (parte aérea)
Etandlico - In vivo: ratas hiperglucémicas (100, Afshari
(hojas) 200 y 300 mg/kg de peso p.o. por 30 etal., 2019
dias)/| glucosa sanguinea, finsulina
sérica, [HOMA-IR, |colesterol total,
ILDL, [triglicéridos
Metandlico: Triacontano In vitro: ensayo Sadiq et al.,
fraccion extraida  Tocoferol enzimatico/ | actividad de o- 2020
con cloroformo 2,5-Pirrolidiona glucosidasas (ICso =437 Hg/ml)
(parte aérea) N-[2-(tienil)acetiloxil]  In vive: ratones hiperglucémicos
Palmitato de metilo (31.25,62.5 y 125 pg/kg de peso
Ciclohexeno 1.p.)/| glucosa sanguinea después de
3- (1,5-dimetil-4- 24 h
hexenil)-6-metileno
Fitol
Neofitadieno
Timol
Falcarinol
Acido linolénico
E. carlinae Acuoso Acido protocatecuico In vivo: ratas alimentadas con dieta ~ Pérez-
F.Delaroche (flores) Acido cafeico alta en grasa y fructosa (extracto Ramirez
(México) Acido elagico disuelto en agua de bebida por 6 etal., 2016
Procianidina B1 meses)/|peso corporal, |glucosa
Catequina sanguinea, |insulina sérica, |AGL,
Rutina ltriglicéridos, |proteinas
Epicatequina relacionadas a inflamacion
B-Sitoesterol
A’-Estigmasterol
Campesteril -D-
glucopiranosido
Sitosteril B-D-
glucopiranosido
Etanolico - In vivo: ratas hiperglucémicas (30 Noriega-
(parte aérea) mg/kg de peso p.o. por 40 Cisneros et
dias)/| colesterol total, |triglicéridos  al., 2012
Hexa-O-acetil-D- In vivo: ratones Castro-
manitol hipercolesterolémicos (extracto: Torres et
D-manitol 100 y 500 mg/kg de peso p.o.; al., 2017

compuestos: 10 mg/kg de peso p.o.
por 4 semanas)/ | colesterol total,
THDL, |no HDL, fTexpresion de
Abcg5 y Abcg8

HOMA-IR: modelo homeostatico para evaluar la resistencia a la insulina. AGL: 4cidos grasos libres; HDL: lipoproteinas de
alta densidad; Abcg5: miembro 5 de la subfamilia G del casete de uniéon a ATP; Abcg8: miembro 8 de la subfamilia G del
casete de union a ATP.
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Tabla 4. (cont.)

Especie Tipo de Compuestos Experimento/Resultado Referencia
(region donde extracto identificados
se utiliza) (parte usada)
E. carlinae Etandlico B-Selineno In vivo: ratas hiperglucémicas (30 Noriega-
F.Delaroche (parte aérea) a-Selineno mg/kg de peso p.o. por 40 Cisneros et
(México) Acido palmitico dias)/| consumo de alimento, al., 2020
Acido estearico lcolesterol total, |triglicéridos,
TtHDL, |no HDL, |indice
aterogénico
Hexanico - In vivo: ratas hiperglucémicas (30 Garcia-
(inflorescencias) mg/kg de peso p.o. por 7 Cerrillo
semanas)/| glucosa sanguinea, etal., 2018
ltriglicéridos
B-Pineno In vivo: ratas hiperglucémicas (30 Pena-
(Z)-B-Farneseno mg/kg de peso p.o. por 7 Montes
a-Farneseno semanas)/| glucosa sanguinea etal., 2019
Calameneno
E. creticum Lam.  Acuoso - In vivo: ratas normoglucémicas e Jaghabir,
(Mediterraneo (raices) hiperglucémicas (extracto disuelto 1991
Oriental) en agua de bebida)/|glucosa
sanguinea después de 24 h
Acuoso - In vivo: ratas normoglucémicas Kasabri
(parte aérea) (500 mg/kg de peso p.o.)/efecto etal., 2011
antihiperglucémico en pruebas de
tolerancia a almidon oral
- In vitro: linea celular Kasabri
MING6/7secrecion de insulina etal., 2012
estimulada por glucosa,
Tproliferacion de células 3
E. foetidum L. Metandlico, - In vitro: ensayo Malik et al.,
(América Tropical etandlico y enzimatico/ | actividad de o- 2016
Asia del sur acuoso amilasas (46.02%, 52.2%, 30.12%
Africa Tropical (hojas) de inhibicion)
Partes calidas de - )
Europa) Metandlico - In vitro: ensayo Manjunatha
(hojas) enzimatico/|actividad de a- etal., 2019
glucosidasas (ICso = 312.4 pg/ml),
lactividad de a-amilasas (ICso =
88.64 pg/ml)
E. heterophyllum  Acuoso - In vitro: linea celular Miranda-
Engelm. (parte aérea) Vero/inhibicion de HMG-CoA Velasquez,
(México) reductasa 2010
In vivo: ratones
hipercolesterolémicos (100 mg/kg
de peso por 5 dias)/|colesterol
Etanolico - In vivo: ratones Almonte-

(planta entera)

hipercolesterolémicos (100 mg/kg
de peso p.o.)/|colesterol total,
triglicéridos

Flores, 2015

HDL.: lipoproteinas de alta densidad; HMG-CoA: 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A.
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Tabla 4. (cont.)

Especie Tipo de Compuestos Experimento/Resultado Referencia

(region donde se  extracto identificados

utiliza) (parte usada)

E. longifolium Cav. Etandlico - In vitro: ensayo Andrade-

(México) (parte aérea) enzimatico/ | actividad de G6Pasa Cetto et al.,
(ICso = 780 ug/ml), |actividad de 2021

FBPasa (ICso = 93 pg/ml)

In vivo: ratas hiperglucémicas (32
y 318 mg/kg de peso p.o.)/| glucosa
sanguinea

E. maritimum L. Etanolicos Acido galico In vitro: ensayo Pereira et al.,
(Mediterraneo) (raices, tallos, Acido vanilico enzimatico/ | actividad de o.- 2019
hojas y flores) Acido clorogénico glucosidasas (ICso = 29, 52.1,
Acido frans-felrico 50.8, 55 ug/ml), |actividad de o-
Acido o-cumarico amilasas (ICso = 23.9, 66.8, 58.2,
Acido trans-cinamico 66.5 pg/ml)
Catequina
Epicatequina
Rutina
Naringenina
Acido 2,3-
dimetoxibenzdico
Carvacrol
E. planum L. Etanolico Rutina In vitro: ensayo Paun et al.,
(Europa y Asia) sometido a Isoquercetina enzimatico/ | actividad de o.- 2019
microfiltracion Acido rosmarinico glucosidasas (ICso = 24.99, 5.94
y Acido clorogénico ug/ml), |actividad de a-amilasas
nanofiltracion

(parte aérea)

(ICso = 10.72, 8.27 pg/ml)

E. thyrsoideum
Boiss.
(Iran)

Acuoso en
nanoparticulas
(parte aérea)

In vivo: ratas hiperglucémicas
(2.5 mg/kg de peso i.p. por 14
dias)/| glucosa sanguinea, |peso
corporal

Mahmoudi et
al., 2020

In vivo: ratas hiperglucémicas
(2.5 mg/kg de peso i.p. por 14
dias)/| glucosa sanguinea,
tinsulina sérica, |expresion de
IL-6 y TNF-a en tejido adiposo
blanco

Mahmoudi et
al., 2021

Go6Pasa: glucosa-6-fosfatasa; FBPasa: fructosa-1,6-bisfosfatasa; IL-6: interleucina 6; TNF-a.: factor de necrosis tumoral alfa.
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3 Planteamiento del problema

En la actualidad, la DM2 representa un problema de salud mundial debido al alarmante crecimiento en
su prevalencia como consecuencia del incremento en el consumo de comida energéticamente densa y al
estilo de vida sedentario. Debido a sus creencias y costumbres, los pacientes diabéticos de las
comunidades en paises en vias de desarrollo suelen consumir plantas para tratar los niveles elevados de

glucosa que caracterizan la enfermedad de manera exclusiva o paralela a los farmacos hipoglucemiantes.

Tomando en consideracion la continua busqueda de moléculas para el desarrollo de nuevos farmacos
con mayor capacidad para controlar la hiperglucemia a largo plazo y con menor niimero de efectos
adversos, los productos naturales provenientes de plantas medicinales resultan ser una fuente promisoria
de compuestos hipoglucemiantes debido a sus caracteristicas fisicoquimicas tnicas. Por otro lado, los
fitoquimicos presentes en los extractos de plantas medicinales pueden presentar mejores efectos
terapéuticos en enfermedades metabolicas de etiologia compleja como la DM2, ya que la mezcla de
compuestos puede conducir a efectos sinérgicos que promuevan la activacion o inhibicion de distintos

blancos farmacologicos y, de esta manera, se contrarreste la hiperglucemia a través de diferentes vias.

El presente trabajo propone un nuevo enfoque para la caracterizacion del mecanismo
hipoglucemiante de plantas medicinales tomando en cuenta los aspectos etnofarmacoldgicos
relacionados a su consumo y preparacion en las comunidades. Se toma como ejemplo a E. cymosum, la
cual se ha identificado como remedio recurrente para el tratamiento de DM2 desde 1994 por pacientes
diabéticos de los municipios Tlanchinol y Huejutla del estado de Hidalgo. Dicha especie es preparada
como decoccion para su consumo a lo largo del dia como “agua de uso”, es decir, es consumida tanto en
ayuno como en estado posprandial, por lo que su efecto terapéutico podria estar relacionado con alguno

de los mecanismos que participan en la generacion de hiperglucemia en ambos estados metabolicos.

Se ha reportado que la produccion de glucosa de novo por parte del higado se encuentra dafiada en
pacientes con DM2, incrementando la concentracion de este monosacarido en sangre principalmente en
estado de ayuno. Tras la ingesta de alimentos, esta via no es completamente inhibida a causa de la RI que
presenta el higado, por lo que los niveles de glucosa se elevan mas alla del umbral fisioldgico debido a
la suma de ambas fuentes de glucosa: la interna, producto de la liberacion hepatica, y la externa,
proveniente de la hidrélisis de carbohidratos complejos con alto indice glucémico de la dieta, los cuales

son absorbidos en sus formas mas simples en el intestino, generando hiperglucemia posprandial.

Tanto la gluconeogénesis, como la hidrolisis intestinal de carbohidratos representan excelentes

blancos terapéuticos para el tratamiento de DM2 ya que son las principales fuentes de hiperglucemia en
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ayuno y en estado posprandial. Debido a esto y a que la decoccion de E. cymosum es consumida en ambos
estados, la pregunta de investigacion que surge es si el extracto tradicional de esta especie mexicana es
capaz de controlar la hiperglucemia en ayuno y en estado posprandial a través de la inhibicion de la
gluconeogénesis, especificamente disminuyendo la actividad de dos de las enzimas paso-limitantes que
participan en la gluconeogénesis, y de la inhibicion de hidrdlisis de carbohidratos por las enzimas
intestinales a.-glucosidasas. Ademas de estos mecanismos, es importante determinar el efecto del extracto
tradicional de E. cymosum sobre la insulina, ya que esta hormona juega un papel crucial en la homeostasis

de la glucosa, controlando la produccién y el almacenamiento de este monosacarido.

Se espera que los resultados obtenidos en este trabajo constituyan la base para la elucidaciéon de los
mecanismos que participan en el efecto hipoglucemiante de E. cymosum, estableciendo los cimientos
para la caracterizacion del mecanismo hipoglucemiante de plantas medicinales utilizadas para el

tratamiento de DM2 consumidas como “agua de uso”.
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4 Objetivos

General:

Determinar la contribucion del mecanismo hipoglucemiante de Eryngium cymosum en distintas vias

relacionadas a la generacion de hiperglucemia en ayuno y en estado posprandial.

Particulares:

1. Comprobar el efecto hipoglucemiante agudo del extracto acuoso de la parte aérea de E. cymosum en

ratas hiperglucémicas STZ-NA.

2. Evaluar el efecto del extracto de E. cymosum sobre la gluconeogénesis hepatica in vivo por medio de
pruebas de tolerancia a piruvato en ratas hiperglucémicas STZ-NA, e in vitro en ensayos de inhibicion

de las enzimas gluconeogénicas G6Pasa y FBPasa.

3. Caracterizar el impacto del extracto de E. cymosum sobre la hiperglucemia posprandial y la hidrolisis
de carbohidratos in vivo por medio de pruebas de tolerancia a la maltosa en ratas hiperglucémicas

STZ-NA, e in vitro en ensayos de inhibicion de enzimas a-glucosidasas.

4. Estudiar el efecto del extracto de E. cymosum sobre la secrecion basal y estimulada de insulina en

ayuno y en estado posprandial, respectivamente, en ratas normoglucémicas.
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5 Hipotesis

El extracto acuoso de E. cymosum:

—

Disminuye la glucosa sanguinea de una manera dosis-dependiente en una curva de glucosa 3 horas.

2. Disminuye el pico hiperglucémico en las pruebas de tolerancia a piruvato manteniendo un efecto
antihiperglucémico sostenido, e inhibe a las enzimas reguladoras de la gluconeogénesis G6Pasa y

FBPasa en los ensayos in vitro.

3. Evitael pico posprandial en las pruebas de tolerancia a la maltosa e inhibe las enzimas a-glucosidasas

en los ensayos in vitro.

4. Disminuye los niveles de glucosa sanguinea, tanto en ayuno como en estado posprandial, aumentando

la concentracion de insulina.
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6 Métodos
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6.2 Obtencion del material biologico

Se entrevistd a comerciantes del mercado de Huejutla con la finalidad de localizar la zona de donde se
colecta normalmente la “pifiuela” para su posterior venta. El area se ubic6 en el limite de la zona urbana
de la cabecera municipal de Huejutla, en el sendero del rio Tecacalax ubicado en un potrero junto a la
Colonia lero de Mayo (21°07°35” Lat N, 98°26°53” Long O). Estando presentes, se realiz6 la colecta de
la parte aérea de la “pifiuela” por un poblador de la zona, Jos¢ Humberto Flores Flores, en el mes de junio
de los afios 2017 y 2019 (Figura 16). La identificacion taxonémica fue realizada posteriormente en la
Facultad de Ciencias, UNAM por el Dr. Jaime Jiménez Ramirez. Finalmente, el material colectado se

coloco en una camara de secado a 40°C durante una semana y, posteriormente, se corté y molio.

A) B) O

Figura 16. Colecta de la parte aérea de E. cymosum.

A) Ejemplar in situ. B) Inflorescencias. C) Proceso de colecta. Fotografias tomadas por Espinoza-Hernandez, F. A. en el sitio

de colecta (junio, 2017).
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6.3 Elaboracion de extracto acuoso

Se pesaron 20 g de la parte aérea molida de la planta (equivalente a un pufio de planta utilizado para
elaborar la decoccion de manera tradicional) y se colocaron en 500 ml de agua destilada en ebullicion.
La mezcla fue retirada de la parrilla y se mantuvo en agitacion durante 15 min; posteriormente, se filtro
a vacio. El filtrado se pas6 en un cristalizador y se envolvié con una pelicula de pléstico para refrigerarlo
a una temperatura de -40°C por 24 horas en un ultracongelador Revco™. El extracto seco se obtuvo
eliminando el agua en la liofilizadora FreeZone®, el cual se pesé para calcular el rendimiento a partir de

los 20 g iniciales de planta.

6.4 Consideraciones bioéticas, animales experimentales y obtencion de muestras

Todos los procedimientos sobre el uso y manejo de animales de laboratorio del presente proyecto se
apegaron a la NORMA Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999, Especificaciones técnicas para la
produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio. El protocolo de bioética fue aprobado por el
subcomité de Bioética de la Comision de Etica Académica y Responsabilidad Cientifica (CEARC) de la
Facultad de Ciencias, UNAM con el numero de folio T 2019 09 005 (ver Anexo 11.1).

Se utilizaron ratas de la cepa Wistar de dos meses de edad (peso aproximado de 250 g)
proporcionadas por el bioterio de la Facultad de Ciencias, UNAM. Todos los organismos se mantuvieron
con fotoperiodos de 12h/12h de luz/oscuridad, teniendo libre acceso a agua y alimento de mantenimiento
Nutricubos de Purina® (ver Anexo 11.2). Las muestras de sangre utilizadas para la medicion de
parametros metabolicos fueron obtenidas de la vena caudal de los animales. Por otro lado, los niveles de

glucosa fueron analizados con tiras y medidores Accu-Chek® Active.

6.5 Calculo de dosis para experimentos in vivo

Se obtuvieron 3299 mg de extracto seco a partir de los 20 g iniciales de planta. La dosis de uso tradicional
fue calculada a partir de este rendimiento obtenido, partiendo del hecho de que una persona con un peso
corporal promedio de 70 kg utiliza un pufiado (20 g) de la parte aérea de la planta para preparar la

decoccion en medio litro de agua y que toma como “agua de uso”:

mg de extracto 3299 mg

Dosis tradicional = =47 mg/kg

kg de peso corporal -~ 770 kg
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6.6 Modelo animal de hiperglucemia inducida STZ-NA para pruebas bioldégicas

Se utilizd el modelo de hiperglucemia inducida por estreptozotocina y nicotinamida (STZ-NA)
desarrollado por Masiello y colaboradores (1998), el cual, si bien no tiene RI, presenta una hiperglucemia
estable y moderada, una reduccion moderada de células B y reservas de insulina, intolerancia a la glucosa,
secrecion de insulina estimulada por glucosa disminuida, capacidad de respuesta a secretagogos de
insulina y los sintomas clasicos de la diabetes (polifagia, poliuria y polidipsia) (Ghasemi et al., 2014).
Debido a su capacidad de respuesta a farmacos hipoglucemiantes, la hiperglucemia generada en los
modelos con STZ es abatida ligera o completamente por la administracion de extractos de plantas o
productos naturales, lo cual permite la evaluacién de su potencial efecto hipoglucemiante (Eddouks et

al., 2012).

La induccion de hiperglucemia se llevo a cabo en ratas con un ayuno previo de 12 h (Figura 17).
Las ratas fueron inyectadas con NA (Sigma-Aldrich N0636) a una dosis de 150 mg/kg (i.p.), disuelta en
2 ml de solucidn fisiologica por kg de peso; después de 15 min, se administré6 STZ (Sigma-Aldrich
S0130) a una dosis de 65 mg/kg (i.v.), disuelta en 1 ml de buffer de acetatos a pH 4.5 (0.9% de acetato

de sodio en 105 mM de acido acético) por kg de peso.

Para la evaluacion del efecto hipoglucemiante y la hiperglucemia posprandial, se eligieron
aquellos organismos que presentaron valores en un rango de 180 a 200 mg/dl de glucemia, con 2 h de
ayuno, transcurrida una semana de la induccidon, mientras que para las pruebas de tolerancia a piruvato
se seleccionaron organismos con una glucemia mayor a 300 mg/dl, con 2 h de ayuno, para que, en un

ayuno prolongado de 18 h, presentaran valores de 180 a 200 mg/dl.

2 meses de edad 180 - 200
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E— ‘G hiperglucémicos

e ¢
LSV, b
~

\‘/ ot i

Pruebas de tolerancia a
piruvato
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Figura 17. Induccion quimica de hiperglucemia con estreptozotocina y nicotinamida en ratas Wistar.

NA: nicotinamida; STZ: estreptozotocina.
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6.7 Disefos experimentales in vivo

6.7.1 Evaluacion de efecto hipoglucemiante agudo

Con la finalidad de evaluar la capacidad de disminuir los niveles de glucosa del extracto acuoso de E.
cymosum y una posible relacion de dosis dependencia, se realizé el seguimiento de este parametro en
curvas de glucosa de 3 h (Andrade-Cetto & Medina-Hernandez, 2013). Para alcanzar este objetivo, se
utilizaron 30 ratas Wistar que se dividieron en cinco grupos experimentales (z = 6): un control
normoglucémico (el cual se utilizd como control para evaluar la efectividad de la induccion de
hiperglucemia); un control hiperglucémico negativo, al cual se le administr6 solucién fisioldgica; un
grupo hiperglucémico positivo, al que se le administré el farmaco glibenclamida (Euglucon®); un grupo
experimental hiperglucémico, al cual se le dio el extracto acuoso de E. cymosum a dosis tradicional; y
otro grupo experimental hiperglucémico, al cual se le administro el extracto a una dosis tradicional

elevada que simula el consumo acumulado de la infusidon en un dia (Tabla 5).

Tabla 5. Grupos experimentales y tratamientos para las curvas de glucosa con una duracion de 3 h.

Tratamiento

Grupo (n =6)
Administracion via oral

Control normoglucémico (N)* ' ' '
Solucion fisiologica

Control hiperglucémico negativo (H)

Control hiperglucémico positivo (HG) Glibenclamida (5 mg/kg)
Grupo experimental hiperglucémico 1 (HE*) Extracto acuoso de E. cymosum (47 mg/kg)
Grupo experimental hiperglucémico 2 (HE*"?) Extracto acuoso de E. cymosum (470 mg/kg)

*Se empled un grupo normoglucémico que sirvido como control para evaluar la efectividad de la induccion de hiperglucemia.

En primer lugar, se midio la glucosa sanguinea basal por duplicado. Inmediatamente después, se
administr6 por via oral la solucion fisioldgica, la glibenclamida o el extracto. Las mediciones de glucosa
sanguinea se realizaron por duplicado a los 60, 120 y 180 min tras la administracion de los tratamientos
(Figura 18). De acuerdo con los resultados obtenidos (ver seccion 7.1), para los siguientes experimentos
in vivo, se utilizé la dosis tradicional elevada (470 mg/kg) para simular el efecto total de varias tomas de

la infusion a lo largo del dia, es decir, como es consumida tradicionalmente (agua de uso).
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Figura 18. Disefio experimental para las curvas de glucosa con una duracién de 3 h.

6.7.2 Evaluacion de la inhibicion de gluconeogénesis hepatica

Dado que la gluconeogénesis es la fuente principal de hiperglucemia en ayuno y en estado posprandial
en pacientes con DM2, se evaluo el efecto del extracto sobre dicha via realizando pruebas de tolerancia
a piruvato (Mata-Torres et al., 2020). Para este objetivo se emplearon 24 ratas Wistar que fueron
divididas en cuatro grupos experimentales (n = 6): un control normoglucémico (el cual se utilizd6 como
control para evaluar la efectividad de la induccion de hiperglucemia y para determinar el efecto del
piruvato sobre la glucosa sanguinea en un estado sano); un control hiperglucémico negativo, al cual se
le administrd solucion fisioldgica; un grupo hiperglucémico positivo, al que se le administrd el farmaco
metformina (Aurax®); y el grupo experimental hiperglucémico, al cual se le dio el extracto acuoso de E.

cymosum a la dosis tradicional elevada (Tabla 6).

Tabla 6. Grupos experimentales y tratamientos para las pruebas de tolerancia a piruvato.

Tratamiento
Grupo (n=6)

Administracion via oral Administracion i.p.

Control normoglucémico (N)*

. - . Solucion fisiologica
Control hiperglucémico negativo (H)

Control hiperglucémico positivo (HM) Metformina (500 mg/kg) Piruvato (2 g/kg)

Extracto acuoso de E. cymosum

Grupo experimental hiperglucémico (HE*") (470 mg/kg)

*Se empled un grupo normoglucémico que sirvié como control para evaluar la efectividad de la induccién de hiperglucemia.
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El procedimiento que se realizé fue el siguiente: primero, se midi6 la glucosa sanguinea basal por
duplicado; inmediatamente después, se administr6 por via oral la solucion fisiologica, la metformina o
el extracto y, 15 min después, se dio una carga de piruvato de sodio a una dosis de 2 g/kg via
intraperitoneal. Las mediciones de glucosa sanguinea se realizaron por duplicado a los 30, 60, 90 y 120

min tras la administracion de piruvato (Figura 19).
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Piruvato de sodio )

Figura 19. Disefio experimental para las pruebas de tolerancia a piruvato.

6.7.3 Evaluacion de la inhibicion de hiperglucemia posprandial por la hidrdlisis de carbohidratos

El consumo de carbohidratos con alto indice glucémico es una de las principales fuentes de hiperglucemia
posprandial que se presenta en la DM2 por lo que, con el proposito de evaluar la repercusion del extracto
de E. cymosum sobre dicho mecanismo, se realizaron pruebas de tolerancia a la maltosa (Andrade-Cetto
et al., 2019). Se utilizaron 24 ratas Wistar que se dividieron en cuatro grupos experimentales (» = 6): un
control normoglucémico (el cual se utilizd6 como control para evaluar la efectividad de la induccion de
hiperglucemia y para determinar el efecto de la maltosa sobre la glucosa sanguinea en un estado sano);
un control hiperglucémico negativo, al cual se le administré soluciéon fisioldgica; un grupo
hiperglucémico positivo, al que se le administr6 el fdrmaco acarbosa (Glucobay®); y el grupo
experimental hiperglucémico, al cual se le dio el extracto acuoso de E. cymosum a la dosis tradicional

elevada (Tabla 7).
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Tabla 7. Grupos experimentales y tratamientos para las pruebas de tolerancia a maltosa.

Tratamiento
Grupo (n=6)

lera administracion 2a administracion

Control normoglucémico (N)* _ _ _
Solucion fisiologica

Control hiperglucémico negativo (H)

Control hiperglucémico positivo (HA) Acarbosa (3 mg/kg) Maltosa (3 g/kg)

Grupo experimental hiperglucémico (HE*"?) a);[(r)ag; /lalcgl)loso de E. cymosurm

*Se empled un grupo normoglucémico que sirvié como control para evaluar la efectividad de la induccién de hiperglucemia.

Primeramente, se midio la glucosa sanguinea basal por duplicado para, inmediatamente después,
administrar la solucion fisioldgica, la acarbosa o el extracto via oral. Transcurridos cinco minutos de esta
primera administracion, se dio una carga de maltosa a una dosis de 3 g/kg via oral. Se realizaron

mediciones por duplicado a los 30, 60 y 90 min tras la administraciéon de maltosa (Figura 20).

- Solucion fisiologica
- Acarbosa

-E. X
cymosum Maltosa >
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(mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl)

Figura 20. Disefio experimental para las pruebas de tolerancia a maltosa.
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6.7.4 Evaluacion de la secrecion basal y estimulada de insulina en ayuno y estado posprandial

Tanto en ayuno como en estado posprandial, la insulina juega un papel esencial en el control de la
homeostasis de la glucosa, por lo que, con la finalidad de determinar si el efecto hipoglucemiante del
extracto de E. cymosum esta relacionado con la liberacion de la insulina, se cuantifico este parametro en

organismos sanos en ayuno y en estado posprandial.

Para determinar el efecto del extracto sobre las concentraciones de glucosa e insulina en ayuno
(secrecion basal de insulina), se realizo el seguimiento de ambos parametros durante 2 h después de la
administracion via oral de los tratamientos. Brevemente, a 15 ratas Wistar, con un ayuno previo de 12 h,
se les midio la glucosa basal por duplicado y se les extrajo una muestra de sangre de la vena caudal para
la posterior cuantificacion de insulina. Inmediatamente después, se les administrd la solucion fisioldgica,
la glibenclamida o el extracto (Tabla 8). Finalmente, se realizo el seguimiento de glucosa sanguinea por
duplicado y se les extrajo sangre para la posterior determinacion de insulina en los tiempos 30, 60, 90 y

120 min tras la administracion de los tratamientos (Figura 21).

La sangre extraida se centrifugd a 10 000 g por 10 min. El plasma obtenido fue guardado a -40°C
para la posterior cuantificacion de insulina mediante un kit comercial de ensayo inmunoabsorbente ligado

a enzimas (ELISA) para insulina de rata/raton (Sigma-Aldrich EZRMI-13K).

Tabla 8. Grupos experimentales y tratamientos para determinar el efecto del extracto de E. cymosum sobre la
concentracion de insulina plasmatica en ayuno.

Tratamiento
Grupo (n=5)
Administracion via oral
Control negativo (C) Solucion fisiologica
Control positivo (G) Glibenclamida (Euglucon®, 5 mg/kg)
Grupo experimental (E) Extracto acuoso de E. cymosum (470 mg/kg)
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Figura 21. Diseflo experimental para determinar el efecto del extracto de E. cymosum sobre la concentracion de
insulina plasmatica en ayuno.

Para determinar el efecto del extracto sobre las concentraciones de glucosa e insulina en estado
posprandial (secrecion estimulada de insulina), se realiz6 el seguimiento de ambos parametros durante 2
h después de la administracion via oral de los tratamientos y una carga de glucosa oral. En breve, a 15
ratas Wistar, con un ayuno previo de 12 h, se les midi6 la glucosa basal por duplicado y se les extrajo
una muestra de sangre de la vena caudal para la posterior cuantificacion de insulina. Inmediatamente
después, se les administrd solucion fisioldgica, repaglinida o el extracto (Tabla 9). Cinco minutos
después, se dio una carga de glucosa oral y, finalmente, se realiz6 el seguimiento de glucosa sanguinea
por duplicado y se les extrajo sangre para la posterior determinacion de insulina en los tiempos 30, 60,

90 y 120 min tras la administracion de glucosa (Figura 22).
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Tabla 9. Grupos experimentales y tratamientos para determinar el efecto del extracto de E. cymosum sobre la
concentracion de insulina plasmatica en estado posprandial.

G ( 5 Tratamiento
rupo (n =
lera administracion via oral 2a administracion via oral

Control negativo (C) Solucion fisiologica
Control positivo (R) Repaglinida (Prandin®, 1 mg/kg) Glucosa (2 g/kg)
Grupo experimental (E) ](E4x7t(r)ar01;[;) /licgl)loso de £. cymosum

- Solucion fisiologica

- Repaglinida

- E. cymosum Glucosa >

Y o
() () () () ()
0 min 35 min 65 min 95 min 125 min

> = & = = - - =
Glucosa ! Glucosa Glucosa L Glucosa - Glucosa
(mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl)

a

V “~ Centrifugacién a
: ; 10 000 g por 10 min para

la obtencion de plasma.

Cuantificacion de insulina en
plasma (ng/ml) por ELISA.

Figura 22. Disefio experimental para determinar el efecto del extracto de E. cymosum sobre la concentracion de
insulina plasmatica en estado posprandial.

64



6.7.5 Estimacion de la sensibilidad a la insulina en ayuno y estado posprandial

El mantenimiento de la homeostasis de la glucosa implica las funciones simultaneas y coordinadas de las
células P pancreaticas, el higado y los tejidos periféricos. Con la finalidad de cuantificar si el extracto es
capaz de mejorar la sensibilidad a la insulina, se calculd el indice del control cuantitativo de la
sensibilidad a la insulina (QUICKI) (Patarrdo et al., 2014), el cual brinda una estimacién de la funcion

de la insulina hepatica y de las células 3 en estado de ayuno:

1

log insulina (MH[{) + log glucosa (%)

QUICKI =

Por otro lado, se calcul6 el indice de sensibilidad a la insulina (ISI) o indice Matsuda, que refleja
una estimacion compuesta de la sensibilidad a la insulina hepatica y muscular durante una PTGO

(Matsuda & DeFronzo, 1999; Monzillo & Hamdy, 2003):

10000

J (glucosary X insulinary) X (glucosaprge X insulinaprsp)

ISI =

Donde, glucosaro es la concentracion de glucosa sanguinea (mg/dl) en el TO de la PTGO, insulinaro
es la concentracion de insulina plasmatica (WU/ml) en el TO de la PTGO, glucosarrco es el promedio de
las concentraciones de glucosa sanguinea (mg/dl) durante la PTGO, e insulinarrco es el promedio de

las concentraciones de insulina plasmatica (LWU/ml) durante la PTGO.

A pesar de que estos indices no estan estandarizados para modelos animales (Wallace et al., 2004),
se calcularon con fines comparativos para cuantificar el mejoramiento en la funcidon de la insulina en
ambos estados metabolicos. Los valores de insulina en ng/ml se convirtieron a pU/ml utilizando el valor
de 26 U/mg establecido por la WHO en 1986 (National Institute for Biological Standards and Control,
2010).
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6.8 Modelos in vitro

6.8.1 Evaluacion de la inhibicion de enzimas reguladoras de la gluconeogénesis

4.7.1.1 Obtencion de fracciones celulares para ensayos de enzimas gluconeogénicas

Para realizar los ensayos in vitro, se obtuvieron las fracciones celulares del higado de cuatro ratas Wistar
sanas con un ayuno previo de 18 h, las cuales fueron anestesiadas con pentobarbital sdédico (6 mg/100 g
de peso corporal., i.p.) (Andrade-Cetto & Cardenas-Vazquez, 2010). Posteriormente, sus higados fueron
removidos y homogeneizados en un buffer de sacarosa 0.25 M, EDTA 1 mM y HEPES 5 mM a pH 7.4.
El homogeneizado resultante fue filtrado centrifugado a 1 000 g por 10 min. Después, el sobrenadante
obtenido se centrifugd a 12 000 g por 10 min y, finalmente, el sobrenadante postmitocondrial fue
centrifugado a 100 000 g por 1 h. Los pellets (fraccion microsomal) y el sobrenadante citosdlico

obtenidos en la ultima centrifugacion fueron colectados y guardados a -40°C hasta ser utilizados.

4.7.1.2 Ensayos enzimadticos de inhibicion del complejo glucosa-6-fosfatasa

Las pruebas se llevaron a cabo midiendo la concentracion de fosforo inorgénico liberado en la reaccion
de hidrolisis de glucosa-6-fosfato (G6P) mediante espectofotometria (Arion, 1989). El método utilizado
fue el siguiente: en un volumen total de reaccion de 100 pl, se colocaron 50 pl de buffer (imidazol 40
mM, sacarosa 0.5 M a pH 7.0), agua destilada a distintos volumenes para completar el volumen de
reaccion, acido clorogénico (control) o extracto a distintas concentraciones (2 — 8000 pg/ml), 5 ul de los
microsomas aislados, y 10 pul de 20 mM de sustrato (G6P). La reaccion inici6 colocando el sustrato, para
posteriormente, dejar incubando durante 20 min a temperatura ambiente, y terminé anadiendo 900 ul de
solucion de trabajo (molibdato de amonio al 0.42%, SDS al 10% y acido ascorbico al 10%). Después, se
realiz6 una segunda incubacion de 20 min pero a 45°C. Finalmente, se midi6 la densidad 6ptica a 830

nm.

4.7.1.3 Ensayos enzimadticos de inhibicion de la fructosa-1,6-bisfosfatasa

La actividad enzimadtica se determind midiendo la formacion de color de un complejo de molibdato de
amonio — verde de malaquita con el fosfato inorgénico producido por la enzima (Baykov et al., 1988).
Un dia antes de realizar los ensayos se preparo el reactivo de color disolviendo 0.12% de verde malaquita

en una solucidn, previamente enfriada, hecha de 5 volimenes de agua destilada con 1 volumen de acido
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sulfurico concentrado. El dia en el que se realizaron los ensayos, se mezcld 1 volumen de 7.5% de
molibdato de amonio con 4 volimenes del reactivo de color, al cual se le afiadid 0.17% de TWEEN 20.
El procedimiento de Tashima y Yoshimura (1975) con algunas modificaciones fue utilizado para realizar
los ensayos de inhibicion: en un volumen de reaccion de 1 ml se afiadi6 buffer de 5 uM EDTA, 5 mM
MgCla, 50 mM Tris-HCl a pH 7.2 enriquecido con 0.1 mM del sustrato fructosa-1,6-bisfosfato (FBP), y
el inhibidor AMP o el extracto a distintas concentraciones. La reaccion comenz6 después de agregar 10
ul de sobrenadante citosolico diluido 9:1 (buffer:sobrenadante) y, 15 min después, finaliz6 con la adicion
de 250 ul reactivo de color. Después de una incubacion de 15 min a temperatura ambiente, se midio la

densidad optica a 630 nm.

6.8.2 Evaluacion de la inhibicion de enzimas a-glucosidasas

Las pruebas in vitro para evaluar el efecto del extracto acuoso de E. cymosum sobre las a-glucosidasas
se realizaron utilizando enzimas de intestino de rata (Sigma-Aldrich 11630) siguiendo los métodos
descritos por Matsui y colaboradores (1996) con algunas modificaciones. En primer lugar, se prepard
una solucion de las enzimas de intestino de rata disolviendo 85 mg de extracto crudo en 1 ml de buffer

de fosfatos. Se sonic6 durante 10 min y, posteriormente, se centrifugd para obtener el sobrenadante.

Para realizar los ensayos se llevd a cabo el procedimiento descrito por Escandon-Rivera y
colaboradores (2012) con algunas modificaciones. Posteriormente, se prepard una solucion stock del
sustrato p-nitrofenil-a-D-glucopiranésido (pNGP; Sigma-Aldrich N1377) a una concentraciéon de 20
mM; posteriormente, en una placa de 96 pozos se coloco buffer de fosfatos 100 mM (fosfato de sodio
monobasico y fosfato de sodio dibasico a pH 6.8), acarbosa (control) o extracto a distintas
concentraciones (0.2 — 2.0 mg/ml), 20 pl de sobrenadante y el sustrato a una concentracion final de 2
mM en 100 pl de reaccion. El ensayo inicid al afadir el sustrato, realizdndose la medicion del tiempo
cero inmediatamente después a 405 nm. Se dejo incubar la reaccion a 35°C y se realizaron mediciones
cada 15 min. Para la obtecion de la concentracion inhibitoria 50 (ICso) se tomaron las densidades opticas

obtenidas a los 30 min.
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6.9 Analisis estadistico

Todos los analisis y las graficas fueron realizados en el programa GraphPad Prism version 9.0.1.,
GraphPad Software, San Diego, California USA, www.graphpad.com. En primer lugar, se evaluo la
normalidad de los datos y, si los datos no presentaron una distribucién normal, se aplicaron pruebas no
paramétricas. Para realizar la comparacion de dos grupos, se aplicaron pruebas de t de student no
pareadas, mientras que para realizar la comparacion intragrupal de cada tiempo contra su tiempo inicial,
fueron aplicadas ANOVA de medidas repetidas seguidas de pruebas post hoc de Dunnett. Las
comparaciones intergrupales en cada tiempo se llevaron acabo mediante la aplicacion de ANOVA de
una via seguidas de pruebas post hoc de Tukey. Se consideraron diferencias significativas aquellas con

una p<0.05 en todas las pruebas. Adicionalmente, se calcularon las areas bajo la curva (AUC) de cada
grupo.
Para la obtencion de las ICso, las absorbancias de los experimentos in vitro fueron transformadas

en porcentaje de actividad de acuerdo a la siguiente formula:

AS AS B

—— x 100
Ac — Acs

Actividad enzimatica (%) =

Donde As es la absorbancia del inhibidor a una concentracion especifica, Asg es el blanco del
inhibidor a esa concentracion, Ac es la absorbancia mas alta (muestra sin inhibidor), y Acs es el blanco
de la absorbancia mas alta. Posteriormente, los valores en porcentaje fueron graficados en curvas
concentracion-respuesta para encontrar el mejor modelo de regresion no lineal que ajustara mejor a los

datos:
- Modelo de tres pardmetros:

top — bottom
1+ 10x—log1650

y = bottom +

- Modelo de cuatro parametros:

top — bottom
1+ lo(loglcso—x)(HillSlope)

y = bottom +
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7 Resultados

7.1 Efecto hipoglucemiante agudo del extracto acuoso de E. cymosum

Como se observa en la Figura 23A, los controles normoglucémico (N) e hiperglucémico (H) se
mantuvieron estables durante todo el periodo experimental, mientras que el control positivo
glibenclamida (HG) y el extracto acuoso de E. cymosum a ambas dosis (HE*” y HE*"?) disminuyeron los
niveles de glucosa significativamente desde la primera hora tras su administracion via oral; sin embargo,
el control positivo fue mas eficaz en disminuir la glucosa que el extracto, regresando la glucemia a niveles
normoglucémicos. De manera global, el extracto a ambas dosis disminuy6 significativamente la glucosa
sanguinea total en las pruebas (Figura 23B). La reduccion de los niveles de glucosa por el extracto
utilizando la dosis tradicional fue similar a la disminucion observada usando la dosis tradicional elevada,
por lo que se concluye que el efecto hipoglucemiante del extracto acuoso de E. cymosum no depende de
la dosis empleada; sin embargo, para los siguientes experimentos in vivo, se utiliz6 la dosis mas alta para
simular el efecto total de varias tomas de la infusion a lo largo del dia, es decir, como es consumida
tradicionalmente (agua de uso).
A) B)
—e— Control normoglucémico (solucién fisiolégica)
Grupos hiperglucémicos

—#— Solucién fisiologica —¥— E. cymosum 47 mg/kg
—+— Glibenclamida 5 mg/kg —#— E. cymosum 470 mg/kg
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Figura 23. Concentracion de glucosa sanguinea en las pruebas de glucosa de 3 h.

Medias + SEM; n = 6. A) Curso temporal de glucosa. *indica diferencia significativa vs. su tiempo inicial (ANOVA de
medidas repetidas, prueba post hoc de Dunnett; p<0.05). a indica diferencia significativa vs. control normoglucémico en ese
tiempo, b indica diferencia significativa vs. control hiperglucémico negativo en ese tiempo (ANOVA de una via, prueba post
hoc de Tukey; p<0.05). B) AUC de las curvas temporales de glucosa. Letras diferentes sobre las barras indican diferencias
significativas (ANOVA de una via, prueba post hoc de Tukey; p<0.05; a>b > ¢ > d). N, control normoglucémico (solucion
fisiologica); H, control hiperglucémico negativo (solucion fisiologica); HG, control hiperglucémico positivo (glibenclamida;
5 mg/kg); HE*’, grupo hiperglucémico experimental (E. cymosum; 47 mg/kg); HE*"?, grupo hiperglucémico experimental (E.
cymosum;, 470 mg/kg).
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7.2 Inhibicion de la gluconeogénesis

El piruvato es el sustrato principal de la gluconeogénesis, por lo que, para evaluar el efecto del extracto
sobre esta via, se realizaron pruebas de tolerancia a piruvato en organismos hiperglucémicos (H) con un
ayuno de 18 h, con la finalidad de minimizar las reservas de glucogeno y que la mayoria de la glucosa
generada por la produccion hepatica fuera por la via gluconeogénica. También, se realizaron pruebas de
tolerancia a piruvato a organismos normoglucémicos (N) con el objetivo de comparar el comportamiento
regulatorio de la hiperglucemia generada por piruvato en un ambiente sano respecto a uno con

repercusiones negativas en el metabolismo de la glucosa.

En la Figura 24A se observa que la inyeccion de piruvato aument6 los niveles de glucosa
plasmatica a partir de los primeros 30 min de su administracion; sin embargo, los organismos sanos
fueron capaces de regresar la glucemia a sus niveles iniciales. Por otro lado, los organismos
hiperglucémicos presentaron una hiperglucemia sostenida de alrededor de 170 mg/dl por encima de sus
niveles basales durante toda la prueba.
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Figura 24. Concentracion de glucosa sanguinea en las pruebas de tolerancia a piruvato.

Medias + SEM; n = 6. A) Curso temporal de glucosa. *indica diferencia significativa vs. su tiempo inicial (ANOVA de
medidas repetidas, prueba post hoc de Dunnett; p<0.05). a indica diferencia significativa vs. control normoglucémico en ese
tiempo, b indica diferencia significativa vs. control hiperglucémico negativo en ese tiempo (ANOVA de una via, prueba post
hoc de Tukey; p<0.05). B) AUC de las curvas temporales de glucosa. Letras diferentes sobre las barras indican diferencias
significativas (ANOVA de una via, prueba post hoc de Tukey; p<0.05; a>b > ¢ > d). N, control normoglucémico (solucion
fisiologica); H, control hiperglucémico negativo (solucion fisiologica); HM, control hiperglucémico positivo (metformina;
500 mg/kg); HE*°, grupo hiperglucémico experimental (E. cymosum; 470 mg/kg)
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La administracién de metformina (HM) bloqued por completo la generacion de glucosa por la via
gluconeogénica debido a la efectividad en la capacidad inhibitoria de la produccién hepatica de glucosa
de este farmaco e, incluso, ejercio un efecto hipoglucemiante que se mantuvo a lo largo de la prueba.
Dicho efecto pudo deberse a la capacidad en la estimulacion de la captacion periférica de glucosa que
también presenta este hipoglucemiante oral. Por otra parte, el extracto (HE) fue capaz de reducir
significativamente el pico hiperglucémico a los 30 min, manteniendo un efecto antihiperglucémico a lo
largo de toda la prueba. De manera global, el extracto redujo en un 38% los niveles de glucosa sanguinea

generados por la via gluconeogénica en comparacion con el control H (Figura 24B).

Si bien el extracto demostrd tener la capacidad de disminuir la produccion de glucosa de novo en
las pruebas de tolerancia a piruvato, el efecto inhibitorio sobre dicha via puede ser ejercido a distintos
niveles, es decir, a través de la inhibicion directa de la actividad de las enzimas que participan en la
sintesis de glucosa, o bien, disminuyendo su transcripcion. El enfoque utilizado en este proyecto fue
evaluar el efecto inhibitorio directo sobre la actividad de las enzimas reguladoras G6Pasa y FBPasa. Los
resultados de los ensayos in vitro indicaron que, a pesar de que el extracto fue menos potente que los
controles en inhibir a las dos enzimas, en ambos casos redujo mas del 90% la actividad enzimatica
(Figura 25), indicando que la disminucion directa de la actividad de algunas de las enzimas reguladoras
gluconeogénicas participa en el efecto inhibitorio de la gluconeogénesis ejercido por el extracto acuoso

de E. cymosum.
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Figura 25. Curvas de inhibicion concentracion-respuesta de enzimas gluconeogénicas.

Cada punto representa la media £ SEM de tres repeticiones independientes por triplicado. A) Inhibicién enzimatica de
Go6Pasa: la regresion no lineal del acido clorogénico (ICso: 211.3 pg/ml; porcentaje de inhibicion: 100%) se ajustd a un
modelo de cuatro parametros, mientras que la regresion no lineal del extracto (ICso: 782 pg/ml; porcentaje de inhibicion: 91%)
se ajustd a un modelo de tres parametros. B) Inhibicion enzimatica de FBPasa: tanto la regresion no lineal del AMP (ICso:
15.7 pg/ml; porcentaje de inhibicion: 90%) como la del extracto (ICso: 57.4 pg/ml; porcentaje de inhibicion: 96%) se ajustaron
a un modelo de cuatro parametros. G6Pasa, glucosa-6-fosfatasa; FBPasa, fructosa-1,6-bisfosfatasa; AMP, adenosina
monofosfato.
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7.3 Disminucion de la hiperglucemia posprandial por inhibicion de a-glucosidasas

Tras la administracion de la carga de maltosa, se presentd una hiperglucemia posprandial tanto en los
organismos sanos (N) como en los hiperglucémicos (H); sin embargo, debido a la falta de insulina
resultado del dafio provocado por la STZ, los animales hiperglucémicos no fueron capaces de regular
adecuadamente los niveles de glucosa (Figura 26A). Por otro lado, la administracion de acarbosa (HA)
redujo significativamente el pico posprandial alrededor de 100 mg/dl comparado con el control H; sin
embargo, los niveles de glucosa tendieron a incrementarse tras la primera media hora del experimento.
A) B)
—e— Control normoglucémico (solucién fisiologica)
Grupos hiperglucémicos

—#— Solucitn fisiologica —¥—  E. cymosum 470 mg/kg

—— Acarbosa 3 mg/kg

5 400 32 000 a
?350- g |

3 3004 = 24000

g ] A

azso— & 16 000

5 2004 £ ]

wr a U

2 150+ = 8000

2 100+ < T

&} 1 T T T 0-

05 35 65 95
T@T Tiempo (minutos)
oo

-Sol. fisiol.

-Acarbosa

-Extracto
o)

Figura 26. Concentracion de glucosa sanguinea en las pruebas de tolerancia a la maltosa.

Medias + SEM; n = 6. A) Curso temporal de glucosa. *indica diferencia significativa vs. su tiempo inicial (ANOVA de
medidas repetidas, prueba post hoc de Dunnett; p<0.05). a indica diferencia significativa vs. control normoglucémico en ese
tiempo, b indica diferencia significativa vs. control hiperglucémico negativo en ese tiempo (ANOVA de una via, prueba post
hoc de Tukey; p<0.05). B) AUC de las curvas temporales de glucosa. Letras diferentes sobre las barras indican diferencias
significativas (ANOVA de una via, prueba post hoc de Tukey; p<0.05; a > b > ¢). N, control normoglucémico (solucion
fisiologica); H, control hiperglucémico negativo (soluciéon fisiologica); HA, control hiperglucémico positivo (acarbosa; 3
mg/kg); HE*"", grupo hiperglucémico experimental (E. cymosum; 470 mg/kg)

Aunque también fue capaz de reducir el pico posprandial, el principal efecto del extracto fue
observado casi una hora después de su administracion, lo que podria indicar que, a pesar de promover un
retraso en la absorcion de glucosa, esta ejerciendo un efecto hipoglucemiante adicional que podria estar
relacionado con un mecanismo intrinseco distinto a la inhibicion de a-glucosidasas. A nivel global, el
AUC del grupo tratado con acarbosa y del grupo tratado con extracto fueron estadisticamente similares

entre si, mostrado una reduccion significativa en comparacion con el control negativo H (Figura 26B).
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Por otro lado, se evalu6 la repercusion del extracto sobre uno de los principales mecanismos
generadores de hiperglucemia posprandial en pacientes con DM2: la hidrdlisis de carbohidratos. Para
abordar este objetivo, se realizaron ensayos enzimaticos de inhibicion para evaluar el efecto del extracto
directamente sobre las enzimas a-glucosidasas. Como se observa en la Figura 27, el extracto de E.
cymosum no ejercid un efecto eficaz de inhibicion sobre las enzimas de intestino de rata, alcanzando so6lo
un 32% de inhibicion en la concentracion mas alta ensayada en el experimento in vitro (2 mg/ml). Sin
embargo, aunque el extracto no fue tan potente ni tan eficaz como el control acarbosa para inhibir a estas
enzimas intestinales, la reduccion del pico posprandial observado in vivo podria ser atribuido a una
saturacion de extracto a nivel intestinal producto de la dosis administrada a la rata (a una rata de 250 g
de peso le corresponden 117.5 mg de extracto a la dosis probada [470 mg/kg], la cual es administrada en

0.5 ml de solucidn fisioldgica, es decir, se estaria administrando una concentracion final de 235 mg/ml).

Estos resultados indicarian que la inhibicion de las enzimas a-glucosidasas contribuye al efecto
hipoglucemiante del extracto acuoso de E. cymosum; sin embargo, podria no ser el mecanismo principal
por el cual regula los niveles de glucosa en estado posprandial debido a la baja eficacia sobre la actividad

de estas enzimas intestinales.
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Figura 27. Curvas de inhibicién concentracion-respuesta de enzimas o-glucosidasas.
Cada punto representa la media £ SEM de tres repeticiones independientes por triplicado. La regresion no lineal de la acarbosa

(ICs0: 174.9 pg/ml; porcentaje de inhibicion: 85%) se ajustd a un modelo de cuatro parametros, mientras que la regresion no
lineal del extracto (ICso: ---; porcentaje de inhibicion: 32%) se ajusté a un modelo de tres parametros.
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7.4 Reduccion de la secrecion basal y estimulada de insulina e incremento de la sensibilidad

a la insulina en ayuno y estado posprandial

La insulina juega un papel central para la regulacion de la glucemia, ya que es la encargada de promover
la captacion, almacenamiento y oxidacion de la glucosa posprandial, asi como de la inhibicion de su
produccion enddgena. Debido a esto, evaluar la posible relacion entre el efecto hipoglucemiante del
extracto acuoso de £ cymosum con el comportamiento de la insulina forma parte esencial de los objetivos

de este proyecto.

En un sistema inalterado donde la homeostasis de la glucosa funciona de manera adecuada, los
niveles de glucosa e insulina del control negativo fluctuaron con el tiempo dentro de rangos especificos
de 9 mg/dl y 0.4 ng/ml, respectivamente (Figura 28A). Después de la administracion de glibenclamida,
los niveles de glucosa se redujeron significativamente en 34 mg/dl después de 120 min, lo que significd
una disminucion significativa del 21% en el AUC (Figura 28B). Esta reduccion fue el resultado de un
aumento significativo de los niveles de insulina a partir de los 60 min de haber administrado el fArmaco
respecto al tiempo basal (Figura 28C), traduciéndose en un incremento significativo del 34% en el AUC

de este parametro respecto al control (Figura 28D).

Por otro lado, la glucemia del grupo administrado con el extracto se comporté de manera similar
a la del control negativo. Sin embargo, al analizar los niveles de insulina, se observd que el extracto
disminuyd de manera significativa la secrecion basal de insulina entre los 60 y 90 min después de su
administracion, lo que se tradujo en una reduccion no significativa de un 14% en el AUC de este

parametro.

Estos resultados sugieren que el extracto no s6lo no es capaz de promover la secrecion basal de
insulina, sino que la disminuye. Dado que la secrecion de insulina basal se produce para inhibir la
glucogendlisis hepatica, la cetogénesis y la gluconeogénesis en ayuno (Borgofio & Zinman, 2012) y que,
de acuerdo a los resultados obtenidos en el presente trabajo, el extracto de E. cymosum inhibe la
gluconeogénesis, su administracion en ayuno podria promover la reduccion de la secrecion basal de
insulina para evitar una hipoglucemia. Ademas, debido a que el extracto reguld la glucemia en estado de
ayuno con menores concentraciones de insulina, se podria sugerir una mejora en la funcion de esta
hormona, es decir, el extracto podria estar incrementando la sensibilidad a la insulina; sin embargo, son
necesarios mas estudios para comprobar esta hipotesis como, por ejemplo, la realizacion de pruebas de

tolerancia a la insulina.
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Figura 28. Concentracion de glucosa sanguinea e insulina plasmatica en condicion de ayuno.

Medias £ SEM; n = 5. A) Curso temporal del cambio de glucosa. *indica diferencia significativa vs. su tiempo inicial
(ANOVA de medidas repetidas, prueba post hoc de Dunnett; p<0.05). a indica diferencia significativa vs. control negativo en
ese tiempo (ANOVA de una via, prueba post hoc de Tukey; p<0.05). B) AUC del cambio de glucosa. Letras diferentes sobre
las barras indican diferencias significativas (ANOVA de una via, prueba post hoc de Tukey; p<0.05; a > b). C) Curso
temporal del cambio de insulina. *indica diferencia significativa vs. su tiempo inicial (ANOVA de medidas repetidas,
prueba post hoc de Dunnett; p<0.05). a indica diferencia significativa vs. control negativo en ese tiempo (ANOVA de una
via, prueba post hoc de Tukey; p<0.05). D) AUC del cambio de insulina. Letras diferentes sobre las barras indican diferencias
significativas (ANOVA de una via, prueba post hoc de Tukey; p<0.05; a > b). C, control negativo (solucion fisiologica); G,
control positivo (glibenclamida; 5 mg/kg); E, grupo experimental (E. cymosum; 470 mg/kg)

Por otro lado, en el estado posprandial se observé un pico hiperglucémico significativo a los 30
min después de haber administrado la carga de glucosa en el grupo control que, posteriormente, fue
disminuyendo hasta alcanzar niveles basales a los 120 min (Figura 29A). Este incremento de glucosa
sanguinea trajo como consecuencia la elevacion significativa de los niveles de insulina desde la primera
media hora, observandose el pico més alto a los 90 min tras la administracion de la carga de glucosa

(Figura 29C).
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Por otro lado, en el grupo control positivo, la repaglinida promovié un pico hiperinsulinémico
significativo a los 35 min después de su administracion, que result6 en la inhibicion del pico posprandial
de glucosa y un posterior efecto hipoglucemiante. Esto se tradujo en una reduccion significativa del AUC
de glucosa en un 49% respecto al control negativo (Figura 29B) y en un incremento no significativo del

AUC de insulina en un 20% (p=0.361) (Figura 29D).
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Figura 29. Concentracion de glucosa sanguinea e insulina plasmatica en condicion posprandial.

Medias = SEM; n = 5. A) Curso temporal del cambio de glucosa. *indica diferencia significativa vs. su tiempo inicial
(ANOVA de medidas repetidas, prueba post hoc de Dunnett; p<0.05). a indica diferencia significativa vs. control negativo en
ese tiempo (ANOVA de una via, prueba post hoc de Tukey; p<0.05). B) AUC del cambio de glucosa. Letras diferentes sobre
las barras indican diferencias significativas (ANOVA de una via, prueba post hoc de Tukey; p<0.05; a > b). C) Curso
temporal del cambio de insulina. *indica diferencia significativa vs. su tiempo inicial (ANOVA de medidas repetidas,
prueba post hoc de Dunnett; p<0.05). a indica diferencia significativa vs. control negativo en ese tiempo (ANOVA de una
via, prueba post hoc de Tukey; p<0.05). D) AUC del cambio de insulina. Letras diferentes sobre las barras indican diferencias
significativas (ANOVA de una via, prueba post hoc de Tukey; p<0.05; a > b). C, control negativo (solucion fisioldgica); R,
control positivo (repaglinida; 1 mg/kg); E, grupo experimental (E. cymosum; 470 mg/kg).
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En el grupo experimental, el extracto redujo significativamente el pico posprandial en 35 mg/dl
a los 35 min de su administracion, promoviendo el mantenimiento de los niveles de glucosa por debajo
del control negativo durante toda la prueba. De manera global, esta reduccion representd un 16% de
disminucién en el AUC de glucosa respecto al del control (p=0.088). A pesar de la disminucion de la
hiperglucemia posprandial, los niveles de insulina se mantuvieron sin cambio respecto a su tiempo basal
e incluso fueron significativamente menores al control en el tiempo 90, es decir, el extracto de E.
cymosum inhibid la secrecion estimulada de insulina, traduciéndose en una disminucion significativa del
AUC de insulina en un 46%.

Estos resultados sugieren que el extracto de E. cymosum promueve mecanismos
antihiperglucemiantes que inhiben la secrecion estimulada de insulina. Dado que este mecanismo de
regulacion de la euglucemia se activa tras la ingesta de alimentos (estado posprandial), principalmente
por glucosa, el extracto podria estar evitando la absorcion intestinal de este monosacarido al inhibir, por
ejemplo, a los cotransportadores sodio-glucosa tipo 1 (SGLT-1) presentes en los enterocitos (Blaschek,
2017). Es necesario que, en estudios posteriores, se evalte este mecanismo de accion y, de igual manera,
se propone cambiar la via de administracion de la glucosa para evitar el paso de absorcion, asi como la
realizacion de estudios in vitro de secrecion de insulina que prueben el efecto directo del extracto sobre
las células 3. Ademas, el extracto podria estar promoviendo mecanismos relacionados al mejoramiento
de sensibilidad a la insulina, como la captacion, utilizacion y almacenamiento de glucosa en higado y
tejidos periféricos.

Dado que el extracto fue capaz de regular la glucemia tanto en ayuno como en estado posprandial
sin promover el aumento en la concentracion de insulina en ambas condiciones, se calcularon los indices
de sensibilidad a la insulina QUICKI e ISI para determinar virtualmente el efecto del extracto sobre la
funcion de la insulina. La Figura 30A muestra que el extracto de E. cymosum incrementd
significativamente el indice global QUICKI al compararlo con el grupo control negativo, sugiriendo que

el consumo de esta planta en ayuno promueve el mejoramiento de la funcidn hepética de la insulina.

De igual manera, la administracion del extracto promovié un aumento significativo del indice ISI
(Matsuda) respecto al grupo control negativo, lo que implicaria un posible incremento de la sensibilidad
a la insulina en estado posprandial, es decir, el extracto podria estar regulando la captacion y utilizacion
periférica de glucosa y la inhibicion de la gluconeogénesis para disminuir la hiperglucemia posprandial

(Figura 30B).
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Figura 30. Mejoramiento de la sensibilidad a la insulina en la condicion de ayuno (QUICKI) y estado posprandial
(ISD).

Medias £ SEM; n = 5. A) Valores de QUICKI obtenidos del promedio de todos los tiempos de las curvas de glucosa
en ayuno. *indica diferencia significativa (t de student; p<0.05). B) Valores de ISI obtenidos a partir de las curvas de
glucosa en estado posprandial. *indica diferencia significativa (t de student; p<0.05). C, control negativo (solucién
fisiologica); E¥7, grupo experimental (E. cymosum; 470 mg/kg).
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8 Discusion

A lo largo de los afos, la medicina tradicional se ha ido enriqueciendo con nuevas plantas para el
tratamiento de distintas enfermedades. El conocimiento del uso herbolario para una especie en particular
es transmitido de generacion en generacion, permitiendo la adopcion de especies vegetales que, a través
de ensayos de “prueba y error”, han resultado ser eficaces para aliviar los padecimientos que afectan la
salud humana. En este contexto, las plantas medicinales que se utilizan para el tratamiento de la DM2
han sido adoptadas en los tltimos afios debido al creciente aumento de esta enfermedad, prevaleciendo
aquellas que han sido mas efectivas para contrarrestar los niveles de glucosa en sangre desde la

percepcidn de los pacientes diabéticos.

Desde el punto de vista etnofarmacologico, estos “experimentos” que se han hecho empiricamente
pueden ser ttiles para la caracterizacion de productos naturales con potencial efecto hipoglucemiante que
permitan la generacion de nuevos farmacos que sean ttiles para el control de la enfermedad a largo plazo.
El punto de inicio involucra la identificacion y descripcion de estas plantas que se han adherido a la
medicina tradicional para el tratamiento de la diabetes, por lo tanto, la informacion sobre la parte usada,
las preparaciones, las dosis y la forma de consumo podrian resultar vitales para la elucidacion de sus

mecanismos de accion.

Partiendo de lo anterior, el objetivo principal de este trabajo fue proponer un nuevo enfoque para la
caracterizacion de los mecanismos que participan en el efecto hipoglucemiante de plantas medicinales
utilizadas para el tratamiento de la DM2, tomando como referencia la informacion que se obtiene en las
comunidades sobre su uso tradicional. Con base en la experiencia de estudios realizados en campo por
parte de nuestro grupo de trabajo, se ha reportado que las especies que son usadas para tratar la diabetes
son consumidas generalmente a lo largo del dia como “agua de uso” (Andrade-Cetto, 2009; Andrade-
Cetto & Heinrich, 2005; Cruz & Andrade-Cetto, 2015), por lo que esta forma de consumo podria estar

relacionada a los mecanismos hipoglucemiantes involucrados en el efecto terapéutico.

En un paciente diabético, los procesos de regulacion de la homeostasis de la glucosa se encuentran
alterados debido a la secrecion/funcion deficiente de la insulina, promoviendo la generacion de
hiperglucemia tanto en ayuno como en estado posprandial. Uno de los principales mecanismos que
participan en esta desregulacion y que funciona como fuente de hiperglucemia en ambos estados
metabolicos es la produccidon de glucosa endogena. En ayuno, la normoglucemia es mantenida por el
aporte hepatico de glucosa a torrente sanguineo para satisfacer la demanda de energia, principalmente

del cerebro.
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Tras la ingesta de alimento, la hiperglucemia posprandial se evita por la accion conjunta de diversos
procesos entre los cuales destacan la absorcidn intestinal de la glucosa producida por la hidrolisis de
carbohidratos complejos por enzimas intestinales, la secrecion de insulina y la captacion periférica de
glucosa. La insulina, por un lado, inhibe la produccion endogena de glucosa y, por el otro, promueve la
captacion de la glucosa exdgena por los 6rganos que dependen de esta hormona para disponerla,

principalmente el musculo esquelético.

Tomando en consideracion lo mencionado anteriormente, se propone que para la posterior
caracterizacion de los mecanismos de accidon de una planta hipoglucemiante utilizada como “agua de
uso” se realice la evaluacién del efecto terapéutico sobre los principales procesos que generan

hiperglucemia en ayuno y en estado posprandial (Figura 31).

Produccion endogena de

— Mecanismos en ayuno
— glucosa
Mecanismos que participan
en la regulacion — Hidrolisis de carbohidratos
homeostatica de la glucosa —{ complejos por enzimas
intestinales

Absorcion intestinal de

glucosa

Mecanismos en estado | |

posprandial

—  Secrecion de insulina

Captacion periférica de
glucosa

Figura 31. Propuesta inicial para la caracterizacion de los blancos terapéuticos de plantas hipoglucemiantes
utilizadas de manera tradicional como "agua de uso”.

E. cymosum, conocida cominmente como “pifiuela”, es una planta que ha sido adoptada en el sistema
de medicina tradicional de los pacientes diabéticos de los municipios de Tlanchinol y Huejutla de Reyes

en el estado de Hidalgo, debido a que se ha reportado su uso desde hace varias décadas por parte de
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nuestro grupo de trabajo, sin embargo, hasta la fecha no se habian realizado estudios que respalden su
efecto hipoglucemiante. Por lo tanto, la presente investigacion se enfocod en evaluar la repercusion del
extracto tradicional de esta especie sobre los niveles de glucosa sanguinea y determinar la contribucion

de algunos de sus mecanismos de accion tanto en ayuno como en estado posprandial.

En primera instancia, los resultados obtenidos en las curvas de glucosa de 3 h en ratas
hiperglucémicas demostraron que tanto la dosis tradicional como la dosis tradicional elevada del extracto
acuoso de la parte aérea de E. cymosum disminuyeron los niveles de glucosa sanguinea desde la primera
hora de su administracion, alcanzando su efecto reductor maximo a las 3 h. Aunque el efecto
hipoglucemiante del extracto acuoso de esta especie no fue comparable con el de la glibenclamida, redujo

de manera significativa la hiperglucemia total en el AUC respecto al control hiperglucémico negativo.

A pesar de que el extracto acuoso no fue capaz de corregir la hiperglucemia hasta niveles
normoglucémicos (80 — 100 mg/dl) como el farmaco glibenclamida, disminuy6 los niveles elevados de
glucosa por debajo de 180 mg/dl, lo cual podria contribuir a un control glucémico significativo a largo
plazo y a retrasar las complicaciones derivadas de la hiperglucemia persistente, si es utilizado como
coadyuvante en una terapia combinada con otro agente hipoglucemiante. Dado que la exposicion aguda
del extracto acuoso de E. cymosum logro reducir los niveles de glucosa mas alla de los 140 mg/dl, su
administracion crénica, en conjunto con algin otro farmaco, podria ayudar a alcanzar las metas
glucémicas de un paciente diabético: <154 mg/dl de glucosa sanguinea (rango: 70 — 180 mg/dl), <7% de
HbA Ic, <36% de coeficiente de variacion de glucosa a lo largo del tiempo y el mantenimiento de la meta

glucémica por mayor tiempo (<70%) (ADA, 2022b).

Tras confirmar su efecto hipoglucemiante, se procedié a la caracterizacion de los mecanismos de
accion que podrian estar participando en la reduccion de hiperglucemia tanto en ayuno como en estado
posprandial, con especial enfoque sobre la gluconeogénesis y la hidrdlisis de carbohidratos por las

enzimas a-glucosidasas intestinales.

8.1 Inhibicion de la produccion hepatica de glucosa por E. cymosum

Como se mencion6 previamente, se ha reportado que la via productora de glucosa, que se encuentra
alterada y que aporta la mayor cantidad de glucosa endogena, es la gluconeogénesis, por lo que, para la
evaluacion del impacto del extracto acuoso de E. cymosum sobre dicha via, se realizaron pruebas de
tolerancia a piruvato (Andrade-Cetto & Cardenas-Vazquez, 2010; Mata-Torres et al., 2020). Estos

ensayos consistieron en suministrar uno de los principales sustratos de la gluconeogénesis a ratas
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hiperglucémicas, las cuales se emplearon con un ayuno previo de 18 h con la finalidad de reducir al
minimo las reservas de glucogeno hepatico. De esta manera, el incremento observado de los niveles de
glucosa en las pruebas de tolerancia a piruvato seria, en su mayoria, proveniente de la produccion de

novo.

La administracion de solucion fisiologica y de este sustrato gluconeogénico elevo los niveles de
glucosa sanguinea tanto en los organismos sanos como en los hiperglucémicos a partir de los 30 min
después de que se les suministro piruvato (45 min después de la administracion de solucion fisiologica).
Sin embargo, mientras que la glucosa generada por el piruvato en el control normoglucémico regreso a
los niveles iniciales, el control hiperglucémico no fue capaz de regular la hiperglucemia generada por
este sustrato, debido a la reduccion de las reservas de insulina a causa de la destruccion parcial de células

B pancreaticas (Masiello et al., 1998), manteniendo los niveles elevados durante toda la prueba.

El tratamiento con metformina evitd la aparicion del pico hiperglucémico a los 45 min de su
administracion, ademas de promover un efecto hipoglucemiante que disminuyo la glucemia hasta niveles
normoglucémicos a los 135 min. Este comportamiento dual pudo deberse al efecto combinado de la
reduccion del flujo gluconeogénico y el aumento de la captacion periférica de glucosa como
consecuencia del incremento en la relacion AMP/ATP, es decir, los niveles elevados de AMP respecto a
los de ATP pudieron haber promovido la inhibicién directa de la enzima FBPasa, la activacion de AMPK
y la consecuente translocacion de GLUT4 en tejidos periféricos (Agius et al., 2020; Foretz et al., 2014;
Hunter et al., 2018). Por otro lado, aunque la administracion del extracto no evit6é el aumento de los
niveles de glucosa a los 45 min de su administracion, se observé una reduccion del pico en comparacion
con el control hiperglucémico negativo, obteniéndose un efecto antihiperglucemiante que se mantuvo
durante toda la prueba. De manera global, el extracto disminuyo significativamente el valor del AUC

respecto al observado en el control hiperglucémico.

A partir del resultado obtenido en la prueba in vivo, se puede concluir que el extracto acuoso de E.
cymosum inhibe la produccion hepatica de glucosa a través de la reduccion aguda del flujo
gluconeogénico, por lo que el siguiente objetivo fue evaluar su efecto directo sobre la actividad de dos
enzimas reguladoras de esta via: la G6Pasa y la FBPasa. Ambas enzimas participan en el control del flujo
de glucosa proveniente de los distintos sustratos que alimentan la gluconeogénesis; sin embargo, la
primera limita la liberacion de glucosa proveniente tanto de la glucogendlisis como de la
gluconeogénesis, mientras que la segunda solo estd involucrada en la produccion de glucosa de novo,
estando estrictamente controlada por modificacion covalente y regulacion alostérica (Hanson & Owen,

2013).
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Mediante la realizacidon de ensayos de inhibicién enzimatica, se determind que el extracto de E.
cymosum inhibe directamente la actividad de ambas enzimas reguladoras mas alla del 90%, presentando
valores de ICso en el mismo orden de magnitud que los controles. Los resultados obtenidos en las pruebas
in vitro apoyan lo obtenido en las pruebas de tolerancia a piruvato, por lo que se concluye que el extracto
acuoso de E. cymosum es capaz de disminuir la gluconeogénesis de manera aguda a través de la inhibicion

directa de las enzimas G6Pasa y FBPasa (Figura 32).

Las implicaciones de inhibir a la G6Pasa podrian verse reflejadas en la reduccién no soélo de la
gluconeogénesis, sino de la glucogenolisis, ya que esta enzima participa en la liberacion de la glucosa
producida por ambas vias a torrente sanguineo. Sin embargo, se ha reportado que los inhibidores de esta
enzima pueden causar hipoglucemia y acumulaciéon de GO6P intracelular, lo que puede inducir la
expresion de genes lipogénicos que podrian resultar en esteatosis hepatica (Agius, 2007). Debido a esto,
la inhibicion de FBPasa podria considerarse un mejor blanco terapéutico, ya que controla la entrada de
todos los sustratos de tres carbonos a la via y su inhibicion a largo plazo no causa hipoglucemia ni
aumento de peso (van Poelje et al., 2007). Ademas, se ha documentado que los inhibidores de la FBPasa

corrigen tanto la hiperglucemia en ayuno como la posprandial (Yoshida et al., 2008).
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Figura 32. Blancos farmacologicos identificados en la disminucion de la produccion hepatica de glucosa por el
extracto acuoso de E. cymosum.

Go6Pasa: glucosa-6-fosfatasa; FBPasa: fructosa-1,6-bisfosfatasa; PEPCK: fosfoenolpiruvato carboxicinasa; PC: piruvato
carboxilasa; G3P: gliceraldehido 3-fosfato; DHAP: dihidroxiacetona fosfato; PEP: fosfoenolpiruvato.

83



De manera independiente, se ha reportado que los compuestos fendlicos identificados en el extracto
acuoso de E. cymosum, es decir, el 4cido cafeico y el acido rosmarinico, son capaces de disminuir la
actividad de ambas enzimas en distintos modelos in vivo e in vitro (Jayanthy & Subramanian, 2014; Salau
et al., 2020), mientras que el acido clorogénico inhibe la translocasa 1 del complejo enzimatico G6Pasa
(Naveed et al., 2018). Tomando en cuenta estos antecedentes, el efecto inhibitorio sobre G6Pasa y

FBPasa observado en este trabajo puede ser explicado por la composicion fitoquimica del extracto.

8.2  Inhibicion de la hidroélisis de carbohidratos por E. cymosum

Tras el consumo de alimento, el estado metabdlico cambia de uno catabdlico a uno anabodlico gracias al
incremento de las concentraciones de insulina y a la disminucion de los niveles de glucagon. Para evitar
la hiperglucemia posprandial, se requiere la accion combinada de diversos mecanismos dependientes de
insulina que intervienen en la disminucién de glucosa en torrente sanguineo, como la inhibicion de la
produccion enddgena y la captacion periférica. Sin embargo, una de las primeras aproximaciones
terapéuticas para reducir la hiperglucemia posprandial a largo plazo en un paciente diabético es disminuir
la entrada de glucosa a torrente sanguineo mediante la inhibicion de la hidrolisis de carbohidratos

complejos de la dieta por las enzimas intestinales a-glucosidasas.

Mas del 80% de los productos finales de la digestion intestinal de carbohidratos son glucosa. Los
carbohidratos, especificamente el almidon, representan la mayor parte de la dieta tipica humana (Luo et
al., 2001). En este contexto, la maltosa es un producto importante durante la hidrélisis de este
polisacarido, por lo que fue utilizada para generar hiperglucemia posprandial en el modelo
hiperglucémico STZ-NA, con el objetivo de evaluar la repercusion del extracto de E. cymosum sobre la

degradacion de carbohidratos.

Los resultados obtenidos en las pruebas de tolerancia a maltosa indicaron que el extracto acuoso de
E. cymosum redujo significativamente el pico posprandial de glucosa a los 65 min de haberlo
administrado en un 49% respecto al grupo hiperglucémico control. De manera similar, la acarbosa fue
capaz de disminuir el pico posprandial en un 56%; sin embargo, el mayor efecto de este farmaco
hipoglucemiante se observo a los 35 min de su administracion, mientras que el extracto tuvo su mayor

efecto reductor a los 95 min de haberlo suministrado.

Esta diferencia puede deberse a que el blanco molecular de la acarbosa es la inhibicion de las enzimas
o-glucosidasas, por lo que, tras disminuir su actividad, se retrasé la absorcion de la glucosa hidrolizada

a partir de la maltosa administrada via oral. Debido a esto, los niveles de glucosa sanguinea del grupo
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tratado con acarbosa comenzaron a incrementarse conforme pasoé el tiempo. Por otro lado, en el ensayo
in vitro se determin6 que el extracto inhibi6 s6lo un 32% de la actividad de estas enzimas intestinales, de
manera que, a pesar de la contribucion de la inhibicion de la hidrélisis de carbohidratos a la reduccion de
la hiperglucemia posprandial observada en el grupo tratado con E. cymosum, deben existir otros
mecanismos que participan en la disminucién de hiperglucemia en este estado metabdlico, como la

inhibicion directa de la absorcion intestinal de glucosa o el incremento de su captacion periférica.

Por ejemplo, se ha reportado que el acido rosmarinico, uno de los compuestos mayoritarios presentes
en el extracto de E. cymosum, modula el trafico intestinal a través de la reduccion de los niveles de SGLT-

1, contribuyendo al control de la hiperglucemia en ratas inducidas con STZ (Azevedo et al., 2011).

8.1 Disminucion de la secrecion basal y estimulada de insulina e incremento de la

sensibilidad a la insulina en ayuno y estado posprandial por E. cymosum

La homeostasis de la glucosa depende tanto de la sensibilidad a la insulina, asi como de la funcién de las
células B pancreaticas, es decir, para la regulacion de la normoglucemia es necesario que la insulina,
secretada en respuesta a diversos factores que modifican la concentracion de glucosa, ejerza sus efectos
fisiologicos en los tejidos periféricos sensibles a ésta (Dimitriadis et al., 2021). En este sentido, se puede
formular la hipétesis de que los extractos de plantas hipoglucemiantes pueden mejorar la funciéon de la

insulina, o bien promover la secrecion de esta hormona para controlar o reducir la hiperglucemia.

La reduccion de la produccion endogena de glucosa y la hiperglucemia posprandial inducida por el
extracto acuoso de E. cymosum podria ser producto de una regulacion de la concentracion de insulina en
torrente sanguineo por parte de esta planta medicinal, de modo que se evaluo el papel de la insulina
plasmatica en su efecto hipoglucemiante en ayuno y en estado posprandial en ratas sanas, las cuales

presentan una adecuada regulacion de la homeostasis de la glucosa.

Los resultados indicaron que el extracto disminuy6 significativamente la concentracion de insulina
en ambos estados metabolicos, a pesar de reducir los niveles de glucosa sanguinea en ayuno y de reducir
el pico posprandial de glucosa. El promover la regulacion de la glucemia inhibiendo o disminuyendo la
secrecion basal y estimulada de insulina, podria ser un indicativo de que el extracto acuoso de E.
cymosum aumenta la sensibilidad a la insulina al inducir mecanismos que mejoren su funcién en tejidos

periféricos, como la estimulacion de la captacion y utilizacion de la glucosa.

La sensibilidad a la insulina puede definirse como la capacidad de la insulina de ejercer sus efectos

fisiologicos sobre el metabolismo, implicando que la glucemia es regulada por ciertos niveles de insulina.

85



Para ejemplificar mejor este concepto, se pueden comparar dos organismos que presentan los mismos
valores de glucosa. Al cuantificar sus niveles de insulina, uno de ellos puede presentar niveles de insulina
mayores que el otro, lo que indicaria que, para ser capaz de mantener la normoglucemia, sus células 3
pancredticas necesitan secretar una mayor cantidad de insulina porque sus tejidos son menos sensibles a

¢sta (Petersen & Shulman, 2018).

Se ha implicado que existen diversos factores que modifican la sensibilidad a la insulina. Entre los
factores individuales se encuentran la etnia, el sexo, la edad, la actividad fisica, la adiposidad, y el peso
y la edad gestacional al nacer. Los factores ambientales pueden ser la temperatura, la altitud y la
concentracion de oxigeno, mientras que entre los factores dietarios se incluyen el consumo de
carbohidratos y grasas, las proteinas de pescado y soya, el cromo y la vitamina D. También, se ha
documentado que los contaminantes ambientales pueden afectar la funcién de la insulina, como
contaminantes organicos persistentes, plaguicidas organoclorados, ftalatos, bisfenol A, arsénico y

2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina (Latini et al., 2009).

De manera general, la sensibilidad a la insulina puede mejorarse por la activacion de mecanismos
involucrados en la via de sefializacién de esta hormona en sus oOrganos blanco, asi como por la
estimulacion de procesos independientes a la insulina, pero que convergen funcionalmente con la
regulacion metabodlica de la glucosa, como la activacion del sensor energético AMPK (Mackenzie &

Elliott, 2014).

Se ha reportado en la literatura internacional que tanto alimentos funcionales como plantas
medicinales son capaces de mejorar la accion de la insulina a través de mecanismos dependientes e
independientes a esta hormona. Estos productos naturales promueven la activacion de procesos como la
captacion de glucosa, la sintesis de glucdgeno y la inhibicion de la gluconeogénesis a través de la
regulacion positiva de componentes de la via de sefalizacion de la insulina, como el receptor de insulina,
los IRS y Akt, asi como por la promocion de la fosforilacion de AMPK (Cordero-Herrera et al., 2014,
2015; Dhananjayan et al., 2017; Edirs et al., 2018; Kazeem & Davies, 2016; Lee et al., 2015; Rozenberg
& Rosenzweig, 2018; Semaan et al., 2017, 2018; Sun et al., 2015; Vuong et al., 2007; Yang et al., 2017;
Zaktos-Szyda & Pawlik, 2018; Zhang et al., 2016).

Se ha documentado que el 4cido cafeico, el 4cido rosmarinico y el acido clorogénico, presentes en el
extracto acuoso de E. cymosum, incrementan la fosforilacion de AMPK, promoviendo la translocacion
de GLUT4 en tejidos periféricos y la reduccion transcripcional de PEPCK y G6Pasa (Meng et al., 2013;
Ngo et al., 2018; Un et al., 2006), por lo que se sugiere que se evalu¢ la capacidad del extracto sobre

estos blancos farmacologicos en estudios posteriores.
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Finalmente, la generacion de un fitomedicamento a partir del extracto acuoso de E. cymosum podria
repercutir favorablemente en el control glucémico a largo plazo porque, al mejorar la accion de la insulina
y al ser utilizado en combinacion con otro agente hipoglucemiante, se podria preservar la funcién y masa

de las células B pancreaticas de pacientes con DM2 avanzada.
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9 Conclusiones

De acuerdo a los resultados obtenidos e integrando los mecanismos de accidon probados en este proyecto,
se puede concluir que el extracto acuoso de E. cymosum presenta un efecto hipoglucemiante agudo a la
dosis tradicional y que dicho efecto no es dosis-dependiente. El extracto disminuye la hiperglucemia en
ayuno, a través de la inhibicion de la gluconeogénesis debido a la disminucion en la actividad de las
enzimas G6Pasa y FBPasa, y en estado posprandial, mediante la reduccion parcial de la hidrolisis de
carbohidratos por enzimas a-glucosidasas. Por otro lado, es capaz de regular la glucemia reduciendo la
secrecion basal de insulina en los 60 y 90 min tras su administracion (reduccion parcial) e inhibiendo la
secrecion estimulada de insulina, lo que sugiere una mejora en la funcién de la insulina en ayuno
(hepatica) y en estado posprandial (musculo esquelético y tejido adiposo) al reducir los niveles de esta

hormona en los dos estados metabolicos (Figura 33).
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Figura 33. Mecanismos que participan en la regulacion de la glucemia en ayuno y en estado posprandial por el
extracto acuoso de E. cymosum.

GPasa: glucosa-6-fosfatasa; FBPasa: fructosa-1,6-bisfosfatasa.

Como se ha reportado previamente, la gluconeogénesis es el principal mecanismo desregulado tanto
en estado de ayuno como en estado posprandial debido a la RI que presenta el higado, por lo que al
inhibir esta via se explicaria el efecto hipoglucemiante que ejerce el extracto en ambas condiciones

metabolicas; sin embargo, en el estado posprandial intervienen varios mecanismos que no son evaluados
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en este proyecto y que pudieran estar involucrados en el efecto hipoglucemiante del extracto, como la

activacion de la glucogénesis y la estimulacion de la captacion y utilizacion de la glucosa.

Es importante destacar que, aunque la administracion del extracto de E. cymosum por si sola no
disminuye la hiperglucemia hasta niveles normoglucémicos, es capaz de controlar los niveles elevados
de glucosa dentro del rango establecido por la ADA para las metas glucémicas de una persona diabética,
por lo que, su consumo a lo largo del dia como “agua de uso”, de forma paralela al tratamiento
farmacoldgico convencional, podria coadyuvar a la regulacion de la glucemia por mas tiempo, retrasando

las complicaciones derivadas por la hiperglucemia persistente.

Finalmente, se espera que este trabajo contribuya al establecimiento de las bases para caracterizar
los mecanismos de accion de una planta medicinal utilizada en el tratamiento de la DM2 como “agua de

2

uso-.
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10 Perspectivas

Se propone que evaluar el efecto del extracto acuoso de E. cymosum sobre otros mecanismos como:

e la absorcion intestinal de glucosa.

e la captacion periférica de glucosa.

e la sintesis de glucogeno.

e la fosforilacion de componentes en la via de sefalizacion de la insulina que indiquen el

mejoramiento de su funcion.

Por otro lado, se propone evaluar la participacion de AMPK en el efecto hipoglucemiante de E.
cymosum debido a que el incremento en la sensibilidad a la insulina puede ser generado por mecanismos
independientes a la activacion de la via de PI3K/Akt por insulina, como se ha reportado para alimentos
funcionales, otras plantas medicinales, los compuestos fendlicos presentes en el extracto acuoso y
farmacos hipoglucemiantes como la metformina y las TZDs. En primera instancia, se sugiere la
realizacion de pruebas de tolerancia a la insulina con la finalidad de comprobar el posible mejoramiento
de la funcidén de la insulina de esta especie para, posteriormente, evaluar dicho efecto en un modelo que

presente RI.

Dado que el extracto podria estar inhibiendo el proceso de absorcion intestinal de glucosa, se propone
cambiar la via de administracion de la glucosa para volver a evaluar la repercusion del extracto sobre la

secrecion estimulada de insulina in vivo. De igual manera, se podrian realizar estudios de secrecion de

insulina in vitro para observar el efecto directo del extracto sobre las células f3.

También, es necesario evaluar el mantenimiento del efecto hipoglucemiante de esta especie, por lo
que se propone realizar estudios cronicos para determinar la repercusion de la administracion diaria del
extracto de E. cymosum sobre los niveles de HbAlc y otros pardmetros clinicos importantes que se
relacionan a la aparicion de las complicaciones diabéticas, como los niveles de triglicéridos y colesterol.
Ademas, debido a que esta planta medicinal es consumida por pacientes diabéticos, es necesaria la

evaluacion de su seguridad a largo plazo mediante la realizacion de estudios toxicologicos.
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12 Anexos

12.1 Carta de aprobacion del comité de Bioética de la CEARC

FACULTAD DE CIENCIAS

Facultad de Ciencias, UNAM
Cto. Exterior s/n, C.U., 04510
Ciudad de México, CDMX

VAIVERSDAD NacoNaL
AVFNMA DE
Mexico

Folio: T_2019_09_005.

Nombre de la comisién: Comisién de Etica y Responsabilidad Cientifica de la Facultad de
Ciencias.

Nombre del autor del protocolo: M. en C. Fernanda Artemisa Espinoza Hernandez.
Titulo del proyecto: Estudio del mecanismo hipoglucemiante de Eryngium cymosum F.
Delaroche.

Fecha de recepcidn: 12 de septiembre de 2019.

Nombre de la institucion y sede de la investigacion: Facultad de Ciencias, UNAM.

Estimado Dr. Adolfo Andrade Cetto.

El subcomité de Bioética de la Comisién de Etica y Responsabilidad Cientifica de la Facultad
de Ciencias revisé el protocolo arriba mencionado, de acuerdo a la informacion
proporcionada, el comité resolvid que tanto la metodologia como los procedimientos de la
investigacion cumplen con los lineamientos bioéticos relacionados con el uso y manejo de
animales de laboratorio.

Los miembros del comité dan un dictamen favorable sobre la investigacion y las forma de
aplicacion de los procedimientos.

Dictamen: APROBADO

ATENTAMENTE
“POR MI RAZA, HABLARA EL ESPIRITU"
Cd. Universitaria, CDMX, a 4 de noviembre de 2019.

/"'771 Y sl AR

Dr. Ricardo Noguera Solano

Coordinador de la Comisién de Etica Académica y Responsabilidad Cientifica de la Facultad

de Ciencias, UNAM
jencias.unam.mx

CEARC Lo Tie o Noch
Comision de Etica Académica
¥ Responsabilidad Cientifica

FC - UNAM a
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12.2 Informacion nutrimental de Nutricubos Purina®

“ 20K

Peso neto al envasar

D
Para Animales de Laboratorio

REG. LAGARPA EXENTO D.OK X5 - OF - 1999

Analisis de Garantia

Humedad 12.0 % max. Proteina 23.0 % min.

Grasa 3.0 % min. Fibra 6.0 % max.
Cenizas 7.0 % max. E.L.N. 49.0 % P Dif.
Calcio 1.0 % min. Fésforo 0.6 % min.

Ingredientes: cereales molidos, combinacion de pasta de oleaginosas, harina de pescado, subproductos de cereales,
alfalfa, melaza de cana.

Vitaminas: vitamina A, vitamina B1, vitamina B2, niacina, doruro de colina, pantotenato de calcio, vitamina B12, vitamina
D, vitamina E, vitamina K.

Minerales: fosfato dicdlcico, roca fosférica, carbonato de caldo, doruro de sodio, oxido clprico, oxido férrico, sulfato
ferroso, oxido de manganeso, yoduro de potasio, yodato de calcio, tosulfato de sodio, oxido de zinc.

Aditivos: saborizante vegetal, fungicida a base de acido propidnico.

Indicaciones: dieta para roedores con formula constante recomendada para ratas, ratones y hamsters. La formula esta
disefiada para minimizar las variaciones nutricionales en los estudios a largo plazo. Este alimento esta formulado en base a la
nutricién del ciclo de vida completo de |os roedores mencionados, pero no esta disefiado para maximizar la produccion de
colonias reproductoras. Las ratas adultas comeran entre 12 a 15 gr por dia y los ratones adultos comeran entre 4y 5 gr por
dia. Los hamsters adultos comerdn entre 10y 14 gr por dia.

Recomendaciones:

- Mantener el producto enun lugar seco y fresco, lejos del alcance de insectos y roedores.

- No ofrezca el producto si se enlama, cambia de apariencia o color

- Este producto no contiene proteina de origen rumiante u otros ingredientes de origen rumiante.

Consulte al Médico Veterinario

Lote No. Fecha de Caducidad

-
Purina
Elaborado por:
Agribrands Purina México, 5.A. de C.\V.
Prol. P de la Reforma 1015, Torre A, 3er. Fiso

Col. Desarrollo Sta. Fe Delegacion Alvaro Obregén
CP 01376 Méxco, D.F

108



12.3 Tablas de resultados

Tabla 10. Niveles de glucosa sanguinea en las curvas de glucosa de 3 h.

Grupo Glucosa sanguinea (mg/dl)
0 min 60 min 120 min 180 min
N 99 + 3° 105 + 4¢ 103 +2¢ 103 +1¢
200 + 3¢ 213+ 5% 210+ 42 199 + 4*
HG 192 + 5¢ 123 +7¢ 97 + 4 99 + 6
HE?Y 190 £ 7¢ 173 +8° 148 + 5% 137 + 4%
HE*" 192 £ 5° 180 £ &° 147 £ 7 125 + 5>

Medias + SEM; n = 6. Comparacion intragrupal (filas): *indica diferencia significativa vs. Su tiempo inicial (ANOVA de
medidas repetidas, prueba post hoc de Dunnett; p<0.05). Comparacioén intergrupal (columnas): letras diferentes indican
diferencias significativas entre grupos en cada tiempo (ANOVA de una via, prueba post hoc de Tukey; p<0.05;a>b>c). N,
control no hiperglucémico; H, control hiperglucémico negativo; HG, control hiperglucémico positivo (glibenclamida; 5
mg/kg); HEY, grupo hiperglucémico experimental (extracto; 47 mg/kg); HE*", grupo hiperglucémico experimental (extracto;
470 mg/kg).

Tabla 11. Niveles de glucosa sanguinea en las pruebas de tolerancia a piruvato.

Grupo Glucosa sanguinea (mg/dl)

0 min 45 min 75 min 105 min 135 min
N 98 £ 3P 176 + 10 160 + 7¢ 135 + 6™ 118 + 5%
H 213 £ 8* 389 + 17 379 £ 17 377 £ 16™ 363 £11*
HM 195 £ 42 224 +12¢ 172 £12¢ 148 + 16" 116 + 11"
HE*"* 199 £ 7% 313 £13% 299 + 14%* 301 £ 18 290 + 22

Medias = SEM; n = 6. Comparacion intragrupal (filas): *indica diferencia significativa vs. su tiempo inicial (ANOVA de
medidas repetidas, prueba post hoc de Dunnett; p<0.05). Comparacion intergrupal (columnas): letras diferentes indican
diferencias significativas entre grupos en cada tiempo (ANOVA de una via, prueba post hoc de Tukey; p<0.05;a>b>c >
d). N, control no hiperglucémico; H, control hiperglucémico negativo; HM, control hiperglucémico positivo (metformina;
500 mg/kg); HE470, grupo hiperglucémico experimental (extracto; 470 mg/kg).
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Tabla 12. Niveles de glucosa sanguinea en las pruebas de tolerancia a maltosa.

Grupo Glucosa sanguinea (mg/dl)
0 min 35 min 65 min 95 min
N 121 +2° 188 £ 3¢ 170 + 3¢ 163 +4¢
185 £2* 322 £19* 370 £ 12 310 £ 13*
HA 186 + 3* 238 £ 16" 267 £ 20> 265 + 162"
HE*"* 181 £2° 266 + 23" 273 £ 20 243 £ 14"

Medias = SEM; n = 6. Comparacion intragrupal (filas): *indica diferencia significativa vs. su tiempo inicial (ANOVA de
medidas repetidas, prueba post hoc de Dunnett; p<0.05). Comparacion intergrupal (columnas): letras diferentes indican
diferencias significativas entre grupos en cada tiempo (ANOVA de una via, prueba post hoc de Tukey; p<0.05;a>b>c). N,
control no hiperglucémico; H, control hiperglucémico negativo; HA, control hiperglucémico positivo (acarbosa; 3 mg/kg);
HE*", grupo hiperglucémico experimental (extracto; 470 mg/kg).

Tabla 13. Niveles de glucosa sanguinea e insulina plasmatica en ayuno.

Grupo 0 min 30 min 60 min 90 min 120 min
Glucosa sanguinea (mg/dl)

C 107 £3* 106 +2* 104 +£2* 98 + 3 98 + 3

G 95+ 3k 98 + 32 77 £3¢ 60 £ 2> 61 £ 2

E470 100 + 32 101 £ 32 93 +2° 91 + 1" 90 + 2"
Insulina plasmatica (ng/ml)

C 1.88 £0.14* 1.63 £0.22* 1.72 £ 0.20* 1.84 £0.26* 1.48 £0.19*
G 1.51+£0.24* 1.57+£0.27 1.93 £ 0.27* 1.89 £0.33* 2.28 £ 0.40*
E470 1.36 £0.21* 1.02 +£0.15* 0.86 +0.19* 0.89 +0.16" 0.96 + 0.20*

Medias = SEM; n = 5 Comparacion intragrupal (filas): *indica diferencia significativa vs. su tiempo inicial (ANOVA de
medidas repetidas, prueba post hoc de Dunnett; p<0.05). Comparacioén intergrupal (columnas): letras diferentes indican
diferencias significativas entre grupos en cada tiempo (ANOVA de una via, prueba post hoc de Tukey; p<0.05;a>b >c). C,
control negativo; G, control positivo (glibenclamida; 5 mg/kg); E*’°, grupo experimental (extracto; 470 mg/kg).
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Tabla 14. Niveles de glucosa sanguinea ¢ insulina plasmatica en estado posprandial.

Grupo 0 min 30 min 60 min 90 min 120 min
Glucosa sanguinea (mg/dl)

C 107 £ 5° 183 +11*" 157 +11* 125 + 7% 122 + 7%

R 92 £ 5° 118 +3¢ 74 + 6° 61+ 2% 60 + 2%
E#70 106 £ 3* 151 + 4> 142 + 5* 114 £ 6* 106 £ 5°
Insulina plasmatica (ng/ml)

C 1.94 £ 0.35% 4.09 +0.93% 3.38+£0.65* 4.88+1.07* 2.45+0.70*
R 0.78 +0.19" 6.53+0.71*" 2.86 £ 0.58" 2.26 £ 0.35%" 1.60 +0.19*"
E#70 1.50 £0.13* 2.22+0.33" 1.97£0.31* 1.33+£0.11° 1.65+£0.12%

Medias = SEM; n = 5. Comparacion intragrupal (filas): *indica diferencia significativa vs. su tiempo inicial (ANOVA de
medidas repetidas, prueba post hoc de Dunnett; p<0.05). Comparacion intergrupal (columnas): letras diferentes indican
diferencias significativas entre grupos en cada tiempo (ANOVA de una via, prueba post hoc de Tukey; p<0.05;a>b >c). C,
control negativo; R, control positivo (repaglinida; 1 mg/kg); E¥’, grupo experimental (extracto; 470 mg/kg).
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12.4 Articulo requisito para la obtencion de grado
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ARTICLE INFO

ABSTRACT

Keywords:

Medicinal plants

Type 2 diabetes

Gluconeogenesis inhibition

Fructose 1,6-bisphosphatase inhibitors
Insulin sensitizers

Hypoglycaemic effect

[Ethnopharmacological relevance: Eryngium cymosum F. Delaroche was detected as a traditional remedy against
type 2 diabetes consumed by patients of Tlanchinol in the state of Hidalgo, Mexico. Aim of the study. Assessing
the hypoglycemic effect and safety of the traditional extract of E. cymosum and relating it to key glucose-
lowering mechanisms both in fasting and postprandial state.

Materials and methods: The aqueous extract of E. cymosum was subjected to HPLC analysis to identify its main
components. Hyperglycaemic STZ-NA Wistar rats were administered with the extract to evaluate its effect on
blood glucose levels and a possible dose-dependence. Afterward, it was evaluated in both pyruvate and maltose
tolerance tests in STZ-NA rats to characterize its effect on gluconeogenesis and carbohydrate breakdown, two of
the main mechanisms responsible for fasting and postprandial hyperglycaemia in type 2 diabetes patients. In
addition, the inhibitory capacity of the extract was evaluated on key enzymes involved in gluconeogenesis and a-
glucosidases. Moreover, insulin concentrations were measured in normoglycemic rats in both conditions to
establish a link between the hypoglycaemic effect of the extract with insulin release and functioning.

Results: Caffeic acid (1), chlorogenic acid (2), and rosmarinic acid (3) were identified as the main constituents of
the aqueous extract of E. cymosum, which exerted a hypoglycaemic effect in hyperglycaemic STZ-NA rats. It has
a significant antihyperglycemic effect in the pyruvate tolerance test, and it was able to reduce the postprandial
hyperglycaemia in maltose tolerance tests significantly. Moreover, it effectively reduced the activity of both
gluconeogenic enzymes reaching almost 100% of inhibition, while it presented a modest 32% inhibition of
aglucosidases. On the other hand, the extract decreased insulin levels after its oral administration in healthy rats
in both nutritional states, without affecting normoglycemia in normal curves and reducing the postprandial peak
in glucose load curves.

Conclusions: The traditional consumed form of aerial parts of E. cymosum is safe and regulated glucose levels
both in fasting and in postprandial state.

1. Introduction

Type 2 diabetes (T2D) is a complex illness characterized by abnor-
malities in carbohydrate, lipid, and protein metabolism due to insulin
malfunctioning in peripheral tissues, a phenomenon known as insulin
resistance (IR), and impaired insulin secretion (American Diabetes

* Corresponding author.

Association, 2021). According to the International Diabetes Federation
(2019) all cases of diabetes have increased in recent years, reaching
almost half a billion people in 2019, of which T2D comprises almost
90% of them. The main feature of diabetes is hyperglycemia, whose
long-term uncontrolled treatment leads to vascular complications that
impair the patients’ quality of life, causing their premature death (For-
bes and Cooper, 2013; World Health Organization, 2020). Therefore,
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Glossary

T2D type 2 diabetes

IR insulin resistance

HbAlc glycated hemoglobin

CEARC Academic Ethics and Scientific Responsibility Commission
STZ streptozotocin

NA nicotinamide

OGTT  oral glucose tolerance test

181 insulin sensitivity index (Matsuda index)
FBG fasting blood glucose

FI fasting insulin

BGmean mean of blood glucose in OGTT

Imean mean of insulin in OGTT

G6Pase  glucose 6-phosphatase

G6P glucose 6-phosphate

FBPase fructose 1,6-bisphosphatase

F1,6BP fructose 1,6-bisphosphate

AMP adenosine 5'-monophosphate

p-NPGP 4-Nitrophenyl a-D-glucopyranoside

AUC area under curve

PEPCK  phosphoenolpyruvate carboxykinase

HOMA-IR Homeostatic Model Assessment Insulin Resistance

DPP-IV  dipeptidyl peptidase IV

PTP-1B  protein tyrosine phosphatase 1B
AMPK  AMP-activated protein kinase
GLUT2 glucose transporter 2

GLUT4  glucose transporter 4

adequate control of blood glucose levels is necessary to improve the
patient’s life by delaying these mortal consequences.

The core of T2D management involves lifestyle changes through
exercise and improved eating habits, and the administration of hypo-
glycemic agents (Gokcay Canpolat and Sahin, 2020). Over the years,
multiple types of drugs have been developed to correct the pathophys-
iological defects caused by the metabolic imbalance in T2D (Chaudhury
et al.,, 2017; Cheng and Fantus, 2005; DeFronzo, 2009; Nolan et al.,
2011). Specifically, two different yet complementary approaches have
been used to diminish the hyperglycemia triggered by IR in T2D patients
(Maffettone et al., 2018; Monnier et al., 2003; Rizza, 2010): decreasing
impaired endogenous glucose production that mainly contributes to
fasting hyperglycemic state (Cersosimo et al., 2018), and lowering gly-
cemic excursions in a postprandial hyperglycemic state by delaying the
digestion of complex carbohydrates (Leroux-stewart et al., 2015),
stimulating insulin release or enhancing glucose disposal (insulin
sensitivity). Both therapeutic approaches have the ultimate objective of
decreasing glycated hemoglobin A1C (HbAlc), whose reduction is
related to delay the apparition of long-term complications related to
T2D (Upadhyay et al., 2018).

In developing countries such as Mexico, diabetic patients usually
consume medicinal plants in addition to conventional drug treatment
(Andrade-Cetto et al., 2006; Andrade-Cetto and Heinrich, 2005). This
common practice has been maintained worldwide due to historical and
cultural reasons for different diseases (World Health Organization,
1999). It is estimated that around 800 medicinal plants are currently
used in Mexico for treating diabetes (Escandon-Rivera et al.,, 2020);
however, only some of them have scientific studies to support their
hypoglycemic activity or mechanism of action.

Eryngium L. is the largest and most complex genus of the family
Apiaceae, comprising about 250 species distributed in every continent’s
temperate regions (Calvino et al., 2008). It has numerous species with
assorted medicinal uses throughout the world (Choudhury et al., 2014;
Clement et al., 2007; Flamini et al., 2008; Jari¢ et al., 2015; Pala-Paiil,
2002; Paul et al., 2011; Polat and Satil, 2012; Soumia, 2018). Regarding
diabetes, it has been reported the traditional usage of E. foetidum L.
(Andrade et al., 2020; Paul et al., 2011), E. ilicifolium Lam (Barkaoui
et al., 2017). and E. thyrsoideum Boiss. (Mahmoudi et al., 2020). In
Mexico, E. heterophyllum Engel. and E. carlinae F. Delaroche (both known
as “hierba del sapo”) are popularly used for treating diabetes and dys-
lipidemias; however, while both did have an hypocholesterolemic effect
(Almonte-Flores, 2015; Castro-Torres et al., 2017; Miranda-Veldsquez,
2010; Noriega-Cisneros et al., 2020), none of them presented an effect
on blood glucose levels (Carreén-Sanchez et al., 2013; Noriega-Cisneros
et al., 2012).

Since 1994, our group detected that Eryngium cymosum F. Delaroche
(Apiaceae) is one of the most important medicinal plants used for
treating diabetes in the municipalities of Tlanchinol and Huejutla de

Reyes, Hidalgo. At that time, the plant already had a well-stablished
reputation among the healers and patients for treating the disease.
Specifically, the healer Isabel Escalante (RIP) recommended the plant to
his patients, who have been using the plant for many years since then
(data not published).

The plant is described as a robust perennial herb with solitary erect
stems; numerous linear-lanceolate basal leaves (coriaceous), 20-60 cm
long; blades with dilated base, sharp apex, spiny-serrated with extended
teeth; inflorescence in the form of a branched top with numerous heads,
pedunculated, and globose to hemispherical heads. It grows on slopes
and understory of coniferous forests, between 2000 and 3200 m of
altitude; it flowers from July to October. Its distribution is known in the
State of Mexico, Guerrero, Hidalgo, and Michoacan (Garcia-Ruiz, 2013).
The healers or diabetic people buy the plant from the Huejutla market or
collect the fresh plant in the river near Huejutla; therefore, we per-
formed a market study to document the use of this species. Moreover,
since there is no previous research supporting the hypoglycemic effect of
E. cymosum, we aimed to assess the impact of its traditional extract on
blood glucose levels and to characterize its effect on key
glucose-lowering mechanisms both in fasting and in postprandial state,
such as the inhibition of gluconeogenesis and carbohydrate breakdown,
and the increase of insulin release and sensitivity.

2. Methods and materials
2.1. Field study

The Municipality of Huejutla de Reyes is in the north of the Hidalgo
state, between the parallels 21°08’ N and 98°25' W, at an altitude of 140
m a.s.l. The name came from the Nahualt: huexotl, “willow” and tlan,
“place”, which means “place where willows abound”. About 66% of the
inhabitants speak “Nédhualt, Otom{ or Huastec” languages (Gobierno del
Estado de Hidalgo, 2002). Because it is situated in “hot land” (annual
average temperature of 31 °C) (Ayuntamiento de Huejutla de Reyes,
2010), people from the nearby colder areas, such as “Tlanchinol” and
“Orizatlan”, go to the market to buy and sell products, including me-
dicinal plants. We detected that E. cymosum was used by the healer
Isabel Escalante (RIP) to treat T2D patients. The healer had a good
reputation, and patients from all over came to see him. Through direct
previous interviews to the patients, we noticed that they usually buy the
plant in the Huejutla market, while the healer used to buy the plant in
the same market or collect it in the nearby river.

Following the methodology proposed by Bye and Linares (1983),
medicinal plant sellers from the Huejutla market were interviewed to
know how the plant is used and locate the area where it is usually
harvested for later sale. In several visits between 2016 and 2020, which
covered the two main seasons of rain and drought, free-listing interviews
were applied, then semi-structured questionaries were used by which
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the following data was collected: Plant Information: local name, used
part, uses, preparations, recipes, doses, and way of collection (Albu-
querque et al., 2014); and Trade Information: how often the plant is
collected, how often it is sold, and how often people come back to buy it.
The informants agreed with the Prior Informed Consent (PIC) and
thereafter the Consensus Statement on Ethnopharmacological Field
Studies — ConSEFS was followed (Heinrich et al., 2018).

The botanical description of the plant can be consulted at the website
of Comision Nacional para el Conocimiento y Uso de la Biodiversidad
(2021). It is important to remark that this species is native of Mexico, so
we consider that it is valuable to understand and document its uses.

2.2. Chemicals and reagents

Standards of caffeic (C0625), chlorogenic (C3878) and rosmarinic
(R4033) acids, as well as nicotinamide (N0636), streptozotocin (S0130),
sodium pyruvate (P2256), maltose (M5885), glucose (G7021), sucrose
(87903), EDTA (EDS), HEPES (H3375), imidazole (10250), SDS (L3771),
ascorbic acid (A7506), malachite green (M6880), TWEEN 20 (P1379),
Tris-HCl (T3253), MgCl; (M9272), glucose 6-phosphate (G7879), fruc-
tose 1,6-bisphosphate (F6803), adenosine 5'-monophosphate (A2252),
4-Nitrophenyl o-D-glucopyranoside (N1377), and intestinal acetone
powders from rat (11630) were purchased from Sigma-Aldrich (Stein-
heim, Germany). Ammonium molybdate (AT0330-5) was bought from
Tecsiquim (Mexico). Acetonitrile hypergrade for LC-MS LiChrosolv®
was acquired from Merck-Millipore.

2.3. Plant extract elaboration and dose calculation

Aqueous extract (the traditional consumed form) was prepared by
keeping in agitation 20 g of the dry and ground plant in 500 ml of boiling
water for 15 min. Afterward, the mix was filtered and then lyophilized to
obtain the final extract. Twenty g of dry plant yielded 3299 mg of crude
extract. The traditional dose was calculated as follows, considering that
a 70-kg person consumes 20 g of the plant (see results):

Traditional dose = 3299 mg of crude extract/70 kg of body weight =
47 mg/kg b. w.

2.4. HPLC analysis

The HPLC profile was developed using an Agilent 1260 HPLC in-
strument equipped with an Agilent G1315C UV diode array detector
(DAD) and a Phenomenex (Luna Omega Polar Cig, 50 x 2.1 mmid., 1.6
pm) reverse phase column. Elution was carried out at a flow rate of 0.35
ml/min with water as solvent A containing 0.1% formic acid (pH = 2.7)
and acetonitrile (MeCN) as solvent B, the elution gradient was carried
out by starting with a mixture of 99:1 (A:B), 75:25 (A:B) at 14 min, 70:30
(A:B) at 14-18 min, 65:35 (A:B) at 18-22 min, 5:95 (A:B) at 22-27
holding this mixture for a minute and 99:1 (A:B) at 28-30. The column
temperature was kept at 35 °C. Working solutions of samples (extract
and standards) were prepared by dissolving 15.0 mg of extract in 1 ml of
H20 and 2 mg of standard in 5 ml of MeOH and diluted to 100 pg/ml,
were filtered on membrane filters (PTFE, 0.45 pm) and injected (2 pl)
using an autosampler. For UV detection, the wavelength program was
set at acquisition of A 240, 254, 280, 320, and 365 nm; the UV spectra
were recorded from 200 to 400 nm. System control, data collection and
processing were accomplished using OpenLAB LC 1260 chromatography
software.

2.5. HPLC qualitative analysis

The identification of caffeic (1), chlorogenic (2) and rosmarinic (3)
acids in the extract was made by HPLC coeluting with suitable con-
centrations of the standards (30, 40, and 30 pg/ml of chlorogenic, caffeic
and rosmarinic acids, respectively) and by comparing the UV spectra
and retention times of the peaks identified in the chromatographic
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profile with those of the standards.
2.6. Experimental animal handling

All procedures and animal management were approved by the Aca-
demic Ethics and Scientific Responsibility Commission (CEARC) of the
School of Sciences, UNAM (number: T_2019_09_005) and were carried
out according to the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals
(National Research Council (US) and Committee for the Update of the
Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, 2011).

Eight-week-old Wistar rats and 8-week-old BALB/c mice were ob-
tained from the bioterium of the School of Sciences, which were main-
tained with food and water ad libitum under standard conditions (25 °C,
55% humidity, and 12:12 h light: dark periods). All blood samples were
obtained from the tail vein. Blood glucose was measured by duplicate
using Accu-Chek® Active glucometers.

2.7. Acute oral toxicity test

Five BALB/c mice were used to perform an acute oral toxicity test
according to the OECD 425 guidelines (2008). A 3-h fasted mouse was
administered orally with a single dose of 2000 mg/kg b. w. of the
aqueous extract of E. cymosum. After that, any abnormal physical or
behavioral change was closely observed for 30 min and then every 4 h
for 24 h. Based on the outcomes, the remaining four mice were fasted
and administered orally with a single dose of 2000 mg/kg b. w. to follow
the same procedure. All mice were examined frequently for 14 days.

2.8. Induction of hyperglycemia

Because of the heterogeneous etiopathogenesis of T2D, there is not a
unique model to mimic all the characteristics of the disease. Hence, STZ-
NA hyperglycemic model was selected for this research since it is re-
ported to be suitable for testing new natural compounds’ hypoglycemic
ability. Although in this model no IR is observed, some other features of
T2D are developed; these include a stable and moderate hyperglycemia,
a modest reduction of f-cell and pancreatic insulin stores, glucose
intolerance, impaired glucose-stimulated insulin secretion, responsive-
ness to insulin secretagogues, and classic diabetes symptoms (poly-
phagia, polydipsia and polyuria) (Ghasemi et al., 2014; Masiello et al.,
1998). Briefly, rats fasted for 12 h were administered intraperitoneally
with 150 mg/kg b. w. of nicotinamide (NA), dissolved in physiological
solution and, 15 min after, they were injected intravenously with 65
mg/kg b. w. of streptozotocin (STZ), dissolved in acetate buffer 0.1 M,
pH 4.5. One week later, animals with non-fasting blood glucose above
180 mg/dl were selected for performing the experiments.

2.9. In vivo experimental designs

2.9.1. Evaluation of acute hypoglycemic effect

The hypoglycemic potential of an aqueous extract of E. cymosum,
administered via gavage, was monitored every hour for 3 h (Andrade--
Cetto and Medina-Hernandez, 2013). Thirty rats were assigned into five
groups (n = 6 each one). (1) Control normoglycemic group, which
received the physiological solution (vehicle); (2) control hyperglycemic
group, which also received physiological solution; (3) positive-control
hyperglycemic group, which received glibenclamide (Euglucon®, 5
mg/kg b. w.) (Berridge et al., 1992); (4) an experimental hyperglycemic
group treated with the traditional dose of extract (47 mg/kg b. w.,
equivalent to 1 cup of traditional used tea); and (5) an experimental
hyperglycemic group treated with a dose of extract higher than the
traditional (470 mg/kg b. w., equivalent to the maximum cups
consumed in one day [10]).

2.9.2. Evaluation of gl genesis inhibition
Since impaired gluconeogenesis is a hallmark of hepatic IR that
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contributes to fasting and postprandial hyperglycemia in T2D patients,
this pathway’s inhibition by the aqueous extract of E. cymosum could
contribute to the hypoglycemic mechanism (Mata-Torres et al., 2020).
To test this hypothesis, a pyruvate tolerance test was performed in rats
fasted for 18 h to deplete glycogen storage in liver (only rats with
approximately 200 mg/dl of 18-h fasting glucose were used).
Twenty-four rats were divided into four groups (n = 6 each one). (1)
Control normoglycemic group, receiving physiological solution by
gavage and, 15 min after, an intraperitoneal sodium pyruvate load (2
g/kg b. w.); (2) control hyperglycemic group, having physiological so-
lution orally and a sodium pyruvate load intraperitoneally; (3)
positive-control hyperglycemic group, receiving metformin (Aurax®,
500 mg/kg b. w.) (Meng et al., 2017) orally and a sodium pyruvate load
intraperitoneally; and (4) experimental hyperglycemic group, getting
extract (470 mg/kg b. w.) orally and a sodium pyruvate load intraper-
itoneally. Blood glucose was determined at baseline and every 30 min
after the sodium pyruvate load for 2 h.

2.9.3. Evaluation of carbohydrate breakdown inhibition

High consumption of carbohydrates from the diet is one of the pri-
mary causes of postprandial hyperglycemia in T2D patients, especially
from foods with a high glycemic index (Jenkins et al., 2002). One
approach to diminish postprandial hyperglycemia is the inhibition of
carbohydrate breakdown to reduce the hyperglycemic peak by sup-
pressing intestinal w«-glucosidase enzyme activity. For that purpose,
maltose tolerance tests were performed to evaluate the repercussion of
E. cymosum aqueous extract on this mechanism (Andrade-Cetto et al,
2015, 2019). Twenty-four rats were assigned into four groups (n = 6
each one). (1) The normoglycemic control group, taking physiological
solution and, 5 min after, a maltose load (3 g/kg b. w.); (2) control
hyperglycemic group, receiving physiological solution and a maltose
load; (3) positive-control hyperglycemic group, getting acarbose (Glu-
cobay®, 3 mg/kg b. w.) (Seeram et al., 2012) and a maltose load; and (4)
experimental hyperglycemic group, receiving extract (470 mg/kg b. w.)
and a maltose load. All treatments were given by gavage. Blood glucose
was measured just before both oral treatments and 30 min after
administering the maltose load for 1.5 h.

2.9.4. Assessment of fasting and postprandial insulin concentration

The insulin involvement in the E cymosum aqueous extract’s hypo-
glycemic action was next investigated, measuring the hormone levels in
different conditions. Two-hour acute tests were performed without and
with a glucose load, simulating fasting and postprandial conditions,
respectively. Thirty normoglycemic rats on an overnight fast were
assigned into six groups (n = 5 each one). (1) control group, receiving
physiological solution; (2) positive-control group, having glibenclamide
(Euglucon®, 5 mg/kg b. w.); (3) experimental group, receiving the
extract (470 mg/kg b. w.); (4) control group plus glucose, having
physiological solution and, 5 min later, a glucose load (2 g/kg b. w.); (5)
positive-control group plus glucose, receiving repaglinide (Prandin®, 1
mg/kg b. w.) (Balfour and Faulds, 1998) and a glucose load; and (6)
experimental group plus glucose, getting the extract and a glucose load.
All treatments were given by gavage.

Blood glucose and insulin were measured at baseline and were
monitored every 30 min for 2 h. To measure insulin, serum was obtained
by centrifuging blood samples at 10000 g for 10 min and then freezing
them at —40 °C until further analysis. Later, insulin was quantified using
a specific immunoassay kit (Rat/Mouse Insulin ELISA kit EZRMI-13K
EMD Millipore/Merck).

2.9.5. Evaluation of acute insulin sensitivity in oral glucose tolerance tests

Blood glucose and insulin values obtained from glucose load curves
(oral glucose tolerance tests [OGTTs]) were used for determining the
insulin sensitivity index (ISI) to assess the effect of the aqueous extract of
E. cymosum on insulin-dependent glucose disposal in postprandial state.
Insulin sensitivity was measured by calculating the Matsuda index as
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follows (Matsuda and DeFronzo, 1999):

Matsuda index (ISI) = 10000/\/(FBG x FI) ¥ (BGmean X Imean)s
where FBG is blood glucose measured at 0 min in OGTT (mg/dl), FI is
insulin measured at 0 min in OGTT (pIU/ml), BGrean is the mean of
blood glucose values from 0 to 120 min in OGTT (mg/dl), and Iean is the
mean of insulin values from 0 to 120 min in OGTT (pIU/ml).

Insulin values (ng/ml) were converted to plU/ml using the value of
26 IU/mg established by the World Health Organization in 1986 (Na-
tional Institute for Biological Standards and Control, 2010).

2.10. In vitro experiments

2.10.1. Inhibition of gluconeogenic rate-limiting enzymes

Subcellular fractions used to perform the in vitro assays were ob-
tained as previously done (Andrade-Cetto and Cardenas-Vazquez,
2010). First, livers of four Wistar rats fasted for 18 h, anesthetized with
pentobarbital (6 mg/100 g b. w., i. p.) were dissected and homogenized
in buffer (0.25 M sucrose, 1 mM EDTA, 5 mM HEPES, pH 7.4). Poste-
riorly, the homogenate was filtered and submitted to differential
centrifugation. After the last centrifugation of 100000 g for 1 h, the
pellets (microsomal fraction) and the cytosolic supernatant were
collected and stored at —40 °C until use.
2.10.1.1. Inhibition assay of gl 6-phosph (G6Pase, EC 3.1.3.9).
A colorimetric assay was performed by detecting a reduced blue phos-
phomolybdate complex that is proportional to the activity of G6Pase
(Arion, 1989). Firstly, the microsomal fraction was resuspended in
buffer (40 mM imidazole, 0.25 M sucrose, pH 7) and added to a reaction
mix, which contained buffer and inhibitor samples (chlorogenic acid or
extract) at different concentrations ranging from 2 pg/ml to 8000 pg/ml.
Later, the reaction mix was incubated for 5 min at room temperature.
Enzymatic activity was started by adding 20 mM of glucose 6-phosphate
(G6P) to the final 100-p1 reaction volume. A 22 °C incubation for 20 min
was made, which ended with the addition of 200 pl of “stop solution”
(0.42% ammonium molybdate in 1 N H2504, 10% SDS, 10% ascorbic
acid). Finally, the mix was incubated at 45 °C for 20 min, and then
absorbances were obtained at 830 nm. Three independent assays were
carried out by triplicate.

2.10.1.2. Inhibition assay of fructose 1,6-bisphosphatase (FBPase, EC
3.1.3.11). Enzymatic activity of FBPase was determined by measuring
the color formation of an ammonium molybdate — malachite green
complex with the inorganic phosphate produced by the enzyme (Baykov
et al., 1988). Before performing the assays, the color reagent was pre-
pared by dissolving 0.12% malachite green in a solution made of 5 vol of
distilled water with 1 volume of concentrated HaSO4 previously cooled
at room temperature. On the assay day, 1 volume of 7.5% ammonium
molybdate was mixed with 4 vol of the color reagent with 0.17% TWEEN
20. The procedure of Tashima and Yoshimura (1975) was followed with
modifications: in a 1-ml of reaction volume, buffer (5 pM EDTA, 5 mM
MgClz, 50 mM Tris-HCl, pH 7.2) enriched with 0.1 mM fructose 1,
6-bisphosphate (F1,6BP) was added and incubated for 5 min with in-
hibitor samples (adenosine 5-monophosphate [AMP] or extract) at
different concentrations ranging from 0.2 pg/ml to 800 pg/ml. The re-
action started by adding 10 pl of diluted cytosolic supernatant 9:1
(buffer: supernatant) and, 15 min later, ended with the addition of 250
pl of the color reagent. After a 10-min incubation period at room tem-
perature, absorbances were measured at 630 nm. Three independent
assays were carried out by triplicate.

2.10.2. Inhibition of intestinal a-glucosidase enzymes

An a-glucosidase solution from rat intestinal acetone powder was
prepared according to the procedure described by Oki et al. (1999) with
some modifications. In brief, 100 mg of crude extract were dissolved in
1.5 ml of 0.1 M phosphate buffer at pH 6.8. The mix was sonicated for
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Fig. 1. Chromatographic profile of the E. cymosum aqueous extract, 320 nm.

10 min and then centrifugated at 10000 g for 10 min to obtain the su-
pernatant used in the inhibitory assay.

2.10.2.1. Inhibition assay of a-glucosidases (EC 3.2.1.20). In vitro assay
was performed following the protocol proposed by Escandon-Rivera
et al. (2012) with modifications: assay phosphate buffer, inhibitor
samples (acarbose or extract) at concentrations ranging from 200 pg/ml
to 2000 pg/ml, and 20 pl of a-glucosidase solution were incubated for 5
min at 35 °C; later, 2 mM of 4-Nitrophenyl a-D-glucopyranoside
(p-NPGP) was added to initiate the enzymatic activity. The 100-pl re-
action volume was incubated for 35 min at 35 °C, and the absorbances
were determined at 405 nm. Three independent experiments by tripli-
cate were carried out.

2.11. Statistical analysis

All graphics and analysis were made in GraphPad Prism version
8.4.0, GraphPad Software, San Diego, California USA, www.graphpad.
com. The data are expressed as mean + SEM.

Data from in vivo experiments were firstly assessed for normal dis-
tribution. Then, ordinary one-way ANOVA and Tukey’s post-hoc tests
were performed to compare means among groups, while repeated
measures ANOVA and Dunnet’'s post-hoc tests were applied for
comparing the means with their baseline. P-values less than 0.05 were
considered significant. In addition, the area under curve (AUC) of
original values, and the variation of blood glucose and insulin levels
were calculated for every curve.

With the aim of calculating the ICs values, absorbances of the in vitro
experiments were transformed to percentage of activity as follows:

Enzyme activity (%) = (Ag - Agp)/(Ac — Acp) X 100, where Ag is the
absorbance of the inhibitor sample at a specific concentration, Agp is the
blank of the inhibitor sample, A is the highest absorbance (without
inhibitor), and Acg is the blank of the highest absorbance.

Thereafter, percentage values were plotted in concentration-
response curves to find the best fitting non-lineal regression model
(three or four parameters).

3. Results
3.1. Field study

We detected five medicinal plant market stalls in the Huejutla mar-
ket, all of which sell E. cymosum through the year. Sometimes, diabetic
people from places up to 100 km, go there to buy the plant, but mainly it
is sold to the people of the municipality. The local name of the plant is
“pinuela” and no other names in the specific languages were detected.

E. cymosum was selected for the further experiments because it
invariably appears on the market through the year at all stands. Ac-
cording to the sellers, the plant enjoys a high-volume trade. The species
has a consistent and limited number of uses exclusively related to the
treatment of T2D. For treating the disease, they recommend boiling a
handful (20 g) of the aerial parts in half a liter of water and consuming
the decoction throughout the day as “agua de uso”.

The informants helped us to find the collection area, which was
located on the edge of the urban area of the municipal seat of Huejutla,
on the Tecacalax river path located in a pasture next to “Colonia lero de
Mayo” (21°07'35” N Lat, 98°26'53” W Long). The aerial part collection
was made in this location with one of the sellers, José Humberto Flores,
in June 2017 and 2019. Posteriorly, the taxonomic identification was
carried out in the School of Sciences by Dr. Jaime Jiménez Ramirez
(voucher ETNOF248). For the following work, the collected plant ma-
terial was placed in a drying chamber at 40 °C for one week and sub-
sequently cut and ground.

3.2. Chromatographic profile

The HPLC fingerprint profile of the E cymosum aqueous extract
(Fig. 1) shows two main peaks and around 15 minor peaks, the most
important were observed at 254 (Fig. S1) and 320 nm (Fig. 1). The UV
spectra detected were consistent with the presence in the extract of
different types of flavonoids and phenolic acids (Ramawat and Mérillon,
2013). The two main peaks corresponded to chlorogenic (2) and ros-
marinic acids (3); compound 2 is slightly more abundant than 3 when
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Table 1
Blood glucose values in 3-h acute tests.

Group Blood glucose (mg/dl)
0 min 60 min 120min 180 min
Normoglycemic control 99+3> 105+ 103 + 103 +
4 2¢ 1¢
Hyperglycemie control 200 + 213 + 210 + 199 +
3" 5% 4" 4°
Hyperglycemic + glibenclamide (5 192 £ 123 + 97 + 99 +
mg/kg) 5 7% e 6cr
Hyperglycemic + aqueous extract 190 + 173 + 148 + 137 +
(47 mg/kg) i 8" 5he 4bx
Hyperglycemic + aqueous extract 192 + 180 + 147 + 125 £
(470 mg/kg) 5° 8 7% sbx

The values represent the mean + SEM (n = 6). Intragroup comparison (rows):
asterisk indicates statistically significant difference versus its initial time at p <
0.05. Intergroup comparison (columns): different letters indicate statistically
significant differences at each time at p < 0.05 (a > b > c).

comparing its area percentages, 41.5 and 35.9, respectively; addition-
ally, caffeic acid (1) was identified as part of the minor constituents. The
phenolic compounds 1-3 were characterized according to their reten-
tion times and UV data compared with commercial standards and pre-
viously reported data. Enrichment of the extract with the standards
resulted in an increment in the peak areas attributed to 1-3 in the extract
chromatogram (Fig. 2), supporting unequivocal identification.

3.3. Acute oral toxicity test

No deaths were reported after oral administration of the maximum
OECD dose, indicating that the LD50 is greater than 2000 mg/kg b. w.
During the observation time, no physical or behavioral abnormalities
were described, such as inactivity, alertness, difficulty breathing, con-
vulsions, salivation, diarrhea, or changes in skin, fur, eyes, or mucous
membranes. These outcomes suggest that both doses used for this study,
the traditional dose (47 mg/kg b. w.), and the elevated-traditional dose
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extract with standards 1 (caffeic acid), 2 (chlorogenic acid) and 3 (rosmarinic acid).

(470 mg/kg b. w.), are within the safety margin.

3.4. Hypoglycemic effect

Compared with the hyperglycemic control administered only with
the vehicle, E. cymosum aqueous extract, both at its traditional and
elevated-traditional doses, significantly decreased blood glucose after
30 min of the administrations, while glibenclamide diminished blood
glucose levels reaching its maximum hypoglycemic effect at 120 min
(Table 1, Fig. 3A). After 180 min, the extract, at the traditional and
elevated-traditional doses, diminished blood glucose levels to 53 and 67
mg/dl, respectively, showing the same glucose-reducing behavior. Ac-
cording to the AUC analyses, glibenclamide decreased glucose levels by
40% compared with the control, while both traditional and elevated-
traditional doses of the E. cymosum aqueous extract by 21% (Fig. 3B).
These results indicated that the elevated-traditional dose presents a
slightly better effect thus, for the following experiments, this dose was
used to simulate a cumulative effect since the plant is consumed over the
day in the form of “agua de uso”.

3.5. Inhibition of gluconeogenesis

Pyruvate tolerance tests were performed in 18-h fasted rats to mea-
sure the impact of the extract on the gluconeogenic way since pyruvate
is one of the primary substrates from which glucose is synthetized. As
shown in Table 2 and Fig. 4A, pyruvate’s intraperitoneal injection
caused two different blood glucose responses from normo- and hyper-
glycemic organisms. Even though a hyperglycemic peak was generated
in both controls, the hyperglycemic organisms’ peak was 2.3 times
larger than that observed in healthy ones and even blood glucose levels
remained approximately between 176 mg/dl and 150 mg/dl throughout
the test compared with those in normoglycemic control.

Regarding the other treatments, positive-metformin control
decreased the hyperglycemic peak by 147 mg/dl compared with the
control. Furthermore, it lowered glucose levels beyond the baseline,
reaching normoglycemic levels at 120 min. This outcome could be due
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Fig. 3. Hypoglycemic effect of aqueous extract of E. cymosum. A) Blood glucose variation in acute tests. Symbols indicate statistically significant difference at
each time versus N (+), H (*), HEY (#) or HE*" ($) at p < 0.05. B) AUC of raw data in acute tests. Different letters over bars indicate statistically significant
difference at p < 0.05 (a > b > ¢ > d). The values represent the mean + SEM (n = 6). N: normoglycemic control group; H: hyperglycemic control group; HG:
hyperglycemic plus glibenclamide control group; HE*': hyperglycemic plus traditional dose extract group; HE*°: hyperglycemic plus elevated-traditional dose
extract group.

Table 2
Blood glucose values in pyruvate tolerance tests (2 g/kg, i.p.). Table 3
Group Blood glucose (mg/dl) Blood glucose values in maltose tolerance tests (3 g/kg, p.o.).
Omin  30min  60min  90min 120 Group Blood glucose (mg/dl)
min Omin  30min  60min 90 min
Normoglycemic control 98 + 176 + 160 + 135 + 118 + Normoglycemic control 121 + 188 + 170 + 163 +
3b 109* 7% b 5bx 20 e 3o o
Hyperglycemic control 213 389 + 379 + 377 + 363 + Hyperglycemic control 185 + 322 4 370 + 310 +
8" 17 17 16°* 1% 2 19+ 128+ 139+
Hyperglycemic + metformin 195 2244 1724 gkl oo Hyperglycemic + acarbose (3mg/ 186 + 238 & 267 + 265 +
(500 mg/kg) 4 12¢ 12¢ 16" 117 kg) 28 1gbex 20b+ 160+
Hyperglycemic + aqueous 199 313 * 292 = 301 + 290 + Hyperglycemic + aqueous extract 181 + 266 + 273 + 243 +
extract (470 mg/kg) £7° 13 14%¢ 18% 22 (470 mg/kg) p 235 200+ 1abe
The "MI‘{ES _TEP"‘“EH( the mean'i ‘SEM (n = 6). Intrag'mup. ct?n'fp.aris‘un (rows): The values represent the mean + SEM (n = 6). Intragroup comparison (rows):
asterisk indicates statistically significant difference versus its initial time at p < asterisk indicates statistically significant difference versus its initial time at p <
0.05. Intergroup comparison (columns): different letters indicate statistically 0.05. Intergroup comparison (columns): different letters indicate statistically
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Fig. 4. Effect of aqueous extract of E. cymosum on hepatic glucose output (pyruvate tolerance tests). A) Blood glucose variation in pyruvate tolerance tests.
Symbols indicate statistically significant difference at each time at p < 0.05 versus N (+), H (*) or HE"° (#). B) AUC of raw data in pyruvate tolerance tests. Different
letters over bars indicate statistically significant difference at p < 0.05 (a > b > ¢ > d). The values represent the mean + SEM (n = 6). N: normoglycemic control
group; H: hyperglycemic control group; HM: hyperglycemic plus metformin control group; HE*7%; hyperglycemic plus extract group.
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Table 4
In vitro assessment of the effect of aqueous extract of E. cymosum on gluconeo-
genic rate-limiting enzymes and a-glucosidase enzymes.

Sample Inhibition percentage ICsp + SEM (pg/ml)
G6Pase enzyme
Chlorogenic acid 100 211.3 £ 21.1 (596.4 pM)

E. cymosum aqueous extract 91 782 £ 57.2
FBPase enzyme
AMP 90

E. cymosum aqueous extract 96
PR .

15.7 £ 1.5 (45.2 pM)
57.4 + 4.7

Acarbose 85 174.8 £12.1 (270.8 pM)
E. cymosum aqueous extract 32 -

Concentrations ranging from 2 to 8000 pg/ml were used for G6Pase assays,
0.2-800 pg/ml for FBPase assays, and 200-2000 pg/ml for a-glucosidase assays.

to a suppression of gluconeogenesis followed by an increase in periph-
eral glucose uptake. On the other hand, the E. cymosum aqueous extract
significantly reduced the hyperglycemic peak by 62 mg/dl compared
with the hyperglycemic control. The antihyperglycemic effect was
maintained over the experiment. Because of its dual effect, metformin
provoked a 51%-reduction effect of glucose AUC, while E. cymosum
aqueous extract caused a decrease of 19% compared with the control
(Fig. 4B).

The direct inhibitory capacity of the extract on gluconeogenesis was
evaluated by measuring the enzymatic activity of G6Pase and FBPase,
which are two of the rate-limiting enzymes that control the pathway.
According to the concentration-response curves (Fig. 6A-B and Table 4),
E. cymosum aqueous extract effectively suppressed both enzymes’ ac-
tivity, reaching almost 100% inhibition. Moreover, the extract was more
effective than the control (AMP) in inhibiting the FBPase activity (96%
vs. 90%) though its ICsp value was lower (57.4 pg/ml vs. 15.7 pg/ml).

3.6. Reduction of postprandial hyperglycemia and inhibition of
a-glucosidase enzymes

One of the main contributors to postprandial hyperglycemia is
glucose from the diet’s breakdown of complex carbohydrates. Therefore,
maltose tolerance tests were performed to evaluate the extract’s po-
tential inhibitory effect on this mechanism. After the maltose load, the
hyperglycemic control’s blood glucose levels increased 185 mg/dl at 60
min, while those of the normoglycemic control only increased a
maximum of 67 mg/dl at 30 min and later started to diminish (Table 3,

A)

NN

Blood glucose variation (mg/dl)

Time (min)
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Fig. 5A). When positive-acarbose control was administered, the post-
prandial peak was significantly reduced by 84 mg/dl from 30 min
compared with the hyperglycemic control, indicating the inhibition of
the maltose breakdown by a-glucosidase enzymes. Likewise, E. cymosum
aqueous extract inhibited the hyperglycemic peak by 56 mg/dl at 30
min, although statistical difference versus hyperglycemic control was
reached until 60 min. The AUC of both acarbose and extract was
significantly reduced by 22% and 20%, respectively, in comparison to
the hyperglycemic control (Fig. 5B).

On the other hand, while the extract could reduce blood glucose
levels in the same way as acarbose in maltose tolerance tests, it only
inhibited 32% of the enzymatic activity of a-glucosidases in vitro
(Fig. 6C, Table 4). This outcome suggests that although inhibition of
a-glucosidases contributes to the postprandial hyperglycemia-lowering
effect of the E. cymosum aqueous extract, there could be other mecha-
nisms for reducing blood glucose levels in this nutritional state.

3.7. Decreased fasting and postprandial insulin, and improved insulin
sensitivity

In an unaltered system where glucose homeostasis functions prop-
erly, namely in normoglycemic organisms, blood glucose and insulin
levels of control fluctuated over time within specific ranges of 9 mg/dl
and 0.4 ng/ml, respectively (Tables 5 and 6; Fig. 7A,C). After gliben-
clamide administration, glucose levels were significantly reduced by 34
mg/dl after 120 min, which meant a significant decrease of 24% in AUC
(Fig. 7B). This reduction resulted from significantly increasing insulin
levels by 0.77 ng/ml, although the AUC of this parameter showed no
significant rise (Fig. 7D).

Interestingly, though E. cymosum aqueous extract held the same
blood glucose-lowering behavior shown by the control (displaying an
AUC reduction of 8%), it tended to maintain lower insulin levels than the
control. This outcome turned out in a significant reduction of insulin
AUC of 44%, suggesting that not only does the extract not promote in-
sulin release, but it also stimulates mechanisms that decrease insulin
levels in order to prevent hypoglycemia.

After glucose loading, a significant hyperglycemic peak was
observed at 30 min in the control, which then progressively decreased;
on the contrary, insulin levels gradually increased from 30 min to 90
min, peaking in the latter (Tables 5 and 6; Fig. 7 E,G). Meanwhile, the
short-acting insulin secretagogue repaglinide showed its maximum
insulin-secretory effect at 30 min by significantly increasing 5.75 ng/ml
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Fig. 5. Effect of aqueous extract of E. cymosum on postprandial hyperglycemia by carbohydrate breakdown (maltose tolerance tests). A) Blood glucose
variation of maltose tolerance tests. Asterisk indicates statistically significant difference versus H at each time at p < 0.05. B) AUC of raw data in maltose tolerance
tests. Different letters over bars indicate statistically significant difference at p < 0.05 (a > b > c¢). The values represent the mean =+ SEM (n = 6). N: normoglycemic
control group; H: hyperglycemic control group; HA: hyperglycemic plus acarbose control group; HE*7°; hyperglycemic plus extract group.
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Table 5
Blood glucose values in 2-h acute tests in normoglycemic rats.
Group Blood glucose (mg/dl)
0 min 30 min 60 min 90 min 120
min
Normal curve
Control 107 £ 106 2"  104+2° 98 £ 98 =
30 38+ 3%
Glibenclamide (5 mg/ 95+3% 98+3°% 77 + 3% 60 + 61 +
kg) b+ obe
Aqueous extract (470 100 + 101 £3° 93 + 2% 91 + 90 +
mg/kg) gab 184 28
Glucose load curve (2 g/kg, p.o.)
Control 107 + 183 £ 157 + 125 + 122 +
58 118% 110+ 7a% 7ax
Repaglinide (1 mg/kg) 92+5" 118+ 74 + 6° 61 + 60 £
3o b obx
Aqueous extract (470 106 £ 151 £ 142 &+ 114 £ 106 =
mg/kg) 32 ne 5 & 5

The values represent the mean + SEM (n = 5). Intragroup comparison (rows):
asterisk indicates statistically significant difference versus its initial time at p <
0.05. Intergroup comparison on each curve (columns): different letters indicate
statistically significant differences at each time at p < 0.05 (a > b > ¢).

Table 6
Insulin values in 2-h acute tests in normoglycemic rats.

Group Insulin (ng/ml)
0 min 30 min 60 min 90 min 120 min
Normal curve
Control 1.88+ 163+ 172+ 1.84 + 1.48 +
0.14* 0.22° 0.20° 0.26" 019"
Glibenclamide (5 151+ 157+ 1.93 + 1.89 + 228 +
mg/kg) 0.24* 0.27° 0.27%* 0.33" 0.40"*
Aqueous extract 136+  1.02+ 0.86 + 0.89 + 0.96 +
(470 mg/kg) 0217 0.15° 0.19%* 0.16>* 0.20%
Glucose load curve (2 g/kg, p.o.)
Control 194+ 409+ 3.38 + 4.88 + 245 +
0.35" 0.93*® 0.65" 1.07* 0.70"
Repaglinide (1 mg/ 0.78+  6.53+ 2.86 + 2.26 + 1.60 =
kg) 0.19° 0.71°¢ 0.58"% 0.35%b+ 0.19%*
Aqueous extract 150+ 222+ 197 + 133 + 1,65 +
(470 mg/kg) 0.13* 0.33% 0.31* 0.11° 0.12°

The values represent the mean + SEM (n = 5). Intragroup comparison (rows):
asterisk indicates statistically significant difference versus its initial time at p <
0.05. Intergroup comparison on each curve (columns): different letters indicate
statistically significant differences at each time at p < 0.05 (a > b > ¢).

with respect to its baseline time, producing an early-phase postprandial
insulin secretion which completely suppressed the hyperglycemic peak
compared with the control. Subsequently, this secretagogue maintained
a significant hypoglycemic effect throughout the test, showing a
decrease in blood glucose beyond the baseline. Even though repaglinide
showed a significant 43% reduction of glucose AUC compared with the
control, it did not modify insulin AUC (Fig. 7 F, H).

Regarding the E. cymosum aqueous extract, the hyperglycemic peak
at 30 min was significantly reduced by 32 mg/dl, and then glucose levels
were maintained lower than those in the control, which overall repre-
sented a non-significant reduction of 11% in the AUC. Nevertheless,
insulin levels remained almost unchanged compared with the baseline,
and were even significantly lower at 90 min compared with those
observed in the control. Overall, the extract diminished insulin AUC by
50%. These results pointed out that the E. cymosum aqueous extract
promotes glucose-lowering mechanisms which are not related to insulin
release. Conversely, the extract could improve insulin functioning,
enhancing insulin sensitivity to avoid postprandial hyperglycemia.
Therefore, Matsuda indices of control and extract groups were calcu-
lated to assess the insulin sensitivity enhancement. The results showed
that the extract significantly increased this index 1.5 times than the

Journal of Ethnopharmacology 279 (2021) 114339

control (Table 7).
4. Discussion

Glucose homeostasis is strictly controlled by numerous mechanisms
whose defects impact on how blood glucose is regulated, arousing acute
alterations such as seizures and loss of consciousness owing to hypo-
glycemia, and long-term complications that are the result of chronic
damage to blood vessels due to prolonged exposure to high glucose
levels (Szablewski, 2011). T2D is a complex metabolic illness whose
heterogeneity leading to impair several regulatory mechanisms in
glucose homeostasis. Therefore, to maintain a successful blood glucose
management, a therapy involving multiple therapeutic targets is
necessary.

Medicinal plants, the primary resource of local communities for
treating diseases around the globe, are an important source of molecules
with numerous mechanisms of action that have shown to affect glucose
metabolism positively, and thus they have a good potential against
diabetes (Escandén-Rivera et al., 2020; Shanak et al., 2019). Since ex-
tracts of medicinal plants are mixtures of individual constituents (Caesar
and Cech, 2019), they could have combinatorial effects on several tar-
gets in a disease as complex as T2D.

As previously mentioned, E. cymosum has been used by patients in
the state of Hidalgo, Mexico, to treat T2D for many years. Hence, the
main objective of this research was to assess the hypoglycemic effect of
the aqueous extract. The results showed that the traditionally consumed
form of this medicinal plant effectively diminished blood glucose levels
in hyperglycemic STZ-NA rats. Commonly, medicinal plants as “pinuela”
are drunk through the day as “agua de uso”, then there is not a specific
time to consume the decoction (it may be consumed during fasting or
postprandial state). Therefore, the hypoglycemic effect could be related
to diverse mechanisms of action involved in the different phases of
glucose homeostasis.

Understanding the pathogenesis of the nutritional states of glucose
homeostasis in T2D has been useful to design new therapies that allow
appropriate blood glucose level control (DeFronzo, 2009). As a result of
diabetes research, it is well-known that patients with T2D have dispro-
portionate rates of endogenous glucose production that contribute to
hyperglycemia of both in fasting (postabsorptive state) and in post-
prandial state and, between the two production routes, gluconeogenesis
is the leading impaired supplier (Rines et al., 2016; Rizza, 2010).
Following this rationale, since the decoction of E. cymosum could be
consumed in both conditions, the aqueous extract was assessed to
evaluate its impact on gluconeogenesis through a pyruvate tolerance
test, a good tool for evaluating potential gluconeogenic inhibitors due to
the depletion of glycogen storage and the usage of one of the main
substrates of the gluconeogenic pathway (Andrade-Cetto and
Cardenas-Vazquez, 2010).

As shown herein, the aqueous extract of E. cymosum had the capacity
of decreasing gluconeogenesis since it exhibited an antihyperglycemic
effect that was held throughout the test. The observed effect is similar to
those obtained previously by other plant extracts tested in our labora-
tory (Andrade-Cetto et al., 2021; Mata-Torres et al., 2020). Furthermore,
E. cymosum was an effective activity-suppressor of G6Pase and FBPase,
two of the principal rate-limiting enzymes that control the gluconeo-
genic pathway. The inhibition of both enzymes impacts directly on the
inhibitory capacity for glucose production of the extract because G6Pase
controls the efflux of glucose from both gluconeogenesis and glucoge-
nolysis, limiting completely the supply of endogenous glucose (Jawad
et al., 2016). On the other hand, decreasing FBPase activity by the
extract is determinant in the therapeutical effect on gluconeogenesis
since the enzyme is strictly regulated by allosterism and covalent
modification, thus it plays a critical role in controlling the carbon flux of
both glycolysis and gluconeogenesis (Hanson and Owen, 2013).
Although it has been reported that overproduction of hepatic glucose is a
consequence of an atypical activity of phosphoenolpyruvate
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Fig. 7. Effect of aqueous extract of
E. cymosum on insulin behavior in fasting
and in postprandial state. Fasting (normal
curves): A) Blood glucose variation. B) Blood
glucose AUC of raw data. C) Insulin variation.
D) Insulin AUC of raw data. Postprandial state
(glucose load curves): E) Blood glucose vari-
ation. F) Blood glucese AUC of raw data. G)
Insulin variation. H) Insulin AUC of raw data.
The values represent the mean + SEM (n = 5).
In variation curves: symbols indicate statisti-
cally significant difference at each time at p <
0.05 versus C (*) or E¥® (#). In AUC analysis:
different letters over bars indicate statistically
significant differenceatp < 0.05(a> b >c).In
fasting: C, control group; G, glibenclamide
control group; E*7, extract group. In post-
prandial state: C, control group plus glucose; R,
repaglinide control group plus glucose; E¥C,
extract group plus glucose.
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Table 7
Improvement of acute insulin sensitivity by aqueous extract of E. cymosum
in the glucose load curve (OGTT).

Group Matsuda index (ISI)
Control (vehicle) 1.48 + 0.16
Aqueous extract (470 mg/kg) 2.22 + 0.18*

The values represent the mean + SEM (n = 5). Asterisk indicates statically
difference versus control (unpaired t-test, p < 0.05).

carboxykinase [PEPCK] and G6Pase rather than an elevation in their
expression (Samuel et al., 2009), allosteric inhibition of FBPase seems to
be the key target of gluconeogenesis since it controls the entrance of all
three-carbon substrates to the pathway, and its long-term inhibition is
safe because the risk of hypoglycemia is reduced and does not cause
weight gain in diabetic rodents (van Poelje et al., 2007). Also, FBPase
inhibitors correct fasting and postprandial hyperglycemia (Yoshida
etal., 2008). However, further experiments should be addressed to know
how the extract is inhibiting the activity of FBPase.

After food consumption, postprandial hyperglycemia in non-diabetic
individuals is avoided due to the coordinated action of carbohydrate
absorption and the effects on glucose metabolism of insulin and
glucagon in the liver and peripheral tissues (Maffettone et al., 2018). In
this case, the extract also had the capacity of decreasing postprandial
hyperglycemia after administration of both glucose and maltose. How-
ever, even though E. cymosum partially inhibited a-glucosidase enzymes
after a maltose load, it did not promote an increase in insulin levels

|

Fasting condition
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neither in postprandial state nor in fasting. These outcomes suggest the
participation of other mechanisms like the direct inhibition of intestinal
absorption or those involved in increasing insulin sensitivity, as pointed
out by the enhanced Matsuda index in OGTTs. Inhibition of endogenous
glucose production could be a mechanism involved in this improvement,
as tested here; however, other mechanisms such as stimulation of pe-
ripheral glucose uptake and oxidation, and the promotion of glycogen
synthesis should not be discarded.

Through HPLC analysis, caffeic (1), chlorogenic (2) and rosmarinic
(3) acids were identified as components of the aqueous extract of aerial
parts of E. cymosum. These compounds are polyphenols well-known for
their antioxidant and anti-inflammatory capacity (Cizmarova et al.,
2020; Sharma et al., 2018) and they have also been reported in other
Eryngium species (Cadiz-Gurrea et al., 2013; Dalar et al., 2014; Kikowska
et al., 2012; Paun et al., 2019; Soumia, 2018; Wang, 2012). The mech-
anisms mentioned above of the E. cymosum aqueous extract can be
explained by the effects of these hydroxycinnamic acids since all of them
have reports of improving glucose metabolism. First, it has been re-
ported that caffeic acid significantly reduces blood glucose levels and
HbAlc in insulin-resistant C57BL/KsJ-db/db mice, through the inhibi-
tion of activity and expression of PEPCK and G6Pase, a reduction in
expression of hepatic glucose transporter 2 (GLUT2) and augmentation
of adipocyte glucose transporter 4 (GLUT4) (Un et al., 2006). Moreover,
it inhibited the increased enzymatic activity of both G6Pase and FBPase
in vitro in a model of iron-mediated cardiotoxicity (Salau et al., 2020)
and the enzymatic activity of PEPCK in tumor necrosis factor-a-treated

Postprandial state
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- | SGLTI activity
- | o-glucosidase activity

Inhibition of endogenous glucose production:
- | G6Pase activity and expression

- | FBPase activity

- | PEPCK activity and expression

- | GLUT2 expression

- | Glycogen phosphorilase activity

Promotion of glycogen synthesis:
- 1 Glycogen synthase activity

Decresing of insulin resistance:
- | PTP-1B activity

Fig. 8. Glucose-l ing
addressed in this work are highlighted in red. Non-highlighted mech

A

Promotion of glucose uptake and utilization:
- 1 AMPK phosporylation

- 1 GLUT4 expression

- 1 glucose oxidation-related enzymes
Decreasing of insulin resistance:

- | PTP-1B activity

exerted by the aqueous extract of the aerial parts of E. cymosum both in fasting and in postprandial state. The mechanisms
should be

d in further research. SGLT1: sodium-glucose linked transporter 1;

G6Pase: glucose 6-phosphatase; FBPase: fructose 1,6-bisphosphatase; PEPCK: phosphoenolpyruvate carboxykinase; GLUT2: glucose transporter type 2; AMPK: AMP-
activated protein kinase; GLUT4: glucose transporter type 4; PTP-1B: protein tyrosine phosphatase 1B. Images from Flaticon.com. (For interpretation of the references
to color in this figure legend, the reader is referred to the Web version of this article.)
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insulin-resistant mouse FL83B hepatocytes (Huang and Shen, 2012),

On the other hand, it has been reported that rosmarinic acid reduces
blood glucose levels, HbAlc and HOMA-IR significantly in diabetic rats
induced with a high-fat diet and STZ after 30 days of treatment (100 mg/
kg/day). Furthermore, this phenolic acid reduced the increased enzy-
matic activity of both G6Pase and FBPase and reestablished the impaired
activity of enzymes related to glucose oxidation and glycogen synthesis
in this diabetic model (Jayanthy and Subramanian, 2014). In other
studies, rosmarinic acid showed inhibitory activity of dipeptidyl pepti-
dase IV (DPP-1V), protein tyrosine phosphatase 1B (PTP-1B), and
a-glucosidase enzymes, in addition to promoting glucose uptake through
the activation of AMP-activated protein kinase (AMPK) and the increase
of GLUT4 expression; it has also modulated the traffic of intestinal
sodium-glucose cotransport proteins (Ngo et al., 2018). Finally, many
beneficial effects on metabolism are attributed to chlorogenic acid. To
exemplify, it has shown to decrease hyperglycemic peak in OGTTs by
attenuating intestinal glucose absorption, inhibiting endogenous
glucose production through inhibition of G6P translocase 1 (which is
part of the enzymatic complex G6Pase), stimulating glucose uptake in
insulin-sensitive and insulin-resistant adipocytes, and promoting insulin
secretion in INS-1E insulin-secreting cell line and rat islets of Langerhans
(Meng et al., 2013).

As a result of the combination of the effects exhibited by the pure
compounds in previous research and the results obtained in the current
work, Fig. 8 summarizes all the possible glucose-lowering mechanisms
exerted by the aqueous extract of E. cymosum both in fasting and in
postprandial state. Although the traditionally consumed dose of
E. cymosum aqueous extract has been shown to be capable of acutely
regulating blood glucose levels and to be safe within a range for acute
exposure, it is encouraged to address some issues that were not assessed
in the current work, such as the inhibition of the other gluconeogenic-
regulatory enzymes, the chronic maintenance of the hypoglycemic ef-
fect, and its impact of long-term exposure to confirm its safety. More-
over, further studies are encouraged to support the proposed
mechanisms of action.

5. Conclusions

The present research provides evidence for the acute hypoglycemic
effect of E. cymosum, a medicinal plant traditionally consumed in the
state of Hidalgo, Mexico, and it establishes the first insights into the
mechanisms of action of this plant, emphasizing the contribution of the
aqueous extract in fasting and in the postprandial state, which could be
related to its phytochemical content. The aqueous extract of the aerial
parts of E. cymosum inhibited the endogenous glucose production, spe-
cifically gluconeogenesis, which is the impaired pathway that causes
fasting and postprandial hyperglycemia in T2D patients. Besides, it
lowered the hyperglycemic excursions after administration of glucose
and maltose loads. Despite its mild inhibitory capacity of a-glucosidase
enzymes, the aqueous extract demonstrated a potent and effective sup-
pressive ability on the key gluconeogenic enzymes G6Pase and FBPase.
Additionally, its hypoglycemic effect was not related to insulin release in
both nutritional states; nevertheless, it increased the insulin sensitivity
index in OGTTs, which could point to the search for other mechanisms in
further works, such as direct inhibition of intestinal absorption and
mechanisms that improve insulin sensitivity.
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