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PRESENTE

Por este medio le informo que el Consejo Interno de Posgrado (CIP), en su Sesion Ordinaria del 12
de octubre de 2022, designé a los siguientes sinodales como integrantes de la Comisién Revisora y
Jurado para la tesis titulada “Determinacion de los efectos antidiabéticos y toxicolégicos de
Trichilia hirtay Argemone mexicana como fuentes potenciales de farmacos antidiabéticos”.

Sinodal Adscripcion

Presidente Dr. Juan Gabriel Navarrete Vazquez Facultad de Farmacia-UAEM

Secretario  Dr. Cairo David Toledano Jaimes Facultad de Farmacia-UAEM

Vocal 1 Dra. Blanca Iris Colin Lozano Benemérita Universidad Autbnoma de Puebla
Suplente 1  Dra. Maria Yolanda Rios Goémez CIQ-UAEM

Suplente 2 Dr. Samuel Enoch Estrada Soto Facultad de Farmacia-UAEM

Se le solicita entregar el manuscrito de tesis para revision a esta comision y dar fluidez a los
trdmites como se indica en el manual de procedimientos.

Nota (Art. 74 RGEP-UAEM): Los sinodales tendran un plazo maximo de 20 dias habiles contados a partir de la recepcién
del documento para entregar los comentarios de la revisién y para emitir un voto aprobatorio o negatorio. En caso de
condicionar el voto a la entrega de un documento en el que el tesista debera solventar lo revisado, este contara con un
plazo no mayor a 20 dias habiles, contados a partir de la notificacién del primer dictamen emitido, para integrar las
correcciones sefialadas, una vez fenecido dicho plazo el sinodal emitira el voto aprobatorio o negatorio que corresponda.

Sin otro particular por el momento, reciba un cordial saludo.

Atentamente
Por una humanidad culta
Una universidad de excelencia

Dr. Sergio Alcala Alcala
Jefe del Posgrado en Farmacia
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SERGIO ALCALA ALCALA | Fecha:2022-10-14 11:24:01 | Firmante
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Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
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https://efirma.uaem. mx/noRepud|o/JkP]YsZTsOouBsmu8gM2Tra8pPB86cI9
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Trichilia hirta y Argemone mexicana son plantas utilizadas en la medicina tradicional
mexicana para el tratamiento de la diabetes. Con el objeto de establecer su potencial
antidiabético y seguridad toxicoldgica, se evaluaron los extractos obtenidos de ambas

especies.

En el 2019, se comprobé la actividad antihiperglucémica y antidiabética del extracto
hidroalcohdlico de T. hirta obtenido de la corteza de las ramas del arbol (EHIATh), sin
embargo, se presentaron inconvenientes para obtener dicho extracto, por lo que se
obtuvo uno diferente, esta vez con el material vegetal de la corteza del tronco de la misma
especie (EHIATh-CT). La comparacion de EHiIATh y EHIATh-CT mediante cromatografia
en placa fina revel6é que no contenian los mismos compuestos, ademas, el desempeio
del EHIATh-CT en los ensayos de tolerancia a la glucosa realizados no fue comparable
al del EHiIATh al no presentar efecto antihiperglucémico. No obstante, se continué con la
misma metodologia dirigida hacia la otra especie, A. mexicana, obteniendo tres extractos
organicos que fueron evaluados en curvas de tolerancia a la glucosa para determinar su
potencial antihiperglucémico. Los extractos (EHAm, EDAm y EMAm) disminuyeron
significativamente la glucosa plasmatica, siendo EDAm el de mayor actividad, por lo que
fue seleccionado para administrarse en un modelo de diabetes experimental no
insulinodependiente (DENID), en el que se realizaron dos tipos de ensayos
antidiabéticos: uno agudo y otro subagudo, donde en ambos, EDAmM demostro la
capacidad de disminuir la glucemia de los animales empleados, de manera similar a los

farmacos utilizados como control (glibenclamida y metformina).

Por otro lado, se realizaron los estudios toxicologicos pertinentes para aportar
informacién acerca de la toxicidad de EDAm, lo que permiti6 clasificarlo en la categoria
3 (toxico en caso de ingestidon) del Sistema Globalmente Armonizado de Clasificacion y
Etiquetado de Productos Quimicos (SGA) debido a que la dosis letal media (DLso) oscila
entre los 300 y 2000 mg/kg. Ademas, se observaron niveles de transaminasas normales
y la ausencia de dafo en los 6rganos metabolizadores (higado, corazén y rindn) tras la

administracién subcroénica del extracto a una dosis de 100 mg/kg.
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Trichilia hirta and Argemone mexicana are plants used in Mexican traditional medicine to
treat diabetes. To establish its antidiabetic potential and toxicological safety, the extracts

obtained from both species were evaluated.

In 2019, the antihyperglycemic and antidiabetic activity of the hydroalcoholic extract from
the bark of the branches of T. hirta (EHiIATh) was verified, however, there were problems
in obtaining said extract, so a different one was obtained, this time with the bark of the
trunk of the same species (EHIATh-CT). The comparison of EHIATh and EHIATh-CT by
thin layer chromatography revealed that they did not contain the same compounds, in
addition, the performance of EHIATh-CT in the glucose tolerance tests carried out was
not comparable to the EHiIATh as it did not present an antihyperglycemic effect. However,
the same methodology directed towards the other species, A. mexicana, was continued,
obtaining three organic extracts that were evaluated in glucose tolerance curves (at 100
mg/kg) to determine their antihyperglycemic potential. The extracts (EHAm, EDAm and
EMAm) significantly decreased plasma glucose, being EDAm the most active, so it was
selected to be administered in an experimental non-insulin dependent diabetes model
(DENID, by its acronym in Spanish), in which two types of antidiabetic tests were
performed: one acute and one subacute, where in both, EDAm demonstrated the ability
to lower the blood glucose of the diabetic animals employed, similarly to the drugs used

as control (glibenclamide and metformin).

On the other hand, the pertinent toxicological studies were carried out to provide
information about the toxicity of EDAm, which allowed it to be classified in category 3
(toxic if ingested) of the Globally Harmonized System of Classification and Labeling of
Chemicals (GHS) due to the median lethal dose (LD50) range is between 300 and 2000
mg/kg. In addition, normal transaminase levels and the absence of damage to organs
(liver, heart, and kidney) were observed after subchronic administration of the extract at

a dose of 100 mg/kg.
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En la actualidad, un porcentaje importante de la poblacion mundial se ve afectado por las
enfermedades cronicas no transmisibles (ECNT), dentro de las que figuran la hipertension,
enfermedades cardiovasculares y diabetes, entre otros padecimientos. Basandose en su
etiologia, la diabetes puede clasificarse en diferentes tipos, entre los que destaca el tipo 2 por

representar alrededor del 90% del total de casos de la enfermedad a nivel mundial

Es destacable y preocupante el numero de muertes anuales a causa de complicaciones
asociadas a la diabetes, por lo tanto, es de suma importancia que los pacientes con dicha
enfermedad adopten un estilo de vida saludable, acompanado de un tratamiento farmacoldgico

que contribuya a la disminucion de la glucemia

Gracias a las actividades terapéuticas de numerosas especies vegetales, éstas han sido
utilizadas desde la antiguedad en el tratamiento de diversas afecciones. Dichos atributos
medicinales las han posicionado dentro de las primeras opciones a las que recurren los pacientes

al presentar alguna enfermedad o sintoma

Trichilia hirta y Argemone mexicana son plantas con bases etnomédicas y cientificas, capaces
de disminuir los niveles de glucemia plasmatica caracteristicos de la diabetes, por lo que ambas
son consideradas blancos en la busqueda y el desarrollo de nuevas moléculas con actividad

antidiabética.
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2.1 Diabetes
La diabetes es una enfermedad sistémica de origen metabdlico, distinguida por la presencia de

niveles elevados de glucosa plasmatica de manera crénica, como consecuencia de la ineficacia

de la insulina enddgena, un déficit en su secrecion o ambas

En general, la diabetes puede clasificarse en los siguientes tipos

— Diabetes tipo 1 (DT1): se asocia a la destruccién autoinmune de todas las células 3 del
pancreas, ocasionando la deficiencia total en la secrecién de insulina. Por esta razon,
este tipo también es conocido bajo el nombre de "diabetes insulinodependiente",
haciendo referencia a la necesidad del tratamiento con insulina exdgena.

— Diabetes tipo 2 (DT2): la caracteristica principal de este tipo es la resistencia a la insulina
(RI), acompainada de pérdida progresiva en la secrecion de la hormona. Es el tipo mas
comun de diabetes, representando alrededor del 90% de todos los casos de diabetes en
todo el mundo (Figura 1)

— Diabetes gestacional (DG): se presenta alrededor del segundo o tercer trimestre de
embarazo y puede ser un factor para desarrollar diabetes tipo 2 en el futuro, tanto para la
madre como para los hijos gestados.

— Ofros tipos especificos de diabetes: se consideran otras causas, tales como el sindrome
de diabetes monogénica (diabetes tipo MODY), enfermedades asociadas al pancreas;

por el tratamiento con farmacos especificos, o incluso después del trasplante de 6érganos.

10%

—

= Diabetestipo 1
= Diabetestipo 2
Diabetes

gestacional

m Otros tipos de
diabetes

Figura 1. Representacion del porcentaje aproximado de los diferentes tipos de diabetes
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2.2 Epidemiologia
Actualmente, la diabetes es un problema de salud alarmante a nivel global, contando con mas

de medio billén de personas afectadas. La Federacion Internacional de la Diabetes (FID) declaré
en las cifras epidemioldgicas que el aproximado de personas adultas con el padecimiento fue de
537 millones durante el 2021

Ademas, se realizaron estimaciones de las cifras hacia un panorama futuro, del afio 2030 y 2045,
donde se calculé un incremento hacia los 643 millones y 783 millones de afectados,
respectivamente (Figura 2). Este incremento se pronostica en su mayoria para paises con
ingresos bajos a medios, lo que repercute en el gasto econdmico total enfocado al tratamiento
de la diabetes. Referente a esto, se espera que en el 2030 el gasto ascienda a los 1.03 billones
de ddlares (20,538,560,500,000 MXN) y en el 2045 se alcancen los 1.05 billones de ddlares
(20,937,367,500,000 MXN)

Mundo América del Norte y el Caribe Europa Pacifico Occidental
783 millones 63 millones PP 69 millones 260 millones
- Aumento m Aumento Aumento Aumento
ELxll 643 millones 57 millones Freey 67 millones 238 millones
6% 24% 13% EH 27%
m 537 millones L] 51 millones ® EEZH 61 millones H Fire]| 208 millones .

L e A e e ]
49 millones \ A ETH 55 millones " 5 136 millones A BT 152 millones A
umento umento umento umento
| a0 millones 9? m 33 millones - 35 millones EEE 112 millones
50% 134% 87% 68%
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Figura 2. Personas adultas con diabetes en el mundo y por region en 2021 y panorama hacia el 2030 y
2045 (Modificado de: FID, 2021).

En ese mismo afio, México se situd en la posicién numero 7 dentro del listado de los 10 paises

con mayor numero de personas adultas con diabetes, siendo 14.1 millones los afectados. El
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prondstico del pais hacia el 2045 no resulta demasiado alentador, debido a que, a pesar del
descenso de México a la posicion 8 del listado, esto ocurre mayormente por el empeoramiento
del prondstico para Bangladesh, y no deberia observarse como un buen resultado del manejo de
la enfermedad por parte de México (Tabla 1) (FID, 2021).

Tabla 1. Paises con mayor numero de adultos (20-79 afios) con diabetes en 2021 y prondstico para
2045 (Modificado de: FID, 2021).

2019 2045

Clasificacion Pais/ Numero de Clasificacion Pais/ Numero de
Territorio personas Territorio personas
con diabetes con diabetes
(millones) (millones)
1 China 140.9 1 China 174.4
2 India 74.2 2 India 124.0
3 Pakistan 33.0 3 Pakistan 62.2
4 Estados 32.2 4 Estados 36.3
Unidos Unidos
5 Indonesia 19.5 5 Indonesia 28.6
6 Brazil 15.7 6 Brasil 23.2
| 7 México 14.1 | 7 Bangladesh 22.3
8 Bangladesh 13.1 |8 México 21.2 |
9 Japon 11.0 9 Egipto 20.0
10 Egipto 10.9 10 Turquia 13.4

Por otro lado, si se excluyen los riesgos de mortalidad asociados a la pandemia por COVID-19,
durante el 2021 las complicaciones asociadas a la diabetes fueron la causa de aproximadamente
6.7 millones de defunciones a nivel global entre personas de 20 a 79 afios, lo que corresponde

al 12.2% de muertes globales de entre todas las causas (FID, 2021).

Aunado a esto, de acuerdo con el Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI) y tomando
en cuenta los datos de la primera mitad del 2021, se reportd a la diabetes dentro de las tres
principales causas de muerte a nivel nacional (Tabla 2, Rango 3), so6lo por debajo de las muertes

ocasionadas por enfermedades cardiacas y las infecciones por COVID-19 (INEGI, 2022).
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Tabla 2. Listado de las 10 principales causas de muerte en México durante el periodo enero-junio 2021

Rango

10

Total

Enfermedades del corazon

113,899
En 2020 fueron 88,572

(Tomado de: INEGI, 2022).

Hombre

Enfermedades del corazon

62,617
En 2020 fueron 54,394

Mujer

Enfermedades del corazdn

51,276
En 2020 fusron 44,173

Diabetes meliitus

74,418
En 2020 fueron 68,372

Diabetes mellitus

38,355
En 2020 fueron 35,522

Diabetes meliitus

36,056
En 2020 fuseron 32 850

Tumores malignos

44 197
En 2020 fueron 44,717

Influenza y neumonia

20,956

En 2020 fueron 23,331

Tumores malignos

21,482
En 2020 fueron 21,902

Tumores malignos

22,714
En 2020 fueron 22 815

Enfermedades cerebrovasculares

9,181
En 2020 fusron 9 084

Influenza y neumonia

8,242

En 2020 fueron 9,222

Accidentes
13,130
En 2020 fueron 12,085
Enfermedades pulmonares
Influenza y neumonia i e s
12,713 4,232
En 2020 fueron 14,107 En 2020 fueran 5,687
Accidentes Enfermedades cerebrovasculares Accidentes
16,912 9681 3768
En 2020 fueron 15,443 En 2020 fueron 9,472 En 2020 fueron 3,335
Enfermedades pulmonares Enfermedades pulmonares IatbEib A reral
obstructivas cronicas obstructivas cronicas
9,152 4,920 3,033
En 2020 fueron 12,071 En 2020 fueron 6,384 En 2020 fueron 3 264
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2.3 Homeostasis de la glucosa
Para poder entender los mecanismos a través de los cuales se desarrolla la diabetes, es

necesario saber acerca de la naturaleza homeostatica del organismo, el cual, siempre necesitara
mantener un ambiente de estabilidad, por lo que, ante cualquier estimulo que represente un

cambio en este sistema, se generara una respuesta para intentar reestablecer el equilibrio

Para la mayoria de los organismos, la glucosa representa la principal fuente de energia. Su
metabolismo comienza después de ser absorbida por transportadores especificos, dependientes

o independientes de sodio, para posteriormente entrar al ciclo de Krebs y producir ATP

Por otro lado, la regulacion de la glucosa esta relacionada con la funcién de hormonas como la
insulina, de manera que la secrecion de ésta a través de las células B del pancreas se vera
influida por un aumento en la concentracién de glucosa en plasma, como respuesta para
reestablecer los valores de glucemia normales (70-100 mg/dL), a la vez que permitira su ingreso

y almacenamiento en diferentes tejidos

2.4 Insulina: biosintesis y secrecion
La insulina es una hormona que se biosintetiza inicialmente como preproinsulina, en los

ribosomas del reticulo endoplasmico rugoso de las células B de los islotes de Langerhans en el
pancreas. Posteriormente, su modificacion enzimatica permite la conversion de preproinsulina a
proinsulina, compuesta por tres cadenas (A, B y C) de péptidos en forma de espiral. Esta
proinsulina migra hacia el aparato de Golgi, donde es empaquetada en granulos secretores y
finalmente termina la transformacién a insulina mediante la accidon de convertasas prohormonas
que actian liberando al péptido C, quedando las cadenas A y B unidas por puentes disulfuro
(Figura 3)

Después de la ingesta de alimentos, el organismo experimenta un incremento en la
concentracién de glucosa plasmatica y extracelular. En este sentido, el transportador de glucosa
GLUT-2 juega un papel importante en la secrecidén de insulina, permitiendo el paso de las
moléculas de glucosa hacia el interior de las células B-pancreaticas. Una vez dentro, la
conversion de la glucosa a glucosa-6-fosfato es mediada por la glucoquinasa, para su posterior
metabolismo en la mitocondria, dando como resultado la formacién de ATP y el bloqueo de los
canales de potasio dependientes de ATP. Este bloqueo provoca la despolarizacion de la

membrana, ocasionando la apertura de los canales de calcio sensibles a voltaje y posibilitando
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el aumento de calcio intracelular que promueve la liberaciéon de los granulos secretores de

insulina por medio de exocitosis (Figura 4) (McGarry ef al., 1999).

Polipéptido preproinsulina 1 Traduccidn

(110 aminodcidos)

NH3>
COOH

Plegamiento de la proteina, SH SH
separacion del fragmento final

24 aminoécidos sirven como sefial

Fragmento central (cadena C)
para la transferencia afuera

de 35 aminoacidos

NH,

+

{
NH ,/ X : . ;
2 Separacién Uniones mediante
\\\\__” del fragmento central puentes disulfuro
« COOH por rotura proteolitica

Polipéptido proinsulina
(86 aminodcidos)

Proteina insulina activa
(51 aminoéacidos)

Cadena A S—

NH2 S
) M COOH
CadenaB Cadena C
(30) NH2 %CO OH (35 aminoacidos)

Figura 3. Modificacién post-traduccional de la insulina (Tomado de:
https://elrinconcicodelaciencia.wordpress.com/2012/12/29/proteasaslas-tijeras-moleculares/sintesis-de-
insulina-abc/).
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Figura 4. Mecanismo de secrecion de la insulina (Modificado de:
https://es.wikipedia.org/wiki/Insulina#/media/Archivo:Glucosa_Liberacion_Insulina_Pancreas.svg).

2.5 Vias de senalizacion de la insulina
En condiciones normales, la insulina secretada es capaz de unirse al receptor de insulina, que

consta de dos subunidades a situadas en el exterior de la membrana celular, y dos subunidades

B que atraviesan la membrana, unidas por puentes disulfuro (Figura 5)
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Figura 5. Estructura del receptor de insulina (Tomado de: ).

Dortiinio catalitico

La unién de la insulina a su receptor se da en la subunidad o, provocando un cambio
conformacional y permitiendo la autofosforilacion de los residuos de tirosina, lo que inicia la
senalizacion principalmente por dos vias: la via de las quinasas activadas por mitégenos (MAPK)

y la via del fosfatidil inositol 3 quinasa (PI3K)

La activacion de la via MAPK sucede al unirse Grb2 a Shc Tir-fosforilado, o al sustrato del
receptor de insulina (IRS) por el dominio SH2. Grb2 esta asociada a una proteina de intercambio
de nucledtidos de mamiferos (MmSOS), capaz de catalizar el cambio de GDP a GTP por la GTPasa
Ras, activandola. Ras en estado activo se une a la parte intracelular de la membrana plasmatica
en la region amino de la proteina Raf. Esta interaccion desplaza a las proteinas ligadas a Raf y
permite su fosforilacion por medio de cinasas de serina y treonina, liberando a la cinasa Raf. Raf-
1 activa a MEK1, provocando la activacién de ERK-1 y ERK-2: dos cinasas reguladoras de los
procesos mitogénicos y anabdlicos de la insulina que inducen la fosforilacion de factores de
transcripcion nucleares como Elk-1, lo que permite la expresién de genes relacionados a las

acciones del factor de crecimiento tisular de la insulina (Figura 6)
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Figura 6. Vias moleculares de senalizacién de la insulina (Tomado de: ).

Por otro lado, en la figura 6 también se puede observar la principal via asociada a la respuesta
metabdlica de la insulina: la via de la PI3K. Esta inicia con la asociacién del complejo de proteinas
reguladoras p85/p110 con las proteinas del IRS, provocando el cambio de la conformacioén de la
subunidad p85, activando a p110 y estimulando la produccion de la enzima PIP3, a la vez que
activa a PDK1. La enzima PIP3 fosforila y activa la proteina Akt, dando como resultado la
traslocacion del transportador de glucosa GLUT-4, expresado en tejido muscular, adiposo y

cardiaco, que posibilitara la entrada de glucosa al interior celular para su posterior metabolismo

2.6 Fisiopatologia de la DT2
Al ser una de las hormonas involucradas en la distribucién y control de los niveles de glucosa, si

existe una deficiencia en la produccién o en la sefalizacion de la insulina, traera como
consecuencia el desequilibrio en la homeostasis de la glucosa, incrementando los niveles

plasmaticos de ésta
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La patogénesis de la DT2 sigue sin ser clara, sin embargo, existen factores de riesgo que
desempenan un papel critico en el desarrollo de la diabetes, tales como los malos habitos
alimenticios, la obesidad y el sedentarismo (sumado a las tendencias hereditarias a padecer la
enfermedad) que, si persisten durante un prolongado periodo de tiempo, conlleva el desarrollar

una de las principales caracteristicas de la DT2: la resistencia a la insulina (RI)

2.7 Resistencia a la insulina
La Rl es un estado previo ala DT2, donde las células no responden adecuadamente a la hormona

debido a inconsistencias en la sefializacion de esta o a la disminucién de su capacidad para
ejercer sus funciones . En la tabla 3 se describen las posibles alteraciones
que se han identificado como contribuyentes a la resistencia . Ademas, siendo
la obesidad uno de los principales factores asociados al desarrollo de la RI, y considerando que
este factor puede asociarse con cierto grado de inflamacion no benéfica, denominada
"inflamacion cronica de bajo grado", podemos asumir la participacion de ciertas moléculas

inflamatorias en el proceso de resistencia

De manera general, el tejido adiposo (TA) esta constituido por adipocitos en un 50%, y el resto
por macrofagos (MFGs), fibroblastos, células endoteliales y otros constituyentes vasculares.
Estos MFGs constituyen del 5-10% del total de células del TA en un estado normal. Por otro lado,
la ganancia de peso asociada a la alimentacion permite la infiltracion de MFGs al TA,

contribuyendo al aumento de hasta un 60% de las células totales del tejido
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Tabla 3. Alteraciones asociadas a la aparicion de la RI

Tipo de alteracion Ejemplo

Pre-receptor Anticuerpos anti-insulina que causan la

destruccién de la hormona.

Metabolismo acelerado de la insulina.

Calidad quimica deficiente de la insulina.

En el receptor Disminucién y/o desensibilizacién de

receptores.

Presencia de anticuerpos anti-receptor.

Post-receptor Modificaciones en las vias metabdlicas
donde interviene la insulina (IRS, PI3K,
sintesis de transportadores de glucosa,
expresion de los transportadores en la

membrana plasmatica, etc).

Principalmente, el TA posee la funcion de almacenamiento de triglicéridos, sin embargo, posee
también una funcion enddcrina de secrecion de adipocinas que intervienen en la regulacion del

metabolismo energético, la respuesta inmune y vascular

Se ha verificado la presencia de macrofagos infiltrados en el tejido adiposo, lo que podria deberse
a la muerte de los adipocitos hipertrofiados o a la hipersecrecion de citocinas proinflamatorias
por parte del mismo tejido. Adicionalmente, esta secrecion aumenta de manera proporcional al
grado de obesidad, creando un ambiente inflamatorio donde existe un incremento en particular
de las concentraciones del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), interleucina 6 (IL-6), resistina,

inhibidor del activador del plasminégeno (PAI-1), leptina (Lp), fibrindbgeno, entre otros

TNF-alfa es una proteina expresada en la membrana celular, cuya principal funcion es la
induccién del proceso inflamatorio, asociandose con la acumulacion de células proinflamatorias,
la expresion de moléculas de adhesion vascular y la sintesis de otras citocinas proinflamatorias,
como IL-1, IL-2, IL-6, interferon gamma (INF-y) y el propio TNF-a. La accion de esta molécula
puede verse potenciada por la accion de otras citocinas como las interleucinas 1, 6 y 8, por lo

que en conjunto se les conoce como citocinas proinflamatorias. Se teoriza la participacion de
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TNF-a en la resistencia a la insulina debido a su capacidad de unirse a los receptores p55y p775
que activan a las cinasas de la familia IKK, produciendo la fosforilacion del factor nuclear-kB (NF-
kB), promoviendo la fosforilacion del sustrato del receptor de insulina-1 en el residuo de serina,

evitando su interaccién con la subunidad beta del receptor de insulina, deteniendo la sefializacion

Ademas, se ha confirmado que la expresién de GLUT-4 se ve afectada por TNF-q, ya que este
ultimo estimula 142 genes de citocinas, factores de crecimiento, y moléculas de senalizacion,
entre otros, mientras disminuye la expresién de 72 genes entre los que se encuentran genes de
expresion de GLUT-4, acetil-CoA sintetasa, adiponectina y del receptor activado por

proliferadores de peroxisomas (PPAR- y) por NF-k(3

En conjunto con lo anterior, el descenso en el numero de células B y su déficit funcional son
factores que contribuyen al inicio, desarrollo y establecimiento de la diabetes. Durante este

proceso, en particular para DT2, es posible observar 3 fases (Pérez, 2009; ADA, 2022):

1. Aparicion de RI periférica acompanada de hiperinsulinemia como parte de la respuesta
del organismo para intentar conservar la homeostasis, de manera que la concentracién
de glucosa plasmatica permanecera en el rango normal (70-100 mg/dL).

2. Se presenta una Rl mas notoria a nivel del tejido muscular y adiposo, provocando que la
hiperinsulinemia sea ineficiente al disminuir la concentracion de glucosa periférica,
resultando en concentraciones plasmaticas de glucosa entre los 100-125 mg/dL.

3. Fase marcada por la disfuncion de las células B del pancreas después de su
sobreestimulacion, y, como consecuencia, la disminucion de la sintesis de insulina e

hiperglucemia en ayuno.

2.8 Diagnéstico
Al tratarse de una enfermedad compleja, el diagnéstico de la diabetes involucra el analisis de

signos clinicos en el paciente, determinados por examenes de laboratorio, tales como la
determinacion de glucosa plasmatica en ayunas y a las 2 horas posteriores a una prueba de
tolerancia oral a la glucosa (PTOG), acompafadas de la determinacion de la hemoglobina
glucosilada (A1C). Ademas de estos signos, el andlisis sintomatoldgico es complementario para

el diagnostico, por lo que en pacientes con sintomas clasicos de hiperglucemia (polifagia,
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polidipsia y poliuria) o con crisis hiperglucémica, se puede considerar la determinacién de glucosa

plasmatica aleatoria (Tabla 4)

Tabla 4. Criterios para el diagndstico de diabetes (ADA, 2022).

Parametro Valor
Glucosa plasmatica en ayunas = 126 mg/dL
Glucosa 2 h post-PTOG = 200 mg/dL
Hemoglobina glucosilada (HbA1C) 26.5%
Glucosa plasmatica aleatoria (en compafia =200 mg/dL
de sintomas de hiperglucemia o crisis
hiperglucémica)

Cualquiera de los criterios antes mencionados puede utilizarse para diagnosticar diabetes, sin
embargo, para la confirmacion del diagnodstico se deben obtener al menos dos parametros
alterados de la misma muestra o de muestras diferentes. Por otro lado, si desde el principio hay
un diagnéstico inicial claro (ej.: paciente que presenta sintomas de hiperglucemia, del que se
obtuvo un valor de glucosa plasmatica aleatoria mayor a 200 mg/dL), no habra necesidad de
confirmar el diagnostico (ADA, 2022).

2.9 Tratamiento
El tratamiento de la DT2 se compone de dos partes esenciales (Figura 7): 1) El tratamiento no

farmacoldgico, que involucra el ejercicio y la mejora de la alimentacién de los pacientes, y 2) el
tratamiento farmacoldgico, haciendo uso de farmacos que actuan a través de distintos
mecanismos de accién y que permiten regular la hiperglucemia de la enfermedad y las

complicaciones asociadas
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Figura 7. Division farmacoldgica y no farmacoldgica del tratamiento de la DT2 (Alcantara et al., 2016).

Siendo el desarrollo de la DT2 muy diferente de paciente a paciente, la terapia farmacoldgica
debe adecuarse al individuo y sus necesidades. En la tabla 5 se enlistan ejemplos de los
medicamentos mas utilizados en el tratamiento de esta enfermedad (ADA, 2022).

Tabla 5. Ejemplos y mecanismo de accion de medicamentos usados en el tratamiento de la DT2 (ADA,
2021; Aylwin, 2016; Mateos et al., 2002).

Clase Mecanismo de accién Ejemplo
Biguanidas Disminuyen la Rl al aumentar la Metformina
glucogendlisis, la captacion de glucosa vy al TR
disminuir la gluconeogénesis. H,Cu
T N” TN,
CH,
Inhibidores del Bloquean los SGLT-2, impidiendo la Empaglifozina
transportador de reabsorcion de glucosa por el rifion, d . al O\Go
sodio-glucosa tipo produciendo glucosuria. “%
2 (SGLT2)
Agonistas del Imita la accion del GLP-1, estimulando la Lixisenatida
receptor del secrecion de insulina de las células B- H-His—Gly—Glu-Gly—
péptido 1 similar al | pancreaticas y disminuyendo la secrecion IZL‘PSZ?‘I;‘;‘E?;‘QZF:‘
glucagon (GLP-1) de glucagon. GIU—Glu—Clu—Ala_Val
Arg—Leu—Phe—lle—Glu—
Trp—Leu—Lys—Asn—-Gly—
Gly—Pro—Ser—Ser—Gly—
Ala—Pro—Pro-Ser-Lys—
Lys—Lys—Lys—Lys—Lys—
NH2
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Inhibidores de la Inhiben a la DPP-4, aumentando los niveles Sitagliptina
dipeptidil peptidasa | y la accion de incretinas endégenas (como : FF
4 (DPP-4) GLP-1), aumentando la secrecion de F le
insulina y disminuyendo la secrecion de NN
glucagon. . NH, O
F
Tiazolidinedionas Disminuyen la RI por su unién al receptor Pioglitazona
o}
HN |
}rr =
J
Sulfonilureas Su unién al receptor de membrana SUR Glibenclamida
provoca el bloqueo de canales de K* o Yt O
dependientes de ATP, estimulando la ? 9 N@ WO
N

secrecion de insulina.

Inhibidores de a- Inhiben a las enzimas encargadas de la Acarbosa
glucosidasas hidrdlisis de disacaridos en el intestino.

Insulina Su union al receptor de insulina en células Lispor, Aspart,
musculares y adiposas facilita la absorcion Insulina humana
de glucosa, inhibiendo la produccion de regular, NPH,
glucogendlisis. Glargina, premezclas

2.10 Las plantas medicinales como alternativa terapéutica
Antes de la conquista, en México era comun la practica de la medicina tradicional por parte de

curanderos, sin embargo, esto cambié ante la llegada de los espanoles, resultando en la
incorporacion de plantas nuevas y una mezcla de los métodos de curacioén. En la actualidad, una
buena parte del uso tradicional de las plantas medicinales consiste en lo que se considera
tratamientos “alternativos” o “complementarios”, los cuales son empleados para diversas
patologias, entre ellas, la diabetes. Este conocimiento usualmente es transmitido de generacion

en generacion de manera oral, y forma parte de la historia y cultura de los grupos étnicos

El estudio cientifico de las plantas medicinales tiene sus bases en los compuestos presentes en
cada una de las partes o en la totalidad de la planta, a los que pueden atribuirse actividades
farmacoldgicas de importancia, permitiendo el establecimiento de estas entidades como fuente

potencial para la obtencion y el desarrollo de farmacos (Santillan, 2012).
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Dentro de la diversidad de plantas medicinales utilizadas comunmente para el tratamiento de la

DT2 se encuentran Trichilia hirta y Argemone mexicana, que se describen a continuacion.

2.10.1 Trichilia hirta
T. hirta (también conocido como coyol, tapa queso o acahuite) es un arbol de la familia Meliaceae,

ampliamente distribuido en América Latina. Crece en bosque tropical caducifolio, subcaducifolio
y bosque de Quercus, alcanzando longitudes desde los 5 hasta los 10 metros (Figura 8),
dependiendo el clima donde se desarrolle. Presenta hojas de forma lanceolada y flores de color
verde-banquecino. Los frutos son verdes, de aspecto aterciopelado en su forma inmadura, que
se abren en tres partes al madurar, mostrando una caracteristica semilla de color rojo-
anaranjado, de las que es posible extraer un aceite que se utiliza con fines cosméticos para el

cabello, o como remedio antipiojos (Fern, 2014; German, 2007).
Antecedentes etnomédicos

Esta especie ha sido utilizada tradicionalmente en el tratamiento de tumores, Ulceras externas y
enfermedades del sistema respiratorio (Hernandez et al.,, 2013). Ademas, en el estado de
Guerrero la corteza del arbol es utilizada como desparasitante (German, 2007) y en Morelos

como tratamiento para la hiperglucemia caracteristica de la diabetes (Aldana, 2019).

Figura 8. Fotografias de Trichilia hirta. Municipio de Emiliano Zapata, Morelos, en el mes de febrero del
2020).
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Antecedentes fitoquimicos y farmacolégicos

Se han logrado aislar gran variedad de metabolitos secundarios en especies del género Trichilia,
tales como terpenos, esteroides, limonoides, cumarinas, flavonoides, lignanos, acidos fendlicos,
aminoacidos y lactonas (Vieira ef al, 2014). Ejemplo de estos compuestos son la procianidina B2,
catequina, epicatequina, acido clorogénico y cinconaina, ademas de polifenoles y taninos. En
especifico, para T. hirta se han aislado variedad de alcaloides, cumarinas, saponinas,
flavonoides, azucares reductores, terpenos (hirtina e hirtinona, Figura 10), esteroles,
antocianidinas, quinonas y compuestos fendlicos, entre otros (Hernandez et al., 2011; Pereira et
al., 2009; Vieira et al., 2013, Gomes et al., 2017).

Figura 9. Estructura quimica de los terpenoszghirﬁna (a) e hirtinona (b)

Por otro lado, en estudios recientes se comprobd la actividad antihiperglucémica a una dosis de
100 mg/kg de los extractos metanolico (EMTh) e hidroalcohdlico (EHIATh) obtenidos de la
corteza de T. hirta. Ambos extractos disminuyeron significativamente el pico hiperglucémico en
curvas de tolerancia a la glucosa (CTG) y a la sacarosa (CTS) en ratones normoglucémicos, lo
que sugiere la participacion de mecanismos de inhibicion de alfa-glucosidasas, mecanismos
insulinosensibilizadores y/o de estimulacion pancreatica para la secrecion de insulina,

destacandose el EHIATh al mostrar un mayor efecto en la disminucion de la glucosa plasmatica

El EHIATh también disminuyo el porcentaje de variacion de glucosa en ratones del modelo de
Diabetes Experimental No Insulinodependiente (DENID), lo que refuerza la idea de que el
EHIATh actie a través de mecanismos insulinosensibilizadores y/o pancreaticos. Ademas, el
EHIATh fue sometido a una evaluacion aguda de la toxicidad, donde la dosis letal media (DLso)
estimada fue mayor a 2000 mg/kg, por lo que el extracto pudo clasificarse en la categoria 4 del

Sistema Globalmente Armonizado de Clasificaciéon y Etiquetado , con la leyenda
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“nocivo en caso de ingestion” . Estos resultados permitieron posicionar al EHiIATh

como un buen candidato para profundizar en su estudio antidiabético y toxicoldgico.

2.10.2 Argemone mexicana
A. mexicana es una hierba erecta que puede alcanzar los 100 cm de altura, de tallo espinoso

verdeazulado, con hojas del mismo color (Figura 11). Las flores estdn formadas por seis pétalos
amarillos y los frutos son capsulas espinosas que en su interior contienen semillas redondas y
negras. Pertenece a la selva baja caducifolia y es comun observarle en zonas aridas, en cultivos,
pastizales y orillas de carreteras. Su distribuciéon geografica abarca desde Estados Unidos de

América hasta Peru y Paraguay

Figura 10. Fotografia de Argemone mexicana (Tomado de:

)

Antecedentes etnomédicos
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En la medicina tradicional mexicana se utiliza el latex y la flor para curar la irritaciéon y carnosidad

de los ojos, mientras que la corteza en decoccién se aplica como fomento contra las cataratas.

Por otro lado, también se le atribuyen propiedades antidiarreicas, purgantes, contra la piel irritada

y la sordera. Asimismo, Argemone mexicana se encuentra dentro de las plantas utilizadas para

el tratamiento de la diabetes.

Antecedentes fitoquimicos y farmacolégicos

Se ha demostrado la actividad antidiabética aguda y subaguda del extracto hidroalcohdlico y sus

fracciones de cloroformo y agua obtenidas de las partes aéreas de A. mexicana, de acuerdo con

lo descrito por Nayak et al.

. Ademas, se sabe que las partes aéreas de la planta

contienen un alcaloide del tipo isoquinolina, llamado Berberina, que posee efecto hipoglicemiante

y modulador del metabolismo de lipidos demostrado en un modelo de diabetes, ademas de

poseer la capacidad de proteger contra los radicales libres

0\

O

+

N

CH, O
> U CH,

Figura 11. Estructura quimica del alcaloide Berberina.
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3. JUSTIFICACION
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La diabetes es un problema de importancia mundial debido a la alta prevalencia de la enfermedad
y al continuo aumento en el numero de personas que la padecen. Durante el 2021 México se
posicioné en el séptimo lugar del listado de paises con mayor nimero de personas con diabetes,
Yy, en ese mismo afo, se calcula que el numero de muertes en el pais causadas por
complicaciones asociadas a la enfermedad fue de alrededor de 74,418 defunciones, lo que
convirtié a la diabetes en la tercera causa de muerte a nivel nacional. Aunado a esto, el costo del
tratamiento para la hiperglucemia impacta en la economia del pais, por lo que es necesaria la
busqueda de nuevas alternativas farmacolégicas que amplien el panorama terapéutico,

involucrando la prevencion y el control de la enfermedad (FID, 2021; INEGI, 2022).

Las plantas medicinales son de las principales fuentes de obtencién de entidades quimicas con
potencial farmacolégico, que se realiza utilizando criterios como el etnomédico (medicina
tradicional) y quimiotaxonémico (similitud que comparten las especies en cuanto a compuestos

y efectos farmacoldgicos) (Gual, 2018).

Por lo anterior escrito, este proyecto pretende demostrar la actividad antidiabética atribuida a las
especies medicinales Trichilia hirfa y Argemone mexicana, asi como generar conocimiento y
aportar bases farmacoldgicas y toxicolégicas que den sustento de su uso y seguridad en el
tratamiento de la DT2.
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El extracto hidroalcohdlico de T. hirta, asi como los extractos organicos de A. mexicana

mostraran efecto antidiabético y seguridad toxicolégica en modelos murinos.
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5.1 Objetivo general:
Determinar el efecto antidiabético y toxicolégico del extracto hidroalcohdlico de T. hirta y los

extractos organicos de A. mexicana en modelos murinos.

5.2 Objetivos especificos:

Determinar el efecto antihiperglucémico del extracto hidroalcohdlico de T. hirta y los
extractos organicos de A. mexicana en un modelo normoglucémico de rata.

Determinar el efecto antidiabético agudo y subagudo del extracto mas activo de A.
mexicana en un modelo experimental de diabetes no insulinodependiente (DENID) en
rata.

Analizar el perfil de glucosa y lipidos de las ratas con diabetes experimental no
insulinodependiente del modelo subagudo.

Evaluar la seguridad toxicoldgica del extracto mas activo de A. mexicana mediante el

ensayo toxicoldgico agudo y subcronico.
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6.1 Colecta y preparacion del material vegetal
El material vegetal de Trichillia hirta (corteza de ramas y tronco) se obtuvo mediante su colecta

en el municipio de Emiliano Zapata, Morelos. Por otro lado, Argemone mexicana (planta
completa) fue colectada en el municipio de Tetecala, Morelos por la L. F. Arlette Jaqueline Torres
Figueroa. Ambas plantas se dejaron secar a la sombra y a temperatura ambiente para,

posteriormente, fragmentar cada una utilizando un molino eléctrico de alta velocidad.

6.2 Obtencidn de los extractos
El material molido de T. hirta y A. mexicana fue macerado por separado, durante 72 horas y por

triplicado con diferentes disolventes y en orden creciente de polaridad. Cada macerado se filtrd
por gravedad para su posterior concentracion con un rotavapor de la marca Buchi, obteniendo
asi los extractos hidroalcohdlicos de corteza de rama (EHiATh) y tronco (EHIATh-CT) de T. hirta,
ademas del extracto hexanico (EHAm), diclorometanico (EDAm) y metandlico (EMAm) de planta
integra de A. mexicana.

6.3 Analisis fitoquimico preliminar

Se realizaron cromatografias en placa fina para todos los extractos obtenidos, utilizando
cromatoplacas de silica gel como fase estacionaria, y una mezcla de diclorometano/metanol en
proporcién 95:5 como fase mévil. A manera de reveladores se empled una lampara de luz
ultravioleta, sulfato cérico amoniacal, vainillina, cloruro férrico y reactivo de Dragendorff.
Adicionalmente, se realizo la prueba de Liebermann-Burchard en tubos para la identificacion

cualitativa de triterpenos en los extractos.

6.4 Animales
Se utilizaron ratas macho adultas de 250-350 g de la cepa Wistar (para los ensayos antidiabéticos

y antihiperglucémicos) y ratones CD1 de 25-35 g de peso (para los ensayos toxicolégicos).
Ambas especies murinas se alimentaron con nutricubos Purina® y agua ad libitum, a la vez que
se mantuvieron en condiciones de laboratorio con ciclos de 12x12 horas de luz y oscuridad. Su
manejo se efectu6 de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-ZO0-1999) de

especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de animales de laboratorio

6.5 Evaluacion del efecto antihiperglucémico
Para determinar la actividad antihiperglucémica se realizaron curvas de tolerancia a la glucosa

(CTG): se formaron 3 grupos de ratas Wistar normoglucémicas con ayuno previo de 16 h 'y agua
ad libitum. Se les midi6 la glucemia basal (Go) e inmediatamente después se administré via

intragastrica (i.g.) al grupo 1 con 100 mg/kg del extracto de prueba (por razones explicadas en el
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apartado de resultados, posteriormente también se decidié evaluar la dosis de 312.5 mg/kg solo
para los extractos EHiIATh y EHIATh-CT), al grupo 2 con glibenclamida (5 mg/kg) como control
positivo y al grupo 3 con el vehiculo utilizado (agua o Tween 80 al 10% dependiendo de la
polaridad de cada extracto) a manera de control negativo. Pasados 30 minutos, se administré
una carga de glucosa de 2 g/kg por la misma via y se monitored la glucosa plasmatica de los
animales a las 0.5, 1, 2 y 3 horas posteriores a la administracion del sacarido, utilizando un

glucémetro Accu-Check® Performa de la marca Roche para obtener los valores.
ANALISIS DE DATOS

Los resultados obtenidos se representaron graficamente mediante el calculo del porcentaje de

variacion de glucosa con la siguiente férmula:
% Variacion de glucemia = [(Gx — Go) / Go] x 100

Donde Gy es la glucemia basal y Gy representa el valor de glucemia medido a cada tiempo
. Para el analisis estadistico mediante ANOVA de dos vias con prueba post-hoc

de Bonferroni (p < 0.05) y la construccion de las gréficas se utilizé Graphpad Prism v. 9.

El extracto que demostr6 mayor actividad antihiperglucémica en los graficos obtenidos fue

seleccionado para proseguir con la evaluacion antidiabética y toxicoldgica.

6.6 Determinacion del efecto antidiabético

6.6.1 Modelo de Diabetes Experimental No Insulinodependiente (DENID)
Para implementar el modelo DENID, se administré nicotinamida (110 mg/kg) via intraperitoneal

(i.p.) y, 15 minutos después, estreptozotocina (65 mg/kg) disuelta en buffer frio de citratos a pH
4.5 por la misma via. Dos semanas post-administracion se monitoreé la glucemia plasmatica y
se eligieron aquellos animales con valores superiores a los 180 mg/dL.

6.6.2 Ensayo antidiabético agudo

Posterior a la diabetizacién, las ratas seleccionadas se dividieron en tres grupos (n=6) y se
sometieron a un ayuno de 13 horas antes de medir la glucemia basal (Go), para luego administrar
el extracto de mayor actividad (100 mg/kg) al grupo 1, glibenclamida (10 mg/kg) al grupo 2 y el
vehiculo (Tween 80 al 10%) al grupo 3, todo via i.g. El monitoreo de glucosa se realizo a las

horas 1, 3, 5y 7 post-administracion.

ANALISIS DE DATOS
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Los datos obtenidos se procesaron de manera similar al ejecutado durante las CTG para obtener
el andlisis estadistico y las graficas de porcentaje de variacion de glucosa.

6.6.3 Ensayo antidiabético subagudo

Se formaron tres grupos de ratas Wistar (n=6) del modelo DENID, a los que se administré
diariamente via i.g. con 1) el extracto mas activo (100 mg/kg), 2) metformina (200 mg/kg) y 3)
vehiculo (Tween 80 al 10%) respectiva y diariamente para cada grupo, durante 15 dias. Se
monitored la glucosa plasmatica en los dias 1, 3, 6, 9, 12 y 15, antes de la administracion diaria
(Go) y 5 horas posteriores a ésta (Gs). Los animales se mantuvieron en condiciones de bioterio,
con alimento y agua ad libitum. Los animales de cada grupo se pesaron durante los dias de
tratamiento para su posterior analisis con respecto al peso inicial.

6.6.4 Analisis del perfil de glucosay lipidos

Al término del ensayo antidiabético subagudo se anestesié a los animales con pentobarbital
sodico y se obtuvo sangre por puncidon cardiaca en tubos sin
anticoagulante que posteriormente se centrifugaron a 3500 rpm x 10 min, logrando separar el
suero. Posteriormente, en colaboracion con la Bidl. del Centro Médico UAEM se determinaron
los niveles de glucosa, colesterol, triglicéridos, HDL y LDL, mediante kits comerciales para

métodos enzimaticos fotocolorimétricos de los laboratorios Wiener de México.
ANALISIS DE DATOS

Para construir las graficas y analizar estadisticamente los datos se empleé Graphpad Prism v. 9

y ANOVA de dos vias, p < 0.05, con un analisis post-hoc de Bonferroni.

6.7 Determinacion de la toxicologia

6.7.1 Ensayo de toxicidad aguda
Como modelo, se utilizé el establecido en la guia numero 423 de la Organizacion para la

Cooperacion y el Desarrollo Econémico (OECD), con algunas modificaciones . Se
formaron 4 grupos de ratones CD1 (n=3) y se sometieron a un ayuno de 8 horas. Posteriormente
se administro el extracto de prueba a las dosis de 5, 50, 300 y 2000 mg/kg y se mantuvo a los
animales bajo observacion, especialmente las primeras 4 horas, y extendiendo el monitoreo
hacia los 14 dias en total. Se determiné el niumero de muertes y los cambios fisicos y/o
conductuales observados post-administracion. Con base en los resultados obtenidos, el extracto
fue clasificado de acuerdo con el Sistema Globalmente Armonizado de Clasificacion y Etiquetado
de Productos Quimicos (SGA).
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6.7.2 Ensayo de toxicidad subcrénica
Este estudio se realizé siguiendo las recomendaciones de la guia 407 de la OECD con algunas

modificaciones . Dos grupos de ratones macho CD1 se mantuvieron en ayuno
previo al experimento durante 8 horas. Posteriormente, se administré via i.g. diariamente, durante
28 dias y a la misma hora, con vehiculo (aceite de almendras/agua en proporcién 80:20%) y
extracto de prueba (100 mg/kg), respectivamente. Los ratones se pesaron al inicio, durante y
posterior al experimento, ademas, se observé el comportamiento de ambos grupos. El dia 29 del
experimento se anestesiaron los ratones con pentobarbital sédico para obtener sangre mediante
puncion cardiaca, de la que posteriormente se determinaron los niveles de aspartato
aminotransferasa (AST) y alanina aminotransferasa (ALT). Después, se extrajeron los principales
organos metabolizadores (higado, corazén y rifion) por diseccion abdominal. Los tejidos se fijaron

con formaldehido al 10% para la histologia correspondiente.
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7.1 Evaluacion de los extractos hidroalcohdlicos de T. hirta
Durante el 2019 se comprobé la actividad antihiperglucémica y antidiabética del EHIATh

, por lo que surgieron perspectivas para ahondar en su investigacién antidiabética y
toxicolégica. Esto supuso el requerimiento de mayor cantidad de material vegetal para la
obtencién de extracto nuevo y llevar a cabo las evaluaciones pertinentes. Sin embargo, la colecta
de las ramas se vio afectada por la tala de la especie para su uso tradicional, permitiendo
Unicamente la colecta de la corteza que se desprende naturalmente del tronco. De este material
vegetal se obtuvo el EHIATh-CT.

7.1.1 Cromatografias en placa fina:
Con la finalidad de comparar cualitativamente los compuestos presentes en el EHIATh y el

EHIATh-CT se realizé una cromatografia en placa fina que posteriormente se revel6 con luz UV
(Figura 1). A partir de las caracteristicas de las franjas observadas, se concluye que los extractos
no contienen los mismos compuestos. A pesar de esto, se decidié analizarlos mediante curvas
de tolerancia a la glucosa para verificar su comportamiento con respecto a los niveles de

glucemia en ratas.

95:5 CHzCl:MeOH

Figura 12. Cromatografia en capa fina de los extractos EHIATh (A) y EHIATh-CT (B), observada bajo luz
UV-Visible a onda larga
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7.1.2 Curvas de tolerancia a la glucosa (CTG) del EHiATh y EHIATh-CT
Las CTG permiten observar los efectos preliminares de los extractos sobre la glucemia posterior

a la administracion de una carga de glucosa. Estos resultados se expresan en gréficas de

porcentaje de variacion de glucosa (%) con respecto al tiempo (h).

En la Grafica 1 se muestra el comportamiento del EHiIATh y EHIATh-CT evaluados a una dosis
de 100 mg/kg. Se observa que ninguno de los extractos disminuy6 significativamente la glucemia
con respecto al vehiculo en todos los tiempos evaluados, por lo que se realizé una nueva CTG
aumentando la dosis en 1/2 logaritmo. En contraste, en la CTG a dosis aumentada (312.5 mg/kg)
si se observo disminucion significativa de la glucemia por parte del EHiIATh, ala hora 0.5, 1y 2
con respecto al vehiculo (Grafica 2), sin embargo, el EHIATh-CT nuevamente no presento efecto

antihiperglucémico.

-o- Vehiculo (agua)
-# Clibenclamida (5 mg/kg)
EHIATh (100 mgrkg)

1 - EHIATh-CT (100 magrkg)

% variacion de glucosa
[4.]
(=]
Il

=)
o
o
-
N
-

Tiempo (h)

Grafica 1. Ensayo de tolerancia a la glucosa de los extractos hidroalcohdlicos de corteza de ramas
(EHiATh) y del tronco (EHIATh-CT) de T. hirta (100 mg/kg), vehiculo (agua) y glibenclamida,
administrados via i.g. en ratas normoglucémicas.

Los valores de cada punto representan el error estandar promedio (+ EEM).
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Grafica 2. Ensayo de tolerancia a la glucosa de los extractos hidroalcohdlicos de corteza de las ramas
(EHiATh) y del tronco (EHIATh-CT) de T. hirta (312.5 mg/kg), vehiculo (agua) y glibenclamida,
administrados via i.g. en ratas normoglucémicas. Los valores de cada punto representan el error
estandar promedio (x EEM). *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 comparado con el vehiculo.

Con base en las graficas y la cromatografia de ambos extractos, se sugiere que el EHIATh-CT
carece de los compuestos responsables de disminuir la glucemia, que, por otro lado, si se
encuentran presentes en el EHiATh, a pesar de provenir del mismo ejemplar. En este sentido,
es posible que los compuestos contenidos en la corteza de las ramas se degraden a medida que

la corteza envejece y comienza a engrosarse para formar parte del tronco.

Ademas, el requerimiento de una dosis mayor para observar el efecto del EHIATh podria deberse
a la degradacion de los compuestos presentes en el extracto, considerando que su preparacion

se llevd a cabo en marzo del 2019.

7.2 Evaluacion de los extractos obtenidos de A. mexicana

7.2.1 Analisis fitoquimico preliminar
Las cromatoplacas de los extractos EHAm, EDAm, EMAm se revelaron con una lampara de luz

UV a onda larga y onda corta. A onda larga se observé una gran variedad de bandas de colores
fluorescentes presentes en los tres extractos, mientras que a onda corta fue posible observar
bandas oscuras en los tres extractos y dos bandas amarillas caracteristicas en el EHAm y el
EDAm (Figura 2).
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95:5 Diclorometano: MeOH

EHAm EDAm  EMAmM

Figura 13. Cromatografia en capa fina de los extractos EHAm, EDAm y EMAm, observada bajo luz UV a
onda larga (izquierda) y onda corta (derecha).

Con el objetivo de conocer la fitoquimica preliminar de los extractos, se revelaron cromatografias

con sulfato sérico amoniacal, vainillina, cloruro férrico y reactivo de Dragendorff (Figura 3).

El sulfato cérico es un revelador universal utilizado para identificar cualitativamente la presencia
de grupos oxidables, tales como los alcaloides. En la placa revelada con sulfato cérico de la
Figura 3 se pueden observar diversas bandas de color marrén en los tres extractos, siendo mas
predominantes en el EHAm y EDAm. Ademas, este revelador también es util en la identificacion
de compuestos triterpénicos, dando una coloracion violeta caracteristica, sin embargo, no se
observan bandas con esta coloracion, por lo que se sugiere que no hay compuestos de tipo

triterpeno en los extractos

Vainillina es otro revelador universal utilizado para identificar principalmente fenoles y esteroides.
Los colores de las bandas pueden ser violeta, azul, rojo, gris o verde. En la placa revelada con
este reactivo se observaron algunas bandas de color violeta en los extractos EHAm y EDAm,
ademas de una banda de color verde presente en el EDAm (Figura 3) . Por
otro lado, el revelado con cloruro férrico (FeCls) resulta util para la identificaciéon cualitativa de
compuestos fendlicos, donde las bandas se tornan de verdes a marrén para derivados de catecol,
y de color azul para derivados de pirogalol . En la placa revelada con FeCls; de
la Figura 3 se puede observar una banda caracteristica de color verde en el EDAm, a la misma
altura que la observada de color verde en la placa revelada con vainillina, por lo que se confirma

la presencia de fenoles en el EDAm.
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Figura 14. Cromatografias en capa fina de los extractos EHAm, EDAm y EMAm, revelados con (de
izquierda a derecha) sulfato cérico amoniacal, vainillina, cloruro férrico y reactivo de Dragendorff.

La presencia de alcaloides puede detectarse empleando el reactivo de Dragendorff, por la
formacion de un precipitado rojizo entre el reactivo y los alcaloides (Coy ef a/., 2014). La ultima
placa de la figura 3 se revel6 con dicho reactivo, donde se observan bandas rojizas en los tres
extractos, sin embargo, la méas notoria es la observable en el EDAm. Esto coincide con lo descrito
acerca de A. mexicana en la literatura, donde se presume que la mayoria de los compuestos que
se han logrado aislar de la especie pertenecen a la clase de los alcaloides (Brahmachari ef al.,
2013).

Prueba de Liebermann-Burchard
Pequefias muestras de extracto fueron disueltas en 0.5 ml de cloroformo, para posteriormente
afiadir 0.5 ml de anhidrido aceético y 2 gotas de acido sulfurico. En la Figura 4 se puede apreciar
el antes y después de la reaccion con los extractos y colesterol como control positivo. EI EHAm
y el EDAm adquirieron un color verdeazulado, lo que indica la presencia de compuestos de tipo
esteroidal y triterpénicos (Guillermo, 2002).
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Figura 15. Prueba de Liebermann-Burchard antes de agregar H2SO4 (izquierda) y después (derecha)
aplicada a los extractos obtenidos de A. mexicana. Se utilizé colesterol como control positivo.

7.2.3 Curvas de tolerancia a la glucosa del EHAm, EDAm y EMAm
En la Grafica 3 se observa la actividad antihiperglucémica del EHAm y EMAm, siendo EHAm el

unico capaz de disminuir significativamente el pico hiperglucémico a la hora 0.5, por lo que es
posible que el extracto esté asociado a mecanismos extrapancreaticos, como la inhibicién de
transportadores y cotransportadores de glucosa. Asimismo, el EHAm es capaz de mantener esta
disminucién significativa hasta la hora 1, por lo que también se sugiere la participacion de
mecanismos insulinosensibilizadores

Respecto al EMAm, podemos observar que a pesar de no disminuir el pico hiperglucémico
caracteristico de la hora 0.5, si disminuye significativamente la glucemia a la hora 1, por lo que
es posible asociar al extracto con mecanismos insulinosensibilizadores

Por otro lado, se sugiere que el EDAm también esté asociado a mecanismos extrapancreaticos
e insulinosensibilizadores debido a su efecto observado en la Gréafica 4, donde la disminucion
significativa del pico hiperglucémico a la hora 0.5 y su efecto sostenido en la disminucién de la
glucemia fueron destacables

Con base en los resultados obtenidos en las CTG, se seleccioné al EDAm para proseguir con las

evaluaciones antidiabéticas y toxicologicas.
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Gréafica 3. Ensayo de tolerancia a la glucosa de los extractos hexanico (EHAm) y metandlico (EMAm) de
A. mexicana, vehiculo (Tween 80 al 10%) y glibenclamida, administrados via i.g. en ratas
normoglucémicas. Los valores de cada punto representan el error estandar promedio (+ EEM). **p <
0.01, ***p < 0.001 comparado con el vehiculo.
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Grafica 4. Ensayo de tolerancia a la glucosa del extracto diclorometanico (EDAm) de A. mexicana,
vehiculo (Tween 80 al 10%) y glibenclamida, administrados via i.g. en ratas normoglucémicas. Los
valores de cada punto representan el error estandar promedio (£ EEM). ***p < 0.001 comparado con el
vehiculo.

7.2.4 Ensayo antidiabético agudo
En la grafica 5 se muestran los resultados de porcentaje de variacion de glucosaalas 1,3,5y 7

horas posteriores a la administracion via i.g. del extracto, donde se aprecia la disminucion
significativa de la glucemia a todas las horas monitoreadas posteriores a la administracién de
EDAm, con respecto al vehiculo. El extracto mostré un comportamiento similar al del farmaco
glibenclamida, utilizado como control positivo por su conocido mecanismo de accién secretagogo

de insulina, por lo que, ademas de los mecanismos extrapancreaticos e insulinosensibilizadores,
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también se sugiere que EDAm actue mediante la participacion de mecanismos pancreaticos
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Gréfica 5. Ensayo antidiabético agudo del extracto diclorometanico (EDAm) de A. mexicana en un
modelo DENID en rata.
Los valores de cada punto representan el + EEM. ***p < 0.001, *p < 0.05 comparado con el vehiculo.

7.2.5 Ensayo antidiabético subagudo
Debido a la naturaleza cronica de la diabetes, se requiere de la administracion de farmacos por

tiempos prolongados para mantener estables los niveles de glucosa plasmatica. En este sentido,
el ensayo antidiabético subagudo es una buena aproximaciéon para demostrar la actividad
antidiabética del EDAm durante su administracion a mediano plazo en un modelo animal.

El monitoreo de la glucosa a través de los dias se realizé antes de la administracion del EDAm
(GO0) para analizar si el extracto disminuye la hiperglucemia 24 horas post-administracion o si
impide que la enfermedad progrese. Debido a que las mediciones se realizaron sin ayuno previo,
en la grafica 6 se observa que existe mucha variabilidad entre los datos obtenidos, sin embargo,
el comportamiento del extracto se observa similar al del grupo tratado con metformina,

disminuyendo significativamente la glucosa al dia 6.
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Gréafica 6. Variacién en la glucemia antes (GO) de la administracién oral subaguda del EDAm (100
mg/kg), Tween 80 al 10% y metformina (200 mg/kg) en un modelo DENID en rata, durante 15 dias. Cada

grupo representa el + EEM. **p < 0.01, *p < 0.05 comparado con el vehiculo.

Ademas, se realizo el seguimiento de glucosa 5 horas post-administracion del EDAm (G5) para
analizar si existia un mayor control sobre la glucemia después del tratamiento continuo con el
extracto. La disminucion significativa de la glucosa se observé de manera similar a la grafica
anterior, durante el dia 6, donde el EDAm mostré una conducta similar al del control de

metformina (Grafica 7), comprobando que el extracto es capaz de regular el metabolismo de

glucosa.
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Grafica 7. Variacion en la glucemia después (G5) de la administracién oral subaguda del EDAm (100
mg/kg), Tween 80 al 10% y metformina (200 mg/kg) en un modelo DENID en rata, durante 15 dias. Cada
grupo representa el + EEM. **p < 0.01, *p < 0.05 comparado con el vehiculo.
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Por otro lado, la grafica 8 muestra el seguimiento del peso de los grupos empleados en el ensayo
subagudo, donde no se observd un cambio significativo entre los pesos de los animales.
Metformina es un farmaco conocido por utilizarse en el tratamiento de pacientes diabéticos con
obesidad debido a que posee un efecto de disminucién del peso corporal, no obstante, este
efecto es observable a partir de la semana 5 de tratamiento consecutivo, lo que explica que dicho

comportamiento no se vea reflejado en los resultados.

40+
& -~ Tween 80 al 10%
§ 30- = EDAm (100 mg/kg)
% 20 -+ Metformina (200 mg/kg)
c
©
-g 10
-
T
> 04
=R
-10 T T T T T I

Tiempo (dias)

Gréfica 8. Variacion en el peso tras la administracion i.g. del EDAm (100 mg/kg), Tween 80 al 10% y
metformina (200 mg/kg) en un modelo DENID en rata, durante 15 dias.

Después de concluir el tratamiento se extrajeron muestras de sangre por puncion cardiaca para
realizar el perfil bioquimico y de esta manera analizar si existian cambios en los niveles totales
de glucosa, triglicéridos, colesterol, HDL y LDL. Como se observa en la grafica 9, no se presentd
una disminucion significativa de la glucemia ni de los triglicéridos por parte del EDAm con
respecto al vehiculo. Por otro lado, en la grafica 10 tampoco se observé la presencia de una
disminucién importante de los niveles de colesterol, HDL y LDL, lo que implica que el extracto no

influye en la mejora del metabolismo de lipidos.

48



“ESTUDIO ANTIDIABETICO, TOXICOLOGICO Y -

CARACTERIZACION FITOQUIMICA DEL EXTRACTO %ulmd
P ——— HIDROALCOHOLICO DE Trichilia hirta” de Farmacia
ESTADO DE MORELOS Conaeimiento al servicio de la salud

El Tween 80 al 10%
El Metformina (200 mg/kg)
BN EDAm (100 mg/kg)

800

600 *

400

mg/dL

200

GLUCOSA TRIGLICERIDOS

Grafica 9. Perfil de glucosa vy triglicéridos post-administracion subaguda del EDAm (100 mg/kg), vehiculo
(Tween 80 al 10%), metformina (200 mg/kg), en el modelo DENID en ratas.
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Grafica 10. Perfil de colesterol, HDL y LDL post-administracion subaguda del EDAm (100 mg/kg),
vehiculo (Tween 80 al 10%), metformina (200 mg/kg), en el modelo DENID en ratas.

7.2.6 Evaluaciones toxicologicas
Los ensayos de toxicidad son utiles para predecir o determinar los posibles efectos adversos que

puedan experimentar los humanos al exponerse a ciertas sustancias quimicas de manera aguda
0 cronica . En materia de los productos naturales, existe la falsa creencia de que
lo natural carece de toxicidad o no genera efectos adversos, a pesar de que existen bases
cientificas que prueban que las plantas también pueden presentar dichos efectos

, por lo que, se volvid de suma importancia establecer la seguridad del extracto mas

activo. De esta manera, se plantearon las evaluaciones toxicolégicas aguda y subcronica del
EDAm.
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7.2.6.1 Toxicidad aguda
Para evaluar la toxicidad del EDAm se realizé el ensayo de toxicidad aguda acorde con el

apartado 423 de la OECD, que permite determinar el rango de DLs de la sustancia a evaluar, de
manera que se pueda clasificar de acuerdo con las categorias que describe el Sistema

Globalmente Armonizado de Clasificacién y Etiquetado de Productos Quimicos (SGA)

En la tabla 6 se presentan los resultados de mortalidad obtenidos durante el experimento, a cada
una de las dosis evaluadas del EDAm. Asi, el extracto pudo clasificarse en la categoria 3, con la
leyenda "toxico en caso de ingestion", dado que a la dosis de 300 mg/kg no hubo mortalidad, no
obstante, la toxicidad se presento6 a la dosis de 2000 mg/kg en forma de piloereccion, diarrea y
alteraciones en la motricidad de los ratones a las dos horas post-administracion del EDAm,
ademas, 4 horas después del experimento se presentd el 100% de mortalidad en el grupo

evaluado.

Tabla 6. Ensayo de toxicidad aguda.

Dosis (mg/kg) Mortalidad Clasificacion (SGA) Simbolo
5 0 Categoria 3
50 0 “Toxico en caso de %
300 0 ingestion”
2000 100%

7.2.6.2 Toxicidad subcronica
Los ensayos de toxicidad subcronica aportan informacién de los efectos tras la administracion de

algun xenobidtico a cierta dosis durante un tiempo prolongado (28 dias). Para determinar dichos
efectos, se llevd a cabo un analisis histoldégico de los principales 6rganos metabolizadores
(higado, corazdén vy rifion), acompafiado de la determinacion de parametros bioquimicos
relacionados al dano en las funciones hepatica y cardiaca (determinacién de las enzimas ALT y
AST)

La gréfica 11 refleja el porcentaje de variacion del peso de los ratones tratados con EDAm a 100

mg/kg vs. el grupo vehiculo, donde no se observé diferencia significativa entre ambos grupos.
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Grafica 11. Variacion en el peso de los ratones tratados con EDAm vs. los tratados con vehiculo durante
28 dias de tratamiento.

Respecto a los cambios en el comportamiento animal, a través del experimento se observé
agresividad en los ratones y la oposicién a la administracién del extracto, que se acentuaron mas
conforme avanzaban los dias del tratamiento, ademas, se observd la evacuacion de heces
blandas y piloereccion en todos los ejemplares del grupo tratado con EDAm, efectos que se

vieron acompafiados por una notoria degeneracion progresiva.

Por otro lado, se determin¢ la variacion de peso de los érganos metabolizadores como indicador
de la posible toxicidad generada por el extracto , Sin embargo, se encontro
que no hubo cambios considerables en el peso de los érganos del grupo tratado con EDAm vs.

el grupo vehiculo (Grafica 12).
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Grafica 12. Variacion de peso relativo de los principales érganos metabolizadores tras 28 dias de
tratamiento.

El higado es uno de los principales 6rganos encargados de la detoxificacion del organismo por
medio del metabolismo de xenobidticos por lo que, para determinar si
EDAm estaba generando algun tipo de dafio o alteraciones a nivel hepatico tras la administracion
consecutiva, se evaluaron los niveles de aspartato aminotransferasa (AST) y alanino
aminotransferasa (ALT), que suelen ser buenos marcadores para la presencia de dafio hepatico.
Al ser enzimas que se encuentran en el interior de los hepatocitos, si se produce un dano en
dichas células, AST y ALT son liberadas al torrente sanguineo y sus niveles plasmaticos se

incrementan

Los valores de transaminasas observados en la Grafica 13 no tuvieron cambios significativos vs.
el vehiculo y, ademas, los valores para ALT se encuentran dentro del rango normal para ratones
de la cepa CD1 (28-184 U/L), sin embargo, los valores obtenidos de AST son mayores a los
normales tanto para el grupo tratado como el vehiculo, con base en lo reportado por Kaneko

, donde se establecio el rango de 55-251 U/L para AST en ratones CD1.
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Grafica 13. Valores de transaminasas (ALT y AST) después de 28 dias de tratamiento.

Por otro lado, para determinar la presencia de dafio celular por parte del extracto, se analizaron
las micrografias obtenidas, donde se observé la integridad de las células con nucleos definidos
y membranas normales. No se observo la presencia de infiltracion celular ni procesos necroéticos

en el corazon, higado y rifidn (Figura 16).

Vehiculo
(80:20 aceite de
almendras/agua)

EDAmM
(100 mg/kg)

Corazon Higado Rifdn

Figura 16. Micrografias de los principales 6rganos metabolizadores del grupo vehiculo vs. el grupo
administrado con EDAm (100 mg/kg) de manera subcronica. Tincion de hematoxilina-eosina.
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EHiATh y EHIATh-CT no presentaron actividad antihiperglucémica a una dosis de 100 mg/kg, sin
embargo, la disminucion de la glucemia por parte del EHIATh si fue observable a la dosis de
312.5 mg/kg.

De los extractos obtenidos de A. mexicana, EDAm destac6 al mostrar mayor efecto
antihiperglucémico en las CTG y efecto antidiabético durante los ensayos en el modelo DENID
de manera aguda y subaguda. Es posible que EDAm actie a nivel de mecanismos
insulinosensibilizadores y/o secretagogos de insulina, lo que hace al extracto un blanco posible

para la busqueda de farmacos que contribuyan al tratamiento de la DT2.

Se sugiere que la DLsy del EDAm esta situada entre los 300 y 2000 mg/kg, sin embargo, es

necesario ahondar en la investigacion acerca de su toxicidad antes de poder establecer la DLso.

A pesar de observar cambios conductuales asociados a toxicidad en los animales, no hubo
diferencia significativa en la variacion del peso de éstos ni de los 6rganos metabolizadores,

ademas, los valores de transaminasas y las micrografias obtenidas se observaron normales.
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1. Determinar el efecto antidiabético subagudo y la toxicidad subcrénica del EHIATh en un
modelo DENID en rata.
2. Realizar el estudio fitoquimico del EHiATh y llevar a cabo ensayos in vivo para determinar
su actividad antidiabética.
3. Obtener los compuestos responsables del efecto antidiabético del EDAm durante su
estudio fitoquimico.
4. Establecer el potencial efecto antihiperglucémico y antidiabético de los compuestos
aislados del EDAm.
5. Establecer la DLsy del EDAm.
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