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RESUMEN

Q.C.B Sara Jannett Adame Miranda Fecha: Agosto de 2018
Universidad Autonoma de Nuevo Leon
Facultad de Medicina

Titulo de estudio: EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIHIPERGLUCEMICA
Y CITOTOXICA DE EXTRACTOS DE PLANTAS

Niimero de paginas: 79 Candidato para el grado de
Maestria en Ciencias con Orientacion en Quimica Biomédica

Area de estudio: Quimica Biomédica

Propésito y Método de Estudio:

La hiperglucemia crénica es un incremento de glucosa debido a un desorden metabdlico
relacionado con el metabolismo de los carbohidratos, la cual puede llevar a complicaciones macro y
micro vasculares. La hiperglucemia postprandial es un factor importante que contribuye al
desarrollo de las complicaciones. Una manera de controlar los valores de glucemia es disminuir la
digestion y/o absorcion de glucosa, ya sea inhibiendo enzimas digestivas y/o transportadores de
glucosa. En un trabajo previo se correlaciond la actividad antihiperglucémica in vivo con la
inhibicién de enzimas digestivas in vitro. Sin embargo, algunos extractos sin actividad inhibitoria
enzimadtica presentaron actividad in vivo. Este hallazgo, sugirié que para estos extractos podria estar
involucrado el mecanismo de absorcion de la glucosa en la actividad in vivo. En este trabajo se
evaluaron 23 extractos de plantas con y sin actividad inhibitoria enzimdtica. Se determind su
actividad citotoxica a través del método de reduccién de MTT con células Vero, utilizando
doxorrubicina como control positivo y el crecimiento sin inhibidor como control negativo. Se
evalué la inhibicién de absorcién intestinal de glucosa in vitro a través del modelo de saco invertido
de rata, utilizando fragmentos de duodeno y yeyuno de ratas Wistar machos. Como control negativo
se determind la absorcién de glucosa en ausencia de inhibidores y como control positivo se utiliz6
el inhibidor empagliofozina. Ademads, se evalud la actividad antihiperglucémica in vivo con el
ensayo de tolerancia oral al almidén. Se utilizaron ratas Wistar, machos, con ayuno de alrededor de
8 horas. La administraciéon de almidén sin inhibidor fue el control negativo y se utilizé acarbosa
como control positivo. Con los resultados obtenidos se realizaron pruebas t student para comparar la
actividad de los extractos con los controles negativos, considerando un valor de p<0.05 y un valor
de alfa de 0.05, para asi demostrar su actividad antihiperglucémica.

Conclusiones y contribuciones:

14 extractos presentaron actividad antihiperglucémica y no mostraron actividad citotéxica. A 8 de
ellos se les atribuye dicha actividad por la inhibicién de enzimas digestivas y de la absorcion
intestinal de glucosa, mientras que en 6 extractosse suguiere un mecanismo de accién que involucra
la inhibicién de la absorbancién intestinal de glucosa.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

El organismo necesita macronutrientes para llevar a cabo gran parte de los procesos
quimicos que realizan las células. Generalmente, en esta categoria se incluyen el agua, los

carbohidratos, las grasas y las proteinas (FAO, 2002).

1.1 Carbohidratos
En particular, los carbohidratos son necesarios para generar energia. Estos son la
principal fuente y constituyen la mayor reserva de energia del cuerpo. Son componentes
esenciales de todos los organismos y constituyen la clase mas abundante de moléculas
bioldgicas (FAO, 2002). La palabra Carbohidrato significa “hidrato de carbono”, es una
molécula carbonilica polihidroxilada. Su composicion o formula quimica es Cy(H20)m
donde n y m >3. Los carbohidratos proporcionan al menos el 50% de la ingesta total de

calorias en un adulto (Elia, 2007).



Los carbohidratos se pueden clasificar en cuatro grupos: monosacaridos, disacaridos,
oligosacaridos y polisacaridos. Los monosacaridos son las unidades basicas de los
carbohidratos. Los oligosacéridos presentan algunas unidades de monosacéridos ligadas
de forma covalente, mientras que, los polisacaridos presentan muchas unidades de
monosacaridos ligadas de forma covalente (Cummings, 2007). Los polisacaridos, como
el almidon en las plantas y el glucogeno en los animales, sirven como reservorios
nutricionales importantes (Ganong, 2002). En el glucdgeno, las moléculas de la glucosa
se presentan en cadenas largas (moléculas de glucosa unidas por enlaces a-1:4), pero
existen algunas cadenas ramificadas (uniones a-1:6). El almiddon, independientemente de
sus origenes, contiene principalmente dos tipos diferentes de polimeros de amilopectina y
amilosa; unidos por enlaces (1,4) en segmentos lineales y con enlaces (1,6) en puntos de
ramificacion (Dona, 2006); se deposita en el citoplasma de las células vegetales como
granulos insolubles compuestos del 15% por o-amilosa y 85% de amilopectina. La o-
amilosa es un polimero lineal de varios miles de residuos de glucosa unidos por enlaces
a-1:4. La amilopectina presenta en mayor medida enlaces a-1:4, pero es una molécula

ramificada con puntos de ramificacion a-1:6 cada 24 a 30 residuos de glucosa en promedio

(Englyst, 2007).

La glucosa es fundamental en los procesos de utilizaciéon y/o reserva de energia,
distribuida a todos los tejidos, ya que todas las células la utilizan como sustrato energético
(glucolisis). Las neuronas son dependientes de glucosa como préacticamente tnico sustrato
energético. Cuando la cantidad de glucosa excede de las necesidades celulares, es

almacenada en el higado, en el musculo bajo la forma de glucégeno y como lipido en los



adipocitos. La glucosa plasmatica se obtiene mayormente después de la absorcion de los
glucidos ingeridos y digeridos. Sin embargo, también hay procesos interdigestivos de
donde proviene la glucosa. En su depdsito hepatico, el glucdégeno serd rapidamente
hidrolizado a glucosa-6-fosfato y posteriormente a glucosa. Ademas, puede haber
formacion de glucosa a partir de otros sustratos no glucidicos, mediante la
gluconeogénesis, que tiene lugar a partir de aminoacidos y de lactato, y en menor medida

de glicerol (Pérez, 2002).

1.2 Digestion de Carbohidratos
La digestion de los carbohidratos en los animales comienza en la boca con el contacto
de los carbohidratos con la enzima o-amilasa salival; la cual hidroliza los enlaces
glucosidicos a-1:4 de la amilosa y la amilopectina. Su accion es inhibida cuando la
materia alimenticia pasa al estdbmago. Dentro del estomago se produce hidrdlisis 4cida,

pero no logra una hidrolisis completa.

El bolo alimenticio seguira su transito, hasta llegar a la primera porcion del intestino
delgado. En el intestino delgado, la ai-amilasa pancredtica actia sobre los polisacaridos
ingeridos, interviniendo bajo la misma accion de la enzima salival. El borde del cepillo
intestinal contiene ademas a-glucosidasas. Estas enzimas son proteinas transmembranales
cuya funcion es hidrolizar los enlaces a-1:6 glucosidicos. El resultado final de la digestion
son monosacaridos listos para la absorcion al interior de la célula. La mayor parte de los

monosacaridos se absorben en el duodeno y el yeyuno (Ferrier, 2014).



1.3 Absorcion de Carbohidratos

Las moléculas que participan en los mecanismos de transporte implicados en la
absorcion de la glucosa desde la luz intestinal, se encuentran en el borde en cepillo de la
célula epitelial. La glucosa es absorbida por las células de la mucosa un proceso de
transporte que depende de la presencia de iones sodio (Na*). La glucosa y el Na*se unen
a un Co-transportador (SGLT-1, por sus siglas en inglés sodium-glucose linked
transporter) que efectia la translocacion de ambos sustratos (glucosa y Na*) a través de
la membrana. La unién de Na* al transportador promueve un cambio conformacional que
aumenta su afinidad por la glucosa. El Na* transportado al interior del enterocito se separa
del transportador y es expulsado por la bomba Na"/K* ATPasa a través de la membrana
basolateral, lo que recupera el gradiente electroquimico intracelular para este ion. Se han
identificado tres Co-transportadores SGLT (SGLT-1, SGLT-2 y SGLT-3) y todos tienen
una estructura similar. En particular, el SGLT-1 transporta dos moléculas de sodio por
una de glucosa, se expresa mayoritariamente en intestino delgado y puede encontrarse en

algunos segmentos de la nefrona proximal (Ganong, 2002).

La glucosa absorbida en el enterocito es transportada a la circulaciéon sanguinea
mediante un proceso de difusion facilitada, en presencia de un transportador de glucosa
(GLUT2, por sus siglas en inglés Glucose transporter 2), que no consume energia. Se han
identificado trece tipos de GLUT. Cada una de sus isoformas tiene ubicacion y
caracteristicas cinéticas propias, adaptadas a las necesidades metabolicas de los diferentes
tejidos. En particular, GLUT-2 se encuentra localizado en el intestino delgado, en algunos

segmentos de la nefrona proximal y en células beta de pancreas; sus principales funciones



son el transporte de glucosa en las células intestinales, en la reabsorcion renal de glucosa

y como sensor de glucosa del pancreas, respectivamente (Ferrier, 2014).

Por otro lado, la insulina se produce en las células beta () de los islotes de Langerhans,
localizados en el pancreas. La liberacion de insulina es un proceso indispensable en la
homeostasis del cuerpo como respuesta al aporte energético del consumo de alimentos. A
través de la vena porta, llega al higado donde alrededor de un 50% se retiene y es
degradada alli. El resto se distribuye en las células de otros érganos y tejidos, acoplandose
a su receptor especifico. El receptor insulinico se encuentra en la membrana
citoplasmatica (Jacome, 2005). Una vez unida la insulina al receptor, los transportadores
de glucosa (GLUT) acarrean y transportan moléculas de glucosa al interior de las células
(Carvalheira et al, 2002). Posteriormente, las células utilizan la glucosa en distintas vias

metabolicas, regulando asi el valor sanguineo (Ganong, 2002).

1.4 Alteraciones glucémicas
Los niveles de glucosa en sangre son estrictamente controlados por diferentes
estimulos y mecanismos. Sin embargo, diferentes alteraciones hipo e hiperglucémicas.

Los valores de glucosa en sangre normales se encuentran entre 70 — 100 mg/dL.

1.4.1 Diabetes mellitus

La diabetes mellitus pertenece a un grupo de enfermedades metabolicas cronicas
causada por el deterioro en la produccion y/o actividad de la insulina. Tales anormalidades
llevan a la hiperglucemia crdnica, que a su vez altera el metabolismo de los carbohidratos

(Yussof, 2015). La glucemia se eleva a valores anormales (>126 mg/dL) hasta alcanzar



concentraciones nocivas (>200 mg/dL) para los sistemas fisiol6gicos, provocando dafio
en distintos tejidos. Existen tres tipos principales de diabetes mellitus: diabetes mellitus

tipo 1, diabetes mellitus tipo 2 y diabetes mellitus gestacional (IDF, 2017).

La diabetes mellitus tipo 1 es causada por una reaccion autoinmune, en la que el sistema
inmunolodgico ataca a las células beta del pancreas. Como resultado, el organismo produce
poca o nula insulina, provocando una deficiencia de dicha hormona. Las causas de este
proceso destructivo no se entienden complenamente, pero se sabe que los implicados son
una combinacion de susceptibilidad genética y factores medioambientales, como
infecciones virales, toxinas o algunos factores dietéticos. Generalmente, este tipo de
diabetes se presenta en la infancia o adolescencia, pero puede presentarse en cualquier
edad. Se presentan sintomas significativos como: sed excesiva, frecuente miccion,

cansancio extremo, hambre constante, pérdida de peso, vision borrosa, etc (IDF, 2017).

Por otro lado, la diabetes tipo 2 se caracteriza por la produccion de insulina insuficiente
o una respuesta inadecuada del organismo a los efectos de la insulina, lo que provoca una
acumulacion de glucosa sanguinea. Se relaciona directamente con factores de riesgo
modificables como: obesidad, sobrepeso, inactividad fisica y dietas con alto contenido
caldrico y bajo valor nutricional. Este tipo de diabetes se ve con mas frecuencia en adultos
mayores, pero aparece en nifos, adolescentes y jovenes debido al aumento de los niveles

de obesidad, a la falta de actividad fisica y a las deficiencias de la dieta.

La diabetes gestacional se presenta en etapas avanzadas del embarazo. La madre

desarrolla resistencia a la insulina, la cual se bloquea por las hormonas producidas en la



placenta provocando insensibilidad a la insulina. Normalmente este tipo de diabetes
desaparece después del nacimiento. Sin embargo, se ha reportado mayor riesgo de

desarrollar diabetes tipo 2 tanto en la madre como en el hijo (IDF, 2017).

1.4.2 Prediabetes

Se utiliz4 el termino “Pre-diabetes” cuando los niveles de glucosa en sangre se
encuentran altos, pero no alcanzan los valores para ser diagnosticada como diabetes (>126
mg/dL). No presentan sintomas, por lo que pueden transcurrir afios antes de hacer un
diagnostico (IDF, 2017). Se dice que se presenta una tolerancia anormal a la glucosa
(TAG), definida como altos niveles de glucosa en sangre después de comer; mientras que
la alteracion de glucosa en ayunas (AGA) se define como altos valores de glucosa en
sangre después de un periodo de ayuno. Aunque no todas las personas con estos
padecimientos desarrollan diabetes, tienen mayor riesgo a sufrir enfermedades

cardiovasculares u otras complicaciones (OMS, 2017; NIH, 2013).

1.4.3 Hiperglucemia
Se considera hiperglucemia cuando el nivel de glucosa en sangre se encuentran por
encima de 126 mg/dL en estado de ayuno, superior a 140 mg/dL después de dos horas de

la ingesta de alimentos o mayor de 200 mg/dL a cualquier hora del dia (OMS, 2017).

Existen distintas manifestaciones clinicas que causan hiperglucemia, como: manejo
inadecuado de la diabetes tipo 1 o tipo 2, mayor ingesta de alimentos, menos actividad
fisica a la programada, exposicion a situacion de estrés, etc. Cuando los niveles de glucosa

en sangre se mantienen elevados causan diferentes sintomas, como: nduseas, vomito,



cansancio, somnolencia, sed excesiva, frecuencia al orinar, pérdida de peso, dolor

abdominal, hambre, irritabilidad, vision borrosa, entre otros (NIH, 2013).

El alto nivel de glucemia aparece cuando el organismo no cuenta con la suficiente
cantidad de insulina o su efecto no es el necesario. La hiperglucemia también se presenta

si el organismo no puede utilizar la insulina adecuadamente (NIH, 2013).

1.4.3.1. Hiperglucemia postprandial

La glucemia postprandial se presenta generalmente 10 minutos después de una comida.
La magnitud y duracion del pico hiperglucémico es conocido como indice glucémico (IG).
El indice glucémico depende de una variedad de factores, como el horario, cantidad y
composicion de la comida. Entre mayor sea el IG de un alimento en una persona, mas
rapido elevara la glucosa. En personas normoglucémicas, el nivel de glucosa normalmente
se mantiene menor a los 140 mg/dL durante los 60 minutos despues de la ingesta de
alimento y vuelven en 2 o 3 horas a valores basales (<126 mg/dL). En personas con
diabetes tipo 1 o 2, el IG dependera ademas de la administracion de la insulina (en caso

de utilizarla en su tratamiento) (AMD, 2016).

1.4.3.2. Hiperglucemia por estrés
Es la consecuencia de una serie de alteraciones hormonales caracterizada por el
incremento de las hormonas contra-reguladoras de la insulina (glucagon, cortisol,
catecolaminas y hormona del crecimiento) y por la respuesta inflamatoria sistémica. Estos
cambios son responsables del incremento de la glucogénesis, glucogenolisis hepatica y de

la resistencia periférica a la accion de la insulina que caracterizan el metabolismo



glucidico durante el estrés (Coller, 2008). Se caracteriza por la existencia de
hiperglucemia, hiperinsulinemia con resistencia periférica a la accion de la insulina e
hiperproducciéon de glucosa. El grado de la hiperglucemia por estrés guarda una
correlacion positiva con la gravedad de la respuesta inflamatoria sistémica, ya que es
secundaria a una respuesta neuroendocrina con hipersecrecion de las hormonas contra-
reguladoras de insulina y a la liberacién de citocinas proinflamatorias, factor de necrosis

tumoral alfa y las interleucinas 1 y 6 (Manzanares, 2010).

1.4.3.3 Diagnéstico

El diagndstico de la hiperglucemia es realizado a través de diferentes sintomas
(cansancio, sed anormal y boca seca, miccion frecuente, fatiga, apetito constante, vision
borrosa, etc) y exdmenes clinicos para evaluar los niveles de la glucosa en sangre. De
acuerdo a la Asociacion Americana de Diabetes (2017), se recomienda evaluar la
glucemia en ayunas, prueba de tolerancia oral a la glucosa (PTG), glucemia en cualquier
hora del dia y/o hemoglobina glucosilada (HbAlc). El examen de glucosa en sangre
requiere un ayuno de alrededor de 8 horas. No se diagnostica alteracion hasta que se
realice al menos en dos ocasiones aisladas o bien, se obtenga un valor >126 mg/dL (OPS,

2012).

La prueba de tolerancia a la glucosa o PTG, consiste en tomar una muestra sanguinea
en ayunas y después ingerir una cantidad controlada de glucosa (generalmente 75 g), para
tomar otra muestra dos horas después. Los valores de la glucosa en ayunas deben ser <100

mg/dL. Un resultado entre 100 — 126 mg/dL puede corresponder a pre-diabetes. Mientras



que un resultado >126 mg/dL es diagndstico de diabetes. En cuanto a los resultados
después de las dos horas de la ingesta de glucosa, los valores deben ser <140 mg/dL.
Mientras que, valores 2200 mg/dL corresponden a diabetes (IDF, 2017). Una medicion
de glucosa en plasma >200 mg/dL indica la presencia de diabetes. Ademas, la HbAlc es
una medicion de control de promedio de la glucosa que tuvo contacto con los globulos
rojos durante los tres meses anteriores. El calculo de la hemoglobina glucosilada es un
indicador del control del paciente con diabetes. De acuerdo a la Asociacion Americana
de Diabetes (AAD), los niveles de HbAlc >6.5% se consideran diagnostico de diabetes;
los valores entre 5.7 — 6.4% son diagndstico de pre-diabetes y los resultados del examen

menores que 5.6% son normales.

1.4.4.4 Factores de riesgo
Existen distintos factores de riesgo y/o predisposicion en el desarrollo de
hiperglucemia que pueden desencadenar alguna alteracion glucémica. Hay factores
modificables, los cuales pudieran formar parte de la prevencion y/o tratamiento como: el
sobrepeso, el sedentarismo, la hipertension, el colesterol elevado, habito de fumar y mala
alimentacion. Entre los factores no modificables se encuentra la predisposicion genética,
la edad, origen étnico, otras enfermedades u otros tratamientos (Federacion Internacional

de Diabetes, 2017).

1.4.4.5 Complicaciones

Los constantes niveles altos de glucosa en sangre pueden causar distintos dafios micro

vasculares (lesiones de los vasos sanguineos pequefios) y macro vasculares (lesiones de
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vasos sanguineos mds grandes). Las complicaciones micro vasculares pueden inducir
lesiones oculares, como la retinopatia que pueden terminar en ceguera, lesiones renales
(nefropatia) que pueden llegar a insuficiencia renal o alteraciones microcirculatorias en
miembros inferiores que pueden inducir ulceras cronicas. Las complicaciones macro
vasculares pueden generar enfermedades cardiovasculares, como ataques cardiacos y

accidentes cerebrovaculares (Mathers, 20006).

El aumento prolongado de glucemia también puede causar dos afecciones metabdlicas
graves: la cetoacidosis diabética y el sindrome hiperosmolar diabético. La cetoacidosis
diabética (llamada asi por ser mas presentada en pacientes diabéticos), se desarrolla por
la falta de insulina dificultando el ingreso de glucosa a las células, por lo que el organismo
debe obtener la energia por otras vias, como la oxidacion de lipidos. Este proceso produce
cetonas que se acumulan en la sangre y se excretan por la orina. Por otro lado, el sindrome
hiperosmolar diabético es menos comun que la cetoacidosis y su diferencia es la magnitud
de la deshidratacion, la cetosis y la acidosis. Dicho sindome se debe a un déficit de insulina
y a un exceso de glucagén, por lo que se impide la entrada de glucosa a las células,
acumulandose en el plasma. Por ello, el organismo intenta aumentar la sintesis de glucosa.
La liberacion de glucagdn se desencadena por la baja cantidad de insulina, y la glucosa
que se produce en el higado es vertida hacia la circulacion. El glucagon estimula el
metabolismo de grasas y proteinas en un intento de proporcionar energia a las células. La
glucosa excesiva, junto con los productos de desecho del metabolismo incompleto de las
grasas y las proteinas, se acumulan en el torrente sanguineo y con ello se produce un

aumento en la hiperosmolaridad (Villanueva, 2003). En la cetacidosis diabética y el
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sindrome hiperosmolar, el exceso de glucosa se excretard a través de la orina (Alamilla,

2015).

1.4.4. Epidemiologia

La hiperglucemia no es monitoreada a través de los sistemas de salud, por lo que no
puede controlarse de manera temprana. En ocasiones es asintomatica y comunmente
detectada hasta que se presenta alguna de las enfermedades donde la hiperglucemia es la
caracteristica principal. En el afio 2017, la Federacion Internacional de Diabetes (IDF, por
sus siglas en inglés International Diabetes Federation), reportd que 425 millones de
personas padecen diabetes en el mundo. No obstante, se calcula que en todo el mundo
hasta 212.4 millones de personas, no son conscientes de estar enfermos. Si dichas
tendencias contintian, para el afio 2045, 693 millones de personas entre 18 a 99 afios, o
629 millones de personas de 20 a 79 afos, tendran diabetes. Ademas, se calcula que hay
352.1 millones de personas en todo el mundo tienen alteracion de la tolerancia a la glucosa
(ATG). Para el afno 2045, se prevé que el nimero de personas de 20 a 79 afios con ATG
aumente a 587 (entre 384.4y 992.7) millones, o el 8.3% (del 5.6 al 13.9%) de la poblacién
adulta. IDF reportd que, aproximadamente, 4.0 millones de personas de entre 20 y 79 afios
murieron de diabetes en 2017, lo que equivale a un fallecimiento cada ocho segundos. La
diabetes ha sido responsable del 10.7% de la mortalidad mundial por cualquier causa en
personas de este grupo de edad. Por otro lado, IDF y OMS consideran que entre el 20-
25% de la poblacion adulta mundial padece sindrome metabolico, lo que duplica e incluso
triplica el riesgo de morir de una cardiopatia o enfermedad vascular cerebral comparada

con la poblacion sana.
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1.4.5 Tratamiento de las alteraciones glucémicas (hiperglucemia)

Para el control de la hiperglucemia se parte de una modificacion de habitos, en donde
la dieta y la actividad fisica juegan un papel muy importante. Sin embargo, en la mayoria
de los casos se recurre al uso de tratamiento farmacoldgico para tratar la hiperglucemia

(en la diabetes, principalmente).

En la TABLA I se enlistan las opciones terapéuticas actuales recomendadas por la

AAD (2018) para el control de la glucemia.

TABLA 1. Recomendacion para control de la glucemia (AAD, 2018).

Mecanismo de accion Ejemplos

De accidn rapida:

Acttan sobre las células como la * Aspart

insulina humana, pero se « Glulisina

Analogos de insulina absorben desde el tejido graso de « Lyspro

forma mas predecible. De accion prolongada:
 Detemir

» Gargina

Estimulan produccion y )
 Sulfonilureas

Secretagogos de Insulina secrecion de insulina en

péancreas « Meglitinidas

« Biguanidas
Mejoran la respuesta periférica
Sensibilizadores de Insulina « Tiazolinedionas
de la insulina.

« Glitazonas

Inhibidores de digestion y

absorcion de carbohidratos

Limitan la absorcion a nivel

intestinal de monosacaridos.

Inhibidores de a-glucosidasa:

e Acarbosa
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Disminucioén en la reabsorcion a « Miglitol

nivel renal.

Inhibidores de GLUTSs:
¢ Canagliflozina
e Dapagliflozina

e Empagliflozina

1.5 Inhibidores de digestion y absorcion de Carbohidratos
La accién de los inhibidores de enzimas digestivas radica en limitar la digestion de
carbohidratos complejos. Se reduce la produccion de monosacaridos libres, por lo que, su
principal efecto es la reduccion del pico hiperglucémico. El efecto es un retraso en la
absorcion de monosacéridos (principalmente glucosa) provenientes de la digestion. Los
principales efectos secundarios se producen a nivel gastrointestinal (dolor abdominal y

diarrea) (Bolen et al, 2007).

Por otro lado, la accion de los inhibidores de SGLT-1 y 2, disminuyen la absorcion de
monosacaridos desde el epitelio intestinal al torrente sanguineo y la reabsorcion de
glucosa en la luz del tabulo contorneado proximal renal. De esta manera se reduce la
concentracion sérica de glucosa. Esto es de interés farmacoldgico porque el bloqueo de
estos transportadores, pudiera atenuar la absorcion gastrointestinal de glucosa y ofrece
una manera de reducir la hiperglucemia postprandial e incluso inducir la pérdida de peso

(Chao, 2010).
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1.5.1 Identificacion de productos con potencial accion inhibitoria de digestion y
absorcion de carbohidratos

La identificacion de productos con actividad biologica requiere la realizacion de
bioensayos ya sea in vitro o in vivo. Los ensayos in vitro evalian un solo mecanismo de
accion bajo un ambiente que trata de asemejar las condiciones fisiologicas, mientras que,
en los ensayos in vivo se evalla el efecto dentro de un organismo (Eli Lilly, 2016). En los
modelos in vivo se utilizan distintos animales, aunque el méas comun es el murino. Existen
técnicas empleadas para el estudio de la funcién digestiva y de absorcion de los
carbohidratos. En la prueba de tolerancia oral al almidon (TTOA), se toma el valor basal
de glucemia del animal y se administra una dosis de almidén en base a su peso.
Posteriormente, se miden los valores de glucemia en intervalos de tiempo con el fin de
obtener un perfil cinético que simule el efecto que tiene la ingesta de carbohidratos
complejos diarios (Cobelli et al, 2014). La prueba de tolerancia al almidén evaltia dos vias
fisioldgicas: la digestion de carbohidratos complejos en monosacaridos absorbibles por
enzimas digestivas; y la absorcidon intestinal de esos monosacdridos a través de

transportadores de glucosa intestinal (Dona, 2019).

Dentro de los modelos in vitro se han desarrollado diferentes sistemas para evaluar la
absorcion intestinal. Existen métodos fisicoquimicos con membranas artificiales, lineas
celulares, tejidos extraidos, enterocitos aislados, entre otros. La técnica del saco invertido
utiliza intestinos ex vivo para estudiar el transporte de sustancias a través de la pared
intestinal. El método consiste en revertir un segmento intestinal dejando al exterior la

mucosa intestinal. Se toman mediciones de los valores de glucosa contenida en el interior
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del saco en un intervalo de tiempo. Se obtiene un perfil cinético con la finalidad de simular

la absorcion intestinal de glucosa (Wilson & Wiseman, 1954).

Por otro lado, la evaluacion de toxicidad forma parte de la bioevaluacion de
compuestos y/o extractos. Existen diferentes métodos para evaluar la actividad citotoxica.
En particular, el método de MTT (sal de tetrazolio) es un ensayo de viabilidad celular, en
el cual se monitorea la actividad metabolica de las células al reducir las sales de tetrazolio

por las enzimas deshidrogenasas mitocondriales (Mosmann, 1983).

1.6 Antecedentes Directos

Granados (2017), en su Tesis Doctoral evalué 30 extractos a través del ensayo de
inhibicion de a-glucosidasa y a-amilasa, ambos in vitro con el fin de aplicar ensayos,
previamente optimizados y validados. La actividad antihiperglucémica de 9 extractos con
actividad inhibitoria sobre una o ambas enzimas y 5 no activos, fue evaluada en un modelo
in vivo, utilizando almidén de maiz como fuente de carbohidratos. Los 9 extractos activos
in vitro mostraron actividad in vivo al menos en una dosis, mientras que de los extractos
que no presentaron actividad inhibitoria enzimatica in vitro, 3 resultaron activos in vivo

en al menos una dosis (ver TABLA 1I).

Estos hallazgos sugirieren que el efecto antihiperglucemiante que presentaron los

extractos que no inhiben las enzimas digestivas, puede ser debido a un mecanismo

relacionado con la absorcidon de carbohidratos o de monosacaridos.
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TABLA 1II. Resultados de evaluacion de actividad Antihiperglucémica in vitro e in vivo

de 30 extractos (Granados, 2017).

In vitro In vivo
alfa-glucosidasa | alfa-amilasa Dosis (mg/kg)
Muestra Clso Clso 0.5 2.5 5
(ug/mL) (ug/mL)
Residuo acuoso de 17.7 £ 1.67 13.97£0.91 Activo NA Activo
Ceanothus caeruleus
Extracto butanoélico de 27.9+£0.21 12.29 £0.53 NA NA Activo
Juglans mollis
Extracto metanolico de 33.2+0.31 >50 NA Activo Activo
Juglans mollis
Extracto de acetato de etilo 53.3+4.83 >50 NA NA Activo
de Juglans mollis
Extracto acuoso de Juglans 74.5 +0.58 8.75+0.22 NA Activo NA
mollis
Extracto metandlico de 107.9 £2.01 4.75+£0.04 NA NA Activo
Uncaria tomentosa
Extracto de acetato de etilo 1419 +6.37 >50 NE NE NE
Jatropha dioica
Extracto metandlico de >330 9.09 £ 0.06 NA Activo Activo
Piqueria trinervia
Extracto hidroalcdlico de >330 >50 NE NE NE
Jatropha dioica
Extracto metanolico (crudo) >330 >50 NA NE NE
de Juglan smollis
Extracto butanélico de >330 6.33£0.81 NA NA Activo
Hamelia patens
Extracto metanolico de >330 3.74 +£0.19 NA NA Activo
Hamelia patens
Extracto crudo de Hamelia >330 >50 NE NE NE
patens
Extracto metanolico 70% >330 >50 NE NE NE
Hameli apatens
Extracto hexanico de >330 >50 NE NE NE
Juglans mollis
Extracto crudo de Persea >330 >50 NE NE NE
americana
Extracto de acetato de etilo >330 >50 NE NE NE
de Hamelia patens
Extracto metanolico 100% >330 >50 NE NE NE
Hamelia patens
Extracto hexanico de >330 >50 NE NE NE
Hamelia patens
Extracto metanol:agua >660 >50 NA NA NA
(90:10) de Salvia texana
Extracto metanol: agua >660 >50 NA NA Activo
(90:10) de Salvia beateflora
Extracto de cascara y semilla >660 >50 NA NA NA
de uva victoria
Extracto de cascara de uva >660 >50 NA NA NA
victoria
Extracto 1 >660 >50 NE NE NE
Extracto 2 >660 >50 NE NE NE
Extracto 3 >660 >50 NE NE NE
Extracto 4 >660 NE NE NE
Extracto 5 >660 >50 NE NE NE
Extracto de Turnera diffusa >660 >50 NA NA NA
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Extracto metanolico de >660 >50 NA NE NA
Ricinus communis
Acarbosa 164.31 £ 1.65 2.9+0.03 A NE NE

NA: No activo

NE: No evaluado
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CAPITULO 2

JUSTIFICACION

La hiperglucemia puede desencadenar diferentes complicaciones que tienen alta tasa
de morbilidad y mortalidad, por lo que representa un problema mayor de salud publica.
En los ultimos afios se han buscado alternativas que ayuden a mantener o controlar los

valores de glucemia normales.

Se ha demostrado que algunos productos naturales presentan inhibicion de las enzimas
digestivas in vitro, asi como actividad antihiperglucemiante in vivo. Por lo que resulta
interesante evaluar la absorcion de glucosa frente a extractos activos (en uno o ambos

ensayos), y su toxicidad celular.
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CAPITULO 3

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad antihiperglucémica y citotoxica de extractos de plantas.
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CAPITULO 4

OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Evaluar la toxicidad de extractos de plantas a través del método MTT en células
Vero.

. Evaluar la actividad antihiperglucémica in vivo de 11 extractos.

. Evaluar el efecto de los extractos con actividad antihiperglucémica sobre

absorcion intestinal de glucosa con el ensayo de saco intestinal invertido de rata.
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CAPITULO 5

MATERIAL Y METODOS

5.1 Reactivos
Medio DMEM (Dulbecco Modified Eagle Medium), Gibco ®
Suero fetal bovino, Gibco ®
Antibioticos y L-glutamina, Gibco ®
PBS, Gibco ®
Tripsina, Gibco ®
Almidén de maiz, SIGMA ®
Acarbosa >95%, SIGMA ®
Dimetilsulféxido (DMSO) 99.9%, VWR ®
Cloruro de sodio (NaCl), SIGMA ®
Dextrosa, SIGMA ®
MTT (Bromuro de 3(4,5 dimetil-2-tiazoil)-2,5-difeniltetrazolico) , SIGMA ®

Doxorrubicina, SIGMA ®
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* Empaglifozina, Manchester Organics®

5.2 Material biologico
= Linea celular Vero

= Ratas Wistar

5.3 Material general
= Placas de Poliestireno de 96 pocillos
= Frasco de cultivo T25, T75 y T175
= Pipetas lineales plasticas estériles 5, 10, 25 y 50 mL
= Pipetas automaticas 2 — 20, 10 — 100 y 100 — 1000 puL
= Puntillas para pipetas automaticas
= Tubos conicos estériles de 15y 50 mL
= (Camara de Neubauer
= Eppendorf250 uL y 2 mL
= Tubos de precipitado de plastico (4 mL)
= Jeringas estériles 1,3y 5 mL
= Tijeras quirargicas
* Pinzas quirargicas
* Bomba para pecera
= Pipeta pasteur
= Hilo quirargico

= Tirillas reactivas de glucometro ONE TOUCH Ultra (Cddigo 25)



5.4 Equipos
= Lector de placas, Thermos Scientific ® Multiskan FC, Modelo 0.357
= Incubadora, Thermo Scientific ® MIDI 40 CO»
= Campana de flujo laminar, Prendo ®, CSB 120
= Balanza analitica, Ohaus ®, Pioneer
=  Vortex, Thermo Scientific ®, Maxi MIXII
= Glucometro, ONE TOUCH ® Ultra 2
= Glucometro, Accu Check ®
= Invertoscopio, Olympus ®, CKX41
= Centrifuga, Thermo IEC ®, Centra CL3R
= Placa de agitacion para microplacas, VWR
= Esterilizadora, Market Forge ®, Sterimatic STMEL
= Placa de agitacion, Fisherbrand ®, Isotemp Advanced
= Vortex, Fisher Scientific ®, Analog Vortex Mixer

= Bafio de agua, Labolan ®, DsK-22

5.5 Evaluacion de la actividad citotoxica
5.5.1 Mantenimiento de células activas
Se resembraron células de un pasaje anterior en un frasco de cultivo y se agregd medio
(DMEM 10%SFB, 1% L-glutamina y 1% antibidticos), se incub6 a 37°C y 5% CO». Se
realizo traspase de células al alcanzar el 90% de confluencia. Se agregd tripsina para
despegar las células del frasco y se incubd durante 5 minutos. Se adicion6 medio fresco y

se transfirid a un tubo conico estéril. Se centrifugd a 3500 rpm durante 5 minutos. Se re-
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suspendi6 el paquete celular en medio de cultivo fresco y una parte se transfirié a un nuevo

frasco de cultivo.

5.5.2 Ensayo de MTT
A partir de la suspension celular (que se mencion6 en el apartado anterior), se preparo
una dilucion para realizar un conteo (40 pL de medio fresco, 10 pL de azul tripano y 10
pL de suspension celular). Se realizo el conteo en los cuatro cuadrantes de una camara de

Neubauer y se calculd la concentracion de células utilizando la siguiente formula:

C=n*6%*10,000
donde, C es la concentracion de células por mL, n es el promedio de células por

cuadrante, 6 es el factor de la suspension y 10,000 corresponde a la dilucion en la cdmara.

Se prepard la solucion celular a una concentracion de 200,000 células/mL. Se
afiadieron 200 pL de la suspension celular en cada pozo de la microplaca. Se colocaron
200 pL del control o extractos en los pocillos (con repeticiones de 5 pocillos en 3 placas
diferentes). Se evaluaron los extractos en un rango de concentracion entre 0.5 — 500
pg/mL. El control positivo (Doxorrubicina) se evalud en un rango de concentracion de 0.5
a 8 ug/mL. En todos los casos las placas se incubaron a 37°C y 5% de CO; por 48 h. Se
reviso el crecimiento para descartar contaminacion. Se decant6 el contenido de la placa.
Se agrego 200 uL de solucion de MTT (0.5 mg/mL en soluciéon amortiguadora) a cada

pozo. Se incubo durante 3 horas bajo condiciones estandar. Se decanto el contenido de la
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placay se disolvieron los cristales formados con 200 pL. de DMSO. Después de agitar, se

midio la absorbancia de cada pozo a 540 nm.

La absorbancia de cada pozo se compard contra la obtenida con el control negativo
(100% viabilidad o 0% inhibicién) y se calculo el porcentaje de viabilidad. Los datos de
cada placa se manejaron por separado. Se graficaron los porcentajes de inhibicion en
funcion a las concentraciones de extracto o doxorrubicina y se determind la concentracion
citotoxica media (CCso) por interpolacion. Se calculd el promedio de CCso de cada

muestra, asi como su desviacion estandar.

5.6 Evaluacion de la actividad antihiperglucémica: Ensayo de tolerancia oral al
almidon
Los experimentos para determinar la actividad antihiperglucemica in vivo se realizaron
en el laboratorio de Electrofisiologia y Bioevaluacion Farmacologica, Facultad de
Medicina de la Universidad Auténoma del Estado de Morelos (UAEM). Se siguid el

mismo protocolo publicado en la tesis doctoral de Granados (2017).

Se utilizaron ratas Wistar, machos, normoglucémicas con un peso aproximado de 220
g y un ayuno de 8 horas. Todos los animales se mantuvieron en el laboratorio con agua y
alimento ad libitum u fuerontratados bajo la NOM-062-ZO0-1999 (Especificaciones

técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio).

Se formaron grupos de 5 ratas cada uno:
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= Grupo control negativo (Control de hiperglucemia con almidén de maiz): Se
administr6 1g/kg de peso de almidon de maiz en agua destilada, v. o.

= Grupo control positivo (Control anti hiperglucemiante, acarbosa): Se administrd
una mezcla de 1g/kg de almidon de maiz adicionado con 0.5 mg/kg de acarbosa
en agua destilada, v. o.

= Grupo(s) Prueba (extractos): Se administraron mezclas de 1g/kg de almidon de

maiz con dosis de 0.5, 2.5 y 5 mg/kg de extracto en agua destilada.

En todos los casos se retird el alimento a los animales 8 horas antes de la evaluacion.
Después del ayuno se midid la glucosa basal en sangre total (extraida de la punta de la
cola) con tiras reactivas en un glucometro portatil (Accu check). Posteriormente, se
pesaron los animales. Se administrd el almidon en ausencia o presencia de acarbosa o
extractos. Se midi6 la glucosa en sangre total a los 15, 30, 45, 60 y 120 minutos.

Los valores de glucemia obtenidos se normalizaron, como sigue: se dividio el valor de
glucemia de cada tiempo entre el valor basal del mismo animal; de manera que el valor
basal normalizado, siempre fue 1. Se construyeron graficas de cinética de la glucemia
normalizada. Se compar¢ la disminucion del pico de cada extracto contra el aumento del
control negativo a los 15 minutos a través de pruebas t student para la comparacion de dos
muestras suponiendo varianzas iguales, considerando un valor de p<0.05 y alfa de 0.05,

en el programa Excel.

5.7 Evaluacion de la absorcion intestinal de glucosa: Ensayo de saco
intestinal invertido
Los experimentos para determinar la actividad antihiperglucémica in vitro se realizaron

en el laboratorio de Electrofisiologia y Bioevaluacion farmacoldgica, Facultad de
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Medicina de la UAEM. Se sigui6 el protocolo reportado por Nuifiez (2018), disefiado y

reportado por primera vez por Wiselman (1954).

Se utilizaron ratas Wistar, machos, con un peso aproximado de 400 g. Todos los
animales se mantuvieron en el laboratorio con agua y alimento ad [libitum. Todos los
animales fueron tratados bajo la NOM-062-ZO0-1999 (Especificaciones técnicas para la

produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio).

Se sacrificaron los animales por medio de una dislocacion cervical. Se realizd una
incision abdominal y se extrajo el intestino delgado. A partir del duodeno y la primera
parte del yeyuno, se aislaron trozos de intestino de alrededor de 5 cm de largo. Cada trozo
se lavo con solucidn salina y se ligd con hilo quirurgico de un extremo. Con ayuda de una
varilla de vidrio (sellada de extremo con papel parafilm) se desplazd hacia el lado
contrario a la ligadura. Una vez invertido, se 1ig6 el otro extremo a una pipeta pasteur y se
llend el saco intestinal con solucion fisioldgica (NaCl 0.15M y pH 7.4). Se verificé que
no presentara fuga (manteniendo alrededor de 10 a 15 segundos en el aire, observando

que la solucion salina no saliera del saco).

Posteriormente, se incub6 en solucion salina con o sin adicion de empaglifozina (5
mg/dL) o extracto (5, 10 y 20 mg/dL), a 37°C con burbujeo constante durante 3 horas. A
través de la pipeta se tomaron alicuotas (aproximadamente 1 gota) de la parte interior del
saco a los 0, 30, 60, 90, 120, 150 y 180 minutos. Se midi6 el valor de glucosa en un

glucémetro (ONE TOUCH).
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Se graficé el aumento de la concentracion de glucosa en el interior del saco en funcion
del tiempo de incubacién. Se calcul6 el porcentaje de absorcion en los diferentes tiempos
respecto al control negativo. Se realiz6 una comparacion estadistica del porcentaje de
absorcion de cada extracto contra el porcentaje de absorcion del control negativo a los 60
y 120 minutos a través de pruebas t student para la comparacion de dos muestras
suponiendo varianzas iguales, considerando un valor de p<0.05 y alfa de 0.05, en el

programa Excel.
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CAPITULO 6

RESULTADOS

6.1 Evaluacion de la actividad citotoxica de extractos a través del método
MTT
Se utilizaron células Vero con alrededor del 90% de confluencia. En los ensayos de
viabilidad del control sin tratamiento (negativo), los valores de absorbancia siempre

estuvieron entre 0.580 — 0.650 unidades.

6.1.1 Determinacion de la Concentracion Citotoxica media (CCso) de
Doxorrubicina

Se evaluaron 6 concentraciones: 60, 24, 3.84, 1.54 y 0.614 ug/mL. Los porcentajes de

inhibicion obtenidos con doxorrubicina se enlistan en la tabla III. Se graficé el porcentaje

de inhibicion de crecimiento de las células en funcion de la concentracion de

doxorrubicina para obtener la curva de crecimiento (ver FIGURA 1) y determinar su

Concentracion Citotdxia media (CCso) (ver FIGURA 2).
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TABLA III. Porcentajes de inhibicioén de crecimiento de celulas Vero en presencia de

% Inhibicion de crecimiento celular

90
80
70
60
50
40
30
20
10

o

Doxorrubicina.

Doxorrubicina pg/mL

% Inhibicidn de crecimiento

1 2 3
60 82.39+1.29 | 84.56+0.87 | 85.12+2.21
24 76.05+0.45 | 7458 £1.15 | 74.31 £ 1.01
9.6 4823 £0.75 | 46.22+£0.24 | 47.69 £0.88
3.84 31.64 +2.13 | 27.23 £1.17 | 30.04 £0.56
1.54 25.75+£3.12 | 20.67£2.87 | 27.89 + 3.91
0.614 17.73 £2.56 | 15.59+£4.53 | 13.45+£3.82

o

Intervalo lineal de curva de inhibicion celular de

Doxorrubicina

15

y = 0.9892x + 17.281
R2=0.9819

20

Concentracion de Doxorrubicina (pg/mL)

25

FIGURA 1. Intervalo lineal de inhibicién de crecimiento celular

(Utilizando: Método MTT, linea celular Vero, 540 nm).
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6.1. 2 Determinacion de CCso de extractos
De los 23 extractos evaluados, 21 no mostraron inhibicion del crecimiento celular
a la maxima concentraciéon evaluada (500 pg/mL). Mientras que el extracto
metanolico de Juglans mollis y el extracto de acetato de etilo de Jatropha dioica
mostraron un valor de CCso de 285.72 £9.1 y 256.97 £ 24.85 pg/mL, respectivamente

(Ver TABLA V).

TABLA 1V. Concentracion Citotoxica media (CCso) de extractos y control positivo.

Clave Extracto CCso (ug/mL)
S1 Acuoso de Ceanothus caeruleus >500
S2 Butandlico de Juglans mollis >500
S3 Metanolico de Juglans mollis 285.72 £ 9.1
S4 Acetato de etilo de Juglans mollis >500
S5 Acuoso de Juglans mollis >500
S6 Metandlico de Uncaria tomentosa >500
S7 Metanolico de Chysatinia Mexicana >500
S8 Butandlico de Hamelia patens >500
S9 Metanolico de Hamelia patens >500
S10 Hidroalcoholico de Salvia texana >500
S11 Hidroalcoholico de Salvia beateflora >500
S12 Metanolico de Turnera diffusa >500
S13 Acetato de etilo Jatropha dioica 256.97 £24.85
S14 Hidroalcoholico de Jatropha dioica >500
S15 Hidroalcoholico de Juglans mollis >500
S16 Metanolico (Crudo) de Hamelia patens >500
S17 Hidroalcoholico (50%) de Hamelia Patens >500
S18 Hexénico de de Juglans mollis >500
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S19 Metandlico de de Persea americana >500
S20 Acetato de etilo de de Hamelia patens >500
S21 Hidroalcoholico (70%) de Hamelia patens >500
S22 Hexénico de de Hamelia patens >500
S23 Metanélico de Ricinus communis >500
Doxorrubicina 12.83 £ 0.53

6.2 Evaluacion de la actividad antihiperglucémica in vivo

Se evaluaron 11 extractos a través del Ensayo de tolerancia oral al almidon. Se realizd

para un grupo control con hiperglucemia, un grupo control con acarbosa como

antihiperglicemico y 33 grupos de prueba que incluyeron 11 extractos a 3 dosis (0.5, 2.5

y 5 mg/kg).

Los valores de glucemia normalizados obtenidos de todos los grupos en una dosis de

0.5 mg/kg se enlistan en la TABLA V, en una dosis de 2.5 mg/kg en la TABLA VIy en

una dosis de 5 mg/kg en la TABLA VII.

La actividad antihiperglucémica in vivo fue significativa (p<0.5) respecto al control

negativo para algunos extractos: en la dosis de 0.5 mg/kg, hubo diferencia significativa en

los extractos S9, S18 y S23; en la dosis de 2.5 mg/kg, los extractos significativos fueron

S3, S9, S13, S17, S19, S20, S21, S22 y S23; mientras que en la dosis de 5 mg/kg, los

extractos significativos fueron S9 y S19.
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TABLA V. Valores de glucemia normalizada a dosis de 0.5 mg/kg.

T Alm Aca S3 S9 S13 S14 S17 S18 S19 S20 S21 S22 S23
0 1,00+ 1.00 + 1.00 + 1.00 + 1.00 £ 1.00 £ 1.00 £ 1.00 + 1.00 £ 1.00 + 1.00 £ 1.00 +
1.00+0.0 (')00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
15 1.37+ 1.15+ 1.30+ 1.16 £ 1.27+ 1.24 + 1.30+ 1.10 £ 1.33+ 1.26 + 1.42 + 1.32 + 1.17 +
0.04 0.02 0.11 0.07 0.08 0.09 0.05 0.06 0.06 0.09 0.04 0.02 0.06
30 1.38 + 111+ 1.34 + 1.16 + 1.42 + 1.49 + 1.44 + 1.44 + 1.51+ 1.52 + 1.51+ 1.59 + 1.32+
0.07 0.06 0.08 0.06 0.07 0.08 0.05 0.08 0.09 0.08 0.08 0.08 0.09
45" 1.22 + 1.14+ 1.26 + 1.15+ 1.31+ 1.49 + 131+ 1.50+ 1.54+ 1.48 + 1.51+ 1.68+ 1.34+
0.06 0.06 0.16 0.07 0.08 0.11 0.06 0.10 0.11 0.11 0.14 0.10 0.13
60 1.20+ 1.18 + 1.27 + 1.21+ 1.34 + 1.58 + 1.24 + 1.51+ 1.48 + 1.24 + 1.51+ 1.52 + 134009
0.06 0.03 0.08 0.02 0.09 0.12 0.13 0.12 0.07 0.07 0.14 0.03 ’ ’
120" 1.00 + 0.94+ 1.18 1.05+ 1.13+ 1.16 + 1.23 + 1.15+ 1.27 + 1.22+ 1.24 + 1.19+ 1.25+
0.08 0.05 +0.07 0.07 0.08 0.08 0.12 0.12 0.09 0.12 0.13 0.05 0.19
T = Tiempo

Alm = Almidén
Aca = Acarbosa




TABLA VI. Valores de glucemia normalizada a dosis de 2.5 mg/kg.

T Alm Aca S3 S9 S13 S14 S17 S18 S19 S20 S21 S22 S23
0 1.00£0.0| 1.00=+ 1.00 + 1.00 + 1.00 + 1.00 £ 1.00 £ 1.00 £ 1.00 £ 1.00 £ 1.00 + 1.00 + 1.00 £
0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
15° 1.37 + 1.15+ 12202 25 12202 25 1.14 + 1.32 + 1.12 + 1.33+ 1.21+ 1.14 + 1.06 £ 1.20 £ 1.09 +
0.04 0.02 0.09 0.07 0.05 0.03 0.09 0.06 0.03 0.09 0.08 0.09 0.05
30° 1.38+ 111+ 1.24 + 1.29 + 1.16 + 1.31+ 1.21+ 1.22 + 1.22 + 1.30 + 1.12 + 1.23 + 1.16 +
0.07 0.06 0.06 0.12 0.07 0.06 0.05 0.07 0.03 0.10 0.08 0.06 0.06
45° 1.22 + 1.14+ 1.07 + 1.29 + 1.16 + 1.24 + 1.15+ 1.2 0+ 1.19+ 1.15+ 1.04 + 1.13+ 1.08 +
0.06 0.06 0.04 0.14 0.05 0.08 0.06 0.08 0.05 0.08 0.04 0.04 0.08
60’ 1.20+ 1.18+ 1.09 + 1.16 £ 1.07 + 1.14+ 1.10+ 1.08 + 1.16 + 1.14 + 1.04 + .11+ 1.04 +
0.06 0.03 0.06 0.10 0.06 0.06 0.05 0.07 0.04 0.08 0.07 0.04 0.07
120° 1.00 £ 0.94 + 1.06 + 1.07 + 1.03 + 1.02+ 1.06 + 0.99 + 1.07+ 1.04 + 0.96 + 1.00 + 1.00 +
0.08 0.05 0.08 0.09 0.08 0.05 0.08 0.07 0.05 0.09 0.05 0.08 0.08
T = Tiempo

Alm = Almidén
Aca = Acarbosa
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TABLA VII. Valores de glucemia normalizada a dosis de 5 mg/kg

T Alm Aca S3 S9 S13 S14 S17 S18 S19 S20 S21 S22 S23
0 1.00+£0.0| 1.00+ 1.00 + 1.00 + 1.00 + 1.00 £ 1.00 £ 1.00 £ 1.00 + 1.00 £ 1.00 + 1.00 + 1.00 £
0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
15 1.37+ 1.15+ 131+ 1.15+ 131+ 1.36 + 1.35+ 1.33+ 121+ 1.55+ 1.49 + 1.43 + 1.35+
0.04 0.02 0.07 0.04 0.09 0.06 0.05 0.10 0.05 0.08 0.06 0.09 0.09
30 1.38 + .11+ 1.40 + 1.31+ 1.42 + 1.34+ 1.26 + 1.52+ 1.56 + 1.28 + 1.48 + 1.36 £ 1.48 +
0.07 0.06 0.07 0.07 0.10 0.07 0.08 0.05 0.09 0.08 0.08 0.10 0.08
45" 1.22 + 1.14 + 1.28 + 1.38 + 1.23 + 1.39+ 1.44 + 1.31+ 1.36 + 1.44 + 1.46 + 1.50+ 1.44 +
0.06 0.06 0.09 0.08 0.11 0.08 0.08 0.03 0.06 0.10 0.10 0.11 0.05
60" 1.2+ 1.18+ 1.30+ 1.34+ 1.34+ 1.38+ 1.38+ 1.22+ 1.58+ 1.30+ 1.49 + 1.54+ 1.54+
0.06 0.03 0.02 0.01 0.08 0.04 0.08 0.07 0.10 0.07 0.08 0.10 0.05
120" 1.00 £ 0.94 + 1.13+ 1.06 + 1.14+ 1.14 + 1.14 + 1.12 + 1.16 + 1.20 + 1.19+ 1.24 + 1.17 +
0.08 0.05 0.09 0.05 0.10 0.05 0.07 0.09 0.04 0.02 0.05 0.05 0.12
T = Tiempo

Alm = Almidén
Aca = Acarbosa
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En la FIGURA 2 se muestra la cinética de glucemia normalizada de los controles de
hiperglucemia (almidon) y antihiperglucemia (almidon + acarbosa). Los valores de

glucemia normalizada a los 15 y 30 minutos son estadisticamente diferentes (p<0.5).

OSTT
Cinética de control hiperglucémico + control antihiperglucémico
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FIGURA 2. Cinéticas de control hiperglucémico y control antihiperglucémico.

Se calcularon los porcentajes de incremento de la glucosa normalizada a los 15 minutos
de los extractos evaluados en una dosis de 0.5, 2.5, y 5 mg/kg (FIGURAS 3, 4y 5). Se
compararon con el porcentaje de incrementos del control negativo para determinar

aquellos extractos que presentan actividad antihiperglucémica.



Porcentaje de Incremento Glucémico a los 15 minutos
Dosis: 0.5 mg/kg
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FIGURA 3. Porcentaje de incremento a los 15 minutos de extractos en dosis de 0.5 mg/kg.

* extractos estadisticamente diferentes al control negativo considerando una p<0.05 y valor de alfa de 0.05.



Porcentaje de Incremento Glucémico a los 15 minutos
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FIGURA 4. Porcentaje de incremento a los 15 minutos de extractos en dosis de 2.5 mg/kg.

* extractos estadisticamente diferentes al control negativo considerando una p<0.05 y valor de alfa de 0.05.
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Porcentaje de Incremento Glucémico a los 15 minutos
Dosis: 5 mg/kg
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FIGURA 5. Porcentaje de incremento a los 15 minutos de extractos en dosis de 5 mg/kg.

* extractos estadisticamente diferentes al control negativo considerando una p<0.05 y valor de alfa de 0.05.
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6.3 Evaluacion sobre la absorcién intestinal de glucosa
En la FIGURA 6 se muestra la cinética de absorcion intestinal normal de glucosa
comparada con la cinética de la inhibiciéon de SGLT-1 por empaglifozina, las cuales

sirvieron para representar el control negativo y el control positivo, respectivamente.

Cinética del control negativo y Control positivo en modelo de saco invertido
180.00

160.00
140.00
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100.00
80.00
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FIGURA 6. Cinética de absorcion intestinal de glucosa para el control positivo y el

control negativo en el modelo de saco intestinal invertido.

En las TABLAS VIII, IX y X se enlistan los porcentajes de absorcion de glucosa a

través del saco invertido incubados con los extractos (a concentracion 5, 10 y 20 mg/dL,

respectivamente).



Tabla VIII. Porcentaje de absorcion de extractos a una concentracion de 5 mg/dL.

% Absorcion
5 mg/dL
30 min 60 min 90 min 120 min 150 min 180 min
Control
100 + 0.00 100 + 5.00 100 +4.62 100 +2.52 100 + 8.33 100 +7.94
negativo
Control
56.04 +0.00 40+£6.98 59.04 +£5.81 67.59 £9.07 6521 +£6.43 66.84 +6.90
positivo
S1 85.05 +8.35 113.33+£6.3 92.75 £ 10.58 87.87 +7.36 81.16+13.48 | 71.97+11.55
S2 126.92 +4.43 | 104.58 £3.59 89.04 £5.45 79.11 +8.26 76.58 +5.60 63.16 +10.03
S3 113.18 +£6.92 110 +8.98 96.81 +8.48 93.06 £9.33 84.34 +7.94 79.16 +5.54
S4 107.96 +2.87 57.41 +7.09 95.32 £4.65 93.14 £5.85 87.24 +6.35 72.70 + 6.35
S5 121.15 +6.34 98.3+15.12 86.35+5.12 82.26 +£3.37 79.54 +5.73 75.66 +5.72
S6 110.44 + 8.81 68.33£6.29 97.71+£2.5 87.58 +3.87 75.39 £5.06 70.89 + 8.54
S7 162.36 +4.57 | 116.7+10.45 | 108.76 £5.41 | 102.09 +9.11 92.57 +8.30 87.17 +2.89
S8 65.93 +3.56 81.48 £8.5 81.27+7.16 79.60 + 5.44 75.59 £ 6.29 71.05 +7.87
S9 184.61 +£2.82 | 108.3+10.78 | 126.69 £ 0.00 80.13+£2.12 76.97 £2.12 67.43 +£4.95
S11 79.12 £5.35 88.33£5.56 82.77+£9.43 86.61 +6.95 86.45 +3.00 86.18 + 8.41
S12 73.35+£5.56 113.3+1.83 112.35 +6.05 104.03 +8.5 101.64 £ 4.57 93.59 £5.32
S13 167.31 +6.8 104.58 +9.03 91.14+4.19 78.63 £5.12 67.30 +7.14 66.28 £4.72
S14 180.49 +3.40 158.3 £8.21 126.09+9.95 | 114.68 +7.85 99.08 +£2.38 89.31 +3.30
S16 146.70 + 9.26 175 +13.67 103.98 +3.36 95.08 £5.91 80.92 +8.96 69.41 +10.60
S17 239.01 +£10.6 190 +23.01 128.78 +10.5 | 109.11£10.9 85.46 +8.99 71.38 +£5.20
S19 145.88 +6.99 | 121.7+10.34 | 102.49+6.13 | 107.90 +3.87 97.5+5.80 86.02 +2.50
S20 92.30 £4.24 88.33£5.56 83.36 v 4.65 72.34+£4.79 7421 +1.83 72.37 £ 6.06
S21 65.11+3.77 65.00 £9.31 56.77 +2.65 67.74 £5.16 76.97 +7.19 64.31 +6.45
228.30 +
S23 4 146.7 + 6.1 126.09 +6.45 | 109.11 +£9.98 82.5+7.94 62.17 +£8.23
45
Tabla IX. Porcentaje de absorcion de extractos a una concentracion de 10 mg/dL
% Absorcion
10 mg/dL
30 min 60 min 90 min 120 min 150 min 180 min
Contl:Ol 100 +3.51 100 + 5.00 100 +4.62 100 +2.52 100 + 8.33 100 +7.94
negativo
Corft}-ol 56.04 +0.00 46 £ 6.69 59.04 £5.81 67.55 +9.06 6521 +£6.43 66.84 + 6.80
positivo
S1 175.55 +3.95 125 +2.16 111.16 £3.56 97.74 £2.45 89.21 £2.59 82.40 £3.77
S2 126.09 +6.14 | 106.66 +4.32 82.47 +6.22 83.47 £9.07 64.74 £9.76 77.80 +7.37
S3 98.08 £2.22 101.25 + 6.84 98.90 £2.5 94.11+£5.90 70.67 £5.5 80.10 +3.10
S4 116.21 +5.91 99.58 £7.93 92.33+£4.27 93.15+5.85 80.13 +3.87 74.34 +10.42
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S5 130224656 | 115+583 | 108.76+2.16 | 92.42+3.11 | 87.24+420 | 81.74+3.09
S6 97.25+5.08 | 94.16+10.08 | 9233+525 | 95.56+7.89 | 8230+4.86 | 84.05+4.11
s7 121%36?; 1125+ 1040 | 8845905 | 9435+7.33 | 93.55+7.85 | 80.76+4.57
S8 118.68+6.98 | 11542+4.79 | 9502+2.08 | 83.71+129 | 76.58+2.94 | 76.64=557
9 187.09+3.77 | 13042+7.14 | 103.69+3.95 | 90.73+386 | 82.11+4.16 | 71.88=5.12
si1 154124512 | 95.83+£933 | 7470+640 | 88.31+£723 | 80.53+638 | 69.74+7.57
s12 180.49£2.75 | 12625+4.99 | 107.57+7.07 | 91.94+283 | 87.43+655 | 7484+3.386
s13 105.49£5.60 | 99.17+4.65 | 8277+532 | 77.90+3.11 | 6730+35 | 59.21+258
S14 117.86.£9.88 | 85.83+835 | 81.87+7.72 | 69.68+748 | 68.09+826 | 79.61+7.19
S16 137.64+7.14 | 124.58+122 | 11922+75 | 10573+826 | 98.68+627 | 87.83=10.12
s17 187.09+3.77 | 13042+7.14 | 103.69+3.95 | 90.73+386 | 82.11+4.16 | 71.88=5.12
s19 135.16£6.27 | 11542+7.09 | 100.99+3.11 | 8540+320 | 79.93+727 | 69.90+6.45
20 224.18+£3.74 | 12833+6.22 | 10518841 | 9556+830 | 85.66=6.19 | 78.46+9.18
s21 147.53+4.43 | 7625+1.71 | 7470+4.04 | 8540+25 | 86.84+548 | 7549+3.60
s23 150 £4.65 | 145424634 | 136.55+6.40 | 116.13+£6.06 | 98.49+4.5 | 8832+11.87
Tabla X. Porcentaje de absorcion de extractos a una concentracion de 20 mg/dL
% Absorcion
20 mg/dL
30 min 60 min 90 min 120 min 150 min 180 min

nceog';::l 100 + 3.51 100 £ 5.00 100 + 4.62 100 £2.52 100 + 8.33 100 +7.94

sg::lrv"; 100 = 0.00 100 + 6.70 100 67.55+9.07 | 6521+643 | 66.84+6.80
s1 24725+529 | 15625+2.22 | 132.97+8.18 | 117.58+8.74 | 99.08+9.04 | 86.68 = 11.32
s2 71.70+3.40 | 82.08+3.30 | 87.85+10.15 | 92.18+6.18 | 83.29+£545 | 74.01+7.23
s3 63.05+3.25 70 +2.16 73.80+6.18 | 79.35+£572 | 77.96+7.5 | 72.86+6.24
sS4 177204222 | 148.33+5.23 | 109.06+6.29 | 99.68=11.66 | 98.68+535 | 90.13+3.46
S5 65.11£2.60 | 3542+3.86 | 4542+7.16 | 65.08+562 | 64.14+189 | 70.07+4.65
S6 155.77+14.1 | 8625+7.14 | 89.04+624 | 68.23+480 | 7875+896 | 70.23+6.5
s7 56.04£0.00 | 23.56+8.54 | 63.65+888 | 99.68+6.88 | 97.70£10.78 | 95.23+7.72
S8 24725+3.56 | 174.58+108 | 137.75+£330 | 12121+3.10 | 105.59+4.57 | 91.78 +4.80
s9 131.04£7.50 | 154.17+9.18 | 94.13+13.20 | 82.26+10.23 | 77.76+635 | 77.47+4.86
si1 7747+13.00 | 6542+1544 | 69.92+11.56 | 76.45+589 | 69.87+580 | 62.33+6.29
s12 87.37+11.24 | 10625+ 113 | 120.12+835 | 112.02+139 | 106.18£6.61 | 89.47+7.44
s13 170.60+4.92 | 14583 +13.0 | 119.82+538 | 109.60+3.77 | 91.58+4.76 | 76.15+4.19
S14 74.18+6.81 | 8125+9.14 | 8247+920 | 91.45+10.63 | 87.63+829 | 88.49+88l
S16 66.76+328 | 68.33+4.69 | 79.78+574 | 52.02+486 | 76.18+1234 | 71.23+574
s17 56.04£0.00 | 3625+5.62 | 7440+888 | 10331+4.27 | 9414457 | 92.59+9.64
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S19 63.46 +2.87 75 £10.65 78.88 £7.75 75.48 £7.39 75.20 £10.90 70.07 £ 6.86
S20 76.65 +5.19 163.33 £5.32 130.28 £ 6.24 94.11 £ 8.26 92.96 + 7.68 81.41 £5.85
S21 67.03 +3.06 98.89 +4.51 91.24 +£6.03 73.54 £6.24 76.05 + 6.43 61.62+7.51
S23 30.83 +£3.00 97.08 + 6.85 77.39 £ 13.05 82.5+8.02 81.32+£6.48 75.33 £7.60

A una concentracion de 5 mg/dL a los 60 minutos, los extractos S3, S6, S4 y S8

presentaron inhibicion de la absorcion (FIGURA 7), mientras que a los 120 minutos a la

misma concentracion, los extractos S21, S1, S6, S4, S8, S2 y S13 presentaron inhibicion

de la absorcion (FIGURA 8). A una concentracion de 10 mg/dL a los 60 minutos, el

extracto S21 mostrd inhibicién de la absorcion (FIGURA 9), mientras que a los 120

minutos, los extractos S21, S8 y S13 mostraron inhibiciéon (FIGURA 10) y a una

concentracion de 20 mg/dL a los 60 minutos, los extractos S3, S16, S5, S9, S7, S2 y S11

mostraron inhibiciéon (FIGURA 11), mientras que a los 120 minutos, los extractos S21,

S3, S5, S19, S17, S9, S11, S4 y S23 mostraron inhibicion de la absorcion (FIGURA 12).
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Saco intestinal invertido
60 minutos (5mg/dL)
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FIGURA 7. Porcentaje de absorcion a los 60 minutos de extractos en dosis de 5 mg/kg

* extractos estadisticamente diferentes al control negativo considerando una p<0.05 y valor de alfa de 0.05.



Saco intestinal invertido
120 minutos (Smg/dL)
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FIGURA 8. Porcentaje de absorcion a los 120 minutos de extractos en dosis de 5 mg/kg

* extractos estadisticamente diferentes al control negativo considerando una p<0.05 y valor de alfa de 0.05.
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Saco intestinal invertido
60 minutos (10 mg/dL)
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FIGURA 9. Porcentaje de absorcion a los 60 minutos de extractos en dosis de 10 mg/kg

* extractos estadisticamente diferentes al control negativo considerando una p<0.05 y valor de alfa de 0.05.
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Saco intestinal invertido
120 min (10 mg/dL)
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FIGURA 10. Porcentaje de absorcion a los 120 minutos de extractos en dosis de 10 mg/kg

* extractos estadisticamente diferentes al control negativo considerando una p<0.05 y valor de alfa de 0.05.
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Saco intestinal invertido

60 minutos (20 mg/dL)
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FIGURA 11. Porcentaje de absorcion a los 60 minutos de extractos en dosis de 20 mg/kg

* extractos estadisticamente diferentes al control negativo considerando una p<0.05 y valor de alfa de 0.05.
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Saco intestinal invertido
120 minutos (20 mg/dL)
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FIGURA 12. Porcentaje de absorcion a los 60 minutos de extractos en dosis de 20 mg/kg
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* extractos estadisticamente diferentes al control negativo considerando una p<0.05 y valor de alfa de 0.05.
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CAPITULO 6

DISCUSION

La hiperglucemia posprandial es un factor que contribuye al desarrollo de varios
trastornos metabodlicos, como la pre-diabetes, la diabetes, la resistencia a la insulina, la
obesidad y/o el sindrome metabolico (Ceriello, 2005). Estos trastornos implican un alto
costo humano y econémico, por lo que generan gran impacto en la salud publica a nivel

nacional y mundial (OMS, 2017).

Se ha demostrado que el control de la hiperglucemia posprandial es esencial para
alcanzar los niveles de glucemia recomendados. Ademas, es una anomalia detectable

y tratable (Kanauchi, 2003).

Un enfoque interesante para limitar la hiperglucemia posprandial, es reducir o
retrasar la digestion y/o absorcion de carbohidratos de la dieta, mediante la inhibicion

de enzimas que intervienen en el metabolismo de carbohidratos (amilasa y



glucosidasas) y transportadores de glucosa (SGLT1 y GLUT2) (Abid, 2014). En
particular, el intestino tiene un papel clave en la regulacion de los niveles de glucosa al
mediar la absorcion de carbohidratos simples. La inhibicion de esta absorcion ha sido

utilizada como un nuevo enfoque potencial para el tratamiento de la hiperglucemia

(Andrianesis, 2013).

Como antecedente directo del presente trabajo se consideraron los resultados de la
Tesis Doctoral de Granados Guzman (Granados, 2017), en la cual se busco
correlacionar la actividad inhibitoria de enzimas digestivas in vitro con la actividad
antihiperglucémica in vivo de multiples extractos de diferentes plantas. Sin embargo,
algunos extractos que resultaron no activos ante la inhibicion de enzimas digestivas
mostraron actividad antihiperglucemiante in vivo. Estos hallazgos sugirieron que dicha

actividad podria involucrar otro(s) mecanismo(s) de accion.

Granados (2017) evalu6 la inhibicioén de las enzimas amilasa y glucosidasa de 30
extractos y la actividad antihiperglucémica in vivo de la mitad de ellos. Los extractos
que se encontraban disponibles de la tesis doctoral de Granados, se reunieron para

evaluar su actividad citotoxica en este trabajo (Tabla V).

Los ensayos de toxicidad celular suguieren si un producto natural o quimico es
toxico para las células en cultivo, generalmente determinando el niimero de células
viables que quedan después de un periodo de incubacion definido. Existen diferentes

ensayos in vitro para evaluar toxicidad celular, como la formacion de compuestos
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coloreados utilizando reactivos como MTT y Resazurin; la deteccion de ATP con la

enzima luciferasa y la medicion de actividad de proteasas (Riss, 2011).

En este trabajo se utilizo el ensayo descrito por Mosmann (1983), el cual determina
la cantidad de células viables a través de la reduccion de MTT por la enzima succinico
deshidrogenasa localizada en las mitocondrias. Se empleo doxorrubicina como control
positivo, un antibidtico de antraciclina con actividad antineoplasica que inhibe la

sintesis de acidos nucleicos (PubChem, 2018).

La CCso determinada de Doxorrubicina fue de 12.33 + 0.53 pg/mL. Dicha
concentracion fue cercana al valor reportado por Mtunzi et al. en el 2017 (CCso =7.19
pg/ml). Mtunzi trabajo con células Vero siguiendo el protocolo de Mosmann, con
pequefias modificaciones. Mtunzi utilizé 50,000 células y midi6 a 540 nm. En el
presente trabajo, las condiciones metodoldgicas son iguales a las reportadas por Mtunzi
y la cantidad celular generd una sefial de absorbancia entre 0.580 y 0.650 unidades. De
acuerdo con Skoog (2006), estos valores se encuentran dentro del intervalo de exactitud

espectrofotométrica.

Los extractos metanolico de Juglans mollis y acetato de etilo de Jatropha dioica
presentaron una CCso de 285.72 y 256.97 pg/mL, por lo que podrian considerarse
potencialmente toxicos a concentraciones mayores, mientras que el resto de los
extractos presentaron una CCso> 500 pg/mL, representando una mayor seguridad en

Su uso.
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En el presente trabajo se evalu6 el efecto de extractos de plantas sobre la actividad
antihiperglucémica in vivo e in vitro;, como controles positivos se utilizaron farmacos
estandar que se ha comprobado que atenuan los niveles de glucosa postprandial, la
acarbosa para la inhibicion de enzimas digestivas (amilasa y glucosidasa) y la

empaglifozina para inhibir el transporte intestinal de glucosa ex vivo.

Se evaluaron 11 extractos, a través del ensayo de tolerancia oral al almidon
(FIGURAS 3-5). Como se describié previamente por Granados (2017), ninguno de

ellos present6 inhibicién in vitro de las enzimas digestivas (o-amilasa y a-glucosidasa).

Se evaluaron tres grupos diferentes: 1) un control negativo que representd la
digestion y absorcion normal después de una carga de carbohidratos complejos; 2) un
control positivo en el cual se utiliz6 acarbosa como inhibidor de la digestién del
almidon; 3) los grupos experimentales, en los que se evaluaron tres diferentes dosis de
cada extracto. Se administro6 el almidon via oral para que se llevara a cabo la digestion
del carbohidrato complejo y la absorcion de glucosa, ya que de administrar glucosa
(por ejemplo en el test de tolerancia oral a la glucosa) solo se evaluaria la absorcion

intestinal del monosacarido (Dona, 2019).

Si bien, se tenia como antecedente que los extractos incuidos no inhibian enzimas

digestivas, la prueba represent6 un cribado para considerar algin extracto con potencial

actividad antihiperglucémica in vivo.
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El tiempo real que toma el proceso de digestion y comienza el de absorcion es dificil
de especificar, ya que involucra varios factores que difieren entre si, como la pérdida
del almidén, la aparicion de oligosacaridos y aparicion de glucosa. De acuerdo con
Dona (2010), alrededor de los 15 minutos el pico glucémico postprandial suele ser mas

alto.

En la figura 2, donde se muestran las cinéticas de los controles se puede observar
que la mayor tasa de glucosa absorbida sucedié entre los 15 y 30 minutos; por lo cual
se decidié comparar los valores normalizados de glucemia observados a los 15 minutos.
Como se puede observar en la misma figura, la administracion de Acarbosa en una
dosis de 0.5 mg/kg logro reducir significativamente la hiperglucemia inducida por el
almidén a los 15 y 30 minutos. Para el andlisis estadistico se realiz6 una prueba t
student para la comparaciéon de las medias de dos muestras suponiendo varianzas
iguales considerando un valor de p<0.05 y alfa de 0.05 para confirmar de manera

estadistica este resultado.

Existen estudios en animales que apoyan las propiedades antidiabéticas de algunas
plantas por su contenido de metabolitos secundarios, como polifenoles, flavonoides,
terpenos, etc., y su potencial para la prevencion y tratamiento de diabetes tipo 2 (Ota,
2017). Algunos de los diferentes mecanismos responsables de sus efectos anti-
hiperglucémicos y/o hipoglucémicos, son: la inhibicion de digestion de carbohidratos
y/o absorcion de glucosa en el intestino, estimulacion de la secrecion de insulina,

modulacion de liberacion de glucosa desde el higado, activacion de receptores de

55



insulina, captacion de glucosa en tejidos y modulacion de las vias de sefializacion

intracelular (Hanhineva ,2010; Bahadoran, 2013).

Por otro lado, el analisis de la absorcion de monosacaridos brinda informacion sobre
aquellos productos que representan una alternativa en la prevencion y/o tratamiento de
diferentes enfermedades metabolicas. Entre las técnicas que evalian este mecanismo
in vitro, se encuentran los aislados de intestino, las membranas naturales y artificiales;
técnicas in situ, preparaciones celulares y también aquellas que emplean elementos

subcelulares (Marano, 1991).

La técnica del intestino aislado de rata es la mas utilizada en el estudio de absorcion
de sustancias. La preparacion del saco intestinal empleado por Wiseman (1954), consto
de un trozo de intestino que es invertido y colocado en solucion fisiologica adicionada
con la sustancia a evaluar a 37°C, la adicion de sales y aireacion. Se ha demostrado que
los tejidos mantienen su capacidad metabolica por un término de dos a tres horas luego
de ser aislados. Ademas, destacan la importancia de la plenitud de la estructura de la
membrana en la transferencia de sustancias. Levine (1970) reporté que hay cambios de
tejido epitelial y en la absorcion segin el modo de sacrificio de las ratas; por ejemplo
los organos aislados de animales decapitados, manifiestan un total desprendimiento del
borde epitelial alrededor de 60 minutos de haberse iniciada la experimentacion,
mientras que cuando se anestesian los animales con solventes, de un 15 a 30% de las
células aparecen dafiadas y la anestesia con algunos fairmacos como ketamina, afecta
la absorcion. Feldman (1976) destaca que la accion peristaltica del intestino sirve como

indicador de la viabilidad de este. El peristaltismo se mantiene por periodos de 1 a 3

56



horas cuando se emplean sacos intestinales invertidos, lo que confirma la viabilidad

del intestino durante ese tiempo.

Este modelo fue utilizado para evaluar la tasa de absorcion intestinal de glucosa. Se
realiz6 el modelo disefiado por Wilson & Wiseman en 1954 (Apartado 5.3). La figura
6 muestra la cinética de la absorcion normal (sin inhibicion / control negativo) y una
cinética con inhibicion de la absorcion (control positivo). Se observa proporcionalidad
entre el tiempo de incubacion y la concentracion de glucosa en el interior del saco
(r=>0.99), lo que demuestra el transporte de glucosa a través del tejido durante el
tiempo de incubacién. En la estadistica de regresion, la pendiente tiene un valor <0.05
lo que indica que la variable dependiente (concentracion de glucosa en el interior del

saco) depende de la variable independiente (tiempo de incubacién) (Jurado, 2008).

La proporcionalidad entre la absorcion de glucosa y el tiempo permite observar y/o
evaluar un efecto de inhibicion de la absorcion. El efecto de inhibicion puede mostrarse
durante la primera hora, hasta la segunda hora o bien, durante las dos primeras horas

(Hanhineva, 2010).

15 de los 19 extractos evaluados mostraron inhibicion de la absorcion intestinal de
glucosa (FIGURAS 7-12). Solo el extracto hidroalcohdlico (70%) de Hamelia patens
presento inhibicion de la absorcion a las tres dosis evaluadas, ademads cuatro extractos,
presentaron a dos concentraciones evaluadas, los extractos metanodlico de Uncaria
tomentosa, butanolico de Juglans mollis (5 y 20 mg/dL), butandlico de Hamelia patens,

y de acetato de etilo de Jatropha dioica (5 y 10 mg/dL). Mientras que diez extractos
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presentaron inhibicion de la absorcion en una sola concentracion evaluada, el extracto
de acetato de etilo de Juglans mollis y el extracto acuoso de Ceanothus cearuleus (5
mg/dL), hidroalcoholico (90%) de Jatropha dioica (10 mg/dL), metandlico de Juglans
mollis, metanolico de Chrysactinia mexicana, acuoso de Juglans mollis, metanolico de
Hamelia patens, metandlico de Persea americana e hidroalcoholico (90%) de Salvia

beateflora (20 mg/dL).

Tres extractos en diferentes concentraciones mostraron un efecto de inhibicion
durante la primera hora, 14 extractos en diferentes concentraciones tuvieron un efecto
hasta la segunda hora de incubacion y cuatro extractos a diferentes concentraciones

mostraron un efecto de inhibicion durante las dos primeras horas de incubacion.

Ocho de los 23 extractos que fueron facilitados para este trabajo, mostraron
actividad antihiperglucémica in vivo, inhibicion de enzimas digestivas in vitro y
presentaron inhibicioén de la absorcion intestinal de glucosa, lo que sugiere que estas
vias fisioldgicas pudieran estar involucradas en su actividad antihiperglucémica. Por
otro lado, seis extractos mostraron actividad antihiperglucémica in vivo, aunque fueron
reportados sin inhibicidon enzimética (Granados, 2017) en este trabajo se demostrd que
inhiben la absorcién intestinal de glucosa, lo que sugiere que la inhibicion de los
transportadores intestinales (ya sea SGLT y/o GLUT) podria ser responsable de su
actividad antihiperglucémica. Mientras que, un extracto con actividad
antihiperglucémica in vivo fue reportado sin inhibicion enzimatica (Granados, 2017) y
en este trabajo se determind que no posee inhibicion de la absorcidon intestinal de

glucosa. Su actividad pudiera deberse a otras vias fisioldgicas, como la estimulacién
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de la liberacion de insulina de las células pancreaticas, el aumento del nimero de
transportadores de glucosa (no intestinales), o la inhibicién de la gluconeogénesis

(Hanhineva, 2010).
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CAPITULO 7

CONCLUSIONES

1. Los extractos: acuoso, butanolico, metandlico y acetato de etilo de J.
mollis, metandlicos de U. tomentosa y C. mexicana, acuoso de C. caeruleus y
butandlico de H. patens, no mostraron ser potencialmente citotoxicos y mostraron
inhibicion de la absorcion intestinal de glucosa in vitro. Por lo que la actividad
antihiperglucémica in vivo reportada previamente, también involucra la
disminucién de absorcion intestinal.

2. Los extractos: metandlico e hidroalcohdlico (70%) de H. patens, metandlicos de P.
americana y R. communis e hidroalcohdlico de S. beateflora no mostraron ser
potencialmente citotoxicos y el extracto acetato de etilo de J. dioica mostr6 una
leve citotoxicidad, mostraron inhibicién de la absorcion intestinal de glucosa in
vitro. Por lo que la actividad antihiperglucémica reportada ocurre a través de la

disminucion de absorcion intestinal.
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CAPITULO 8

PERSPECTIVAS

Realizar aislamiento biodirigido de los extractos con actividad antihiperglucémica
in vivo y/o in vitro, para encontrar el o los compuestos responsables de dicha
actividad.

Evaluar los extractos a través de ensayos que involucren otras vias fisiologicas.
Evaluar concentraciones mayores y/o menores tanto en los ensayos de absorcion
intestinal como en actividad antihiperglucémica in vivo para determinar el efecto

sobre curvas dosis — respuesta.
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