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L. RESUMEN

En las ultimas décadas ha incrementado a nivel mundial las personas diagnosticadas con diabetes,
sobre todo en paises en vias de desarrollo. En Guatemala, la diversidad étnica presente en las
comunidades rurales que tienen poco acceso a la salud tiende a utilizar plantas medicinales de uso
tradicional como tratamiento alternativo o concomitante para diversas enfermedades. Sin
embargo, muchas de las especies vegetales utilizadas carecen de estudios farmacolégicos que
respalden su uso. El objetivo del estudio fue evaluar el efecto hipoglucemiante de Lippia alba (Mill)
N.E. Brown (Salvia sija) y Piper jacquemontianum Kunth. (Cordoncillo) en ratones macho CD-1. La
diabetes fue inducida en ratones de ocho semanas de edad con estreptozotocina via intraperitoneal
(110 mg/kg), administrando diariamente extractos via oral con diferentes dosis (50 y 100 mg/kg)
por 60 dias, luego de confirmar hiperglicemia. Los niveles de glucosa sanguinea fueron medidos el
dia 0, 30 y 60 de administracidon y los pesos se registraron diariamente. Se demostré que la
administracién de L. alba durante 30 y 60 dias reduce significativamente (P<0.05) los niveles de
glucosa en sangre comparado con el grupo control diabético y P. jacquemontianum no mostré
diferencia significativa en los niveles de glucosa. Por lo tanto, se demostrd que las especies de uso
tradicional en Guatemala como L. alba, pueden ser potenciales candidatos de tratamiento para la
diabetes mellitus.
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Il.  INTRODUCCION

En 2014 aproximadamente 422 millones de adultos mayores de 18 afios a nivel mundial vivian con
diabetes segln la Organizacién Mundial de la Salud (Organizacién Mundial de la Salud, 2018). Este
numero de personas ha aumentado definitivamente en los ultimos afios, sobre todo en paises con
menores ingresos y en vias de desarrollo. En el 2016 un estimado de 1.6 millones de muertes en el
mundo fueron causadas directamente por la diabetes y 2.2 millones fueron atribuibles a la glucosa
alta en sangre en el afio 2012. Se estima que para el afio 2035 el nUmero de casos de diabetes en el
mundo sera de 592 millones (Giovannini et al., 2016).

Segun la Organizacidon Panamericana de la Salud (OPS), aproximadamente 62 millones de personas
tienen diabetes en las Américas, y en Sudamérica y América Central (SACA) se proyecta un
incremento de 60% para el 2035 con un promedio de prevalencia de 9.8% (Organizacion
Panamericana de la Salud, 2019; Aschner et al., 2013). En las ultimas décadas, Guatemala ha seguido
las tendencias mundiales hacia el aumento de diabetes debido a los estilos de vida sedentarios,
mayor urbanizacién y el impacto de los estilos de vida agricolas tradicionales (Chary et al., 2012).
Prueba de ello que en el 2013, se posiciond entre los cinco paises con mayor prevalencia de diabetes
en la region SACA con un 10.87 % (Aschner et al., 2013)

Guatemala tiene una amplia proporcién de poblacion indigena, siendo mas de un 60 % de la
poblacién total y la mayoria de ella concentrada en las tierras altas al oeste del pais. La disparidad
gue existe entre la poblacién indigena y no indigena es evidente, teniendo una expectativa de vida
con 13 afos menos y teniendo 2.8 veces mas menos recursos (Foster et al., 2015). Por ello datos
derivados predominantemente de poblacién urbana pueden no reflejar de manera precisa la
diversidad nacional del pais. Aunque el gobierno ha ampliado los servicios de salud para toda la
poblacién, las barreras persisten por diversas causas y las personas admiten que toman sus
medicamentos de manera esporadica o que los consumen en combinacién con tratamientos
naturales (Andrews et al., 2018).

El tener un mayor conocimiento de las plantas medicinales es una via para mejorar la calidad del
tratamiento y la seguridad del paciente, asi como para contribuir al descubrimiento de nuevas
drogas y principios activos. El acceso a los medicamentos utilizados para tratar la diabetes es
problematico, sobre todo en las zonas habitadas por poblacién indigena por que son areas con
servicios basicos e infraestructura limitada (Martins, 2013). Sin embargo, en el pais existe una gran
cantidad de plantas medicinales nativas que se utilizan de manera tradicional pero que no poseen
evidencia cientifica que respalde su uso. Es por ello que en el siguiente estudio se evaluaron 2
plantas nativas utilizadas tradicionalmente en Guatemala en un modelo in vivo de diabetes mellitus
para determinar su relevancia en la patologia.
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1. ANTECEDENTES
3.1 Diabetes Mellitus

La diabetes mellitus (DM) es un grupo de enfermedades metabdlicas caracterizadas por la
hiperglicemia como consecuencia de defectos en la secrecidn de insulina, accién de la insulina, o
ambas (American Diabetes Association, 2014). Varios procesos patogénicos estan involucrados en
el desarrollo de la enfermedad, como la destruccién autoinmune de las células R del pancreas vy el
desarrollo de resistencia a la insulina.

La DM se clasifica principalmente en tipo 1, tipo 2, tipos especificos y diabetes gestacional (Tabla 1).

Tabla 1. Clasificacion de DM.

Clasificacion Descripcién
Diabetes mellitus tipo 1 (DMT1) Destruccidn autoinmune de la célula B, ocasionando
deficiencia absoluta de insulina y tendencia a la
cetoacidosis.
Diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) Asociada a obesidad o incremento en grasa visceral,
donde existe una resistencia a la insulina, acompanada de
una deficiencia de la misma.

Otros tipos especificos
Defectos genéticos de la funcion  Asociados a defectos monogénicos en la funcion de la

de célula B célula B que se heredan en patrén autosémico
dominante.

Defectos genéticos en la accién Causas inusuales asociadas con mutaciones en el

de la insulina receptor de insulina (resistencia a insulina tipo A,
leprechaunismo, y otros).

Enfermedades del pancreas Pancreatitis, trauma pancredtico, pancreatectomia,

exocrino neoplasia del pancreas, fibrosis quistica, y otros.

Endocrinopatias Acromegalia, sindrome de Cushing, glucagonoma,
feocromocitoma, hipertiroidismo, y otros.

Inducida por drogas o quimicos Fenitoina, diazoxido, tiazidas, agonistas beta

adrenérgicos, pentamida, y otros.

Infecciones
Formas poco comunes de DM
mediada inmunoldgicamente
Otros sindromes genéticos
asociados

Diabetes mellitus gestacional (DMG)

Rubéola congénita, citomegalovirus, y otros.

Sindrome del hombre rigido, presencia de anticuerpos
contra el receptor de insulina y acantosis.

Sindrome de Down, sindrome de Klinefelter, sindrome de
Turner, sindrome de Wolfram, porfiria, y otros.
Intolerancia a la glucosa detectada por primera vez
durante el embarazo.




13

3.1.1 Epidemiologia
En la Figura 1 se observa que el grupo cultural con mayor morbilidad en los afios 2016 al 2019 es el
mestizo-ladino, aumentando aproximadamente mas de 10,000 casos cada afio y aproximandose a
cien mil casos en el 2019. El otro grupo cultural con gran nimero de casos de morbilidad es el maya,
aumentando aproximadamente 5,000 casos anualmente y superando los 30,000 casos en el 2019.

Sin embargo, en el caso del grupo cultural maya el nimero de casos puede no ser certero debido a
la falta de acceso a salud que tiene dicho grupo. Ya que el informe del perfil de salud de los pueblos
indigenas de Guatemala, elaborado por la OMS, OPS y el MSPAS, muestra que el nivel de reportes
de episodios de enfermedades es mas alto entre la poblaciédn no indigena que entre la poblacién
indigena (27,4% contra 24,1% respectivamente) debido entre otros factores, a la inaccesibilidad a
los servicios de salud, tanto por factores econémicos como geograficos (Organizacidon Panamericana
de la Salud/Organizacién Mundial de la Salud, 2016).

Ademas, se ha interrumpido el Programa de Extensién de Cobertura (PEC), que brindaba servicios
basicos de salud a casi un tercio de la poblacién, mayoritariamente rural e indigena. Otro factor
importante es que casi tres cuartas partes del recurso humano en salud estd concentrado en los
departamentos de Guatemala, Quetzaltenango y Escuintla; al contrario, los departamentos de
Totonicapan, Solold, Baja y Alta Verapaz, y Quiché, con gran proporciéon de poblacién maya,
muestran indicadores pobres de salud.

120000
£ 99828
S 100000 89207
o)

3 80000 72424

] 60543
T 60000
o
3:2 40000 30788

5 25881
S 19,805

64 58 89 134 202 212 364 516

0
2016 2017 2018 2019 2016 2017 2018 2019 2016 2017 2018 2019 2016 2017 2018 2019

MAYA GARIFUNA MESTIZO-LADINO XINCA

Figura 1. Morbilidad de Diabetes Mellitus en Guatemala por cultura y aiio, del 2016 al 2019.

En la Figura 2 se presentan los datos de morbilidad de Diabetes en el pais durante los afios 2016 al
2019, observandose un aumento anual continuo de aproximadamente 15,000 casos o un 109%. El
aumento continuo de casos es un dato alarmante pero también logico debido a la creciente
urbanizacién del pais, sobre todo en el departamento de Guatemala (Chary et al., 2012). Ademas,
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es una consecuencia del sedentarismo en el area urbana y la erosién del estilo de vida agricola
tradicional.

Al realizar una sumatoria de los casos en los 4 afos presentados, el resultado es igual a 455,330
casos. Esto quiere decir que casi medio milldn de personas fue diagnosticada con algun tipo de
diabetes en 4 afios y si la tendencia de aumento persiste, se puede aproximar que al menos mds de
600,000 personas serdn diagnosticadas con diabetes mellitus entre 2020 y 2023.
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Figura 2. Morbilidad de Diabetes Mellitus en Guatemala por afio, del 2016 al 2019.

La Figura 3 presenta la morbilidad seglin género y la diferencia es notable, siendo aproximadamente
3 veces mas la cantidad de mujeres que padecen diabetes mellitus en comparacion con los hombres.
Esto coincide con la tendencia a que las mujeres asisten con mayor facilidad a la atencién médica,
siendo posible que el nimero de hombres no sea certero y hayan mds casos no diagnosticados en
hombres (Cruz & Andrade-Cetto, 2015).
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Figura 3. Morbilidad por género de Diabetes Mellitus en Guatemala, del 2016 al 2019.

3.1.2 Fisiopatologia

El estrés oxidativo, la inflamacién y la disfuncidon endotelial son tres componentes interrelacionados
en la fisiopatologia de la DM, asi como en la enfermedad cardiovascular (Odegaard, et al., 2016). El
estrés oxidativo es uno de los principales factores que conduce a la insulinorresistencia y disfuncion
de las células beta; la inflamacidn es un factor comun entre la aterosclerosis, obesidad e
insulinorresistencia; y la disfuncién endotelial es producto de la hiperglicemia crénica que ocurre en
la DM (Calle & Fernandez, 2012; Tangvarasittichai, 2015). A continuacién, se describe cada uno de
los tres procesos fisiopatoldgicos.

3.1.2.1 Dafo oxidativo

El dafio oxidativo ocurre a nivel molecular cuando aumenta la produccion de las especies reactivas
de oxigeno (ROS), causando dafio celular debido a dafio en macromoléculas como las proteinas,
lipidos, carbohidratos y dcido desoxiribonucleico (ADN) (Tangvarasittichai, 2015). El dafio oxidativo
ha sido relacionado a la patogénesis de la insulinorresistencia por medio de inhibicidon de la misma
y una desregulacién de citoquinas.

La hiperglicemia caracteristica de la diabetes mellitus incrementa la produccién de NADH y FADH2;
ademads, conduce a la auto-oxidacién de la glucosa que termina en la formaciéon de enediol
(Calderén, Mufioz, & Quintanar, 2013). Dicho proceso ocurre cuando hay una mayor concentracion
de glucosa en la célula. El enediol produce 1,4-dideoxiglucosona-proteina por medio de una reaccién
con oxigeno en presencia de metales de transicion, resultando en una proteina glicada. Dicha
proteina tiene capacidad de generar una oxidacidn en cadena que dard lugar a los llamados
productos de glicacion avanzada (AGE). Todo esto en conjunto produce la formacién de radicales
libres (ROS). Favorenciendo asi el dafio oxidativo en la célula.

La hiperglicemia también genera el incremento de la via de polioles, que produce sorbitol a partir
de la reduccidn de la glucosa (Figura 4). Dicha reduccidn de sorbitol se logra mediante la oxidacion
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de NADPH + H+, reaccidn que genera H202. Incluso si la concentraciéon de sorbitol es muy alta, se
reduce a fructosa, generando la especie reactiva de oxigeno 02.-, produciendo un circulo vicioso
que produce mds H202 y 02.- (Calderén, Mufioz, & Quintanar, 2013). Este proceso se lleva a cabo
por una enzima aldo reductasa.

/ ] Fea
Diabetes Autooxidacién \ \ Ilnflamacién

I Glucosa Via poliol =— Es;;es ouddativo

/ ) N Disfuncién de
AGEs Insulinorresistencia ———

células beta

Figura 4. Relacion entre dafo oxidativo y diabetes mellitus.

3.1.2.2 Inflamacion
La inflamacién es una caracteristica comun en los sujetos con diabetes mellitus tipo 2, que resulta
en una gran concentracién de citoquinas circulatorias (Calle & Fernandez, 2012). Estas citoquinas
circulatorias son producidas por diferentes tipos de células y regulan diferentes tejidos en la
circulacion a través de sus acciones locales, centrales y periféricas. Algunas citoquinas son el factor
de necrosis tumoral (TNF-a), Interleucina 6 (IL-6) y la proteina C reactiva (PCR) (Tabla 2).

Tabla 2 Citoquinas circulatorias

Citoquina Descripcidn

TNF-a Producida por el tejido adiposo y secretada por macrofagos y otras células. Ademas,
a altas concentraciones promueve la sintesis de IL-8, favoreciendo el proceso
aterosclerdtico. También se relaciona a la obesidad y la insulinorresistencia.

IL-6 Sus concentraciones se incrementan con el TNF-a y favorece los mismos procesos
que la IL-8.
PCR Producida en el higado y sus altas concentraciones se relacionan a la enfermedad

coronaria, obesidad, diabetes y estilo de vida sedentario. Su produccidn se
incrementa con TNF-a e IL-6.

3.1.2.3 Disfuncién endotelial
El endotelio vascular es la capa mas interna de los vasos sanguineos, formando una barrera entre la
sangre y el resto de la pared vascular (van den Oever, Raterman, Nurmohamed, & Simsek, 2010).
Dicha capa es muy importante para la homeostasis vascular, el tono vascular, la permeabilidad, el
balance entre coagulacidn y fibrindlisis, la actividad inflamatoria y la proliferacién celular. Su
disfuncidn se considera como un factor importante en la patogenia de la enfermedad vascular en
DM.
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Bajo circunstancias fisiolégicas existe un balance entre los factores relajantes liberados del
endotelio, como el dxido nitrico (NO) y la prostaciclina (PGI2), y factores de contraccién, como la
endotelina-1 (ET-1), prostaglandinas y angiotensina Il (ANG-Il) (van den Oever et al, 2010). En la
disfuncidon endotelial no se encuentra dicho balance, por lo cual hay una pérdida de NO
biodisponible y una produccidn aumentada de factores de contraccién y alteracion de la
inflamacidn, trombosis y crecimiento celular (Tabit, Chung, Hamburg, & Vita, 2010).

Existen varios mecanismos que asocian la disfuncién endotelial con diabetes mellitus e
insulinoresistencia, entre los cuales estan:

1) Alteracién de seinalizacidn celular en células endoteliales: principalmente aquellas vias que
conducen a la activacién de éxido nitrico sintasa endotelial (eNOS) (Figura 4) (van den Oever
et al, 2010). Ademas la insulina activa las proteinas quinasas activadas por mitégeno (MAPK)
a través de la GTPasa Ras, conduciendo en las células endoteliales a la expresion de

endotelina-1, un potente vasoconstrictor y mitégeno, y moléculas de adhesion
proinflamatoria como ICAM-1.

2) Activacion de proteina C quinasa beta (PKCB): se activa mediante diacilglicerol bajo
aumento de concentraciones de glucosa y acidos grasos, inhibiendo asi la PI3K/Akt y
reduciendo la fosforilacién de eNOS. También activa la NFkB que produce el mismo efecto

(Figura 5).
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Flujo
\ IRS

{L*N_"NFKB
| Pi3Kk/Akt #PKCB

l

leNos-p

l

NO

‘ 1

v

‘\r‘asodilatacic’m

Figura 5. Ejemplo de alteracion de sefalizacion celular y activacién de C quinasa.

3) Aumento de estrés oxidativo: la exposicién del tejido arterial a altas concentraciones de

glucosa o 4cidos grasos libres induce la produccién de superdxidos y altera la
biodisponibilidad de NO en varias maneras asi como la capacidad de respuesta de sus diana
(Figura 6).
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3.1.3 Mecanismos de accion de farmacos utilizados en Diabetes Mellitus.

El objetivo del tratamiento de la DM es principalmente aliviar los sintomas, mejorar la calidad de
vida y la prevenir complicaciones agudas y cronicas. Es importante mencionar que el tratamiento
para la DM no es Unicamente farmacoldgico, también se acompana de medidas dietéticas y de
actividad fisica.

3.1.3.1 Insulinas
La insulina es el medicamento mas destacado para tratar DM1 y DM2, pues resuelve el déficit
insulinico encontrado en la DMT1 vy la insuficiencia de secrecion en DMT2 por medio de
administracién exdgena (Feliciano y Sierra, 2008).

3.1.3.2 Sulfonilureas
Actuan en el pancreas aumentando la liberacion de insulina a través de un canal de potasio ATP
dependiente (SUR-1) y también pueden disminuir la resistencia periférica a la insulina (Santa Cruz y
Castillo, 2002). Al unirse al receptor inhiben el flujo de potasio y se produce una despolarizacién de
membrana. Por ende, los canales de calcio dependientes de voltaje se abren para que el idn calcio
ingrese, activando asi las cinasas y causando una exocitosis de granulos contenedores de insulina.

3.1.3.3 Analogos de meglitinida
También estimulan la secrecién de insulina por inhibicidon de los canales SUR-1, variando con las
sulfonilureas en laregidn que se unen, aunque la repaglinida es mas afin al SUR-2 (Brunton, Chabner,
y Knollmann, 2012).

Estos farmacos restauran la primera fase de secrecion de insulina, disminuyendo la glucosa
postpandrial sin un pico hiperglicémico entre comidas (Santa Cruz y Castillo, 2002). Esto es muy
importante debido a que la demanda de insulina es mayor con las comidas y la captacion de glucosa
por insulina ocurre principalmente en el estado postpandrial.

3.1.3.4 Biguanidas
A nivel gastrointestinal producen una reducciéon en absorcidn de glucosa, inhibicidn de
gluconeogénesis y estimula la captacidon celular de glucosa y la unién insulina-receptor (Santa Cruz
y Castillo, 2002). A nivel hepatico, disminuye la produccién de glucosa, mejora la tolerancia a glucosa
oral e incrementa la captacion de glucosa en tejido muscular, estimulando la sintesis de glucégeno.

También incrementan la actividad de la proteina cinasa dependiente de AMP (AMPK), aumentan
concentracién de GLUT1 y GLUT4 en varios tejidos, y reduce los niveles de colesterol LDL,
triglicéridos VLDL (Brunton et al, 2012).

Este mecanismo ha sido cuestionado recientemente por experimentos que proponen que la
metformina conduce a la acumulacién de AMP y nucledtidos relacionados, que inhiben la adenilato
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ciclasa, reducen los niveles de actividad ciclica de AMP y proteina quinasa A (PKA) (Miller et al, 2013).
Anulando la fosforilacidn de objetivos proteicos criticos de PKA y bloquean la produccién de glucosa
dependiente de glucagdn de hepatocitos.

3.1.3.5 Tiazolidinedionas
Aumentan la sensibilidad a la insulina, sin afectar su secrecidn, uniéndose al receptor activado del
factor proliferador del peroxisoma (PPARs gamma) (Santa Cruz y Castillo, 2002). Afectando los
factores de transcripcién que influyen en la expresion de genes para la produccion de proteinas en
el metabolismo de carbohidratos y lipoproteinas.

Esto produce un aumento en el nimero de transportadores de glucosa GLUT-1 y GLUT-4,
principalmente en el musculo esquelético, tejido adiposo e higado.

3.1.3.6 Inhibidores de a-glucosidasa
Reducen la absorcidn de carbohidratos a nivel intestinal después de una comida, disminuyendo la
hiperglicemia postpandrial y retrasando la digestion de carbohidratos (Santa Cruz y Castillo, 2002).
Produciendo un retraso en la entrada de glucosa a la circulacidn sistémica y asi permitir que el
tiempo de la célula beta para aumentar la secrecién de insulina en respuesta al pico de glucosa
plasmatica aumente (Lebovitz, 1997).

3.1.3.7 Secuestradores de acidos biliares
En este grupo encontramos al colesevelam, colestipol y colestiramina, qué actian a través de la
union a los acidos biliares e impidiendo su reabsorciéon (Steinmetz, 2002). De esa manera provocan
la transformacion del colesterol hepatico en acidos biliares y el aumento de expresién y actividad
de receptores LDL.

Existe evidencia de que el colesevelam tiene un efecto hipoglucémico mediante un mecanismo de
accion aun no dilucidado (Fonseca, Rosenstock, Wang, Truitt, & Jones, 2009). Actualmente se cree
gue su union a los acidos biliares resulta en la activacion de TGR5, un receptor asociado a proteinas
G que promueve la secrecion de GLP-1 u otras incretinas que promueven la secrecion de insulina e
inhiben la de glucagén (Nwose & Jones, 2013).

3.1.3.8 Analogos de amilina
La amilina es un polipéptido del islote que se almacena junto a la insulina en las células beta
pancreaticas y su liberacidn es causada por la ingesta de alimentos, liberacion de glucagén, GLP-1y
agonistas colinérgicos (Rojas y Novials, 2001).
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Por lo tanto, los andlogos de amilina tienen efectos similares a los agonistas de GLP-1,
diferenciandose en que no potencian la liberacion de insulina (Feliciano y Sierra, 2008). Pero
disminuyen la ingesta de alimentos a nivel central y evitando la produccién hepatica de glucosa.

3.1.3.9 Agonistas de receptores GLP-1
El GLP-1 es un péptido intestinal que potencia la secrecion de insulina y esa propiedad se conoce
como efecto incretina (Feliciano y Sierra, 2008). Ademas de tener un efecto sobre la insulina, tiene
otros efectos en diversos drganos (Tabla 3).

Tabla 3. Acciones del GLP-1 en distintos érganos.

Organo Accioén

Aumento de secrecidn de insulina tras ingerir alimento.
Pancreas Inhibicion de secrecion de glucagon.
Aumento de proliferaciéon y prevencién de apoptosis en células
beta
Higado  Disminuye la produccion hepatica de glucosa
Estdbmago Disminucién del vaciamiento gastrico.
Cerebro  Disminucion del apetito.

3.1.3.10 Inhibidores de DPP4
La dipeptidil peptidasa-4 es una enzima ampliamente distribuida en el organismo, capaz de
desactivar al GLP-1 y GIP, por lo tanto sus inhibidores prolongan la vida media de esas hormonas
incretinicas (Feliciano y Sierra, 2008). De forma que la respuesta pancreatica a la ingesta es de una
mayor secrecion de insulina y una reduccion del glucagén postpandrial (Pedrianes y de Pablos,
2010).

Entre los inhibidores de DPP4 encontramos a la sitagliptina, saxagliptina y vildagliptina, éstos no
tienen efecto en retardar el vaciamiento gastrico ni disminuir el peso.

3.1.3.11 Inhibidores de SGLT2
El primer paso en la reabsorcién de la glucosa de la orina implica el transporte de glucosa desde los
tubulos a los capilares peritubulares a través de las células epiteliales tubulares (Pérez, Gonzalez, y
Cano, 2010). Esto se logra con la familia de cotransportadores sodio-glucosa (SGLT).

En los pacientes con DM2, la expresion de SGLT2 estd aumentada en las células epiteliales del tubulo
contorneado proximal, lo que conlleva una mayor reabsorcidon renal de glucosa, con efectos
adversos, dado que contribuye a mantener la hiperglucemia (Escalada y Salvador, 2010). Por ende,
la supresion de su actividad inhibe la reabsorciéon renal de glucosa, aumenta su excrecién renal y
reduce la hiperglucemia.
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El SGLT 1 es el transportador clave de la absorcidon de glucosa en el tracto gastrointestinal pero
representa un 10 % de la reabsorcidn de glucosa. Al contrario, SGLT 2 es un transportador de gran
capacidad y de baja afinidad, encontrandose principalmente en el rifion.
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Figura 6. Resumen de farmacologia clinica en Diabetes Mellitus.

3.1.4 Modelos de investigacion

Como desdrdenes endocrinos metabdlicos, la DMT1 y DMT2 representan enfermedades complejas
con distintos sistemas involucrados, por ello se han desarrollado modelos de investigacion in vivo
que se emplean segun el aspecto de la patologia que se desea estudiar. Los modelos de investigacidn
in vivo forman una parte muy importante en el estudio y comprension de la DMy a continuacion se
describe el modelo a utilizar en el experimento y un breve resumen de otros modelos utilizados en
DMT1 (Tabla 3).

3.1.4.1 Diabetes Mellitus tipo 1 (DMT1)
La caracteristica principal de la DMT1 es que la destruccion autoinmune de las células pancredticas
R provoca la carencia de produccién de insulina. En los modelos animales, dicha carencia se logra
mediante diferentes mecanismos, desde la induccién quimica hasta la reproduccién de roedores
que desarrollan espontdaneamente diabetes autoinmune (Tabla 4). Sin embargo, a continuacidn se
describira el modelo que se realizara en la investigacion.
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3.14.1.1 Induccién quimica
En estos modelos se destruye un porcentaje ato de células beta y por ende, hay un poco produccién
de insulina y esto produce la hiperglucemiay pérdida de peso (Dufrane et al, 2006). Los compuestos
utilizados para el modelo son la estreptozotocina (STZ) o el aloxano debido a su similitud estructural
con la glucosa.

Se recomienda utilizar el modelo para probar drogas o terapias donde el mecanismo principal es la
disminucién de glucosa en sangre de manera no célula B dependiente; también para evaluar
terapias de transplantacién (Jederstrom, Grasjo, Nordin, Sjoholm, & Andersson, 2005; Deeds et al,
2011).

La desventaja del modelo es que tanto la STZ como el aloxano son téxicos para los érganos como el
higado, rifién, pulmodn, intestinos y cerebro (Lee, Yang, Oh, & Lee, 2010). Sin embargo, se puede
extraer riflones y pancreas para andlisis histoldgico.

- Estreptozotocina:
Su mecanismo se basa en ingresar a las células beta a través del GLUT2, causar la alquilacién del
ADN vy la activacion del PARP que conduce al agotamiento de NAD+, reduccidon de ATP e inhibicion
de produccidn de insulina (Szkudelski, 2001). Este se administra tanto como una dosis alta o como
multiples dosis bajas.

La Unica dosis en ratones varia de 100 a 200 mg/Kg, segln la cepa y caracteristicas (Dekel, Glucksam,
Elron-Gross, & Margalit, 2009). Ademas, existe evidencia de que puede ocurrir regeneracion
espontdnea de los islotes pancredticos y por lo tanto se debe verificar que la mejora en niveles de
glucosa no se deba a ello. En cambio, las multiples dosis bajas se realizan durante 5 dias y las dosis
varian de 20 a 40 mg/kg por dia (Lukic, Stosic-Grujicic, & Shahin, 1998).

Actualmente, también se administra nicotinamida (NAD) en dosis de 230 mg/Kg 15 minutos antesde
administrar STZ, con el fin de obtener una hiperglucemia estable y uniforme (Ghasemi, Khalifi, &
Jedi, 2014).

- Aloxano:
Su efecto diabético se atribuye a la formacidon de radicales libres a los que las células beta
pancredticas tienen mecanismos de defensa muy pobres (Szkudelski, 2001).

Ademas, el aloxano se reduce a acido dialurico y luego se vuelve a oxidar a aloxano, creando un ciclo
redox para la generacién de radicales superdxido que sufren una mutacién para formar peréxido de
hidrégeno vy, posteriormente, radicales hidroxilo altamente reactivos que causan fragmentacion del
ADN de las células beta. Las dosis en ratones varian de 50 a 200 mg/Kg y en ratas de 40 a 200 mg/Kg.



Tabla 4. Resumen de modelos de investigacién de DMT1 en roedores.
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Mecanismo de

Caracteristicas

induccién Modelo principales Usos posibles Referencia
Altas dosis de STZ Nuevas formulaciones
de insulina (Jederstrom
Induccién Aloxano Modelo simple Modelos de et al, 2005;
guimica de hiperglicemia transplantacion Deeds et al,
Dosis bajas Tratamiento que 2011)
multiples de STZ prevengan muerte de
células B
Ratones NOD Comprender genética
de DMT1
Desarrollo Ratas BB Destruccion de Comprender (Yang &
autoinmune células R por mecanismode DMT1 Santamaria,
espontaneo proceso Tratamiento 2006)
Ratas LEW.1AR1/- autoinmune preventivo de muerte
iddm celular o que manipule
proceso autoinmune
Destruccion de Nuevas formulaciones
células R por deinsulina (Chen et al,
Inducido AKITA mice estrés del Modelos de 2011; Al-
genéticamente reticulo transplantacion War et al,
endoplasmico. Tratamientos para 2016)
Insulino prevenir estrés del
dependiente. reticulo endoplasmico
Virus Coxsackie B
Virus de la
encefalomiocarditis Destruccion de Establecer rol (Mordes &
Inducida  de Virusde larata células R por potencial de virusen el Rossini,
manera viral Kilham infeccioén viral desarrollo de DMT1 1981; Jun &
LCMV bajo Yoon, 2003)
promotor de

insulina
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3.2 Fitoterapia de Diabetes Mellitus

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad crénica que afecta a todos los paises del mundo, pero
afecta aln mas a los paises en vias de desarrollo donde los sistemas de salud son fragiles, y el acceso
a los medicamentos es dificil y costoso. Por ello como alternativa muchos pacientes recurren a la
medicina tradicional, cuyo acceso es mas sencillo y menos costoso.

A continuacidn, se describe la evidencia en otras patologias de las dos plantas a evaluar en la
investigacion, asi como los compuestos activos de otras plantas con evidencia en DM y algunos
mecanismos de accién. Por Ultimo, se describen algunos estudios etnofarmacoldgicos realizados en
Guatemala.

3.2.1 Especies vegetales y aspectos farmacogndsticos

Las dos plantas a investigar fueron seleccionadas por no tener evidencia alguna de efecto
hipoglucemiante o antidiabético, sin embargo, cuentan con evidencia en otras patologias y a
continuacion se describe dicha evidencia.

3.2.1.1 Piper jacquemontianum Kunth. (Cordoncillo)

Tabla 5. Actividades evaluadas de P. jacquemontianum, compuestos activos y parte utilizada.

Actividad Parte Extraccion Dosis Compuestos Referencia
activos
Antiinflamatoria Hoja Infusion de 10 g de 750 vy (Hernandez,
materia vegetal en 1000 2007)

100 mL, 15 minutos mg/Kg
€n reposo
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3.2.1.2 Lippia alba (Mill.) N.E.Br ex Britton & P. Wilson (Salvia sija)

Tabla 6. Actividades evaluadas de L. alba, compuestos activos y parte utilizada.

Actividad Parte Extraccion Dosis  Compuestos Referencia
activos

Antiinflamatoria Hojas 600 g en percolacién 460 vy (Haldar, et al.,,
caliente con éter de 500 2012)
petroleo, mg/kg
cloroformo, etanol y
agua, mediante
soxhlet.

Anticonvulsivante Hojas Separacién de 50, 100, Aceites (de Barros, do
aceites esenciales 200, 400 esenciales Vale, Muniz, &
por cromatografiade y 800 de Abreu, 2000)
gases. mg/kg

Citotoxica Hojasy 300 g en Citral y (Mesa-Arango,

tallos hidrodestilacién con carvona et al., 2009)

microondas por 30
min en 250 mL de

agua.
Antioxidante Flores  Secadas al sol por 7 34.4 (Ara &  Nur,
y hojas dias, 1 kg de material ug/mL 2009)
en metanol.

3.2.2 Compuestos activos
Gran cantidad de compuestos han sido aislados y evaluados para determinar si tienen una actividad
antidiabética o hipoglicemiante (Tabla 7). A continuacién se describen los compuestos de algunas
plantas con evidencia de actividad.

Cinco fitoesteroles encontrados en Aloe vera (L.) Burm.f. fueron extraidos y estudiados por Tanaka
et al (2006). Demostrando mediante un modelo in vivo en ratones diabéticos que la administracidn
de dichos compuestos por 28 dias disminuian en 28 % a 64 % los niveles de glucosa en ayuno. Los
compuestos fueron identificados como lofenol, 24-metil-lofenol, 24-etil-lofenol, cicloartanol y 24-
metilen-cicloartanol.

Alonso-Castro, Miranda-Torres, Gonzalez-Chavez, & Salazar-Olivo (2008) estudiaron el efecto del
acido clorogénico extraido de Cecropia obtusifolia Bertol. en preadipocitos 3T3-F442A,
demostrando que dicho compuesto estimula la captacion de glucosa en adipocitos sensibles a la
insulina y resistentes a insulina, sin efectos proadipogénicos apreciables.
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Chen, Li, Wu, Ren, & Zhang (2008) aislaron un sesquiterpeno glicdsido, Nerolidol-3-O-a-L-
ramnopiranosil(1-4)-a-L-ramnopiranosil(1-2)-[a-L-ramnopiranosil(1-6)]-b-D-glucopiranosida, de las
hojas de Eriobotrya japdnica (Thunb.) Lindl. El efecto hipoglucemiante del compuesto aislado fue
demostrado mediante un modelo in vivo en ratas diabéticas inducidas por aloxano. La
administracion del sesquiterpeno glicésido fue en dosis de 25 mg/Kgy 75 mg/Kgy a las 72 h de ser
administrado se realizd la cuantificacion de glucosa plasmadtica, evidenciando una disminucién
significativa y demostrando el efecto hipoglucemiante.

Cinco compuestos (dos iridoides y tres antraquinonas) fueron extraidos y aislados de las raices secas
de Morinda citrifolia L. con potencial de producir un efecto hipoglicemiante por Kamiya et al (2008).
El modelo utilizado fue en ratas macho diabéticas inducidas por estreptozotocina y cada compuesto
aislado se administro via oral a una dosisde 100 mg/Kg. Unicamente dos compuestos presentaron
el efecto hipoglicemiante, éstos fueron damnacantol-3-O-B-D-primeverésido y morindona-6-0O- B-
D-primeverdsido.

Alagesan, Thennarasu, Kumar, Sankarnarayanan, & Balsamy (2012) realizaron la extraccion,
separacion y purificacion del glicésido dihidro-3,3’,4’,5,7 — pentahidroxiflavona de las hojas de
Psidium guajava L. El compuesto extraido obtuvo un resultado de 99.50 % de inhibicién de a-
glucosidasa de intestino de rata.

La identificacion de dos poliacetilenos (falcarindiol y falcarinol) extraidos por fraccionamiento
bioguiado de las raices de Daucus carota L. llevada a cabo por El-Houri et al (2015). Mediante
modelos in vitro de adipocitos 3T3-L1 y células miotubulos, demostraron que los compuestos
aislados tienen posibles efectos antidiabéticos.

Jia et al (2015) demostraron el efecto hipoglicémico e hipolipemiante de la neohesperidina extraida
de Citrus aurantium L., mediante un modelo in vivo en ratones macho KK-Ay. La neohesperidina fue
administrada durante seis semanas a una dosis de 50 mg/Kg. Se comprobd que los niveles de glucosa
en ayuno, glucosa sérica, proteina sérica glicosilada disminuyeron; aumentaron los niveles de
tolerancia a glucosa oral y sensibilidad a la insulina. Ademas, disminuyeron los niveles de
triglicéridos, colesterol total, y leptina.

Ibitoye, Uwazie, & Ajiboye (2017) emplearon un método in vivo en ratas diabéticas inducidas por
aloxano e in vitro (inhibicién de glucosidasa y amilasa) para analizar la actividad antidiabética de los
frutos de Cucumis sativus L. Empleando tres fracciones del extracto, Unicamente una fraccion
mostré actividad, donde se identificd el kaempferol. Siendo evidenciada su actividad inhibitoria de
glucosidasa y amilasa, disminucién de niveles de glucosa, actividad hipolipemiante y antioxidante.

Al-Malki (2019) empled las hojas de Artemisia absinthium L. para extraer acido shiquimico y
administrar 50 mg/Kg y 100 mg/Kg del extracto a ratas diabéticas inducidas por estreptozotocina.
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Se comprobd el efecto hipoglucemiante del extracto aunque el efecto es menor en comparacion
con la metformina. También evalud la actividad antioxidante y demostré su efecto en glutation,
catalasa, superéxido dismutasa y peroxidacion lipidica.

Tabla 7. Compuestos aislados con actividad evidenciada.

Planta Compuestos Referencia
A. vera Lofenol, 24-metil-lofenol, 24-etil-lofenol, (Tanaka et al, 2006)
cicloartanol y 24-metilen-cicloartanol.
C. obtusifolia Acido clorogénico (Alonso-Castro et al,
2008)
Nerolidol-3-0-a-L-ramnopiranosil(1-4)-a-L-  (Chen et al, 2008)
E. japonica ramnopiranosil(1-2)-[a-L-ramnopiranosil(
1-6)]-B-D-glucopiranosida
M. citrifolia damnacantol-3-0-B-D-primeverdsido y (Kamiya et al, 2008)
morindona-6-0-B-D-primeverdsido.
P. guajava dihidro-3,3’,4’,5,7 — pentahidroxiflavona (Alagesan et al,
glicdsido 2012)
D. carota Falcarinol y falcarindiol (El-Houri et al, 2015)
C. aurantium Neohesperidina (Jia et al, 2015)
C. sativus Kaempferol (Ibitoye et al, 2018)
A. absinthium  Acido shiquimico (Al-Malki, 2019)

3.2.3 Mecanismos de accidn
En la Figura 3 se encuentra un resumen de la farmacologia clinica de DM, incluyendo los diversos
mecanismos mediante los cuales actdan. Sin embargo, las plantas que cuentan con evidencia
cientifica de ejercer efectos antidiabéticos e hipoglicemiantes también cuentan con evidencia
acerca de los mecanismos para lograr dicho efecto.

Entre las plantas cuyo mecanismo de accidon ha sido evidenciado se encuentra Bidens pilosa L. Hsu,
Lee, Chang, Huang, & Yang (2009) realizaron un extracto acuoso de toda la planta y al finalizar el
tratamiento en ratas extrajeron sus pancreas para posteriores analisis. Los resultados de liberacion
de insulina bajo tratamiento fueron altos por lo cual se determiné que el extracto ejerce un efecto
estimulante de secrecién de insulina dependiente de dosis. Sin embargo dicho efecto fue
Unicamente en ratas db/db, pues en las diabéticas no se redujo la hiperglicemia. Esto sugiere que la
plana controla los niveles de glucosa via liberacion de insulina de los islotes pancreaticos.

En el caso de C. aurantium se han evidenciado dos posibles mecanismos a través de los cuales ejerce
su efecto antidiabético. Choi et al (2012) llevaron a cabo un experimento in vitro en células NCI-
H716 con cuatro extractos de la cdscara (hexano, diclorometano, acetato de etilo y butanol). La
fraccion de hexano obtuvo el mejor resultado en niveles de secreciéon de GLP-1, y por ende a ésta
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se le realizd un ensayo de microarray que demostroé que las células se someten a una despolarizacién
a través de canales de potasio y transicidn de calcio para liberar el GLP-1.

La actividad del extracto etandlico de las hojas de P. guajava fue analizada por Eidenberger, Selg,
& Krennhuber (2014) mediante un ensayo de inhibicién de DPP4 in vitro de DPP4 obtenida de suero
plasmatico de personas no diabéticas. Demostrando una actividad inhibitoria de DPP4 dependiente
de la dosis. Este mecanismo coincide con una clase de medicamentos antidiabéticos denominados
inhibidores de DPP4.

Gezginci-Oktayoglua et al (2014) demostraron que el mecanismo de accidon de Beta vulgaris L.
consiste en incrementar el nimero de GLUT 2 hepdticos a través de Akt2. El experimento fue
realizado en ratas diabéticas inducidas por STZ mediante un ensayo de inmunotincion. El ensayo
demostré que el extracto de las hojas incremento el Akt2 nuclear y la sintesis de GLUT 2,
estableciendo una relacion entre ambas, y coincidiendo con el efecto demostrado en las ratas que
recibieron insulina.

Jia et al (2015) evidenciaron el mecanismo de C. aurantium a través del ensayo western blot en
higado de ratones, comprobando que el extracto incrementa la fosforilacién de AMPK y la expresion
de PPAR. Tanto el AMPK y PPAR tienen roles importantes en la regulacion de aspectos como balance
energético y senalizacidon de insulina durante la homeostasis de glucosa y lipidos. Ademas, se
demostré una regulacion de algunos genes como SCD-1, FAS y ACOX.

Noor, Gunasekaran, & Vijayalakshmi (2017) realizaron un extracto de las hojas de A. vera para
comprobar su efecto antidiabético. Mediante la medicion de niveles séricos de insulina
comprobaron que en las ratas diabéticas con tratamiento del extracto éstos niveles fueron
superiores a las diabéticas incluso con tratamiento de glibenclamida. Ademads, demostraron que el
extracto repara y mejora morfométricamente los islotes pancreaticos, aumentando tanto el nimero
como el didmetro, drea y volumen de los mismos. En conclusiéon, el mecanismo de accién de Aloe
vera es posiblemente incremento de secrecidn de insulina y restauracion de islotes pancreaticos.

Gharib, Kouhsari, & Izad (2018) utilizaron un extracto del fruto de Punica granatum L. para evaluar
su efecto en niveles de especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés), p53, p65, miR-
145 y ARNm del receptor de insulina (IRS-1, por sus siglas en inglés). Los resultados demostraron
que el extracto mejora la hiperglicemia e hiperlipidemia a través de mejorar la sobreexpresién de
los genes p53 y p65, asi como disminuyendo los niveles de ARNm de IRS-1.

El mecanismo antidiabético de Apium graveolens L. fue estudiado por Mans & Aburjai (2019) por
medio de un ensayo in vitro de ratas diabéticas inducidas por STZ. Estableciendo una hipdtesis
acerca del mecanismo, argumentando que es posible que el extracto de las semillas incremente el
uso periférico de glucosa asi como inhibir la reabsorcién de glucosa en el tubulo proximal.
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3.2.4 Etnofarmacologia

Guatemala es un pais diverso no solamente en cuanto a naturaleza sino también en forma cultural,
pues cuenta con 25 etnias, siendo garifuna, xinca, ladina y otras 22 de origen maya (Girdn, Freire,
Alonzo, & Caceres, 1991). La diversidad cultural conlleva un amplio conocimiento ancestral en
plantas medicinales y medicina tradicional. De igual manera, existen creencias tradicionales acerca
de la diabetes mellitus, como por ejemplo: que puede ser causada por un susto, enojo o emociones
fuertes (Weller, et al., 1999). Sin embargo, también se conocen sus sintomas comunes, que no es
contagiosa pero si es crénica y que debe ser tratada.

Cruz & Andrade-Cetto (2015) realizaron un estudio etnofarmacolégico de los Kakchiqueles de
Chimaltengo para conocer las plantas mas utilizadas para tratar la DM tipo 2, mediante
cuestionarios estructurados y visitas en 2011, 2012 y 2013. En total se entrevistaron a 108 mujeres
y 20 hombres, todos con DM tipo 2 diagnosticada por médico. Entre los resultados obtenidos, el 97
% de las personas toma tratamiento farmacoldgico, 91 % usa también plantas medicinales y
solamente un 3 % utiliza Unicamente plantas medicinales; ademas, la forma mas comudn de consumo
es a través de infusion y el 99 % no tenia idea de que la ingesta de alguna planta puede causar dafio.

Las plantas mas utilizadas fueron divididas por region, la region | (bosque nuboso) y regién Il (bosque
lluvioso) (Tabla 8). En total cinco plantas utilizadas por la poblacién no tenian evidencia cientifica de
efecto hipoglicemiante hasta esa fecha, éstas fueron Quercus peduncularis Neé, Solanum
americanum Mill., Hamelia patens Jacq., Neurolaena lobata (L.), y Croton guatemalensis Lotsy.

Tabla 8. Plantas mas utilizadas para tratar diabetes.

Nombre Evidencia de efecto Parte mas
hipoglicemiante utilizda

Lantana camara L. N4
Taraxacum officinale Webb. v

Region  solanum americanum Mill. X Hojas
| A. absinthium V4
A. vera N4
Quercus peduncularis Neé X
Hamelia patens Jacq. X
Neurolaena lobata (L.) X

Region Croton guatemalensis Lotsy. X Hojas
Il C. papaya v
C. obtusifolia N4
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Concluyendo que de las 11 plantas mas utilizadas por la poblacién, Unicamente 6 cuentan con
evidencia cientifica y 5 no cuentan con la misma, recomendando realizar estudios al respecto.

Andrews et al (2018) realizaron un estudio transversal en San Lucas Toliman por medio de
cuestionarios para entrevistar a personas con diabetes, promotores de salud y curanderos
tradicionales, esto con el fin de conocer que plantas se utilizan, por qué se utilizan y otros aspectos.

Entrevistaron un total de 55 pacientes y 35 (63.6%) habia utilizado plantas para tratar la diabetes,
Unicamente dos pacientes utilizaban solamente plantas y 33 pacientes también habian consumido
metformina o gliburida. Los pacientes mencionaron un total de 18 especies de plantas diferentes,
de las cuales 11 tenian evidencia de propiedades antidiabéticas hasta el momento (Tabla 9).

Tabla 9. Plantas sin evidencia de propiedades antidiabéticas.

Género y especie Nombre comun
A.graveolens Apio
A. vulgaris Altamisa
B. vulgaris Remolacha
Chamaedorea tepejilote Liebm. Pacaya
Citrus x latifolia (Yu. Tanaka) Lima
C. longirostrata Chipilin
D. carota Zanahoria
Mutisia subulata Hierba de jote
A. citrodora Maria Luisa
N. lobata Tres puntas
Smilax domingensis Wild. Zarzaparrilla
Y. gigantea Izote

Las cuatro plantas mas utilizadas son A. absinthium, M. oleifera, C. papaya y N. lobata. Los
promotores de salud mencionaron tanto plantas que ellos recomendaban asi como plantas que
sabian que la comunidad utilizaba, asi como el uso de hongos pero no especificaron detalles del
mismo. A. absinthium, N. lobata, Tecoma stans (L.) Juss. Ex Kunth y E. japonica fueron las plantas
mencionadas tanto por los promotores como por los pacientes.

En un estudio etnobotanico realizado en Nicaragua, Coe & Anderson (1996), descubrieron mediante
entrevistas y recopilacion de datos de campo, que los garifunas utilizan a Piper jacquemontianum
Kunth para la fiebre, el dolor, problemas digestivos y la diabetes. Ademas, especifican que se utiliza
principalmente las hojas en infusidn. En total, se identificaron en el estudio 75 familias, 193 géneros
y 254 especies, de las cudles 229 eran medicinales, 93 comestibles y 94 de usos anciliares.



31

3.3 Descubrimiento de nuevas drogas

El progreso natural de la diabetes mellitus limita los distintos tratamientos disponibles, incluyendo
las restricciones impuestas por las comorbilidades existentes (enfermedad vascular e insuficiencia
renal) y la necesidad tanto de evitar hipoglicemia, aumento de peso e interacciones farmacoldgicas
(Bailey, Tahrani, & Barnett, 2016). Dichos aspectos han impulsado la investigacién y desarrollo de
nuevas drogas y nuevos tipos de tratamientos, asi como diferentes dianas para tratar la enfermedad
(Tabla 10).

Tabla 10. Nuevas drogas, tipos de tratamiento o diana en estudio para tratar la diabetes mellitus.

Farmaco Mecanismo de accién Efecto Referencia
Sinogliatin Activadores de Incrementan secrecién (Zhu et al,
Piragliatin glucocinasa de insulina, promueven 2018; Zhi &
sintesis de glucégeno en Zhai, 2016)
higado y reducen
produccioén de glucosa.

Fasiglifam (TAK-875) Agonista de FFAR1 en Aumentan secrecién de (Kaku, Enya,

JTT-851

Imeglimina
Ideglira (Degludec +
Liraglutida)
Lixilan (Lixisenatida +

Insulina glargina)

Péptidos hibridos vy
quiméricos (GLP1/GIP u
otros peptidos

intestinales + glucagon)

Potenciadores de
sefalizacion del
receptor de insulina

(XmetA,
demetilasterriquinona,
sales de vanadio

pancreas e intestino

Bloqueador de
fosforilacién oxidativa

Agonista GLP1 e
insulina basal
Agonistas o]

antagonistas parciales
de péptidos
especificos

Prolongan la
fosforilacidn de
tirosina de la sub
unidad B del receptor

de insulina

insulina e incretina de
células L
enteroendocrinas

Incrementa la secrecion
de insulina y disminuye
gluconeogénesis

Efectos miméticos de
GLP-1 e
mismo tiempo

insulina al

Efectos miméticos de la

incretina o  péptido
especifico en
combinacion

Aumentan efecto de
insulina

Nakaya, Ohira,
& Matsuno,
2015; Li et al,

2016)

(Pacini, Mari,
Fouqueray,
Bolze, &

Roden, 2015)
(Linjawi et al,
2017)

(Sadry &
Drucker, 2013)

(Bhaskar et al,
2012;
Webster, Park,
& Pirrung,
2003)
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Agonistas del receptor Agonistas de ADIPOR1 Aumentan el efecto de (Okada-lwabu,

de adiponectina no vy ADIPOR2 la insulina Iwabu, Ueki,
peptidico Yamauchi, &
Kadowaki,
2015)
Andlogos de FGF21 Agonistas de FGF21 Aumentan sensibilidad a (Gaich et al,
(LY2405319) insulina 'y favorecen 2013)
perfil lipidico
Inhibidores de  11B Inhibe su conversion a Aumenta sensibilidad a (Heise et al,
hidroxiesteroide cortisol en higado y insulinay favorece perfil 2014)
deshidrogenasa-1 tejido adiposo lipidico
Activadores de Incrementasusefectos Aumenta entrada de (Coughlan,
adenosina monofosfato celulares de glucosa y su Valentine,
cinasa metabolismo metabolismo Ruderman, &

Saha, 2014)

3.3.1 Insulinas
La insulina es una opcidn de tratamiento muy comun para la diabetes mellitus tipo 2 y se utiliza
principalmente en la parte final de la enfermedad (Cahn, Miccoli, Dardano, & Del Prato, 2015). Sin
embargo, su modo de administracion inyectable, la propensidn a aumentar de peso y padecer
hipoglucemia son algunas deficiencias que han impulsado el desarrollo de nuevas insulinas como
los analogos de accion prolongada o accién corta, e inhalada u oral.

3.3.1.1 Analogos de accidn prolongada
Estos andlogos son una oportunidad de lograr un mejor control glucémico con menos efectos
secundarios, asi como menor riesgo de hipoglucemia y una extension de accidn temporal de mas de
24 horas (Cahn et al, 2015).

Degludec es una insulina de accién prolongada que fue aprobada por la Agencia de Medicina
Europea (EMA), cuya vida media es de 24.5 horas y su efecto metabdlico es de 42 h luego de
inyectarse (Ratner et al, 2013). En un estudio de fase 3 se asocié a una tasa menor de episodios
globales de hipoglucemia nocturnos en comparacién con insulina glargina.

Otro analogo de este tipo es la insulina glargina U300 que fue aprobada por la EMA y FDA en 2015.
Esta forma un depdsito subcutaneo tras la inyeccién que permite la liberacién gradual y prolongada,
obteniendo un control de hasta 36 horas. En diversos estudios de comparo con la glargina de 100
U/mLy luego de 6 meses de tratamiento la glargina U300 fue asociada a un menor nimero de casos
de hipoglucemia nocturna (Yki-Jarvinen et al, 2014).
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El andlogo LY2605541 es capaz de unir tres moléculas de agua, esto aumenta el tamafio de Ila
moléculay retrasa su absorcion y filtracidn renal, aumentando la vida media de la molécula (Hirose,
2016). En los estudios IMAGINE de fase 3, la molécula se asocié a una gran reduccion significativa
de hemoglobina glicosilada y menor hipoglicemia nocturna en comparacion con la glargina de 100
U/mL, aunque en total se asocié a un mayor nimero de episodios de hipoglicemia (Garg et al, 2015).

Sin embargo, la compafiia anuncié que terminaba el desarrollo de éste analogo debido a la inversidn
de tiempo y dinero necesaria para llevar a cabo estudios IMAGINE (Hirose, 2016).

3.3.1.2 Analogos de accidn rapida:
Fueron introducidos al mercado a mediados de 1990 y desde entonces se han continuado
mejorando y desarrollando (Cahn et al, 2015). Estos analogos tienen tanto un inicio mas rapido
como una duracién mas corta pero proveen un mejor control de la glucosa post pandrial en
comparacién con la insulina humana y con riesgo de hipoglicemia no significativo.

Su desarrollo se ha realizado por diferentes vias como los cambios en la formulacién, diferentes vias
de administracién y nanotecnologia (Tabla 11).



Tabla 11. Nuevos descubrimientos de analogos de insulina de accidn rapida.
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Composicién o
descripcién

Caracteristicas

Referencia

Cambios en formulacion

BioD-090 (VIAject®)

rHUPH20 (Hylenex®)

Aspart de insulina de
accion ultrarrapida

(FIAsp®)

Insulina de accion ultra
rapida Bio-Chaperone

Insulina recombinada
con EDTA
Insulina  recombinada

con hialaronidasa

Insulina combinada con
nicotinamida y arginina

BioChaperona mas

lispro insulina

Multimeros de insulina con
disociacion rapida en

dimeros y mondémeros

Incrementa el riego
subcutadneo
Incrementa el flujo

sanguineo local

Mejora la difusion de insulina
por absorcidn sanguinea

(Heinemann et al
,2011)

(Morrow, Muchmore,
Hompesch, &
Ludington, 2013)

(Davis, Kuriakose, &

Clements, 2018;
Pagquot & Scheen,
2018).

(Cahn et al, 2015)

Diferentes formas de administrar insulina

Calentamiento local de
sitio de
(InsuPatch®)

inyeccion

Administracion

Parche de calor suave
aplicado en sitio de
administracion
subcutanea

Via intradermal

Incrementa perfusion en
tejidos vy

farmacocinética

acelera la

Absorcion rapida

(Cahn et al, 2015)

(McVey et al, 2012)

intradermal
Inhalada (Afrezza®, Absorcion pulmonar Mayor area de superficie y (Nuffer, Trujillo, &
Exubera® biosdisponibilidad y necesita Ellis, 2015; Del Prato
altas dosis. et al, 2008)
Oral En spray para absorcién Acelera la farmacocinética e
en mucosa de la incrementa el d4rea de (Cahnetal, 2015)
orofaringe absorcion
Administracion de Inyeccién de chorro Dispersiéon sobre gran area (Engwerda, Abbink, &
chorro subcutaneo subcutdnea Tack, 2011)
Nanotecnologia
Nanored inyectable Nanoparticulas de Liberaciéon de insulina  (Gu, et al, 2013)

dextrano cargadas con
insulina y enzimas

especificas de glucosa

dependiente de glucosa




Inhibidores de a-glucosidasa
Disminuyen absorcion y digestion de
carbohidratos.

Secuestradores de dcidos biliares

Biguanidas

Reducen absorcion de glucosa.
Analogo de amilina
Desacelera vaciamiento.

Agonista de D2
Reduce la glucosa plasmatica.
Biguanidas

Disminucion del apetito.

Agonistas de GLP-1

Aumenta secrecion de insulina.
Inhibidores de DPP4

Prolongan vida media de GLP-1y GIP.

Sulfonilureas

Estimula liberacion de insulina.
Estimula liberacion de insulina.
Insulina exdgena

Biguanidas

Disminuye produccion de glucosa.
Tiazolidineodionas

Aumenta ndmero de GLUT-1 y GLUT-4.
Agonista GLP-1

Disminuye produccion de glucosa.
Analogos de amilina

Inhibidores de DPP4

Prolonga vida media de GLP-1 y GIP.

q‘

FUTUROS TRATAMIENTOS

Inhibidores de SGLT1

Disminuyen absorcion de glucosa
Agonistas de FFAR1

Aumentan secrecion de incretina de
células L enteroendocrinas

Péptidos andlogos de incretina
Efectos miméticos de la incretina
especifica

Activadores de glucoguinasa
Aumenta secrecion de
consumo de glucosa hepdtica.

Agonistas de receptor de acidos grasos

(FFAR1)

Aumenta secrecion de
Imeglimina

Aumenta secrecion e insulina

disminuye gluconeogenesis.
Potenciadores de seiializacion
Aumentan efecto de insulina
Agonistas de FGF21

Aumentan sensibilidad a insulina y
favorecen perfil lipidico

Activadores de glucocinasa
Promueven sintesis de glucogeno.
Agonistas de FGF21

Aumentan sensibilidad a insulina y
favorecen perfil lipidico
Inhibidores de 11p-HSD

Aumenta sensibilidad a insulina y
favorece perfil lipidico

g
rTn s Agonistas de ADIPOR1 y ADIPOR2
Incrementa captacion, almacenamiento Aum%ntan el efecto de la insulina.
y metabolismo de glucosa. LoLoEnRE FGFH R
Biguanidas - @ Y Aumentan SEﬂSIbI|IF|Ed a insulina y
Incrementa captacion de glucosa. D0aY, favorecen perfl lipidico
Tiazolidinedionas €= _,.:::‘} Inhibidores de 11p-HSD
Aumenta nimero de GLUT-1 y GLUT-4. L‘“‘%;’-\x_ S Aumentan sensibilidad a insulina y

‘L'\T"(_,-. :J favorece perfil lipidico
“ ;_j .

== L
Glifozinas e Inhibidores de SGLT2
Disminuye reabsorcion de glucosa y ) === Nuevos inhibidores de SGLT2
aumenta su excrecién °)

Figura 7. Resumen y comparacién de farmacologia clinica de diabetes mellitus.
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IV. JUSTIFICACION

Segun los datos estadisticos obtenidos por el Sistema de Informacién Gerencial de Salud, durante
los afios 2016 al 2019, 455,330 personas fueron diagnosticadas con algun tipo de diabetes mellitus

en la Republica de Guatemala (Figura 2).

Esa cantidad de diagndsticos es un dato alarmante, principalmente por que en dicho periodo de
tiempo el aumento fue permanente afio tras afio y es de esperar que el comportamiento se
mantenga si no se implementan politicas de salud y medidas correspondientes. En 2012 en
Guatemala, murieron aproximadamente 33.5 personas por diabetes mellitus, por cada 100,000
habitantes, siendo 28.2 hombres y 38.5 mujeres respectivamente por cada 100,000 habitantes (INE,
2012). Ademas, comparando datos de 2008 y 2016 se evidencia un incremento de 37 % en

distribucidn de mortalidad a nivel nacional (Sam, 2017).

Los servicios de prevencidn en Guatemala son deficientes, un ejemplo de ello es que solo el 19 por
ciento de los hombres en 2010 se realizaron el anadlisis para detectar diabetes (MSPAS, 2010).
Ademads, no existe un total acceso a servicios y medicamentos pues Unicamente el 60% de una
muestra de guatemaltecos que padecen alguna enfermedad aguda lograron adquirir los
medicamentos que se les recetaron (Martins, Luiza, Bastos, & Ross-Degnan, 2013). Otra
problematica es el acceso geografico a los servicios de salud, sobre todo en el interior del pais ya
gue tanto una ubicacion remota, la falta de infraestructura de transporte publico, los costos de
viajar, y lo a menudo intransitable de los caminos debido a las inclemencias del tiempo hacen de las
distancias al centro de salud publica o el hospital publico mas cercano un gran obstaculo para las
poblaciones indigenas que viven en zonas remotas y no cuentan con vehiculo (Chomat, Solomons,

Montenegro, Crowley, & Bermudez, 2014).

Los problemas anteriormente descritos conducen a que la poblacién, principalmente indigena,
utilice la medicina natural para tratar las enfermedades. Es por ello que nuestro pais necesita un
uso de tratamientos naturales que posean evidencia cientifica para su utilizacién. Generar evidencia
cientifica de plantas utilizadas para tratar la diabetes mellitus es de suma importancia para mejorar

la calidad de vida de las poblaciones que las utilizan.
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Los resultados de esta investigacidn pretenden generar evidencia cientifica acerca del uso de Lippia
alba (Mill.) N.E.Br ex Britton & P. Wilson (Salvia sija) y Piper jacquemontianum Kunth. (Cordoncillo)

como tratamiento alternativo para hiperglicemia causada por diabetes mellitus.
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V.  OBIJETIVOS

5.1 Objetivo general
5.1.1 Evaluar el efecto hipoglucemiante de los extractos de Lippia alba (Mill.) N.E.Br ex Britton
& P. Wilson (Salvia sija) y Piper jacquemontianum Kunth. (Cordoncillo) en ratones macho

CD-1 de ocho semanas de edad inducidos por estreptozotocina.

5.2 Obijetivos especificos

5.2.1 Determinar el efecto hipoglucemiante del extracto de L. alba en ratones macho CD-1
diabéticos mediante parametros de glucosa sanguinea.

5.2.2 Determinar el efecto hipoglucemiante del extracto de P. jacquemontianum en ratones
macho CD-1 diabéticos mediante pardmetros de glucosa sanguinea.

5.2.3 Comparar el efecto hipoglucémico de glibenclamida 5 mg/kg en ratones macho CD-1
diabéticos.

5.2.4 Determinar el efecto protector del extracto de L. alba en la pérdida de peso relacionada
a diabetes en ratones macho CD-1 diabéticos.

5.2.5 Determinar el efecto protector del extracto de P. jacquemontianum en la pérdida de

peso relacionada a diabetes en ratones macho CD-1 diabéticos.
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VI.  HIPOTESIS

6.1 Los extractos de dos concentraciones de Lippia alba (Mill.) N.E.Br ex Britton & P. Wilson
(Salvia sija) y Piper jacquemontianum Kunth. (Cordoncillo) tienen actividad farmacolégica en

un modelo de ratones diabéticos CD-1 inducidos por estreptozotocina.
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VII. MATERIALES Y METODOS

7.1 Universo
6.1.1 Hojas de Lippia alba (Mill.) N.E.Br ex Britton & P. Wilson (Salvia sija) y Piper

jacquemontianum Kunth. (Cordoncillo).

7.2 Muestra

6.2.1 Extractos de P. jacquemontianumy L. alba.

7.3 Materiales
7.3.1 Recursos humanos
7.3.1.1 Autor del trabajo: Br. José Agustin Aceituno Castro
7.3.1.2 Asesor del trabajo de investigacion: Dr. Rodrigo Castafieda Molina

7.3.1.3 Revisora del trabajo de investigacidn: Licda. Gloria Navas Escobedo

7.3.2  Recursos materiales
7.3.2.1 Bebederos de ratones
7.3.2.2 Jaulas
7.3.2.3 Jaulas metabdlicas
7.3.2.4 Jeringas desechables
7.3.2.5 Agujas
7.3.2.6 Sondas nasogastricas
7.3.2.7 Tiras reactivas de glucosa
7.3.2.8 Tubos Eppendorf
7.3.2.9 Micropipeta automatica
7.3.2.10 Puntas de micropipeta automatica

7.3.2.11 Tubos vacutainer de tapdn rojo

7.3.3 Bioldgicos
6.3.3.1 Ratones CD-1

6.3.3.2 P. jacquemontianum



6.3.3.3 L. alba

7.3.4

7.3.5

7.3.6

Equipos

7.3.4.1
7.3.4.2
7.3.43
7.3.4.4
7.3.45
7.3.4.6
7.3.4.7

Microlab 300 (Vital Scientific BV)

Incubadora MIDI 40 (Thermo Scientific) Marietta, Estados Unidos
Computadora portatil

Glucémetro

Centrifugadora (Premiere) Virginia, Estados Unidos

Balanza semianalitica (Nordika) Ciudad de México, México

Balanza analitica (OHAUS) Nueva Jersey, Estados Unidos

Reactivos

7.3.5.1
7.3.5.2
7.3.5.3
7.3.5.4
7.3.55
7.3.5.6
7.3.5.7
7.3.5.8
7.3.5.9
7.3.5.10
7.3.5.11
7.3.5.12
7.3.5.13
7.3.5.14

Estreptozotocina 97% (MP Biomedicals™) Illkirch, Francia
Ketamina 10% INY (DutchFarm) Nederhorst den Berg, Paises Bajos
Xilazina 2% INY (DutchFarm) Nederhorst den Berg, Paises Bajos
Glibenclamida (Sigma-Aldrich) St. Louis, Missouri, Estados Unidos
Dimetilsulfoxido (Merck) Darmstadt, Alemania
Tri-sodio citrato di hidrato (Quimiprova) Guatemala
Acido citrico monohidrato (Quimiprova) Guatemala
D(+) Glucosa anhidra PFB (Merck, Alemania).
Glucosa GOD (Dyasis) Holzheim, Alemania

Proteina total FS (Dyasis) Holzheim, Alemania

Colesterol total FS (Dyasis) Holzheim, Alemania

Albumina FS (Dyasis) Holzheim, Alemania

Triglicéridos FS (Dyasis) Holzheim, Alemania

Acido urico FS (Dyasis) Holzheim, Alemania

Cristaleria

7.3.6.1
7.3.6.2
7.3.6.3

Espatula
Beaker

Balon aforado
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7.4 Métodos

7.4.1 Declaracion ética
Todos los procedimientos experimentales en animales se llevaron a cabo de acuerdo con la Guia del
Instituto Nacional de Salud de Estados Unidos para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio
(Research, National Research Council (US) Institute for Laboratory Animal, 1996). El protocolo fue
sometido a evaluacion por el Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales de la facultad de

Ciencias Quimicas y Farmacia y fue aprobado (CICUAL-CCQQF-01-2020).

7.4.2 Disefio experimental

- Numero de muestra: el nimero de ratones por grupo fue calculado mediante a la desviacidn
estdndar obtenida previamente en la validacién del método de induccién de DM por
estreptozotocina, utilizando el software G Power. El nUmero no debe ser menor a 5 ni mayor

a 9, asegurando asi la variabilidad intra grupo, y el poder discriminante entre los grupos.

- Grupo 1 (normal): Ratones no diabéticos que recibieron diariamente una solucidon de
dimetilsulféxido al 1.5% via oral, por 8 semanas.

- Grupo 2 (control negativo): Ratones diabéticos que recibieron diariamente una solucién de
dimetilsulféxido al 1.5% via oral, por 8 semanas.

- Grupo 3 (control positivo): Ratones diabéticos que recibieron diariamente 5 mg/mg
glibenclamida via oral, disuelta en una solucién de dimetilsulféxido al 1.5% , por 8 semanas.

- Grupo 4: Ratones diabéticos que recibieron diariamente 100 mg/kg de L. alba por via oral,
disuelta en una solucién de dimetilsulfoxido al 1.5%, por 8 semanas.

- Grupo 5: Ratones diabéticos que recibieron diariamente 50 mg/kg de L. alba por via oral,
disuelta en una solucién de dimetilsulféxido al 1.5%, por 8 semanas

- Grupo 6: Ratones diabéticos que recibieron diariamente 100 mg/kg del extracto de P.
jacquemontianum por via oral, disuelta en una solucién de dimetilsulféxido al 1.5%, por 8
semanas.

- Grupo 7: Ratones diabéticos que recibieron diariamente 50 mg/kg del extracto de P.
jacquemontianum por via oral, disuelta en una solucién de dimetilsulféxido al 1.5%, por 8

semanas
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8 semanas de tratamiento

Dia0
) 2 semanas Dia 59 Dl'a‘n 60 Eutanasia
l l » Puncidn cardiaca
y A4 Parametros en plasma
Induccién de Division de grupos Tiras reactivas
DM por STZ Inicio de tx de glucosa

Tiras de glucosa

7.4.3 Eutanasia
Se llevd a cabo el dia 60 de experimentacidon, mediante una dosis letal de una mezcla de ketamina
y Xilazina, a una dosis > 120 mg/kg y 12 mg/kg respectivamente, via intraperitoneal (American

Veterinary Medical Association, 2020).

7.4.4 Determinacion de actividad hipoglucemiante
A las 4 y 8 semanas de tratamiento se midieron valores de glucosa en sangre por medio de tiras

reactivas de glucosa. El peso fue determinado diariamente durante las 8 semanas de tratamiento.

7.4.5 Analisis estadistico
Los datos se analizaron utilizando el software estadistico Prism 8 (GraphPad, San Diego, CA, USA).
Todos los datos se expresaron como la media + error estdndar de la media (S.E.M.). Las
comparaciones estadisticas se realizaron entre cambios (A) de parametro (medida después de los
inicios de experimentacién- medida en tiempo 0) para pesos (medidas repetidas) y datos finales
para glucosa utilizando ANOVA de dos vias entre los grupos tratados con tratamiento experimental
y tratados con vehiculo, seguido de la prueba posterior de comparacidon Bonferroni. Los valores de

P <0.05 se consideraron estadisticamente significativos
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VIII. RESULTADOS

Se evalud la actividad hipoglucemiante de las Lippia alba (Mill.) N.E.Br ex Britton & P. Wilson (LA) y
Piper jacquemontianum Kunth. (PJ) en ratones macho CD-1 de 8 semanas de edad (n=8) en un
modelo de diabetes mellitus inducida por estreptozotocina (STZ) 55 mg/kg en dos dias consecutivos
(110 mg/kg) comparado con Glibenclamida 5 mg/kg (GLI) como control positivo. La evaluacién de
pesos corporales mostré una significativa reduccidon causada por diabetes en el grupo STZ en
comparacién con el grupo normal desde el dia 16 de induccidn con STZ (*P<0.05) (Figura 1(A)) y
durante las 10 semanas posteriores (Figura 1(C)). El grupo GLI mostrd valores promedio mayores al
grupo STZ. La administracién oral de los extractos de las especies vegetales no evidencid una
proteccién a la pérdida de peso relacionada con diabetes inducida por STZ luego de 10 semanas de
evaluacion; sin embargo, el grupo de LA50 durante la administracion experimental mostrdé un

comportamiento similar al grupo GLI (Figura 1(B)).

La evaluacién de glucosa en sangre mostré una reduccidn significativa en el grupo de glibenclamida
(GLI) 5 mg/kg en el dia 60 de administracion (*#P<0.001), y en el grupo de L. alba 50 mg/kg (LA50)
y L. alba 100 mg/kg (LA100) en el dia 60 ("P<0.05), (Figura 2). La evaluacién de peso corporal mostré
una reduccién significativa causada por diabetes en el grupo STZ en comparacién con el grupo
normal desde el dia 16 tras induccidn con estreptozotocina (*P<0.5) (Figura 3(A)), manteniéndose
hasta la semana 10 de tratamiento (?P<0.5) (Figura 3(B)). Los cambios de glucosa sanguinea
mostraron aumento significativo al dia 0, 30 y 60 (*#P<0.001) en el grupo STZ. Sin embargo, los
grupos experimentales de P. jacquemontianum 100 y 50 mg/kg no presentaron una reduccidn
significativa, sino al contrario una tendencia al aumento progresivo, mostrando valores iniciales

altos en ambos grupos, siendo de aproximadamente 465 mg/dL (Figura 4).
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Figura 1. Cambios en peso corporal en el modelo de diabetes mellitus inducida por STZ en ratones
macho CD-1 (n=8). Cambios en peso corporal luego de 27 dias tras induccion (A) y progresion
diabética de 10 semanas tras induccién luego de administracion de extractos (C) mostraron que la
administracién intraperitoneal de STZ produjo una disminucién significativa en el peso corporal
desde el dia 16 de induccidon, manteniéndose asi hasta la semana 10 de administracion de extractos.
Cambios en peso corporal durante las 10 semanas de tratamiento (B) no mostraron proteccion con
relacidn a la pérdida de peso provocada por diabetes mellitus en los grupos que recibieron extracto.
Los datos fueron expresados como media + error estandar de la media. Los valores de #P<0.05

fueron considerados significativos comparados con el grupo normal.
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Glucosa en sangre.
Administracién experimental
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Figura 2. Glucosa sanguinea en un modelo de diabetes mellitus inducida por STZ en ratones macho
CD-1 (n=8). glucosa en sangre en el dia 60 de administracién mostraron una reduccion significativa
en el grupo GLI, LA100 y LA50 comparado con el control STZ, y un aumento significativo en el grupo
STZ comparado con el normal. Los datos fueron expresados como media * error estandar de la
media. Los valores de ##P<0.001 fueron considerados significativos comparados con el grupo

normal; *P<0.05 comparado con el grupo control.



(A)

47

(B)

Dias de induccién de DM. Administracion experimental.

Comparacién al inicio de induccién de STZ Comparacion al inicio de induccion de STZ
15

A peso (g)

-2

5 O Normal

‘5‘ @ STZ

g @ Glibenclamida 5 mg/Kg

2‘ O Piper jacquemontianum 100 ma'kg

O Piper jacquemontianum 50 mg/kg

45678 910
Semanas

e 4

1 4 9 12 16 22 24 27 12
Dias
Figura 3. Cambios en peso corporal en el modelo de diabetes mellitus inducida por STZ en ratones

macho CD-1 (n=8). Cambios en peso corporal luego de 27 dias tras induccion (A) y progresion
diabética de 10 semanas tras induccién luego de administracion de extractos (B) mostraron que la
administracién intraperitoneal de STZ produjo una disminucién significativa en el peso corporal
desde el dia 16 de induccidn, manteniéndose asi hasta la semana 10 de administracion de extractos.
Los datos fueron expresados como media + error estdndar de la media. Los valores de #P<0.05

fueron considerados significativos comparados con el grupo normal.

Glucosa en sangre.
Administraciéon experimental
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Figura 4. Cambios en glucosa sanguinea en un modelo de diabetes mellitus inducida por STZ en
ratones macho CD-1 (n=8). Cambios en glucosa en sangre en el dia 0, 30 y 60 de administracion
mostraron un aumento significativo en el grupo STZ comparado con el normal. En los grupos

experimentales PJ100 y PJ50 se presentd una tendencia al aumento de valores de glucosa sin
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significancia. Los datos fueron expresados como media + error estdndar de la media. Los valores de

##p<0.001 fueron considerados significativos comparados con el grupo normal.
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IX. DISCUSION

La diabetes es una enfermedad crénica que se caracteriza por causar hiperglicemia debido a la
produccién deficiente de insulina o el desarrollo de insulinorresistencia (OMS, 2018). En las ultimas
décadas, Guatemala ha seguido las tendencias mundiales hacia el aumento de diabetes debido a los
estilos de vida sedentarios, mayor urbanizacidon y el impacto de los estilos de vida agricolas
tradicionales (Chary et al., 2012). Prueba de ello que en el 2013, se posicioné entre los cinco paises
con mayor prevalencia de diabetes en la regidon de Sudamérica y América Central (SACA) con un
10.87 % (Aschner et al., 2013) El presente estudio evalud el efecto hipoglucémico de L. alba (Salvia
sija) y P. jagquemontianum (Cordoncillo) en dos diferentes concentraciones en un modelo de ratones

CD-1 diabéticos inducidos por estreptozotocina.

Se observé una reduccidn significativa en la glucosa sanguinea tras 60 dias de administracion de L.
alba a 50 mg/kg y 100 mg/kg. L. alba es una planta aromatica usada ampliamente en toda SACA
para diferentes propdsitos, entre ellos: problemas gastrointestinales y respiratorios, hipertension,
problemas de piel y diabetes (Ospina y Pinzdn, 1995; Hennebelle, Sahpaz, Joseph & Bailleul, 2007).
En Guatemala, se ha evidenciado su uso principalmente por la comunidad afrocaribefa en el
municipio de Livingston de diferentes formas (Girdn, Freire, Alonzo & Caceres, 1991; Caceres,
Alvarez, Ovando & Samayoa, 1991). Por lo que este estudio aporta al conocimiento

etnofarmacoldgico de la especie en la region.

Otros estudios respaldan los resultados obtenidos, demostrando la capacidad de L. alba (quimiotipo
Carvona) de reducir los niveles de glucosa en ratas Wistar diabéticas (50 mg/kg STZ) tras 21 dias de
tratamiento con su aceite esencial 500 pL/kg via oral (Acevedo-Estupifian, Stashenko & Rodriguez-
Sanabria, 2019). Dicho estudio se realizd en grupos de 5 ratas Wistar inducidas con Unicamente una
inyeccidn intraperitoneal de STZ 50 mg/kg, realizando también el andlisis de triglicéridos, glucosa
sanguinea, adipocitoquinas y enzimas hepaticas (ALT y AST). El estudio reportd que el aceite esencial
ejerce un efecto benéfico en el metabolismo, disminuyendo los niveles de glucosa y triglicéridos, y

regulando la ganancia de peso corporal en ratas.



50

La composicidn quimica de un aceite esencial es muy variable, presentando la existencia de muchos
guimiotipos. Se ha sugerido una clasificacidn de los quimiotipos basado en estos criterios, el aceite
esencial de L. alba estd constituido por siete quimiotipos (Hennebelle et al, 2006). El quimiotipo |
son los aceites que poseen citral, linalol, B-cariofileno; el quimiotipo Il tiene tagetenona como
principal compuesto; aquellos que poseen limoneno en gran cantidad con una cantidad variable de
carvona o cetonas monoterpénicas son del quimiotipo lll; y los quimiotipos restantes se caracterizan
por presentar compuestos especificos como mirceno (IV), y-terpineno (V), canfora-1,8-cineol (V1) y
estragol (VII). Sin embargo, a pesar de que se ha propuesto una clasificacién Unica de quimiotipos,
no es posible debido a los diversos factores que pueden afectar la composicion de los constituyentes

del aceite.

Varios estudios han reportado diferentes quimiotipos de L. alba en Guatemala. En un estudio se
evaluaron 16 poblaciones de la especie colectada en todo el pais, identificando el quimiotipo IV
(mirceno y (Z)-Tagetenona) en 14 poblaciones y el quimiotipo | (1,8-cineol, neral y geranial) en dos
poblaciones (Fischer et al, 2004). También se ha identificado un quimiotipo | (limoneno y piperitona)
en una poblacidon de crecimiento silvestre en Chimaltenango (Senatore & Rigano, 2001). Sin
embargo, los autores no encontraron la especie de origen natural y el clima del lugar resulto ser
inadecuado para la especie. Ambos compuestos del quimiotipo Ill han presentado actividad
antidiabética (Muruganathan, Srinivasan & Indumathi, 2013; More et al, 2014; Muruganathan &
Srinivasan, 2016; Bacanli et al, 2017). Dentro de la caracterizacidon de sus compuestos no volatiles
de sus hojas se han encontrado tres iridoides (Hennebelle et al, 2007) y uno de ellos, el genipdsido,
ha mostrado capacidad antidiabética a través de diferentes mecanismos como la regulacién de
secrecion de insulina a través de la via de la fosfatidilinositol-3-fosfato quinasa (Guo, Liu & Yin,
2014), y através de la regulacion de los receptores del péptido similar al glucagdén tipo 1 y los canales
idnicos de calcio (Guo, Xia, Gao, Yin & Liu, 2012; Zhang et al, 2016). Ademas, la especie vegetal ha
presentado actividad antinflamatoria en ratas Wistar (Saha et al, 2011) y actividad antioxidante en

cerebro, corteza cerebral e higado de ratas Wistar (Chies et al, 2013).

Las especies del género Piper son abundantes en Guatemala, siendo reconocidas mas de 80 especies

en total, aunque la mayoria carecen de evidencia etnobotanica en nuestro pais, existe evidencia in
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vivo de algunas especies con efecto hipoglucémico o antidiabético. Los garifunas en Nicaragua
utilizan a P. jacquemontianum para la fiebre, el dolor, problemas digestivos y la diabetes. Ademas,
especifican que se utiliza principalmente las hojas en infusidon (Coe & Anderson, 1996). Otras
especies han sido estudiadas especificamente en diabetes, P. sanctum y P. crocatum han mostrado
un efecto hipoglucémico en modelos de diabetes inducida por aloxano (120 y 150 mg/kg) , en ratas
Wistar y Sprague dawley (Safithri & Fahma, F, 2008; Rodriguez-Magafia, et al, 2019). P. longum
también ha mostrado un efecto hipoglucémico en un modelo de diabetes inducida por STZ (dosis
Unica de 50 mg/kg) en ratas, asi como un efecto protector en complicaciones renales y hepdticas

asociadas a diabetes (Nabi, et al, 2013).

Ademas, en P. jacquemontianum se han caracterizado diferentes compuestos quimicos como el
nerolidol, a-pineno

, linalool y limoneno (Cruz, 2005; Cruz, et al, 2008, Martinez, 2009), cada uno de ellos con evidencia
de efectos antidiabéticos o hipoglucémicos. El linalool y limoneno han presentado un efecto
hipoglucémico en ratas con una dosis de 20 mg/kg y el efecto es mayor al combinarlos en una dosis
de 10 mg/kg cada uno (Deepa & Anuradha, 2011; More, Kulkarni, Nalawade & Arvindekar, 2014).
Se ha encontrado que el a-pineno ha disminuido los niveles de glucosa desde las 24 horas de
administracién en ratones diabéticos (Ozbek & Yilmaz, 2017). Ademas, el nerolidol tiene un posible
efecto inhibidor de a-amilasa en un ensayo in vitro (Mathew & Britto, 2012), siendo un posible

candidato para el tratamiento de diabetes.

La glibenclamida es un hipoglucemiante oral del grupo de las sulfonilureas que actua tanto a nivel
pancreatico como extra pancredtico, aumentando la secrecién de insulina en las células B
pancreaticas existentes, reduce el umbral de sensibilidad a la glucosa y la produccién de glucosa
hepatica (Sreejesh, Harikumaran & Sreekumaran, 2017). Ademds, también tiene una actividad
hipoglucemiante crénica pues potencia la accién de la insulina, aumentando el nimero de sus
receptores (Amaya-Chavez et al, 2007). Por ello, es utilizado en modelos de diabetes mellitus y se
observd una disminucidn significativa en los niveles de glucosa en el grupo de glibenclamida 5
mg/kg. Por ende, es necesaria la existencia de células B pancreaticas para que la glibenclamida

produzca un efecto.
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Los resultados muestran que la administracién diaria por via oral de Salvia sija, produce un efecto
hipoglucemiante, alcanzando niveles de glucosa similares al grupo glibenclamida 5 mg/kg. Es
necesario realizar el analisis histolégico de pancreas e in vitro para complementar datos y confirmar
la actividad. Ademas, al existir antecedentes de otras especies de Piper y compuestos con evidencia

de efecto antidiabético, no se descarta el uso de P. jacquemontianum.

Sin embargo, al ser un tratamiento de origen natural y por via oral, L. alba representa una alternativa
terapéutica o concomitante en el tratamiento de la diabetes mellitus. Sobre todo, en el interior y
areas rurales del pais, donde el acceso total a la salud no existe y es necesario evaluar otras
opciones, tomando en cuenta que dicha especie se encuentra distribuida en diferentes

departamentos del pais.
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X.  CONCLUSIONES

La administracion oral del extracto de L. alba 100 y 50 mg/kg demostré una reduccién
significativa de los niveles de glucosa en sangre en ratones macho CD-1 diabéticos inducidos
por estreptozotocina, durante la administracién via oral por 60 dias, comparado con el
grupo control diabético.

La administracion oral del extracto de P. jacquemontianum 100 y 50 mg/kg en un modelo
de diabetes inducido con estreptozotocina en ratones macho CD-1 no mostré una
significativa alteracién en los niveles de glucosa tras la administracién via oral durante 30y
60 dias.

La administracion de glibenclamida a una dosis de 5 mg/kg mostré un efecto
hipoglucemiante en ratones macho CD-1 diabéticos inducidos por estreptozotocina,
comparable con la administracién oral experimental de L. alba durante la administracion via
oral por 60 dias.

Los extractos de L. alba y P. jacquemontianum en todas las dosis evaluadas no mostraron
un efecto protector en la pérdida de peso relacionada a diabetes en ratones macho CD-1
diabéticos inducidos por estreptozotocina. Sin embargo, el grupo de L. alba 50 mg/kg

mostré una tendencia similar al grupo de glibenclamida.
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Xl. RECOMENDACIONES

Explorar si el quimiotipo de L. alba influye en la actividad hipoglucemiante en el mismo
modelo de diabetes inducido por estreptozotocina.

Realizar estudios in vitro para complementar evidencia en mecanismos hipoglucemiantes
como actividad inhibitoria de a-glucosidasa o dipeptidilpeptidasa IV, asi como anlisis de
secrecion de GLP-1 o insulina.

Realizar estudios histopatoldgicos de pdncreas, higado, adipocitos u otros érganos
importantes a partir de viabilidad celular (hematoxilina y eosina) para evaluar posible
proteccion en las células B en los grupos experimentales en comparacién con el grupo
control diabético.

Realizar un fraccionamiento del extracto mediante diferentes solventes y evaluar dichas
fracciones en modelos de diabetes, para asi conocer que fraccién muestra un efecto
hipoglucémico y asi proponer el aislamiento e identificacién de compuestos activos a partir

de un fraccionamiento bioguiado.
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