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1. RESUMEN

La presente investigacion tiene como objetivo evaluar el impacto de los extractos
alcohdlicos de las especies nativas de uso tradicional Tagetes lucida (Pericén) y Piper
aequale (Cordoncillo) en la regulacién de la hiperglucemia en ratones diabéticos CD-1
machos de 8 semanas de edad inducidos por dos inyecciones via intraperitoneal (IP) en
dos dosis de 55 mg/kg de estreptozotocina (STZ). Los ratones diabéticos se dividieron en
seis grupos (8 ratones por grupo) de manera tal, que la media de glucosa en sangre y peso
corporal, tras cuatro semanas de induccién, quedaron similares entre grupos, siendo los
grupos los siguientes: grupo control diabético STZ, grupo tratado con T. lucida en dosis de
100 mg/kg/dia y 50 mg/kg/dia via oral (PO), el grupo tratado con P. aequale en dosis de
100 mg/kg/dia y 50 mg/kg/dia PO vy el grupo control positivo tratado con glibenclamida y un
grupo con ratones no diabéticos (Normal).

Se administré extracto de T. lucida y P. aequale durante 10 semanas y se evaluo la
eficacia de los extractos para regular la hiperglucemia al dia 0, 30 y 60 del periodo
experimental en comparacion con el control STZ, para determinar si alguno de estos
extractos tiene la capacidad de detener la progresion de la elevacion de la glucosa
sanguinea y evaluar si el efecto de los extractos candidatos tienen efecto hipoglicemiante
similar o mayor al control positivo Glibenclamida en su dosis recomendada (5 mg/kg/dia
PO).

Los resultados registrados indicaron que la administracién de STZ provocé un aumento
significativo (p<0.01) de glucosa en sangre después de 4 semanas de progresion diabética
comparado con el grupo normal. La administracion oral de T. lucida en la dosis de 100
mg/kg/dia disminuy6 significativamente (p<0.05) los valores de glucosa en sangre en los
ratones diabéticos en comparacion con los valores del grupo STZ, sin embargo, el efecto
hipoglicemiante no fue mayor al efecto observado en el grupo d glibenclamida. Mientras
que el extracto de P. aequale no mejor6 los niveles de glucosa en sangre en ninguna de las
dosis probadas. El peso corporal de los ratones diabéticos se mantuvo bajo durante las diez
semanas del periodo experimental comparado con el peso corporal del grupo normal.
Ninguno de los grupos tratados con los extractos candidatos mejoré el peso corporal de los
ratones diabéticos.

Estos hallazgos sugieren que el tratamiento con Tagetes lucida 50-100 mg/kg/dia tiene
un efecto hipoglicemiante al detener la progresion de la diabetes; sin embargo, se necesitan

mas estudios complementarios para fortalecer los resultados obtenidos.



2. INTRODUCCION

La Diabetes Mellitus es un trastorno metabdlico de carbohidratos, grasas y proteina, y
ha incrementado anualmente alrededor del mundo. Se estima que el nimero de pacientes
diabéticos crecera de 382 millones de pacientes en el afio 2013 a 592 millones en el afio
2035 (Sheweita et al., 2016). La mayoria de los pacientes diabéticos son no dependiente
de insulina y pequefias proporciones (7 — 10%) de pacientes son diabéticos dependientes
de insulina (DM-I). La diabetes tipo 1 (DM-I). es un desorden cronico que resulta de la
destruccién autoinmune de las células B del pancreas. Por lo tanto, la deficiencia de insulina
y la hiperglicemia son los principales resultados de DM-l. Esto puede provocar
perturbaciones en la homeostasis de glucosa y lipidos resultando en hiperglicemia y
dislipidemia (Padgett et al., 2013)

Una persistente hiperglicemia en diabetes causa un incremento en la produccién de
radicales libres de oxigeno de la autooxidacion de glucosa y la glicacion de proteinas, lo
que conduce a un estrés oxidativo asociado con complicaciones severas incluyendo
desordenes cardiovasculares, ceguera, falla renal, neuropatias y cancer (Goyal et al.,
2016).

Se necesita un modelo in vivo confiable que permita estudiar las caracteristicas
fisiopatol6gicas, metabdlicas y farmacoldgicos de la diabetes y se aproxime a la
enfermedad humana, para ello se ha usado ampliamente estreptozotocina (STZ) en
animales de experimentacion porque las alteraciones estructurales, funcionales y
bioquimicas observadas en la diabetes inducida por STZ se asemejan a las a las
observadas en humanos. Por lo tanto, la induccién de diabetes por STZ representa un
modelo relevante para estudiar la patogénesis de DM-I y las complicaciones asociadas en
animales de experimentacién (Goyal et al., 2016). La STZ dafa selectivamente las células
B, al invadir la célula por el transportador de glucosa GLUT2 causando alquilacién del ADN,
activacion de la ribosilacion de Poli-adenosina difosfato y liberacion de 6xido nitrico y como
consecuencia, las células pancreaticas son destruidas por necrosis (Dewangan et al.,
2017).

Las terapias existentes contra la DM incluyen farmacos hipoglicemiantes sintéticos e
insulina. Por lo general, estas drogan se dirigen a una Unica via metabdlica para regular la
hiperglucemia y se combinan con numeros efectos secundarios y sus eficacias son
cuestionables por resistencia por parte de los tejidos pancreaticos (Upendra Rao et al.,
2010). Por lo tanto, es imprescindible desarrollar nuevas alternativas terapéuticas como lo

son los compuestos bioactivos de plantas que pueden actuar a diferentes niveles como



inhibir la absorcion de glucosa del intestino, aumentando la secrecién de insulina del
pancreas, mejorando la absorcion de glucosa por el tejido adiposo y tejidos musculares o
inhibir la produccién de glucosa por los hepatocitos (Watal et al., 2014).

En consecuencia, hay amplias posibilidades para explorar fitoquimicos como medicina
alternativa efectiva con efectos secundarios limitados o nulos y muchas plantas contienen
varios fitoconstituyentes como flavonoides, terpenoides, saponinas, carotenoides,
alcaloides y glucésidos, cuya capacidad antidiabética se atribuye a su capacidad para
mejor el rendimiento del tejido pancreético, que se realiza aumentando la secrecion de
insulina o reduciendo la absorcién intestinal de glucosa (Sen et al., 2016). Es por ello que
el presente estudio realizé una evaluacion de dos especies vegetales a dos diferentes
dosis, para evaluar su efecto hipoglicemiante, en un modelo in vivo validado de DM-I
inducida. Para ello la diabetes se indujo en ratones macho de 7 semanas, a partir de dos
dosis de STZ (110 mg/kg de peso corporal) via intraperitoneal en ayuno a partir de dos
dosis de STZ (110 mg/kg de peso corporal) via intraperitoneal en ayuno. Se evalu6 durante
10 semanas (después de la induccion) los niveles de glucosa en sangre y se determind la

seguridad y eficacia de los extractos vegetales en diabetes mellitus.



3. ANTECEDENTES
3.1. Diabetes Mellitus

La Diabetes Mellitus (DM) es un término que describe las alteraciones heterogéneas

del metabolismo cuyo principal hallazgo es la hiperglucemia crénica con alteraciones del
metabolismo de carbohidratos, grasas y proteinas. Esta enfermedad aparece cuando el
panceras no produce insulina suficiente o cuando el organismo no utiliza eficazmente la
insulina (Ambler et al., 2019; OMS: Organizacion Mundial de la Salud, 2017).
La diabetes puede presentarse con sintomas caracteristicos como sed excesiva, poliuria,
hambre incesante, alteraciones en la vista, cansancio y pérdida de peso. En sus formas
mas graves, se puede desarrollar cetoacidosis 0 un estado hiperosmolar no cetésico y
provoca estupor, coma y, en ausencia de un tratamiento eficaz, la muerte. (Atkinson &
Eisenbarth, 2001; Nambam et al., 2018).

La DM es un sindrome de repercusion multisistémica en donde se observa afeccion
tanto de la microcirculacion como la macrocirculaciéon e involucra a diversos tejidos del
organismo, como son el pancreas, el tejido adiposo, el higado, el masculo, el tubo digestivo,
riidn entre otros. (Ewing & Parvez, 2010). Debido a este dafio multisistémico los efectos a
largo plazo son la disfuncion y el fallo de varios 6rganos.

La DM es una enfermedad de caracter progresivo caracterizado con la disminucién
de la funcién celular beta de las panceras, que explica la necesidad de intensificar el
tratamiento antidiabético conforme evolucione la historia natural de la patologia. Si se pierde
el control glucémico durante la progresion diabética se aumenta el riesgo de padecer
complicaciones cronicas como retinopatia, nefropatia, neuropatia, enfermedad coronaria y
enfermedad cerebrovascular (Fonseca, 2009; Patel et al., 2012).

Se define la progresion diabética en cinco etapas, en las cuales cada una de las
etapas esta marcada por cambias importantes en la masa celular, el fenotipo y en la funcion
de las células beta pancreéticas. La etapa 1 se describe como compensacion, la secrecion
de insulina aumenta de las células remanentes para mantener los niveles normales de
glucosa. La etapa 2 ocurre cuando los niveles de glucosa se elevan a niveles de 5.0 a 6.5
mmol/l, un estado estable de adaptacion celular. La etapa 3 es un periodo inestable de
descompensacion en la que los niveles aumentan relativamente rapido hasta la etapa 4,
gue se caracteriza por una descompensacion estable. Finalmente, esta la
descompensacion severa de la etapa 5 que representa una falla celular profunda con

progresion a cetosis (Weir & Bonner-Weir, 2004).



3.1.1. Epidemiologia

Aunque la diabetes tipo 1 (DM-I) se puede diagnosticar a cualquier edad, es una de
las enfermedades cronicas mas comunes en la infancia. Los picos de presentacion ocurren
entre los 5y 7 afios y en la pubertad o cercay ella. Mientras que la mayoria de los trastornos
autoinmunes afectan desproporcionadamente a las mujeres, la DM-I es ligeramente més
comun en nifios y hombres (Atkinson et al., 2014).

La diabetes tipo 2 (DM-2) es la forma predominante de diabetes y representa al
menos el 90% de todos los casos de diabetes mellitus. Se prevé que el aumento de la
prevalencia sea mucho mayor en los paises en desarrollo que en los desarrollados (69%
frente al 20%) (Shaw et al., 2010). EN los paises en desarrollo las personas de 40 a 60
afos (es decir, edad laboral) son las mas afectadas, en comparacién con las personas
mayores de 60 afios en los paises desarrollados. Este aumento esta relacionado con los
cambios hacia un estilo de vida occidental (Dieta alta con actividad fisica reducida) en los
piases en desarrollo y el aumento de la prevalencia de sobrepeso y obesidad (Colagiuri,
2010). La incidencia de diabetes aumenta con la edad y la mayoria de los casos se
diagnostican después de los 40 afios.

Los datos sobre la carga de diabetes en América Latina como regién son limitados
y heterogéneos, aunque han surgido nuevos datos de esfuerzos coordinados con la
Iniciativa Centroamericana de Diabetes patrocinada por la OPS, se ha encontrado una
prevalencia combinada en zonas urbanas centroamericanas de 8.5% (Chary et al., 2012).
Guatemala esté siguiendo las tendencias mundiales y regionales hacia una carga creciente
de diabetes, impulsada en parte por un aumento en la prevalencia del estilo de vida
sedentario, una mayor urbanizacion y la erosion de los estilos de vida agricola
tradicionales. Un modelo estadistico reciente estimo un aumento en la prevalencia de
diabetes en hombres de 8.9% a 11.5% y en mujeres de 8.0% a 14.0% en las dltimas tres
décadas. En la capital de la Ciudad de Guatemala la prevalencia de diabetes fue de 8,4%

(OPS: Organizacion Panamericana de la Salud., 2006)

3.1.2. Fisiopatologia

La diabetes se caracteriza por un incremento en los niveles de glucosa en sangre
y complicaciones por la disfuncion de 6rganos. La DM-I es causado por la apoptosis de
células B pancreaticas, mientras que la DM-2 es causada principalmente por no aumentada
resistencia a la insulina. La hiperglucemia es la principal causa de la diabetes., la

hiperglicemia conduce auna absorcidn de glucosa por las células 3 através del transportador



GLUT2 (Motyl & McCabe, 2009). El exceso de metabolismo de la glucosa por glucolisis
y la autorizacién de glucosa genera radicales libres, como las especies reactivas de
oxigeno (ROS). Esto aumenta el estrés oxidativo en las células B favoreciendo la necrosis
y apoptosis. Ademas, las vias inflamatorias activadas como las proteinas quinasas
activadas por mitbgeno (MAPK) y el factor nuclear kB (NF-kB) causan resistencia a la
insulina. Todos estos mecanismos eventualmente contribuyen al desarrollo de diabetes

(American Diabetes Association, 2014).

3.1.2.1. Diabetes Mellitus Tipo 1

Histéricamente, la diabetes tipo 1 fue considerada en gran medida un trastorno en
nifios y adolescentes, pero esta opinion ha cambiado en la Ultima década, por lo que la
edad de inicio sintomatico ya no es un factor restrictivo. La polidipsia, la polifagia y la
poliuria (el trio clasico de sintomas asociados con el inicio de la enfermedad) junto con la
hiperglucemia manifiesta siguen siendo signos de diagnéstico en nifios y adolescentes, y

en menor medida en adultos.

La DM-I es una enfermedad crénica autoinmune asociada con la destruccién
selectiva de células pancreaticas B productoras de insulina. El inicio de la enfermedad

clinica representa la etapa final de la destruccién de las células B que conduce a la DM 1.

La DM-I es caracterizada por lo siguiente: presencia de células inmunocompetentes
y accesorias en islotes pancredticos infiltrados; asociacion de susceptibilidad a la
enfermedad con los genes de clase Il (Respuesta inmune) del complejo principal de
histocompatibilidad (MHC; antigenos leucocitarios humanos HLA); presencia de
autoanticuerpos especificos de células de islotes; alteracion de la inmunorregulacion
mediada por células T en particular en el compartimiento CD4 + células T y la participacion
de monocinas y las células TH1 que producen interleucinas en el proceso de la enfermedad
(Ozougwu, 2013).

Otro concepto indica que el pancreas carece de células productoras de insulinay las
células B restantes son incapaces de regenerarse. Ambos conceptos de patogénesis d de
DM | han sido debatidos. Estudios recientes sugieren que, aunque la mayoria de los
pacientes con DM | de larga duracion tiene pocas células B, hay evidencia de regeneracion
de células B en bebes y nifios muy pequefios, pero no en adolescentes (Atkinson et al.,
2014). La destruccion autoinmune de las células 3 pancreaticas conduce a una deficiencia

de la secrecion de insulina que resulta en los trastornos metabdlicos asociados con la



Diabetes mellitus dependiente de insulina (IDDM).

Ademas de la perdida de la secrecion de insulina, la funcién de las células a-
pancreaticas también es anormal y existe una secrecion excesiva de glucagon en pacientes
con IDDM (Katsarou et al., 2017). Normalmente, la hiperglucemia conduce a una secrecion
reduccién de glucagon, sin embargo, en pacientes con IDDM, la hiperglucemia no suprime

la secrecién de glucagon (Raju & Raju, 2010).

Los niveles de glucagén elevados inapropiadamente resultantes exacerban los
defectos metabolicos debido a la deficiencia de insulina. El ejemplo més pronunciado de
esta alteracibn metabodlica es que los pacientes con DM | desarrollan rapidamente
cetoacidosis diabética en ausencia de administracion de insulina (Nambam et al., 2018).

3.1.2.2. Diabetes Mellitus Tipo 2

La DM 2 es un trastorno heterogéneo causado por una combinacién de factores
genéticos relacionados con la secrecion alterada de insulina, la resistencia a la insulina y
factores ambientales como la obesidad, el exceso de alimentacion, la falta de ejercicio y el
estrés, asi como el envejecimiento (Jong-Yuh & Mei-Fen, 2005). Por lo general, es una
enfermedad multifactorial que involucra multiples genes y factores ambientales en

diferentes grados.

En condiciones fisiolégicas normales, las concentraciones de glucosa en plasma se
mantienen dentro de un rango estrecho, a pesar de las grandes fluctuaciones en la oferta 'y
la demanda, a traes de una interaccion estrechamente regulada y dindmica entre la
sensibilidad del tejido a la insulina. En la DM-2 estos mecanismos se descomponen, con la
consecuencia de que los dos defectos patoldgicos principales en la DM-2 son la secrecion
de insulina alterada a través de una disfuncién de las células B pancreaticas y la accion de

la insulina alterada a través de la resistencia a la insulina (Dawed et al., 2016).

El nimero y el volumen de las células  generalmente disminuyen a la mitad de lo
normal, y la masa de las células a aumenta, lo que lleva a la hiperglucagonemia. Los islotes
exhiben hialinizacion y deposicion de amiloide, que contiene polipéptido amiloide de islote
(PPAI) o amilina. Este es un péptido secretor menor de las células B liberadas junto con la
insulina y el péptido C, pero supapel en la patogénesis de la DM-2 no se conoce bien. Se
cree que esta amilina produce resistencia a la insulina (Samson & Garber, 2018).

La obesidad es mas que un simple factor de riesgo; tiene un efecto causal en el desarrollo

de DM-2 en un contexto genético. El riesgo de DM-2 aumenta con el aumento de peso



corporal y las personas con obesidad mérbida tienen mayor riesgo de la enfermedad.
Exceso de peso corporal, relacionado con la inactividad fisica y la sobrenutricion da como
resultado la acumulacién de grasa principalmente en el abdomen vy los tejidos viscerales.
Los &cidos grasos libres derivados de los tejidos adiposos viscerales reducen la
sensibilidad a la insulina y deterioran la funcién de las células B (lipotoxicidad), lo que
resulta en el desarrollo de DM-2 (Raveendran et al., 2020).
La evolucion de la obesidad a la DM-2 resulta de una sucesion de eventos fisiopatoldgicos:
aumento de la masa de tejido adiposo, que conduce a una mayor oxidacion de lipidos; la
resistencia a la insulina observada temprano en la obesidad, revelada por la pinza
euglucémica, como una resistencia al almacenamiento de glucosa mediada por insulina y
a la oxidacion, bloqueando la funcién del ciclo del glucégeno; a pesar del mantenimiento
de la secrecién de insulina, el glucégeno no utilizado evita un mayor almacenamiento de
glucosa que conduce a DM-2; el agotamiento completo de las células 3 aparece mas tarde

(Vancampfort et al., 2016).

3.1.3. Efecto de la diabetes tipo 1 en el metabolismo

La deficiencia de insulina que caracteriza a la DM-I conduce a una lipolisis
incontrolada y niveles elevados de acidos grasos libres en el plasma, lo que suprime el
metabolismo de la glucosa en los tejidos periféricos como el musculo esquelético (Raju &
Raju, 2010). Esto perjudica la utilizacion de glucosa y la deficiencia de insulina también
disminuye la expresién de varios genes necesarios para que los tejidos objetivo respondan
normalmente a la insulina, a continuacion, se explica el efecto de la deficiencia de insulina

en el metabolismo.
3.1.3.1. Efecto sobre los niveles de glucosa

La DM I no controlada conduce a un aumento de la produccién de glucosa hepatica.
Primero, se movilizan las reservas de glucégeno hepético y luego se utiliza la
gluconeogénesis hepética para producir glucosa. La deficiencia de insulina también afecta
la utilizacion de glucosa en el tejido no hepético. En particular en el tejido adiposo y en el
musculo Esquelético, la insulina estimula la absorcién de glucosa (Prabhakar & Doble,
2008).

Esto se logra mediante el movimiento mediado por insulina de las proteinas
transportadoras de glucosa a la membrana plasmatica de estos tejidos. La absorcion

reducida de glucosa por los tejidos periféricos a su vez conduce a una tasa reducida de



metabolismo de la glucosa. Ademas, el nivel de glucoquinasa hepatica esta regulado por
la insulina. Por lo tanto, una tasa reducida de la fosforilacion de glucosa en los hepatocitos

conduce a una mayor entrega a la sangre.

La combinacion de una mayor produccion de glucosa hepética y un metabolismo
reducido de los tejidos periféricos conduce a niveles elevados de glucosa en plasma.
Cuando se reduce la capacidad de los rifiones para absorber la glucosa, se produce la
glucosuria, perdida renal de glucosa que se acompafa de perdida de agua y electrolitos,
esto conduce a la polidipsia y poliuria. El balance calérico negativo, que resulta de la
glucosuria y el catabolismo tisular, conduce a un aumento en el apetito y la ingesta de

alimentos que es polifagia (Ozougwu, 2013).
3.1.3.2. Efectos en el metabolismo de lipidos

Una funcién importante de la insulina es estimular el almacenamiento de energia
en forma de glucégeno en los hepatocitos y el musculo esquelético, después del consumo
de una comida. Ademas, la insulina estimula a los hepatocitos a sintetizar y almacenar
triglicéridos en el tejido adiposo. EN la DM | no controlada hay una rapida movilizacion de
triglicéridos que conduce a mayores niveles de acidos grasos libres en plasma. Los acidos
grasos libres son absorbidos por numerosos tejidos (excepto el cerebro) y metabolizados
para proporcionar energia. Sin embargo, en los hepatocitos, la mayoria de los acidos
grasos se metabolizan en cuerpos cetdnicos, que son utilizados para la produccion de
energia por el cerebro, el corazén y el musculo esquelético. En la DM 1|, la mayor
disponibilidad de acidos grasos libres y cuerpos cetdnicos agrava la utilizacion reducida de
glucosa, favoreciendo la consiguiente hiperglucemia. Ademas, que la ausencia de insulina

produce hipetrigliceridemia (Ozougwu, 2013).

3.1.3.3. Efecto en el metabolismo de proteinas.

La insulina tiene un efecto general sobre el metabolismo de las proteinas,
aumentando la tasa de sintesis de proteinas y disminuyendo la tasa de degradacion de
proteinas. Por lo tanto, la deficiencia de insulina conducird a un mayor catabolismo de
proteinas. La mayor tasa de protedlisis conduce a una concentracion elevada de
aminodcidos en el plasma. Los aminoacidos glucogénicos sirven como precursores de la
gluconeogénesis hepética y renal, lo que contribuye ain mas a la hiperglucemia observada
en la DM | (Nambam et al., 2018).
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Para comprender la patogénesis de DM | se deben realizar analisis de muestras

pancreaticas, suero y linfocitos de sangre periférica y los estudios de estos componentes

sugieren que una serie de defectos funcionales en la medula ésea y el timo, el sistema

inmunitario y las células B contribuyen colectivamente a la fisiopatologia de DM |

(Ozougwu, 2013).
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Figura 1. Contribuciones fisiol6gicas a los procesos patogénicos que subyacen ala

DM I. Una serie de defectos que emanan de (A) la médula 6sea y el timo, (B) el sistema

inmunitario y (C) las células $ conducen colectivamente a la perdida de produccion de

insulina por mecanismos autoinmunes.
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3.2. Enfoques terapéuticos

El manejo 6ptimo de la diabetes se dirige principalmente al control adecuado de los
niveles de glucosa en plasma en el rango de referencia de fisiologia normal como en un
sujeto sano no diabético. Los niveles de glucosa en plasma en un individuo sano dependen
de la ingesta dietética de nutrientes, actividad fisica y hormonas que controlan la
homeostasis de la glucosa, especialmente la insulina (Jiang et al., 2010).

3.2.1. Terapia de nutriciobn médica.

La respuesta de glucosa en sangre a los alimentos individuales varia de acuerdo
con el indice glucémico (IG) y la carga glucémica (CG) de la dieta. IG se calcula por la
respuesta de glucosa en sangre 2 horas después de la ingesta de 100 g de un alimento en
particular expresado. El valor de CG depende de la cantidad de carbohidratos presentes en
un alimento en particular para la digestion y absorcién, y se calcula midiendo el contenido
de carbohidratos del articulo, multiplicado por su IG y dividido por 100. Un IG de < 55 se
considera bajo y 270 es considerado alto. Del mismo modo, un CG de < 10 se considera
bajo y 220 es considerado alto. Multiples estudios han demostrado los efectos beneficiosos
de la dieta con bajo IG y CG en la mejora de DM2 y sus complicaciones. (Raveendran et
al., 2020).

La asociacion de diabetes americana utiliza el termino terapia de nutricion médica
(TNM) para describir la coordinacién optima de ingesta dietética con terapia diabética (tanto
farmacoldgica como no farmacolégica) para lograr un resultado favorable. La TNM puede
ser utilizada como medida de prevencion primaria en el caso de individuos con alto riesgo
(prediabetes, obesidad, etc.) para prevenir o retrasar la aparicion de DM-2. Las medidas de
la TNM secundaria tiene por objeto lograr un control glucémico estricto mediante
modificaciones en la dieta y por lo tanto reducir complicaciones en la DM-2. Las medidas
de TNM terciaria maneja las complicaciones relacionadas con diabetes, como enfermedad
cardiovascular o renal. Ademas de mejor la glucosa en sangre, mejora otras
comorbilidades tales como hipertension, dislipidemia y obesidad. Las dietas con bajo IG,
los edulcorantes no nutritivos y una dieta baja en calorias ayudan a controlar la diabetes.
El aumento de fibra dietética mejora el control glucémico. No se recomienda suplementos
rutinarios de vitaminas, antioxidantes y oligoelementos, a menos que haya una deficiencia
de las mismas. Las dietas hipocaléricas y bajas en carbohidratos ayudan al control
metabdlica de la DM 2 (Raveendran et al., 2020).

Un metaandlisis que incluy6 16 estudios (duracion del seguimiento de 6 meses a 4
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afos) revelo que la TNM con dietas que contienen una baja cantidad de carbohidratos y un
IG bajo, y con un alto contenido de proteinas resulté en una mejora significativa del control
glucémico en pacientes con DM-2 (Ojo & Brooke, 2014). Entre estos tipos de TNM, la DM
se asocid con las mayores reducciones de hemoglobina glucosilada (HbAlc) (-0.47%) y

peso corporal (-1.84 kg en promedio) (Franz et al., 2010).

Para los pacientes con DM-1 las dosis de insulina pueden calcularse segun los
principios de conteo de carbohidratos adoptados para que los pacientes mantengan
controlada la diabetes. Calcular las proporciones de insulina a carbohidratos ayuda a ajustar
la dosis de insulina a la hora de las comidas. Se ha informado una reduccion
significativamente mayor de HbA1lc con esta estrategia (Evert et al., 2014). Por lo tanto, en
una situacion ideal se debe recomendar el conteo de carbohidratos a todos los pacientes
con DM1. Este enfoque también beneficia a los pacientes con riesgo de hipoglucemia
porque la dosis adecuada de insulina segun el requerimiento metabdlico del paciente y la

ingesta de alimentos ayuda a prevenir la hipoglucemia.

3.2.2. Tratamiento farmacoldgico

El tratamiento de la DM se considera como el principal problema mundial y aun no se
ha descubierto un tratamiento exitoso. Aunque la terapia con insulina y los agentes
hipoglucemiantes orales son la primera linea del tratamiento para la DM, tienen algunos
efectos secundarios y no alteran significativamente el curso de las complicaciones
diabéticas (Patel et al., 2012).

3.2.2.1. Insulina humana

La insulina humana es un polipéptido, con un peso molecular de 6 kDa, consiste de
dos cadenas de aminoacidos Ay B, unidas por dos enlaces disulfuro (-S-S-). Un pancreas
humano sano contiene acerca de 8 — 10 mg de insulina. La insulina no es adecuada para
administracioén oral por inactivacién de enzimas digestiva. El 80% de la insulina ingerida es
degrada en el higado y rifién. La cantidad de insulina secretada por dia en una persona
sana es alrededor de 40 unidades. La dosis de insulina requerida para controlar la DM

depende de cada paciente (Patel et al., 2012)

Se ha desarrollado un tratamiento con insulina humana recombinante que ha llegado a
alterar la molécula de la insulina para mejorar la farmacocinética, estos analogos de la

insulina pueden absorberse mas rapido después de la inyeccion subcutanea debido a
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alteraciones en la molécula que interfiere con la formacién de multimetros de insulina
(Rother, 2007).

3.2.2.2. Farmacos hipoglucemiantes orales

Las terapias disponibles para el tratamiento oral de DM son las sulfonilureas,
biguanidas, inhibidores de a-glucosadas y glinidas, que pueden usarse solos 0 en
combinacién con otras drogas para mejorar el efecto. Muchos de estos agentes
antidiabéticos orales tienen numerosos efectos adversos, en consecuencia, el manejo de
la diabetes sin ningun efecto adverso sigue siendo un desafio.
Las sulfonilureas, como la glimepirida y liberada, actdan reduciendo la glucosa sanguinea,
al aumentar la secrecion de insulina de los islotes de Langerhans (Waring, 2016). Esto se
logra mediante la unién con el receptor de sulfonilurea en las células 3, lo que resulta en el
cierre de los canales de potasio dependientes de trifosfato de adenosina. Como resultado,
la membrana celular se despolariza y se produce la siguiente entrada de calcio, mediante
los canales dependientes de voltaje de Calcio, acompafnada de la liberacién de insulina
almacenada en los granulos secretores dentro de las células. Este mecanismo funciona

solo en presencia de insulina.

Las biguanidas, como metformina, reducen la gluconeogénesis hepética y para
reponer la sensibilidad de los tejidos periféricos a la insulina, acciones que se logran
mediante la elevacién de la absorcion estimulada por insulina y el uso de la glucosa
(Rosengarten, 1982). Sin embargo, las biguanidas son ineficaces en ausencia de insulina.
Se ha estudiado que inhibe la gluconeogénesis a partir de un aumento de AMP que activa
la proteina quinasa AMPL, y esto mediaba la supresion de la gluconeogénesis.
Recientemente se sugiere un mecanismo adicional mediante la inhibicién de la enzima
glicerofosfato deshidrogenasa mitocondrial con un aumento posterior de del estado redox
citosdlico, reduciendo asi la gluconeogénesis hepatica (Dawed et al., 2016; Rosengarten,
1982).

Los inhibidores de a-glucosidas, como acarbosa y miglitol, inhibe enzimas
responsables del rompimiento de carbohidratos en el intestino delgado (Olokoba et al.,
2012). Esta clase de hipoglicemiantes actla reduciendo la taza de absorcién de
carbohidratos en el cuerpo. también, acarbosa, inhibe reversiblemente las enzimas
pancreaticas a-amilasa y a-glucosidasa al unirse a la region de unién de carbohidratos e

interferir con su hidrolisis en monosacaridos, lo que conducen a una absorcién mas lento
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junto con una reduccion en los niveles de glucosa en sangre posprandial.

Otra clase importante de agentes hipoglicemiantes son la tiazolidinedionas (TZD),
como pioglitazona y rosiglitazona, cuyo mecanismo de accion incluye principalmente la
mejora de la sensibilidad muscular y del tejido adiposo a la insulina y, en menor medida, la
reduccién de la produccién de glucosa en el higado (Marin-Pefalver et al., 2016). Los TZD
son agonistas potentes y selectivos del receptor gamma activado por el proliferado de
peroxisomas nucleares (PPARYy) presente en el higado, el musculo esquelético y el tejido
adiposo. La activacion de los receptores PPARYy controla la transcripcién de genes sensible
a lainsulina involucrados en la regulacién del transporte, la produccién y el uso de glucosa.
Ademas, se ha informado que las TZD aumentan la funcién de las células 8 al reducir los

niveles de acidos grasos libres que finalmente conducen a la muerte de las células 3.

La ultima clase de agentes hipoglucemiantes orales son los secretagogos no
sulfonilureas, que incluyen meglitinida y repaglinida y que aumenta la secrecioén de insulina
de las células B activas por un mecanismo similar al de las sulfonilureas. Sin embargo, esta
clase de antidiabéticos orales se unen a diferentes receptores de células B (Patel et al.,
2012).

Para lograr el control de la glucemia en los pacientes con diabetes, se deben tomar
en cuenta los siguientes principios en el tratamiento con agentes anti-hiperglucemiantes
orales: La metformina es el agente anti hiperglucémico oral inicial preferido; Si la
metformina esta contraindicada o es intolerable como tratamiento inicial, se puede usar otra
clase de agente anti hiperglucémico, dependiendo de la situacion clinica(Krentz & Bailey,
2005).

Si la monoterapia no logra el objetivo glucémico, se debe iniciar la terapia de
combinacién con un segundo agente con un mecanismo de accion diferente y la terapia de
combinacién dual se puede utilizar como estrategia de manejo inicial, dependiendo del
paciente; aunque se puede prescribir la dosis maxima de un solo gente oral, el inicio
temprano de la terapia en combinacion es adecuada después de considerar la eficacia
reductora de la glucosa y los efectos secundarios del medicamento.

Cuando se selecciona una clase de agentes anti hiperglucémicos para la terapia

combinada, la eficacia para reducir la glucosa, el riesgo de hipoglucemia, el aumento de



15

peso corporal y los beneficios cardiovasculares asociados con los medicamentos se
consideran preferentemente; deben considerarse los diferentes mecanismos de accion,
interacciones farmacolégicas y preferencias del paciente para la terapia de combinacién

con mas de dos clases de agentes antidiabéticos. (Waring, 2016).

Aungue las drogas hipoglucemiantes orales sintéticas junto con la insulina son la
ruta principal para controlar la diabetes, no logran revertir completamente el curso de sus
complicaciones y lo empeoran aun mas por el hecho de que también demuestran efectos
secundarios prominentes (Malviya et al., 2010). Se han evidenciado varias desventajas
relacionadas con el uso de esos, incluidos la resistencia a los medicamentos (reduccion de
la eficiencia), efectos adversos e incluso la toxicidad. Por ejemplo, las sulfonilureas pierden
su efectividad después de 6 afios de tratamiento en aproximadamente el 44% de los
pacientes, mientras que se informa que los medicamentos para reducir la glucosa no

pueden controlar la hiperlipidemia.
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Figura 2. Agentes orales hipoglicemiantes usados para DM-2.

Los inhibidores del cotransportador sodio glucosa tipo 2 (SGLT-2 por sus siglas en
inglés) son una nueva clase de antidiabéticos orales que inhiben la reabsorcion renal de
glucosa medida por SGLT- 1, lo que aumenta la glucosuria, lo que resulta en una reduccion
de la hiperglucemia independiente de la funcion de las células B. después de la
administracion oral, los inhibidores de SGLT-2 muestran una biodisponibilidad de 65% a

78% con una vida media de 10 — 13 horas lo que permite la administracion una vez al dia.
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Estos farmacos reducen la HbAlc en un 0,58% - 1%cuando se usan como terapia mona o
complementaria (Nair & Wilding, 2010; Vivian, 2015).

La inhibicién de SGLT2 puede reducir los niveles de glucosa plasmatica al disminuir el Tm
de la glucosa, lo que se traduce en aumento de la excrecion urinaria en glucosa. En
animales no diabéticos, la inhibicién de SGLT2 no posee efecto en la glucemia plasmatica,
porque se incrementa la produccidn hepética de glucosa para compensar la glucosuria. Sin
embargo, en animales diabéticos la administracion de inhibidores de SGLT2 produce
glucosuria dosis-dependiente y una significativa reduccién de la glucosa plasmética (Miller
& Shubrook, 2015).

3.2.3. Tratamiento quirargico

En caso donde las estrategias conductuales y farmacoldgicas sean insuficientes,
varios tipos de cirugia gastrointestinal ofrecen alternativas poderosas para tratar la
obesidad y la DM2. Entre los pacientes con obesidad severa, las operaciones bariatricas
causan una pérdida de peso profunda y sostenida, mejorar practicamente todas las
comorbilidades relacionadas con la obesidad y reducen la mortalidad a largo plazo. Las
técnicas de cirugia bariatrica se clasifican segun el mecanismo para perder peso en
restrictivas, malabsortivas o mixtas. Actualmente, la cirugia bariatrica se considera
apropiada para individuos con indice de masa corporal (IMC) =35 kg/m2 y obesidad grave
relaciona comorbilidades, como DM2 (Batterham & Cummings, 2016). Las operaciones que
involucran derivaciones intestinales ejercen efectos particularmente dramaticos obre la
diabetes. Por ejemplo, aproximadamente un 84% de los pacientes diabéticos obesos que
se someten a bypass gastrico Roux-en-Y (RYGB) experimentan una remision completa de
la DM2, manteniendo la euglucemia sin medicamentos antihiperglucemicos durante al
menos 14 afios a partir de entonces (Rubino et al., 2010).

Los mecanismos fisiopatolégicos por los cuales la cirugia bariatrica mejora la
diabetes no estan esclarecidos, pero parecen ser una combinacion de la pérdida de peso,
la disminucion de la ingesta caldrica, ,cambios hormonales y mecanismos relacionados con
las modificaciones anatémicas tras la cirugia, como la estimulacién del intestino distal
aumentando PYY y aumentando incretinas GLP-1 y omision del intestino proximal, asi
disminuyendo el efecto anti-incretina, que contribuye a la disminucion a la resistencia a la
insulina y aumenta la secrecion de la misma (Fernando Maluenda, 2012; Rodriguez-
Saborio & Vega- Vega, 2006).
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3.3.  Modelos de ensayos para estudios de Diabetes y tratamientos antidiabéticos

Se ha introducido un namero sustancial de modelos in vivo e in vitro para investigar
el mecanismo fundamental del efecto antidiabético de extractos de plantas o compuestos
aislados, para contribuir al descubrimiento de un nuevos farmacos para tratar la diabetes
de forma eficaz con el minimo o ningun efecto secundario (M & T, 2016).

Tanto los modelos in vivo como in vitro tienen sus ventajas sobre otros modelos.
Para la investigacién antidiabética, los modelos in vitro son mas especificos a nivel celular
y consumen menos tiempo. Los efectos podrian analizarse facilmente mediante varios
ensayos (Hasan et al., 2018). En contraste, los modelos in vivo consumen mas tiempo y
son Mas costosos. Ademas, se necesita mas experiencia para realizar de manera efectiva
los experimentos in vivo para obtener resultados reproducibles. Sin embargo, el sistema del
cuerpo humano es un sistema complejo que no puede revelarse Unicamente mediante
ensayos in vitro. Por esta razon, la eficacia de las moléculas debe probarse a través de un
modelo in vivo. En conclusion, los ensayos in vitro pueden utilizarse en etapas primarias de
investigacion de moléculas, pero se recomienda estudios posteriores para desarrollar un

farmaco y evaluar perfiles toxicolégicos deben ser modelos in vivo.

3.3.1. Modelos experimentales In vitro

La STZ ha sido estudiada en diferentes lineas celulares para investigar a fondo su
mecanismo de citotoxicidad, para encontrar alteraciones asociadas al estrés oxidativo en
el metabolismo redox y disfuncion respiratoria mitocondrial que conduce a un aumento de

la apoptosis celular y encontrar marcadores moleculares claves del estrés apoptético.

La biotecnologia ha desarrollado numerosos métodos para desarrollar y crear
lineas celulares cultivadas mas adecuadas para ayudar a los estudios de los mecanismos
de secrecion de insulina y disfuncién celular. Las lineas celulares secretoras de insulina
mas utilizadas son células B -TC, RIN, HIT, MIN6 e INS-1. Estas lineas celulares liberan
principalmente insulina, pequefias cantidades de glucagén y somatostatina (M & T, 2016).
Se ha evidenciado que en la linea celular RIN-5F con induccién de diabetes con STZ
durante 48 horas provoca una disminucion de Bcl-2, proteina anti-apoptética y a su vez
aumento en proteinas proaptotica como Bax por una expresion reducida de Nrf2 con un
aumento de la escision de caspasa-3 lo que conlleva a una disfuncion mitocondrial por
inhibicion de los complejos mitocondriales, principalmente el complejo 1V, fragmentacion
del e ADN y una disminucion en la produccion de ATP conduciendo a apoptosis celular
(Nahdi et al., 2017).
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Uno de los enfoques terapéuticos mas importantes para disminuir la hiperglicemia
postprandial es retardar la absorcidén de la glucosa a través de la inhibicion de las enzimas
que hidrolizan carbohidratos como a-glucosidasa y a-amilasa, para poder estudiar el
potencial de productos farmacoterapéuticos de inhibicibon de estas enzimas puede
realizarse el ensayo de inhibicién de la enzima a-glucosidasa y se basa en la liberacion de
una molécula de p-nitrofenol como producto del sustrato utilizado p-nitrofenil a-D-glucosido
en presencia de la enzima a-glucosidasa y se mide la absorbancia a una longitud de onda
de 400 nmy a 37°C (Alim Sevilla-Asencio et al., 2013).

3.3.2. Modelos experimentales In vivo

Existen numerosos modelos biolégicos en animales que reproducen varias de las
manifestaciones clinicas de la diabetes humana mediante diversos métodos, entre los
cuales se destaca la induccién quimica por estreptozotocina (STZ) en roedores. Este
compuesto es un agente antimicrobiano y también se ha utilizado como agente alquilante
quimioterapéuticos, pero provoca la destruccion selectiva de células  de los islotes
pancreaticos, unica fuente de insulina en el organismo. La diabetes por STZ es provocada
por la necrosis especifica e de las células [ pancreaticas y es la primera opcion para la
induccién en animales (Motyl & McCabe, 2009). Dependiendo de la cepa animal, la dosis,
la via de administracion del farmaco y el periodo de vida en la que se administra STZ en
animales se genera diabetes graves (glucosa en sangre superior a 200/300 mg/dL) o
diabetes leve (glucemia entre 120 y 200/300 mg/dL). Para la induccion de diabetes severa
se administra a 40 — 50 mg/kg de peso corporal por via intravenosa o intraperitoneal durante
la edad adulta. Si se desea inducir unas diabetes leves, los animales deben recibir una
inyeccion de 100 mg/kg peso corporal de STZ por via subcutanea al nacer.
Aproximadamente tres dias después de la administracion de STZ, los animales desarrollan
hiperglucemia (300 mg/dL) y en la edad adulta presentan niveles bajos de glucosa en
sangre (120 — 200 mg/dL) por la alta capacidad regenerativa de las células 3 durante el

periodo neonatal. (Damasceno et al., 2014).

Quimicamente, STZ es un compuesto de glucosamina nitrosourea y se nombre en
el sistema IUPAC como (derivado de 2-desoxi D-glucosa de N-metil-Nnitrosilurea).
Estructuralmente se asemeja a la 2-desoxi-D-glucosa, pero con un reemplazo en la
posicion C2 con un grupo metilo unido en un extremo y una molécula de glucosa en el otro.
Tiene una vida media corta de solo 5 a 15 minutos, por eso la importancia de realizar la

administracion en soluciones de STZ frescas. La acumulacion de STZ es preferentemente
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en las células pancreaticas B a través del sistema transportador GLUT2 y da como
resultado la citotoxicidad de las células B (Goyal et al.,, 2016). EI GLUT 2 es un
transportador de glucosa de baja afinidad ubicado en la membrana plasmatica, que media
la entrada de STZ en las células B pancreaticas. Las células productoras de insulina que
carecen de expresién de GLUT 2 son resistentes a las acciones de STZ. Mientras que, en
contraste, STZ tiene la capacidad de dafiar las células del higado y los rifiones que expresan
GLUT 2 (Dewangan et al., 2017; Eleazu et al., 2013).
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Figura 3. Mecanismo de accion diabetogénico por STZ.

La actividad diabetdgena de STZ se hizo evidente por primera vez en 1963. Luego
continuo como un agente de eleccion para inducir diabetes en animales experimentales.
Se descubrié que STZ causa una degradacion extensa en el ADN bacteriano en Bacillus
substilis y revelo la posibilidad de dafio en el ADN de las células como un mecanismo de
induccién de diabetes en mamiferos (Dewangan et al., 2017). Al ser un analogo de glucosa,
STZ ingresa a las células B través del transportador GLUT 2 y se acumula
intracelularmente; cuando esta dentro de las células la STZ forma un agente alquilante,
diazometano (DAM) que causa la metilacién del ADN y provoca la accion diabetogena.
(Gheibi et al., 2017). Ademas de la metilacién del ADN, que, a su vez, da como resultado

la fragmentacion del ADN. Posteriormente, el ADN fragmentado activa la poli (ADP-ribosa)
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sintetasa para reparar el ADN. poli (ADP-ribosa) sintetasa conduce al agotamiento de
NAD+ celular y por consecuencia agotamiento de ATP. La disminucién de la sintesis de
ATP se demuestra por la desforilacion que proporciona mas sustratos para la xantina
oxidasa, lo que resulta en la formacién de peréxido de hidrogeno y radicales hidroxilos,
causantes de estrés oxidativo. Ademas, la presencia de la cadena lateral de N-metil-
Nnitrosourea tiene la capacidad de liberar 6xido nitrico que inhibe la actividad de aconitasa,
lo que resulta en una disfuncidon mitocondrial (Radenkovi¢ et al, 2016). Ademas, existen
multiples mecanismos para la accién diabetogénica de la STZ como el aumento de los
niveles de NADPH, ya sea por la autooxidacién de glucosa o en la produccién de
diacilglicerol (DAG) y el aumento de la generacidén de radicales libres de O2, especies
reactivas de 6xido nitrico, activacion de la ruta de la proteina quinasa C, flujo de glucosa a
través del metabolismo del poliol, acumulacién de productos finales de glicacion avanzada
y secrecion de citoquinas por respuestas inflamatorias lo que conlleva a la muerte de las

células B tanto por apoptosis como por necrosis (Nahdi et al., 2017).

3.4, Productos naturales
3.4.1. Fitoterapia de diabetes

La diabetes requiere un examen y diagnostico biomédico, sin embargo, en el
sistema tradicional, ciertos signos pueden apuntar a la enfermedad, pero no es posible
correlacionar directamente el concepto tradicional con el biomédico. Por ejemplo, la palabra
diabetes se usa con la definicion “es cuando la sangre es dulce”, y se describen posibles
causas y sintomas observados, pero estos conceptos no tienen nada que ver con
definiciones aceptadas por la OMS, o la Asociacién. Americana de Diabetes. Por lo tanto,
no existe un vinculo claro entre la comprension cultural de la enfermedad y la enfermedad

segun los conceptos biomédicos (Vargas & Andrade-Cetto, 2018).

En Guatemala, el uso de plantas medicinales se ha practicado desde tiempos
prehispanicos y es frecuente porque esas plantas y sus practicas tradicionales asociadas
representan las principales modalidades de tratamiento de atencién primaria en salud para
la poblacion, en donde el 54% vive en la pobreza. Los bajos ingresos de las poblaciones
indigenas estan asociados con la prevalencia de DM, que representa el 33% de la
mortalidad en el pais (Andrade-Cetto et al., 2019). Ademas de ser poblacién en riesgo de
DM, como resultado de la marginacién y la falta de acceso a la atencion y prevencion,
ademas de cambios dramaticos en el estilo de vida, incluida la transicion nutricional a una
dieta alta en carbohidratos. Estos factores conllevan a las personas diabéticas usen plantas

medicinales como alternativas etnofarmacoldgicas (Andrews et al., 2018; Cruz & Andrade-
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Cetto, 2015).

Las plantas medicinales tienen entonces un componente tradicional que en su
mayoria no se ha evidenciado cientificamente. Sin embargo, se sabe que los compuestos
quimicos activos herbales mas comunmente utilizados en el tratamiento de la diabetes
son flavonoides, taninos, fendlicos y alcaloides (Jarald et al., 2008). La existencia de estos
compuestos implica atencién en propiedades antidiabéticas de las plantas. Los taninos
mejoran la funcién de las células B pancreéticas y aumenta la secrecion de insulina, la
quercetina es un antioxidante que actia en varios mecanismos relacionados con la
eliminacion de radicales libres de oxigeno por lo que previene la peroxidacion lipidica y la
quelacion de iones metdlicos. De hecho, los mecanismos de accion para las plantas
hipoglucémicas incluyen: aumento en la secrecion de insulina, aumento de la absorcion de
glucosa por musculo y tejido adiposo, prevencion de la absorcion de glucosa desde el
intestino y prevencion de la gluconeogénesis (Kooti et al., 2016; Vargas & Andrade-Cetto,
2018).

3.4.2. Mecanismos de accidn
El manejo de diabetes sin ningun efecto adverso sigue siendo un desafio en los

sistemas de salud. Las drogas naturales se prescriben mayoritariamente por su eficacia,
pocos efectos adversos y bajo costo. Una amplia gama de principios activos derivados de
plantas ha demostrado actividad antidiabética (Watal et al., 2014). Los fitoquimicos pueden
tener distintos mecanismos de accion como regular la resistencia a la insulina, regular la
funcion de la célula pancreatica por regeneracion o supervivencia de las células, regulacion
de la absorcion de la glucosa por la actividad de a-glucosidasa (Salehi, Ata, et al., 2019). El
efecto antidiabético de los productos naturales se ha atribuido a la mezcla de fitoquimicos
0 a un solo componente del extracto vegetal.

Las plantas medicinales poseen variedad de fitoquimicos, que incluyen, alcaloides,
acidos fendlicos, glucésidos, saponinas, polisacéaridos estilbenos y taninos, que han sido
intensamente investigado por sus efectos antidiabéticos. El efecto beneficioso puede darse
a través de varios mecanismos que incluyen la regulacion del metabolismo de la glucosa 'y
de los lipidos, la secrecién de insulina, la estimulacion de las células, la via de sefalizacion
de NF-kB, la inhibicién de las enzimas gluconeogenicas y la accion protectora de las

especies reactivas de oxigeno (Aba & Asuzu, 2018).

3.4.2.1. Inhibicion de la a-glucosida y a-amilasa
La inhibicion de la actividad de la a-glucosidasa se demostr6 como una buena

estrategia para controlar la glucemia. En un estudio se examind el efecto inhibidor de
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extractos hidroetanolicos de 23 plantas medicinales utilizadas en México como
antidiabéticos sobre la a-glucosida obtenida de la mucosa intestinal de ratas. Camellia
sinensis mostro la mayor actividad inhibitoria, seguido de Ludwigia octovalvis y Lostephane
heterophylla (Rios et al., 2015). Se comprobdé que los principales compuestos activos son
catequinas, flavonoles, flavonas y derivados del cafeoilo. Las semillas de fenogreco
(Trigonella foenum-graecum L.) inhiben la glucosidasa intestinal en ratas diabéticas y tiene
un efecto positivo sobre enzimas glucoliticas y gluconeogenicas para restaurar la
homeostasis de la glucosa.

La inhibicion de la a-amilasa es otra opcién de tratamiento contra DM-2, ya que se retarda
la liberacion de la glucosa de los carbohidratos, retrasando su absorcion intestinal y
consecuentemente la glucemia posprandial, reduciendo la hiperglucemia (Sharma et al.,
2018). Los extractos acuosos de Urtica dioica y Juglans regia mostraron una inhibicion
competitiva de la a-amilasa dependiente del tiempo y de la concentracion. Otras plantas
gue han mostrado esta actividad son Erythroxylum laurifolium, Elaeodendron orientale y

Antidesma madagascariensis.

3.4.2.2. Efecto sobre la captacion de glucosay los transportadores de glucosa

En un proceso fisiolégico, en miocitos y adipocitos, la insulina induce la activacién
del receptor de insulina, lo que conduce al reclutamiento de proteinas IRS seguido de
activacion fosfatidil inositol 3 quinasa y posteriormente la translocacion de GLUT4 a la
membrana plasmatica y captacion de glucosa (Rios et al., 2015). Se ha estudiado especies
vegetales, enfocandose en este proceso. El extracto etanolico de Tinospora cordifolia, en
el cual su principal compuesto es palmatina indujo la sobreexpresion de GLUT-4 hasta 5

veces mas, esta actividad es mediada por la via de la insulina.

Las plantas con sus principios activos relevantes tales como Bertrol de Cecropia
obtusifolia; acido clorogénico de Momordica charantia; 4cido corosélico de Lagerstroemia
speciosa; peniculata y andrografélido, ginsendsido Rh2 de Panax ginseng. Algunos de
estos mecanismos estan mediados por PPAR, que son factores de transcripciéon regulados

por ligandos, que controlan la expresiéon génica de GLUT-4 (Sharma et al., 2018).

El té verde (C. sinensis) y su extracto enriquecido con galato de epigalocatequina
mejoraron la homeostasis de la glucosa y aumentaron la expresion de PPARy, Magnolia
officinalis estimulo la captacién de glucosa basal y actué como un agonista parcial de
PPARYy.
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3.4.2.3. Potenciadores de la secrecion de insulina y la proliferacién de células B
pancreaticas

Las incretinas son hormonas derivadas del intestino que se liberan en respuesta a
la ingestion de nutrientes, principalmente glucosa y grasas. Son miembros de la
superfamilia del glucagén y estimulan la secrecién de insulina pancreatica de una manera
dependiente de la glucosa (Rios et al., 2015). Existen dos tipos de incretina, GIP y GLP-1,
ambas se inactivan rapidamente por la enzima DPP-4. En consecuencia, la inhibicion de
DPP-4 para extender la vida media de GLP-1 o el uso de analogos de GLP-1 resistentes a
la degradacion de DPP-4 son dos estrategias reconocidas en compuestos antidiabéticos.
Diferentes fructanos de tipo inulina, como los obtenidos en Cichorium intybus y Agave
tequilana mejoran la produccion de GLP-1 en el colon, mientras que Pterocarpus
marsupium, Eugenia jambolana, Agonia cretica y Hedera nepalensis inhiben la DPP-4. Se
encontraron cuatro compuestos, tres de F. cretica (Glucosidos del 4cido quinovico) y uno
de H. nepalensis (titerpeno lupeol) que inhibieron la actividad de DPP-4.

3.4.2.4. Inhibicion de la actividad de la proteina tirosina fosfatasa 1B (PTP1B)

La PTP1B regula negativamente la vi de sefializacion de la insulina, esto podria ser
un objetivo prometedor para el tratamiento de DM-2. Los extractos solubles en acetato de
etilo de Camellia jap6nica mostro un efecto potente como inhibidor de PTP1B (Aba &
Asuzu, 2018).

El extracto metanolico de las hojas de nogal (J. regia) aumento la captacion de glucosa en
los miocitos por inhibicion de PTP1B. Los principales compuestos en este extracto fueron
acido clorogénico, el acido 3-p-cumaroilquinico y un trihidroxinaftaleno-hexosido, asi como

flavonoides glucosidos derivados de kaempferol y quercetina.

3.4.25. Actividad antioxidante para disminucién del estrés oxidativo

Las anomalias metabdlicas de la diabetes provocan sobreproduccion de superdxido
en varios tejidos, incluido el pancreas endocrino, que a su vez activa las vias involucradas
en la patogenia de las complicaciones y un mayor aumento de las especies reactivas de
oxigeno intracelular (ROS) (Rios et al., 2015). Por lo tanto, las ROS parecen ser agentes
causales en la patogenia de la diabetes al dafar las células . En consecuencia, dado que
el estrés oxidativo juega un papel clave en la resistencia de insulina y la disfuncion de las
células B, la administracion de antioxidantes podria ayudar a reducir las complicaciones

diabéticas. El extracto de Otostegia pérsica redujo significativamente la glucemia en ratas
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diabéticas, en paralelo a un aumento en el nivel de insulina sérica. También, disminuyo
significativamente MDA y aumento los niveles de GSH. Los extractos etanolicos de
Achyranthes aspera mostro actividad antioxidante y redujo significativamente los niveles de
glucosa en sangre en ratones diabéticos. Este extracto también previno la peroxidaciéon
lipidica y los hidroperéxidos, aumento la actividad catalasa.(Salehi, Ata, et al., 2019). La
baicaleina es un flavonoide que se encuentra Oroxylum indicum, Scutellaria baicalensis y
otras especies que mitiga el estrés oxidativo, suprime la activacion de NFkB y disminuye la
expresion de iINOS y TGF-.

La Berberina es un alcaloide que se encuentra en diferentes plantas como Berberis
vulgaris, Coptis chinensis e Hydrastis canadens, este alcaloide mostro actividad
antioxidante debido a sus propiedades depuradoras contra los radicales libres y la
atenuacion de la expresiéon de NADPH oxidasa. La activacion de NADPH oxidasa esta
asociada con la diabetes y se considera un objetivo potencial para tratar la enfermedad y
las complicaciones relaciones. Por lo tanto, la inhibicibn de NADPH oxidasa podria explicar
parcialmente los efectos beneficiosos de la berberina (Prabhakar & Doble, 2008).

La apocinina y el acido lipoico son compuestos con un alto potencial como agentes
antidiabéticos. El acido lipoico es comun en plantas de la familia Brassicaceae (brocoli y
berros) pero también en espinacas y patatas, mientras que la apocinina es comun en
Picrorhiza kurroa, Jatropha multifida y Apocynum cannabinum, se ha demostrado que el
acido lipoico previene la hipertrigliceridemia y la resistencia a la insulina y mejora la
sensibilidad a la insulina hepética y a la tolerancia a la glucosa. En el caso de la apocinina,
se demostré la inhibicion de la NADPH oxidasa (Bharti et al., 2018).

3.5. Aspectos farmacognésticos de las especies evaluadas

Un estudio etnofarmocold|gico identifica las principales plantas en una region que
se utilizan como tratamiento para la diabetes y evidenciar su uso cientificamente, teniendo
en cuenta que la DM no puede curarse y como la mayoria de tratamientos farmacolégicos
su objetivo es mantener controlados los niveles de glucosa sanguinea para prevenir sus
complicaciones (Giovannini et al., 2016). Se han seleccionado dos especies vegetales que
son utilizadas tradicionalmente por poblaciones guatemaltecas para la diabetes pero que
no haya literatura que evidencie su efecto hipoglucemiante en modelos in vivo o in vitro, o
gue haya estudios que identifiguen la composicion fitoquimico responsable del efecto

hipoglucémico y su mecanismo de accion, las plantas se describen a continuacion.
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3.5.1. Piper aequale (Cordoncillo)

La especie Piper aequale pertenece al género Piper de la familia Piperacea. El
género Piper contiene aproximadamente unas 1500 especies, con cerca de 1000 América
Tropical, alcanzando su mayor diversidad en bosques humedos premontanos y de tierras
bajas. Muchas especies se conocen con el nombre de “Cordoncillo” (de L. Rico Arce et al.,
2004).

Se conoce que Piper jacquemontianum es utilizada como medicina tradicional en
diabetes en poblaciones Latinoamericanas, incluyendo a Guatemala (Cruz et al., 2011,
Svetaz et al., 2010), y un estudio realizado demostré6 mediante analisis molecular con la
técnica de los polimorfismos en la longitud de los fragmentos amplificados que Piper
aequale tiene similitud genética a la colecta de Piper jacquemontianum de la parte norte y
sur de Guatemala (Martinez, 2006); por lo tanto P. aequale al tener un genoma similar a P.
jacquemontanium, pueden tener metabolitos con propiedades hipoglicemiantes y puede

ser una alternativa al tratamiento antidiabético.

En Guatemala la especies el género Piper crecen en las regiones calidas tanto de
la parte sur como del norte, en donde estan asociadas principalmente a bosques
secundarios. Al afio 2006 se reconocen mas de 80 especies y estan distribuidas
especialmente en Alta Verapaz e Izabal, algunas de las especies son utilizadas por las
comunidades para diferentes afecciones, otras son utilizadas como cerco, mientras que la

mayoria se desconocen sus propiedades medicinales y/o aromaticas (Cruz et al., 2012).

3.5.1.1. Composicién quimica

La fitoquimica del género Piper es muy amplia en cuanto a la cantidad de
compuestos presentes, proporcionando una gran diversidad al género, sin embargo,

muchos de estos compuestos no han sido estudiados a profundidad (Martinez, 2006).

Se ha encontrado constituyentes volatiles, como la presencia de metabolitos del
acido mevalénico (monoterpernos y sesquiterpenos), metabolitos del acido acético y
shikimico (flavonoides) y relacionados al acido shikimico (lignoides, y arilpropanoides,
amidas, etc.). Diversas investigaciones fitoquimicas han encontrado la presencia de
muchos compuestos activos tales como amidas, alcaloides, lignanos, cromononas, asi
como compuesto especificos (Martins et al., 1998; Orjala et al., 1993). Los metabolitos més
frecuentes aislados son amidas (cinnamoilamida y alquilamidas); aristolactamas y otros
alcaloides, flavonoides (flavona dihidroflavonas, dihidrochalconas y o-metilflavonoides)

notandose que la o-glicosilacion es rara (Mgbeahuruike et al., 2017; Parmar et al., 1997).
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3.5.1.2. Usos tradicionales
Se ha atribuido su uso tradicional para el tratamiento de afecciones de la piel,
infecciones, anemia y dolor de cuerpo (Mgbeahuruike et al., 2017). Se conoce su uso para

el tratamiento de reumatismo e inflamacién (Da Silva et al., 2016).

3.5.1.3. Evidencias farmacolégicas

La evaluacion citotdxica in vitro de extractos etandlicos contra lineas celulares de
cancer de mama (MCF-7), pulmon (H-460) y sistema nervioso central (SF-268) revelo que
tiene una fuerte actividad citotoxica (Calderén et al., 2006).

No se encontré ningun estudio sobre sus propiedades hipoglucemiante en modelos in vivo
0 in vitro en bases de datos como Pubmed o Google scholar que compruebe o identifique
fitoquimicos responsables de la accién terapéutica para tratar la diabetes en las hojas,
frutos o en ningun otro érgano de la planta, es por ello la importancia de realizar este estudio

con esta especie vegetal.

3.5.2. Tagetes lucida (Pericén)

T. lucida, es una planta nativa de América tropical desde México a Honduras;
pertenece a la familia Asteraceae. Es conocida cominmente como pericon, anisillo y hierba
de San Juan. Es una de las especies que merecen investigacion por ser fuente medicinal
a bajo costo (Mufioz Acevedo et al., 2009). Esta especie es utilizada tradicionalmente en
poblaciones guatemaltecas para el tratamiento de DM (Girdn et al., 1991), sin embargo, no

existen estudios que evidencien si posee efecto hipoglicemiante.

3.5.2.1. Composicidn quimica

En los tejidos secretores de las hojas y flores se produce un aceite esencial en el
gue se han identificado 53 constituyentes, y los que se encuentran en mayor proporcion
son estragol, anetol y metileugeno. Las hojas y las floras contienen limoneno, B-ocimeno,
B-cariogileno, mirceno, alcaloides cuaternarios, flavonoides (quercetagetina, patuletina),
saponinas, taninos, leucoantocianinas, acido galico, glucésidos cianogénicos, cumarinas

(herniarina dimetil alileter de 8-hidroxicumarina) (Bicchi et al., 1997; Marotti et al., 2004).

3.5.2.2. Usos tradicionales

La especie T. lucida es utilizada ampliamente por las comunidades en Guatemala
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para tratar varias afecciones, incluyéndola como tratamiento tradicional para la diabetes
(Girén et al., 1991). Otros usos tradicionales incluye la infusion como ténico para combatir
la tos, dolores de cabeza, fiebres, colicos, dolores abdominales, enfermedades
gastrointestinales, dolor corporal y como emenagoga (Andrews et al., 2018; Giovannini et
al., 2016). En Guatemala extractos de T. Lucida se venden como infusién, tintura y elixir.
Estos productos son usados para el dolor de estébmago, gastritis y se les atribuyen
propiedades emenagogas. Se ha demostrado su actividad antimicrobiana y antifangica y
actividad gastrointestinal y espasmolitico (Caceres et al., 1991). Otros usos atribuidos al
pericon estan aliviar varices, problemas de reumatismo, inflamacion y resfriado, en el

tratamiento de estos padecimientos se emplea por lo general toda la planta.

3.5.2.3. Evidencia farmacolégica

La medicina cientifica ha validado la efectividad de Tagetes lucida en la cura de
diferentes afecciones, como diarrea y otras enfermedades gastrointestinales, verificando
su uso tradicional, contra Salmonella enteritidis y Salmonella typhi y otras especies, lo que
explica su uso para problemas diarreicos, ademas que las partes aéreas o flores de T.
lucida han reportado efectos antibacterianos, antihelmintica y antimicética, insecticidas,
actividad citotoxica, efectos antioxidantes (Hernandez-Leon et al., 2020). Con respecto al
Sistema Nervioso Central, los estudios farmacoldgicos han evidenciado que T. lucida tiene
efectos ansioliticos, sedantes y antidepresivos (Pérez-Ortega et al., 2016).

Se ha comprobado el efecto de T. lucida en las dolencias gastrointestinales, debido a sus
propiedades antiespasmadicas junto con la disminucién de la motilidad intestinal, dando
mejoria a los colicos y diarreas involucrados en varios trastornos gastrointestinales
(Ventura-Martinez et al., 2020).

De igual manera se han encontrado componentes activos sobre el efecto
antiespasmaodico que corresponde a la 7-metoxi-cumarina (herniarina). Mediante ensayos
farmacoldgicos se ha demostrado que las hojas y flores de Tagetes lucida tienen actividad
espasmolitico, lo que explica su uso contra el dolor de estbmago (Guadarrama-Cruz et al.,
2008). De todas maneras, se ha demostrado que las hojas deprimen el sistema nervioso
central y tienen actividad hipotensora, caracteristicas especialmente efectivas para

padecimientos denominados como “nervios” y “estrés”.

Se ha revelado que los aceites esenciales son un potente acaricida, con efectos de
repelencia o biocida contra la conchuela del frijol, mosquita blanca y pulgones, es un buen

fungicida, ademas con propiedades nematicidas, todas ellas para el control de plagas
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(Nerio et al., 2009).

El pericon se ha estudiado por propiedades hipoglucemiante atribuida a sus
componentes antioxidantes, como polifenoles y flavonoides especialmente heridina,
naringenina, acido rosmarinico, acido ferdlico, quercetina y rutina como disminucién en los
niveles de glucosa niveles de glucosa con un marcado aumento en la concentracion de
insulina (Abdel-Haleem et al., 2017).

3.6. Desarrollo de nuevos farmacos

Un tipo de tratamiento prometedor para la DM-I parece ser el de los anticuerpos
monoclonales antiCD3 que no se unen al receptor de Fc, como el teplizumab (Herold et al.,
2019). Mdltiples estudios en los que participaron pacientes con DM-I han demostrado que
el tratamiento con teplizumab reduce la perdida de la funcién de las células B, incluso hasta
7 afios después del diagndstico. El farmaco modifica los linfocitos T CD8+, que se cree que

son células efectoras importantes que matan a las células beta.

Otro posible tratamiento DiaPep277 es un péptido de 24 aminoacidos derivados de
la secuencia 437 — 460 de la proteina humana de choque térmico de 60 kD (HSP60). El
péptido ha demostrado modular el ataque inmunoldgico a las células B en el modelo de
ratdbn NOD de diabetes tipo 1 (Xin et al., 2019)

El péptido induce a las células T antiinflamatorias y bloquea la destruccion de
células B mientras conserva la secrecion de insulina. Estudios adicionales han demostrado
que DlaPep277 también activa las células T reguladoras al interactuar con su receptor tipo
Toll 2. La induccion de células T reguladoras desvia la respuesta inmune hacia la
preservacion de las células 3, en lugar de su destruccion, sin afectar la funcién general de
las células T en ratones y humanas, lo que permite un tratamiento especifico para la DM-I

sin suprimir las funciones inmunol6gicas esenciales (Xin et al., 2019)

La vacuna de acido glutamico descarboxilasa (GAD) — alum) es una vacuna
formulada con adyuvante que incorpora GAD65 humano recombinante, la isoforma
especifica de GAD expresada en células pancreaticas humanas, y un antigeno principal
dirigido por linfocitos T autorreactivos en DM-1 (Morales & Thrailkill, 2011). Se teoriza que
la vacuna intermitente con esta proteina induce tolerancia inmunitaria a GADG65,
interrumpiendo potencialmente asi una mayor destruccion de células B. Por lo tanto, se
estan realizando ensayos clinicos para examinar la eficacia y seguridad de la

inmunoterapia con GAD-Alumbre en pacientes con formas de diabetes mediadas por
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autoinmunidad

El tratamiento de pancreas artificial, también conocido como control de glucosa en
circuito cerrado, es una opcion de tratamiento emergente que combina una bomba de
insulina y un monitoreo de glucosa con un algoritmo de control para administrar insulina de
manera sensible a la glucosa (es decir, un sistema de péncreas artificial de una sola
hormona) (Bekiari et al., 2018) Por lo tanto, en comparacion con las bombas de insulina o
las bombas con sensor aumentado, el uso de pancreas artificial puede reducir la carga para
los pacientes al ajustar autométicamente la cantidad de insulina que ingresa al cuerpo en

funcion de los niveles de glucosa del sensor.

En el ano 2016 la Administracion de Drogas y Alimentos de EE.UU. (FDA) aprobd6
el primer sistema de pancreas artificial para que lo utilicen personas con DM-I mayores a
14 afios.
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4. JUSTIFICACION

El altimo reporte de la Organizacion Mundial de la Salud estim6 que 422 millones de
adultos en todo el mundo tenian diabetes en 2014 (World Health Organization, 2016). La
prevalencia mundial de la diabetes casi se ha duplicado desde 1980 al 2014, pues ha
pasado del 4.7% al 8.5% en la poblacién adulta, La diabetes ha sido clasificada como la
séptima causa principal de muerte en 2016, 1.5 millones de muertes fueron causadas
directamente por la diabetes y otros 2.2 millones de muerte en 2012 por de niveles altos
de glucosa en sangre comparados con los niveles aceptables. La mitad de las muertes
atribuibles a la hiperglucemia tienen lugar antes de los 70 afios, y esta cifra es superior en
los paises de bajos recursos que en los de altos recursos. Se esta considerando que la
diabetes en la actualidad es la primera causa de enfermedades cardiovasculares, ceguera,

pérdida de audicion insuficiencia renal crénica y de amputaciones no traumaticas.

El 80% de los diabéticos, viven en paises de bajos y medianos ingresos, especialmente
China, India y América Latina. En Latinoamericana, las tasas de diabetes estan
aumentando tanto en zonas urbanas como en contexto rural (Chary et al., 2012). En los
ultimos afios, Guatemala ha aumentado en la prevalencia de diabetes. En el afio 2000, los
datos compilados por el Instituto Nacional de Estadistica de Guatemala estimaron la
mortalidad regional atribuible a la diabetes en un 22%. Datos de alrededor del afio 2002
demostraron que la diabetes es la quinta causa de mortalidad de las mujeres de Guatemala
y la octava causa de mortalidad de toda la poblacién. En 2003, la prevalencia estimada de
la Iniciativa Centroamericana de Diabetes (CAMDI) patrocinada por la Organizacion
Panamericana de la Salud en base a las pruebas de tolerancia oral a la glucosa (OGTT)
en Villa Nueva, una poblacion urbana predominantemente mestiza cerca de la ciudad de
Guatemala, fue del 8.4%. (Pan American Health Organization, 2011). Un estudio reciente
encontré una prevalencia del 9.6% de diabetes tipo 2 en un municipio al sur de la ciudad
de Guatemala, pero esta area tiene una pequefia proporcion de guatemaltecos indigenas,
teniendo en cuenta que un 66% de los guatemaltecos son indigenas, son pocos los

estudios sobre diabetes en Guatemala centrados en esta poblacion (Barcelo et al., 2012).

Existen muchas barreras para atender afecciones crénicas como la diabetes en la
poblacion indigena de Guatemala. El bajo nivel de escolaridad y creencias tradicionales
pueden dificultar el diagndstico de la diabetes; ademas la falta de comunicacion entre el
equipo asistencial y pacientes, alto costo en los medicamentos y desconfianza en el
sistema de atencion medica crea una barrera importante para el acceso y adherencia al

tratamiento por parte de los pacientes y por consecuencia su calidad de vida empeora



31

(Chary et al., 2012). La poblacion indigena queda vulnerable a mayor tasa de mortalidad
por diabetes directamente por falta de opciones terapéuticas. Tradicionalmente se ha
optado por el uso de plantas medicinales como tratamiento de diabetes (Cruz & Andrade-
Cetto, 2015). Sin embargo, en la actualidad existen muchas plantas medicinales nativas,
utilizadas en medicina tradicional por varias comunidades guatemaltecas que aln no

poseen evidencia en seguridad y eficacia para el tratamiento de diabetes mellitus.

Es por ello que el presente estudio evalla dos plantas nativas en un modelo In vivo de
Diabetes Mellitus. Se escoge Tagetes lucida (Pericon) por ser una planta con impacto en
comunidades rurales en Guatemala para el tratamiento de Diabetes Mellitus y Piper
aequale (Cordoncillo) porque se ha demostrado tener similitud genética a Piper
Jacquemontanium (Martinez, 2006), que es una planta nativa con componente tradicional
en el tratamiento de Diabetes; por lo tanto Piper eaquale pueda tener compuestos quimicos
con propiedades hipoglicemiantes y asi aportar alternativas desconocidas y efectivas a las

poblaciones indigenas afectadas por dicha patologia.
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5. OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar el potencial hipoglicemiante de dos extractos a dos diferentes dosis de plantas

nativas, Tagetes lucida y Piper aequale, en ratones diabéticos CD-1 inducidos por

estreptozotocina.

5.2. Objetivos especificos

5.2.1.

5.2.2.

5.2.3.

5.2.4.

5.2.5.

Determinar el efecto de los extractos candidatos en el peso corporal de los ratones
diabéticos en comparacion al grupo control diabético inducido por Estreptozotocina
(ST2).

Evaluar la capacidad de STZ de provocar un estado hiperglucémico en los ratones
CD-1 macho administrados con dos dosis de 55 mg/kg via intraperitoneal (IP), y
evidenciar la progresion diabética durante 10 semanas de experimento.

Comparar el estado glucémico del grupo control con el grupo normal para asegurar
el estado diabético de los ratones.

Determinar la capacidad hipoglicémica de los extractos T. lucida y P. aequale
mediante los niveles de glucosa comparados con los niveles de glucosa del grupo

control positivo con glibenclamida.

Establecer las diferencias en los niveles de glucosa de cada extracto vegetal a dos

concentraciones distintas.



33

6. HIPOTESIS

La administracion oral de los extractos alcohdlicos de Tagetes lucida y Piper aequale en
dosis de 100 mg/kg/dia y 50 mg/kg/dia disminuyen los valores glucosa en plasma de los
ratones diabéticos comparados con el grupo control diabético inducidos con dos dosis de

55 mg/kg de peso corporal de STZ via IP.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1. Universo
Especies vegetales usadas tradicionalmente para Diabetes Mellitus o para reducir

glucosa en sangre.
7.2. Muestra

Extractos alcoholicos de plantas nativas con evidencia etnobotanica para uso tradicional en

diabetes y sin estudios cientificos que respalden su uso.

7.3. Materiales
7.3.1. Insumos de laboratorio

7.3.1.1. Agujas estériles (25-27G)

7.3.1.2. Jeringas 1ml

7.3.1.3. Sonda intragastrica para raton.

7.3.1.4. Cuaderno de laboratorio

7.3.1.5. Tubos para recoleccion de suero sin EDTA
7.3.1.6. Tubos conicos

7.3.1.7. Tiras para medicién de glucosa sanguinea
7.3.1.8. Jaulas metabdlicas

7.3.1.9. Tiras reactivas de glucosa para glucémetro one touch.
7.3.1.10. Percolador

7.3.1.11. Pipetas automaticas 100 ul — 1000 ul.
7.3.1.12. Puntas para pipeta de 100 ul — 1000 ul

7.3.2. Materiales biolégicos

7.3.2.1. 56 ratones macho CD-1 de 8 semanas de edad.
7.3.2.2. Extracto de hojas en metanol de Piper aequale (Cordoncillo).

7.3.2.3. Extracto de hojas etandlico de Tagetes lucida (Pericon).

7.3.3. Drogas y reactivos

7.3.3.1. Estreptozotocina (MP Biomedicals, EE.UU.)
7.3.3.2. Tri-sodio citrato dihidrato PA (MERCK (MDA)).
7.3.3.3. Acido citrico monohidrato PA (MERCK (MDA)).
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7.3.3.4. D(+) Glucosa anhidra PFB (MERCK (MDA)).

7.3.4. Equipos

7.3.4.1. Balanza compacta CR221 250 g sensibilidad 0.1 gramos.
7.3.4.2. Balanza analitica sensibilidad 0.0001 gramos.
7.3.4.3. Glucémetro onetouch

7.3.4.4. Centrifugadora VWR Scientific Modelo V
7.3.4.5. Rotaevaporador buchi RE-121
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 (publicacién NIH, No. 80-23, revisada en 1996). El
experimento fue aprobado por el Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales de la
Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia, USAC (CICUALCCQQF-01-2020).

7.4.2. Disefo experimental

Se utilizaron ratones CD-1 macho de 8 semanas los cuales se mantienen, desde
su nacimiento, en un ambiente con temperatura 22 + 3°C, 40 — 60 % de humedad
relativa, 12 horas luz y 12 horas oscuridad, aclimatados en sus cajas por grupo 5 dias

antes de comenzar experimento, alimentacién y agua ad libitum.

El nimero de ratones por grupo se calculé mediante la desviacion estandar
obtenida previamente en la validacion del método de induccion de diabetes por
estreptozotocina (STZ), utilizando el software G power. El nUmero de ratones por grupo
no fue menor a 5 ni mayor a 9, asegurando asi la variabilidad intra grupo y el poder
discriminante entre los grupos.
7.4.2.1. Normal: 8 ratones con administracion de buffer de citrato pH 4.5 via

intraperitoneal (IP) en los dias de induccion y administracién con vehiculo de
solucion de DMSO via oral (PO) durante 10 semanas.
7.4.2.2.  Control: 8 ratones con dos dosis de 55 mg/kg de peso corporal de STZ via IP.
7.4.2.3. Control Positivo: 8 ratones con dos dosis de 55 mg/kg de peso corporal de STZ

via IP + 5 mg/kg via oral de Glibenclamida durante 10 semanas.
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7.4.2.4. Experimental I: 8 ratones con 55 mg/kg de peso corporal de STZ via IP + 100
mg/kg de extracto de Tagetes lucida PO durante 10 semanas.

7.4.2.5. Experimental II: 8 ratones con 55 mg/kg de peso corporal de STZ via IP + 50
mg/kg de extracto de Tagetes lucida PO durante 10 semanas.

7.4.2.6. Experimental lll: 8 ratones con 55 mg/kg de peso corporal de STZ viaIP + 100
mg/kg de extracto de Piper aequale PO durante 10 semanas.

7.4.2.7. Experimental IV: 8 ratones con 55 mg/kg de peso corporal de STZ via IP + 50

mg/kg de extracto de Piper aequale PO durante 10 semanas.

D-O-9-0—0-0—&

Induccién A::;.Ii:::ifn Tratamiento con E':':traCt(I:'S vegetales Analisis e
de diabetes N : parametros
por STZ niveles de Medicion metabdlices.
glucosa de glucosa &N suero
en sangre I
Medicion de
glucosa en
sangre
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Figura 3. Disefio experimental in vivo de la evaluacidn del efecto hipoglicemiante de

plantas nativas en ratones diabéticos inducidos por STZ.
7.4.3. Seleccion de especies vegetales ainvestigar

Mediante una revision bibliogréfica se encontraron las especies nativas en distintos
articulos en journals de Etnobotanica y etnofarmacologia con evidencia de uso tradicional
en poblaciones guatemaltecas para el tratamiento de diabetes y se seleccioné Tagetes
lucida que se usan de forma tradicional y no tiene evidencia cientifica en modelos in vivo y
se seleccioné Piper aequale por tener una similitud genética a Piper jacquemontanium que
tiene evidencia de uso tradicional en diabetes, se verifico que las especies seleccionadas
sean nativas de México o Centroamérica en bases de datos como www.theplantlist.org o
www.tropicos.org (Andrews et al., 2018; Céceres et al., 1987; Garcia-Alvarado et al., 2001,
Giovannini et al., 2016; Kufer et al., 2010; Michel et al., 2007).

7.4.4. Preparacion de extractos vegetales

Se utilizaron hojas de las especies seleccionadas para la obtencién de extractos por medio


http://www.theplantlist.org/
http://www.trópicos.org/
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del método de percolacion y eliminacion del solvente metanol para P. aequale y del
solvente alcohol etilico al 70% para T. lucida con rotaevaporador. Los extractos han sido
preparados por el Laboratorio de Investigacién de Productos Naturales -LIPRONAT- de la
Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia, USAC. Las especies vegetales se identificaron
en el herbario. T. lucida se identific6 en el herbario de la Escuela de Biologia de la
Universidad de San Carlos de Guatemala (No. de vaucher 1127 y P. aequale se identificd
en el herbario USCG-CECON (No. de vaucher 21308).

Los extractos secos se prepararon en fresco, es decir, se preparaba la solucion
cada dia durante las 10 semanas de administracion experimental. Al momento de
prepararlos, se diluyeron en una solucion de dimetilsulfoxido (DMSQO) al 0.0015% para
solubilizar y se hacia el ajuste de dosis segun el peso corporal diario para conseguir el
volumen que tenia que ser administrado (no mayor a 0.2 mL por ratén) para conseguir una

dosis de 100 mg/kg o 50 mg/kg.

7.4.5. Induccién de diabetes con STZ

Se prepar6 100 mL de buffer de citratos pH 4.5 (vehiculo de la STZ) con 44.5 mL de
solucion de acido citrico monohidratado 0.1 M y 55.5 mL de citrato trisddico dihidratado

0.1 My se ajusté con Hidréxido de Sodio 0.1 N para obtener el pH de 4.5

La induccién se realiz6 con 18 horas de ayuno con libre consumo de agua, con dos
dosis de 55 mg/kg por peso corporal de STZ en preparacion fresca y diluida en buffer de
citratos 0.1 M (pH 4.5) via intraperitoneal a los ratones del grupo control, control positivo, y
experimental de Piper aequale y Tagetes Lucida con 24 horas de diferencia entre cada
dosis, posterior a la induccion se administré una solucion de glucosa al 10% para disminuir
el riesgo a mortalidad en la induccién. Al grupo control se administré 0.2 mL de buffer de
citratos pH 4.5 y se monitorearon los pesos diariamente para verificar el estado de los
animales.

Cuatro semanas después de induccion se midieron los niveles de glucosa en sangre
con glucémetro one touch, si los animales tenian un valor = 250 mg/dL de glucosa se
confirmaron a los animales diabéticos y se dividieron en sus grupos (8 ratones/grupo) de
manera que la media de glucosa y peso corporal quedaron similares entre grupos
(Dewangan et al., 2017; Eleazu et al., 2013; Goyal et al., 2016).

7.4.6. Analisis de glucosa en sangre en plasma

A los dias 30 y 60 de administracion oral se midieron los niveles de glucosa en

sangre con tiras de glucosa utilizando el glucémetro a los ratones de todos los grupos, la
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muestra de sangre para esta prueba se tomo de la puncion de la cola de los ratones. El
ultima dia de experimentacién, el dia 60, los animales se anestesiaron con ketamina
comprobando falta de reflejos al pinchar la almohadilla plantar, relajacién y respiracion
regular, se colocé al animal en decubito supino y se eutanasio al animal por dislocacion

cervical. Los resultados de glucosa en sangre se expresan en mg/dL.

7.4.7. Analisis estadistico

Los datos se analizaron utilizando el software estadistico Prism 8.0.1 (GraphPad,
San Diego, CA, USA). Todos los datos se expresan como la media * error estandar de la
media (S.E.M.). Las comparaciones estadisticas se realizaron entre pesos corporales y
valores de glucosa en sangre, utilizando ANOVA de dos vias con medidas repetidas, entre
los grupos tratados con tratamiento experimental y tratados con vehiculo, seguido de la
prueba posterior de comparacion Bonferroni. Los valores de p < 0.05 se consideran
estadisticamente significativos.
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8. RESULTADOS

Se utilizaron ratones CD-1 de ocho semanas de edad para inducir diabetes utilizando dos
dosis de 55 mg/kg de Estreptozotocina (STZ) via intraperitoneal (IP) al grupo control STZ y
a los grupos experimentales Tagetes Lucida 100 mg/kg y 50 mg/kg y se realizaron
evaluaciones diarias de peso corporal de los ratones. No se observd ninguna diferencia
significativa en el peso corporal entre los grupos diabéticos comparado con el grupo normal
durante los 27 dias de induccién, previo al inicio del tratamiento experimental.

Sin embargo, el grupo normal aumentd mas el peso corporal durante el periodo de
induccién, presentando al dia 27 un peso de 40.5 = 4.14 g. Mientras que los grupos STZ,
T. lucida 100 mg/kg, Glibenclamida y T. lucida 50 mg/kg presentaron valores de peso
corporal menores al grupo normal en el dia 27; siento estos valores 38.75 + 4.56 g, 38.38 £
2.889,38+1.07gy 37.62 + 2.67 g, respectivamente.

Dias de induccion de STZ

O Nor

@ STZ

O Glibenclamida

O Tagetes lucida 100 mg/Kg
O Tagetes lucida 50 mg/Kg

Peso (9)

30 T T T

1 4 9 112 1'6 2I2 2l4 2l7
Dias
Figura No. 1. Efecto de Tagetes lucida 100 mg/kg y Tagetes lucida 50 mg/kg en el peso
corporal en ratones tras induccion diabética por estreptozotocina (STZ) por 4
semanas. Se reveld que la administracion intraperitoneal de STZ produjo una disminucion
en el peso corporal de los ratones comparado con el grupo normal (Nor) desde el dia 16 de
induccién, manteniéndose asi durante todo el periodo de induccién. Durante este periodo
no se habia iniciado la administracion oral de los extractos candidatos asi que no existe
diferencias significativas en el peso corporal. Todas las figuras estan graficadas como

media + error estandar de la media (SEM).
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No existieron diferencias significativas en las mediciones de peso corporal de los grupos
durante las 10 semanas del periodo de administracion oral. El grupo normal mantuvo su
peso corporal por encima del peso corporal de los ratones diabéticos inducidos con STZ.
Este grupo alcanzé un peso corporal de 44.5 £ 5.10 g a la décima semana del periodo
experimental. Los pesos corporales del grupo STZ, Glibenclamida, T. lucida 100 mg/kgy T.
lucida 50 mg/kg presentaron pesos con valores muy similares a la décima semana, 40.88 £
3.48 g, 39.13+£2.53 ¢, 39.14 £ 3.44 gy 39.13 + 2.75 g, respectivamente.

Administracion experimental

48-

-O- Nor

@ STZ

O Glibenclamida

-O- Tagetes lucida 100 mg/Kg
-O- Tagetes lucida 50 mg/Kg

12345678 910
Semanas

Figura 2. Efecto de Tagetes lucida 100 mg/kg y Tagetes lucida 50 mg/kg en el peso
corporal en ratones diabéticos inducidos con STZ durante la administracion
experimental (10 semanas). Tras la administracion oral de extractos candidatos se
evidencié que la administracion intraperitoneal (IP) de STZ produjo una disminucién en el
peso corporal comparando con el grupo Normal durante las 10 semanas de la fase de
administracion. Los grupos de T. lucida y glibenclamida no mostraron proteccion contra
esa pérdida de peso corporal a consecuencia de la administracion IP de STZ. Todas las

figuras estan graficadas como media * error estandar de la media (SEM).
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Se utilizaron ratones CD-1 de ocho semanas de edad para inducir diabetes utilizando dos
dosis de 55 mg/kg de Estreptozotocina (STZ) via intraperitoneal (IP) al grupo control STZ y
a los grupos experimentales Piper aequale 100 mg/kg y 50 mg/kg. No se observé ninguna
diferencia significativa entre los grupos diabéticos comparado con el grupo normal durante
el periodo de induccién de STZ. Sin embargo, el grupo normal obtuvo un mayor peso
corporal durante el periodo de induccion, presentando al dia 27 un peso de 40.5 + 4.14 g;
seguido estuvo el grupo Glibenclamida, que presentd un valor de 38 + 1.07. Los grupos P.
aequale 100 mg/kg y el grupo STZ mostraron valores muy similares, 36.88 £+ 3.09y 37+ 4
g, respectivamente. El grupo P. aequale 50 mg/kg present6 el peso corporal mas bajo al
dia 27 (34.8 + 2.28 g).

Dias de induccion de STZ
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Figura No. 3. Efecto de Piper aequale 100 mg/kg y Piper aequale 50 mg/kg en el peso
corporal en ratones diabéticos inducidos con STZ durante el periodo de induccidn de
STZ (27 dias). Se observé que al dia 16 del periodo de induccién existié una separacion en
el peso corporal de los ratones administrados con STZ IP con los ratones del grupo normal,
mostrando que la STZ produjo una disminucién el peso corporal. Durante este periodo no
se habia iniciado la administracion oral de los extractos candidatos asi que no existe
diferencias significativas en el peso corporal. Todas las figuras estan graficadas como

media + error estandar de la media (SEM).
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No existieron diferencias significativas en las mediciones de peso corporal de los grupos
durante las 10 semanas de administracion oral de P. aequale 100 mg/kg y P. aequale 50
mg/kg. El grupo normal mantuvo su peso corporal por encima del valor de los grupos
diabéticos inducidos con STZ. Este grupo alcanz6 un peso corporal de 44.5 +5.10 g a la
décima semana de administracion experimental. Se observa una separacion en peso
corporal a la semana 10 entre el grupo STZ y los grupos experimentales. En la semana 10
los ratones del grupo STZ pesaron 41.4 £ 2.70 g, mientras que los del grupo Glibenclamida,
P. aequale 100 mg/kg y P. aequale 50 mg/kg pesaron 39.13 +2.53, 38.13 + 3.48 y 38 + 3,

respectivamente.

Administracion experimental

O Nor
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O Glibenclamida
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Figura 4. Efecto de Piper aequale 100 mg/kg y Piper aequale 50 mg/kg en el peso
corporal en ratones diabéticos inducidos con STZ durante la administracion
experimental (10 semanas). No existe diferencia significativa en los pesos corporales de
los grupos con diabetes inducida durante las 10 semanas del periodo de administracion
experimental. El peso corporal de los ratones de los grupos de P. aequale 100 mg/kg y 50
mg/kg y los ratones del grupo de Glibenclamida fue méas bajo comparado con el grupo STZ,
a partir de la sexta semana hasta la décima semana del periodo de administracion oral.

Todas las figuras estan graficadas como media * error estandar de la media (SEM).
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Se realizaron las mediciones de glucosa sanguinea a los dias 0, 30 y 60 del tratamiento
oral experimental. El grupo Normal presenté valores de glucosa estadisticamente
significativos (p<0.01) menores comparado con el grupo control STZ. El grupo normal
presentd una media de 142.857 al dia 60, mientras que el grupo STZ al dia 60 tuvo un valor
de 535.375 mg/dL. Se encontré que los valores de glucosa sanguinea en los ratones de
los grupos Glibenclamida, T. lucida 100 mg/kg y T. lucida 50 mg/kg fueron significativamente
menores (p<0.05) que el grupo STZ. El grupo Glibenclamida, T. lucida 100 mg/kg y T. lucida
50 mg/kg al dia 60, tuvieron valores de 269.75, 327.86 y 336.88 mg/dL respectivamente,
mientras que el grupo STZ tuvo un valor 535.375 mg/dL al dia 60.

En las mediciones de glucosa en sangre se obtuvieron valores muy similares desde el inicio
hasta el final de experimentacion. Los ratones del grupo STZ si tuvo una tendencia de
aumento, este grupo al dia 0 presento un valor de 335.88 mg/dL y el ultimo dia de
experimentacion alcanzo el valor de 535.375 mg/dL.

Glucosa en sangre.
Administracion experimental
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Figura 5. Efecto de Tagetes lucida 100 mg/ kg y Tagetes lucida 50 mg/kg en la glucosa
sanguinea en la progresion diabética de 60 dias en ratones macho inducidos con
STZ. El grupo normal presentd valores de glucosa sanguinea significativamente menores
(p<0.001) que el grupo control administrado intraperitoneal con STZ en los dias 0, 30 y 60
del periodo experimental. La administracion oral de Glibenclamida, T. lucida 100 mg/kgy T.
lucida 50 mg/kg redujeron significativamente (p<0.05) la glucosa sanguinea comparado con

los valores obtenidos por el grupo control STZ en los dias 30 y 60 del experimento,



44

evidenciando que detuvo la progresion de la diabetes en los ratones que recibieron
tratamiento con T. lucida y Glibenclamida. El efecto hipoglicemiante mostrado por T. lucida
fue similar al efecto dado por el farmaco antidiabético Glibenclamida. Todas las figuras
estan graficadas como media + SEM. ## = comparacién grupo STZ contra grupo normal
(p<0.01); ### = comparacion grupo STZ contra grupo normal (p<0.001); * = comparacién
grupo experimental contra grupo STZ (p<0.05); STZ = Estreptozotocina; Nor = Normal;

mg/dL = miligramos/decilitro.

El grupo glibenclamida present6 al dia 60 una media de 269.75 mg/dL de glucosa en
sangre, este valor fue estadisticamente significativos (p<0.05) menor al grupo STZ., siendo
535.38 mg/dL el valor de este Ultimo. En los ratones de los grupos P. aequale 100 mg/kg y
P. aequale 50 mg/kg se registr6 un aumento en la glucosa sanguinea al dia 60, 600 mg/dL

y 566.6 mg/dL, respectivamente, valores muy similares a los obtenidos por el grupo STZ.

Glucosa en sangre.
Administracion experimental
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Figura 6. Evaluacion del efecto hipoglicemiante de Piper aequale 100 mg/ kg y Piper
aequale 50 mg/kg en la progresién diabética de ratones CD-1 inducidos con STZ.

El grupo normal present6 valores de glucosa sanguinea estadisticamente significativos
(p<0.01) menores que el grupo control STZ en los dias 0, 30 y 60 del periodo experimental.
Los ratones diabéticos tratados con Glibenclamida obtuvieron un valor medio de glucosa
sanguinea estadisticamente significativo menor (p<0.05) que el valor en el grupo STZ. La
administracion oral de P. aequale en las dosis de 100 mg/kg y 50 mg/kg no detuvo la

progresion de la elevacion de glucosa en sangre en los ratones diabéticos inducidos con
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STZ. Todas las figuras estan graficadas como media + SEM. ## = comparacion grupo STZ
contra grupo normal (p<0.01); ### = comparacion grupo STZ contra grupo normal

(p<0.001); * = comparacion grupo glibenclamida contra grupo STZ (p<0.05); STZ

Estreptozotocina; Nor = Normal;, mg/dL = miligramos/decilitro; mg/kg

miligramos/kilogramo
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9. DISCUSION

La Diabetes Mellitus (DM) es un desorden metabdlico grave, que ha aumentado
rapidamente y se considera una epidemia mundial (Buse, 2011). La DM se considera un
trastorno  multisistémico que conduce a complicaciones microvasculares 'y
macrovasculares, que estan principalmente relacionadas con el grado y duracién de la
exposicion a la hiperglucemia (Bhattarai et al., 2019). Es posible reducir esta incidencia y la
progresion de estas complicaciones al iniciar un tratamiento temprano y agresivo dirigido a
mantener los niveles de glucosa mas cercano a lo normal posible (Eppens et al., 2006).

La poblacion indigena diabética queda vulnerable de no mantener controlado el estado
glucémico, debido al alto costo en los medicamentos, poca accesibilidad y mala adherencia
al tratamiento farmacoldgico por barreras culturales o econémicas, por lo que optar a un
tratamiento antidiabético a base de plantas medicinales, puede ser una alternativa viable
para esta poblacion (Andrade-Cetto et al., 2019). Por lo tanto, se consideré relevante la
evaluacion de especies nativas, Tagetes lucida y Piper aequale en ratones macho de 8
semanas mediante un modelo in vivo robusto de induccién quimica con estreptozotocina
(STZ), y contribuir a la medicina tradicional al dar evidencia si el uso de dichas especies
representa una opcion efectiva y segura en el tratamiento de la patologia en estudio.

Se escogio6 T. lucida porque se utiliza tradicionalmente en poblaciones guatemaltecas
para tratar la diabetes y P. aequale tiene semejanza genética a P. Jacquemontanium

también utilizada tradicionalmente para la diabetes (Cruz et al., 2012; Martinez, 2006).

En la presente investigacion se utilizé dos dosis bajas de STZ (55 mg/kg) en lugar de
una dosis Unica alta (110 mg/kg comunmente) de STZ como indican otros estudios de
diabetes inducidos por STZ (Hnatyszyn et al., 2002; Li et al., 2011; Wu & Yan, 2015) para
evitar que los animales mueran rapidamente después del tratamiento con STZ debido a la
necrosis masiva de las células B de los islotes pancreaticos y una liberacion repentina de
insulina que resulta en fatal hipoglucemia generalmente dentro de las 48 horas posteriores
a la inyeccion a dosis alta de STZ (Deeds et al., 2011; Wu & Yan, 2015). Este protocolo
interno de induccién por dos dosis bajas de STZ se decidi6é tras una validacién de dosis

cuyos resultados mostraron un indice de mortalidad de 0 animales (datos no mostrados).

Se ha indicado que a la tercera o cuarta semana después de la induccién por STZ en
los ratones CD-1 se eleva la glucosa sanguinea por encima de 150 mg/dL, debido a la
destruccién pancreatica generada por la toxina formada por STZ al ingresar a las células 3

pancreaticas (Sakata et al., 2012; Wu & Yan, 2015). En este estudio se comprob6 que el
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modelo de induccién por STZ es confiable y los animales empleados son empleados a la
toxina generada por STZ, ya que a la cuarta semana de induccién se elevaron los valores
de glucosa por encima de 250 mg/dL. Durante las 10 semanas de experimento, el grupo
STZ mostro progresion diabética, ya que los valores de glucosa en sangre mantuvieron la
tendencia a aumentar.

Otras investigaciones indican que en los ratones con diabetes severa inducida tienden
a perder un gran porcentaje de su peso corporal después de la inyeccion de STZ (Deeds et
al., 2011), y esta reduccion en el peso corporal se debe a la pérdida o degradacién de
proteinas estructurales; ya que se sabe que las proteinas estructurales contribuyen al peso
corporal y esta sintesis de proteinas esta disminuida en todos los tejidos debido a la
disminucion de la produccién de ATP vy la deficiencia absoluta o relativa de insulina (Li et
al., 2011; Senthilkumar & Subramanian, 2007). Se observé disminucién en el peso corporal
de los grupos diabéticos inducidos con STZ, todos los grupos diabéticos durante las diez
semanas de tratamiento oral, independientemente del extracto administrado, mantuvieron
su peso corporal mas bajo que el grupo normal (sin induccién con STZ). La administracion
via oral (PO) del extracto de T. lucida presentdé mayor proteccién en el peso corporal de los
ratones diabéticos que el grupo tratado PO con P. aequale.

Estudios previos han indicado que el tratamiento oral con Glibenclamida mejor6 el peso
corporal de ratones diabéticas resultado en una mejora en el control glucémico
(Chatuphonprasert et al., 2014; Ramachandran & Saravanan, 2013), en el presente estudio
ocurrio lo contrario, el grupo administrado PO con Glibenclamida no mejor6 el peso corporal
de los ratones diabéticos pero si tuvo un efecto positivo en el control glucémico,
probablemente si se aumenta la dosis administrada de Glibenclamida, aumentaria el peso
corporal de los animales y la glucosa sanguinea podria disminuir hasta el valor normal,

tanto como sea posible.

Se demostr6 que T. lucida en ambas dosis, 100 mg/kg/dia y 50 mg/kg/dia PO, suprimi6
significativamente los valores de glucosa sanguinea, por consiguiente, detuvo la progresion
diabética en los ratones comparado con el grupo control STZ. La especie T. lucida tuvo un
efecto similar al farmaco hipoglucemiante oral convencional (Glibenclamida 5 mg/kg,
utilizado como un control positivo) que impidié el aumento de la glucosa sanguinea al dia
30y 60 del experimento.

La Glibenclamida estimula la secrecion de insulina, pero también reduce los niveles de

glucosa inhibiendo la gluconeogénesis en el higado y otros tejidos (Hnatyszyn et al., 2002);
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segun los resultados obtenidos de T. lucida es posible que la actividad hipoglucemiante es
debido a un efecto estimulante sobre las células 3 de los islotes pancreaticos remanentes,
una mejora de la accién de la insulina a nivel celular o por una mejora en la captacion de
glucosa periférica.

En diferentes estudios de tamizaje fitoquimico de T. lucida se ha revelado la
presencia de compuestos polifenoles y flavonoides (quercetagetina, patuletina), como los
compuestos mayoritarios de la especie (Gaitén et al., 2018; Villa-Silva et al., 2020; Zarate-
Escobedo et al., 2018). Se puede atribuir el efecto hipoglicemiante de esta especie a estos
compuestos antioxidantes que actian como secretagogos de la insulina y pueden atenuar
las complicaciones diabéticas (Gupta et al., 2012). Un estudio demostré que la quercetina
niveld los niveles de glucosa en sangre en ratones diabéticos inducidos con STZ al disminuir
el estrés oxidativo generado por STZ y preservar la integridad de las células 3 pancreaticas
(Coskun et al., 2005) y como resultado un aumento en la secrecién de insulina 'y disminucion
de los niveles elevados de glucosa. Otro estudio revelé que los flavonoides de rutina y
quercetina aumentan la absorciéon de glucosa, por un posible mecanismo de accién de
mejorar la utilizacion de glucosa periférica, ya sea mediante la estimulacion directa de la
absorcion de glucosa o por un aumento en la secrecién de insulina e inhibiendo la actividad
transportadora de glucosa (Jadhav & Puchchakayala, 2012).

La especie P. aequale no mostré tener efecto hipoglicemiante en el presente
estudio; sin embargo se ha reportado que el género Piper posee alto porcentaje de
flavonoides y compuestos de caracter fendlico (S. M. Cruz et al., 2011; Salehi, Zakaria, et
al., 2019). Estos compuestos quimicos con capacidad antioxidante que contribuyen a la
mejora funcional de las células pancreaticas remanentes. En estudios preliminares in vitro
se ha demostrado que solamente el aceite esencial de P. aequale posee actividad
antioxidante en el método de DPPH (Calder6n et al., 2006). Otro estudio indica que el
extracto acuoso de hojas de P. aequale no tiene mayor actividad antioxidante que el control
positivo quercetina (Da Silva et al., 2016). La nula actividad hipoglicemiante de la especie
P. aequale pudo deberse a que no se realiz6 la extraccion directamente de los aceites
esenciales o que los compuestos flavonoides o fendlicos de la especie no estan en el
porcentaje adecuado para que su actividad antioxidante disminuya el dafio severo por
estrés oxidativo, no obstante, se necesitan mas estudios in vivo para afirmar que la especie
P. aequale no posee actividad hipoglicemiante.

Se ha evaluado otras especies del género Piper, tales como las hojas de P. betle
que demostré tener un efecto hipoglicemiante en un modelo de ratas inducidas con STZ,

este estudio atribuy6 la capacidad hipoglicemiante a la capacidad de estimular la secrecién
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de insulina, que a su vez activa la enzima glucoquinasa, lo que aumenta la utilizacion de la
glucosa, y por tanto conduce a disminuir el nivel de glucosa en sangre o a la inhibicién de
enzimas que aumentan la gluconeogénesis (Santhakumari et al., 2006).

Otro estudio demostré que la especie P. auritum redujo los niveles de glucosa en
sangre y aumento la secrecién de insulina en un modelo de ratas diabéticas por STZ, y
protegio las células RIN-5F del estrés oxidativo inducido por los productos finales de
glicacion (AGEs), lo que sugiere que P. auritum podria rescatar parcialmente las células 8

pancreéticas agotadas por el estrés oxidativo (Gutierrez, 2012).

En conclusién, este estudio proporciona evidencia que T. lucida 100 mg/kg y T.
lucida 50 mg/kg PO tienen efecto hipoglucemiante considerable en ratones diabéticos
inducidos por STZ, siendo esto de gran aporte a la medicina tradicional, y un posible
candidato farmacolégico, como tratamiento adicional a los farmacos sintéticos para la DM.
Sin embargo, se necesitan mas estudios encaminados a dilucidar el mecanismo de accién
de T. lucida como hipoglicemiante; si los efectos antidiabéticos implican la mejora de la
tolerancia a la glucosa, el aumento de la secrecién de insulina, la atenuaciéon de la
resistencia a la insulina, proteccién del glucometabolismo hepatogénico (Liu et al., 2016),
disminucion del estrés oxidativo y proteccion de las células B pancreaticas remanentes o si
es una combinacion de estos, contribuyendo asi a la disminucion de glucosa sanguinea y
previniendo las morbilidades asociadas a la diabetes. Se necesita estudios histopatologicos
del pancreas para los ratones inducidos con STZ y tratados con T. lucida para dar soporte
a los resultados encontrados en estos estudios, dichos analisis podrian mostrar si T. lucida
mejoro el dafio en el tejido pancreatico y la organizacion de los islotes endocrinos de
Langerhans en las células B provocado por el estrés oxidativo de STZ (Balamash et al.,
2018). La determinacién de la concentracion de enzimas hepaticas como hexoquinasa,
glucosa 6-fosfatasa, fructosa 1,6-bifosfatasa, glucosa 6-fosfato deshidrogenasa, piruvato
quinasa y glucégeno podria dar soporte a los resultados encontrados, ya gue son enzimas
implicadas en la gluconeogénesis y glucolisis, vias metabdlicas de la glucosa que juegan
un papel vital en el mantenimiento de la homeostasis de la glucosa en sangre a través de
la degradacion del glucégeno o de precursores gluconeogénicos (Lenzen, 2008;

Ramachandran & Saravanan, 2013).
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10. CONCLUSIONES

Se obtuvo un extracto con potencial hipoglicemiante en diabetes mediante una
evaluacién farmacoldgica en modelos in vivo de diabetes inducida por STZ, Tagetes

lucida 100 mg/kg/dia durante 10 semanas.

La administracion de dos dosis de 55 mg/kg de STZ via IP disminuyé
significativamente el peso corporal de los ratones diabéticos comparado con el

grupo normal.

La administracion oral del extracto de Tagetes lucida, Piper aequale y Glibenclamida
posterior a la induccion con STZ no mostrd un efecto protector contra la pérdida de

peso corporal causada por la diabetes inducida.

Los ratones administrados con STZ del grupo control tienen valores de glucosa en
sangre significativamente mas elevados que los ratones del grupo normal. El grupo

STZ present6 progresion diabética durante las 10 semanas de experimentacion.

A los 30 y 60 dias de administracion oral de T. lucida se observ6 una reduccion
significativa de los valores de glucosa sanguinea comparado con los valores

elevados de glucosa de los ratones diabéticos del grupo STZ.

El efecto hipoglicemiante mostrado por T. lucida fue similar al efecto dado por el
farmaco antidiabético Glibenclamida, ninguno de los dos tratamientos logré regresar

los valores de glucosa en sangre a sus valores basales en los ratones.

La administracion oral de P. aequale no mejor6 la hiperglicemia en los ratones
causada por la STZ, en ninguna de las dos dosis probadas. Se obtuvieron valores

de glucosa muy similares al grupo control STZ.
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11. RECOMENDACIONES

Evaluar el efecto hipoglicemiante de la Glibenclamida en combinacién con la
administracibn de T. lucida, para determinar si al agregar un tratamiento
coadyuvante al medicamento convencional, mejora aun mas el estado glucémico de

los ratones, pudiendo regresar a los valores normales de glucosa sanguinea.

Realizar analisis histopatolégicos al pancreas de los ratones, mediante tincion con
eosina hematoxilina a los cortes del tejido pancratico, para evaluar los dafios
provocados por la STZ a los islotes pancreéticos y dar evidencia que T. lucida

mejora el estado glucémico al proteger la estructura de las células  remanentes.

Determinar las concentraciones plasmaticas de insulina y de enzimas implicadas en
procesos metabdlicos como gluconeogénesis y glucolisis para dar soporte a los

posibles mecanismos de accién implicados en el efecto hipoglicemiante de T. lucida.

Determinar la actividad de superéxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y glutation
(GSH) para evaluar el estrés oxidativo como consecuencia de la toxina STZ
administrada y si mejora al administrar el tratamiento con Glibenclamida o T. lucida.
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13. ANEXOS

Imagen 1. Medicion de glucosa en sangre con glucometro a las 4 semanas de induccion.



Imagen 2. Administracion oral a ratones CD-1
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Imagen 3. Preparacion de extractos vegetales en fresco.
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Tabla 1. Valores de peso corporal de ratones durante periodo de induccion por STZ (27

dias)
GRUPO . PESO DE RATON (g)

EXPERIMENTAL DIA 1 2 3 4 5 6 7 8
1 34 31 34 40 38 32 36 39
4 35 32 35 42 38 32 34 39
9 37 33 38 45 40 34 36 39
12 39 33 39 46 41 34 37 38

Normal
16 40 34 40 46 42 35 38 38
22 40 34 40 48 42 36 38 38
24 40 35 41 50 42 36 38 39
27 41 35 41 49 42 37 39 40
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GRUPO DiA PESO DE RATON (g)
EXPERIMENTAL 1 2 3 4 5 6 7 8
1 32 32 30 32 34 36 45 37
4 32 33 31 33 35 37 46 39
9 32 33 32 33 36 37 48 40
517 12 33 34 33 33 37 39 47 40
16 34 34 33 33 37 38 49 41
22 33 34 32 33 39 40 49 40
24 34 35 32 33 39 41 49 40
27 36 36 35 34 40 41 48 40
GRUPO biA PESO DE RATON (g)
EXPERIMENTAL 1 2 3 4 5 6 7 8
1 31 33 31 36 30 31 33 35
4 34 34 33 37 33 33 34 36
9 35 35 34 39 35 34 36 36
_ . 12 35 35 35 39 35 35 36 38
Glibenclamida
16 36 34 36 38 36 35 37 38
22 34 33 36 38 37 37 38 38
24 36 35 37 39 35 38 39 39
27 38 36 39 39 37 38 39 38
GRUPO DA PESO DE RATON (g)
EXPERIMENTAL 1 2 3 4 5 6 7 8
1 35 31 37 32 34 38 31 35
4 35 32 37 33 35 39 34 36
9 35 33 39 34 36 40 34 38
_ 12 36 32 39 35 37 41 34 38
Tageteslucida 35 31 36 35 37 41 36 39
100 mg/kg
22 38 35 41 36 37 43 36 40
24 38 35 41 35 38 43 37 39
27 38 36 42 35 38 43 36 39
GRUPO DA PESO DE RATON (g)
EXPERIMENTAL 1 2 3 4 5 6 7 8
1 33 41 33 36 32 33 30 29
4 34 41 34 36 33 33 33 29
9 35 42 35 37 33 34 33 31
12 35 43 36 38 35 36 33 31
Tagetes lucida ¢ 36 43 37 39 34 36 33 31
50 mg/kg 22 36 43 37 39 33 37 38 33
24 36 44 38 41 36 38 36 33
34
27 36 43 38 39 37 38 36
DIA PESO DE RATON (g)
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GRUPO
EXPERIMENTAL 1 2 3 4 > 6 7 8
1 33 30 34 40 40 36 35 38
4 32 31 35 40 39 34 35 37
9 33 31 36 42 40 35 36 40
Piper aequale 12 33 33 35 42 40 36 37 39
100 mg/kg 16 33 33 35 41 39 36 36 40
22 33 33 36 41 40 36 38 39
24 34 34 35 41 40 36 37 39
27 33 33 35 41 39 36 38 40

GRUPO biA PESO DE RATON (g)

EXPERIMENTAL 1 2 3 4 5 6 7 8
1 29 36 33 34 31. 31 33 33.
4 30 35 33 34 31. 31 33. 33
9 31 36 34 33 27 31 32 33.
Piper aequale 12 31 36 33 35 29 33 33. 35.
50 mg/kg 16 30 37 33 35 29. 33 33 35
22 32 38 34 36 31. 34 34. 38.
24 32 36 35 38 30 35 35. 38.
27 31 36 35 37 25 35 33 35
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Tabla 2. Valores de peso corporal de ratones durante el periodo de experimentacion oral
(10 semanas).

GRUPO PESO DE RATON

EXPERIMENTAL SEMANA 2 3 4 5 (g)s 7 8
1 40 34 41 49 43 37 40 39
2 40 34 41 50 41 37 39 41
3 40 36 42 51 43 37 39 43
4 42 36 43 52 42 37 38 42
Normal 5 42 35 44 53 43 39 39 42
6 41 35 44 52 44 40 39 42
7 43 35 44 52 43 40 38 45
8 42 36 45 53 44 40 39 47
9 43 36 46 54 44 40 39 47
10 43 37 48 53 45 42 40 48

GRUPO DiA PESO DE RATON (g)
EXPERIMENTAL 1 2 3 4 5 6 7 8
1 34 35 34 34 40 39 46 38
2 34 35 35 33 40 39 45 39
3 36 36 36 35 38 40 45 39
4 35 34 35 34 40 40 47 40
ST7 5 35 36 36 35 39 39 47 41
6 36 37 38 36 40 39 48 41
7 36 36 38 36 41 39 48 42
8 36 37 37 37 41 40 49 43
9 38 38 38 38 41 40 47 42
10 38 38 39 38 42 41 48 43

GRUPO DiA PESO DE RATON (g)
EXPERIMENTAL 1 2 3 4 5 6 7 8
1 36 34 37 38 34 36 37 37
2 35 34 36 38 36 38 36 39
3 36 35 37 39 36 39 37 38
4 35 34 37 40 36 39 36 37
Glibenclamida 5 35 33 37 40 37 39 37 37
6 35 35 38 40 37 39 37 38
7 36 36 37 40 40 41 38 39
8 36 35 38 40 40 41 39 39
9 36 36 39 42 39 40 39 39
10 36 35 39 42 40 42 40 39

GRUPO DA PESO DE RATON (g)
EXPERIMENTAL 1 2 3 4 5 6 7 8
1 36 32 38 34 37 38 37 38
Tagetes lucida 2 37 34 40 34 36 41 37 36
100 mg/kg 3 39 33 40 34 37 42 38 38
4 39 34 40 34 36 42 37 37
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5 38 35 38 35 36 42 38 39
6 40 35 40 36 36 43 39 39
7 41 33 N.D 36 38 45 39 41
8 40 35 N.D 35 37 45 41 39
9 39 34 N.D 35 38 44 38 41
10 41 35 N.D 35 38 44 39 42
GRUPO DiA PESO DE RATON (g)
EXPERIMENTAL 1 2 3 4 5 6 7 8
1 35 41 37 39 35 37 36 33
2 36 40 36 39 35 37 37 32
3 33 40 37 39 36 38 39 32
4 37 39 37 38 35 37 38 33
Tagetes lucida 5 35 40 37 40 35 39 39 33
50 mg/kg 6 37 41 37 40 35 38 40 33
7 38 42 37 40 36 39 40 33
8 38 42 38 42 36 39 41 33
9 39 43 38 39 36 41 40 33
10 38 44 38 40 37 40 41 35
GRUPO DA PESO DE RATON (g)
EXPERIMENTAL 1 2 3 4 5 6 7 8
1 32 39 33 38 33 40 34 37
2 34 39 33 40 34 39 36 38
3 34 38 32 40 36 39 37 37
4 34 40 34 43 33 38 36 38
Piper aequale 5 34 40 31 42 34 40 37 37
100 mg/kg 6 33 39 33 42 33 40 37 37
7 34 40 32 42 34 40 36 36
8 33 40 32 43 34 41 36 37
9 35 41 33 45 35 40 40 40
10 34 41 34 43 35 41 39 38
GRUPO DA PESO DE RATON (g)
EXPERIMENTAL 1 2 3 4 5 6 7 8
1 34 37 33 35 33 36 38 32
2 35 34 37 36 N.D 36 N.D. N.D.
3 35 37 34 36 N.D 35 N.D. N.D.
4 37 38 36 37 N.D 39 N.D. N.D.
Piper aequale 5 36 39 37 37 N.D 37 N.D. N.D.
50 mg/kg 6 38 39 38 39 N.D 37 N.D. N.D.
7 39 42 37 37 N.D 38 N.D. N.D.
8 37 39 36 39 N.D 38 N.D. N.D.
9 41 32 37 39 N.D 39 N.D. N.D.
10 41 33 39 38 N.D 39 N.D. N.D.

N.D. = no determinado, en los dias que se colocd N.D. es porgue no se realizé medicion
de peso porque el raton murié durante el experimento.



Tabla 3. Valores de glucosa en sangre en el periodo de administracion oral (0, 30 y 60
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dias).
GRUPO biA PESO DE RATON (g)
EXPERIMENTAL 1 2 3 4 5 6 7 8
0 168 106 152 180 122 160 112 205
Normal 30 142 124 135 153 142 133 158 119
60 153 120 164 166 131 137 129 161
GRUPO DA PESO DE RATON (g)
EXPERIMENTAL 1 2 3 4 5 6 7 8
0 252 1805 4425 5095 4855 182 1925 4425
STZ 30 234 232 542 600 600 419 316 536
60 305 397 600 600 600 600 581 600
GRUPO DA PESO DE RATON (g)
EXPERIMENTAL 1 2 3 4 5 6 7 8
0 211 3005 4035 4135 5365 1375  180.5 178
Glibenclamida 30 219 567 152 275 575 137 150 121
60 394 600 143 172 600 210 142 113
GRUPO DA PESO DE RATON (g)
EXPERIMENTAL 1 2 3 4 5 6 7 8
, 0 1705 600 575.5 176 195 325 292.5 208
Talgoege;;ﬁ;ja 30 222 600 600 318 136 281 277 158
60 195 600 N.D. 455 116 190 600 139
GRUPO DiA PESO DE RATON (g)
EXPERIMENTAL 1 2 3 4 5 6 7 8
. 0 3545 4985 1955 5315 2245 277 224 255.5
Taigt:g'/“kcg'da 30 510 600 193 600 149 224 167 179
60 594 600 214 600 175 157 192 163
GRUPO DA PESO DE RATON (g)
EXPERIMENTAL 1 2 3 4 5 6 7 8
, 0 4615 206 575.5 485 424 571.5 472 4845
P'fgg ;e;/ll‘(ag'e 30 600 600 542 600 600 600 457 600
60 600 600 600 600 600 600 600 600
GRUPO DA PESO DE RATON (g)
EXPERIMENTAL 1 2 3 4 5 6 7 8
' 0 4105 224 534 581.5 510 455 530.5 490
P'F;%rnaq‘;‘/’;’g'e 30 600 600 600 600 N.D. 200 N.D. N.D.
60 600 600 600 600 N.D. 433 N.D. N.D.

N.D. = no determinado, en los dias que se colocd N.D. es porque no se realizé medicion
de peso porque el raton murié durante el experimento.
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Tabla 4. Resultado de analisis estadistico del efecto de la glucosa sanguinea en la

progresion diabética de 60 dias en ratones macho inducidos con STZ para evaluar efecto

de Tagetes lucida.

Table Analyzed

DM. Glu ext columnas

Column AA
VS.
Column F
Unpaired t test
P value
P value summary
Significantly different (P < 0.05)?
One- or two-tailed P value?
t, df
How big is the difference?
Mean of column F
Mean of column AA
Difference between means (AA - F) £ SEM
95% confidence interval
R squared (eta squared)
F test to compare variances
F, DFn, Dfd
P value
P value summary
Significantly different (P < 0.05)?
Data analyzed

Sample size, column F
Sample size, column AA

60
VS.
60

0.0349
Yes
Two-tailed
t=2.356, df=13

535.4
327.9
-207.5 £ 88.10
-397.8 10 -17.19
0.2991

3.450, 6,7
0.13
ns
No

Tabla 5. Resultado de analisis estadistico del efecto de la glucosa sanguinea en la

progresion diabética de 60 dias en ratones macho inducidos con STZ para evaluar efecto

de Piper aequale.

Table Analyzed

DM. Glu ext columnas

Column AG
VS.
Column F
Unpaired t test
P value
P value summary
Significantly different (P < 0.05)?
One- or two-tailed P value?
t, df
How big is the difference?

60
VS.
60

0.0129
*
Yes
Two-tailed
t=2.848, df=14



Mean of column F
Mean of column AG
Difference between means (AG - F) £+ SEM
95% confidence interval
R squared (eta squared)
F test to compare variances
F, DFn, Dfd
P value
P value summary
Significantly different (P < 0.05)?
Data analyzed

Sample size, column F
Sample size, column AG
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535.4
296.8
-238.6 + 83.77
-418.3 to -58.95
0.3669

3.129,7,7
0.1554
ns
No

Tabla 6. Resultado de andlisis estadistico del efecto de la glucosa sanguinea en la

progresion diabética de 60 dias en ratones macho inducidos con STZ para evaluar efecto

de glibenclamida

Table Analyzed

DM. Glu ext columnas

Column AG
VS.
Column F
Unpaired t test
P value
P value summary
Significantly different (P < 0.05)?
One- or two-tailed P value?
t, df
How big is the difference?
Mean of column F
Mean of column AG
Difference between means (AG - F) + SEM
95% confidence interval
R squared (eta squared)
F test to compare variances
F, DFn, Dfd
P value
P value summary
Significantly different (P < 0.05)?
Data analyzed

Sample size, column F
Sample size, column AG

60
VS.
60

0.0129
*
Yes
Two-tailed
t=2.848, df=14

535.4
296.8
-238.6 £ 83.77
-418.3 to -58.95
0.3669

3.129,7,7
0.1554
ns
No
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Tabla 7. Resultado de analisis estadistico de valores de peso corporal durante el

periodo de induccidn para evaluacion de T. lucida

Number of families 8
Number of comparisons per family 4
Alpha 0.05
Dunnett's mu'ig? comparisons I\ge;fa;n 95'03?]:.0 of Significant? Summary Adjusted P Value
1
STZ vs. Nor -0.25 -6.048 to 5.548 No ns 0.9998
STZ vs. Glibenclamida 2.25 -3.099 to 7.599 No ns 0.5796
STZ vs. Tagetes lucida 100 mg/Kg 0.625 -4.845 to 6.095 No ns 0.9918
STZ vs. Tagetes lucida 50 mg/Kg 1.375 -4.543 to 7.293 No ns 0.9152
4
STZ vs. Nor 0.3214 -5.812 t0 6.455 No ns 0.9997
STZ vs. Glibenclamida 15 -3.960 to 6.960 No ns 0.8256
STZ vs. Tagetes lucida 100 mg/Kg 0.625 -4.927 t0 6.177 No ns 0.9916
STZ vs. Tagetes lucida 50 mg/Kg 1.625 -4.287 to 7.537 No ns 0.8569
9
STZ vs. Nor -1.375 -7.941t05.191 No ns 0.9363
STZ vs. Glibenclamida 0.875 -5.190 to 6.940 No ns 0.9758
STZ vs. Tagetes lucida 100 mg/Kg 0.25 -5.942 10 6.442 No ns 0.9998
STZ vs. Tagetes lucida 50 mg/Kg 1.375 -5.024 t0 7.774 No ns 0.9283
12
STZ vs. Nor -1.375 -7.616 to 4.866 No ns 0.928
STZ vs. Glibenclamida 1 -4.470 t0 6.470 No ns 0.9478
STZ vs. Tagetes lucida 100 mg/Kg 0.5 -5.217 t0 6.217 No ns 0.9971
STZ vs. Tagetes lucida 50 mg/Kg 1.125 -4.860 to 7.110 No ns 0.9559
16
22
24
STZ vs. Nor -2.25 -9.366 to 4.866 No ns 0.7962
STZ vs. Glibenclamida 0.625 -5.604 to 6.854 No ns 0.9937
STZ vs. Tagetes lucida 100 mg/Kg -0.375 -6.751 t0 6.001 No ns 0.9991
STZ vs. Tagetes lucida 50 mg/Kg 0.125 -6.435 to 6.685 No ns >0.9999
27
STZ vs. Nor -1.75 -7.745 10 4.245 No ns 0.8364
STZ vs. Glibenclamida 0.75 -4.289 t0 5.789 No ns 0.9718
STZ vs. Tagetes lucida 100 mg/Kg 0.375 -4.987 t0 5.737 No ns 0.9988
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Tabla 8.Resultado de analisis estadistico de valores de peso corporal en el periodo

de administracidén experimental para evaluaciéon de T. lucida

Number of families 10
Number of comparisons per family 4
Alpha 0.05
punnetts muntle?slia Fomparisens Nfl)?ﬁn 95'03(?]:_0 of Significant? Summary Adjusted P Value
1
STZ vs. Nor -2.875 -8.801 to 3.051 No ns 0.4993
STZ vs. Glibenclamida 1.375 -3.305 to 6.055 No ns 0.7966
STZ vs. Tagetes lucida 100 mg/Kg 1.25 -3.555 to 6.055 No ns 0.8667
STZ vs. Tagetes lucida 50 mg/Kg 0.875 -4.023t0 5.773 No ns 0.9604
2
STZ vs. Nor -2.875 -8.813 t0 3.063 No ns 0.4998
STZ vs. Glibenclamida 1 -3.486 to 5.486 No ns 0.9098
STZ vs. Tagetes lucida 100 mg/Kg 0.625 -4.083 to 5.333 No ns 0.9864
STZ vs. Tagetes lucida 50 mg/Kg 1 -3.678 10 5.678 No ns 0.9296
3
STZ vs. Nor -3.25 -8.897 to 2.397 No ns 0.3521
STZ vs. Glibenclamida 1 -2.685 to 4.685 No ns 0.845
STZ vs. Tagetes lucida 100 mg/Kg 1.125 -3.085 t0 5.335 No ns 0.8697
STZ vs. Tagetes lucida 50 mg/Kg 1.375 -2.896 to 5.646 No ns 0.7895
4
STZ vs. Nor -3.375 -9.946 to 3.196 No ns 0.4515
STZ vs. Glibenclamida 1.375 -3.704 t0 6.454 No ns 0.8442
STZ vs. Tagetes lucida 100 mg/Kg 0.75 -4.555 to 6.055 No ns 0.9828
STZ vs. Tagetes lucida 50 mg/Kg 1.375 -3.692 t0 6.442 No ns 0.8416
5
STZ vs. Nor -3.625 -10.13 t0 2.883 No ns 0.3811
STZ vs. Glibenclamida 1.625 -3.036 to 6.286 No ns 0.7207
STZ vs. Tagetes lucida 100 mg/Kg 0.875 -3.831 t0 5.581 No ns 0.9542
STZ vs. Tagetes lucida 50 mg/Kg 1.25 -3.573 10 6.073 No ns 0.8762
6
STZ vs. Nor -2.75 -8.924 t0 3.424 No ns 0.5647
STZ vs. Glibenclamida 2 -2.422 10 6.422 No ns 0.5215
STZ vs. Tagetes lucida 100 mg/Kg 0.875 -3.819 to 5.569 No ns 0.9564
STZ vs. Tagetes lucida 50 mg/Kg 1.75 -2.965 to 6.465 No ns 0.6938
7
STZ vs. Nor -3 -9.426 to 3.426 No ns 0.5292
STZ vs. Glibenclamida 1.125 -3.555 to 5.805 No ns 0.8912
STZ vs. Tagetes lucida 100 mg/Kg 0.5 -5.258 t0 6.258 No ns 0.9974
STZ vs. Tagetes lucida 50 mg/Kg 1.375 -3.574 10 6.324 No ns 0.8517
8

STZ vs. Nor -3.25 -9.956 to 3.456 No ns 0.4991



STZ vs. Glibenclamida
STZ vs. Tagetes lucida 100 mg/Kg
STZ vs. Tagetes lucida 50 mg/Kg
9
STZ vs. Nor
STZ vs. Glibenclamida
STZ vs. Tagetes lucida 100 mg/Kg
STZ vs. Tagetes lucida 50 mg/Kg
10
STZ vs. Nor
STZ vs. Glibenclamida
STZ vs. Tagetes lucida 100 mg/Kg
STZ vs. Tagetes lucida 50 mg/Kg

15
1.143
1.375

-3.375
15
1.821
1.625

-3.625
1.75
1.732
1.75

-3.454 10 6.454
-4.571 to 6.856
-3.922 10 6.672

-9.821 t0 3.071
-2.208 to 5.208
-2.943 10 6.586
-2.655 to 5.905

-0.734 t0 2.484
-2.490 to 5.990
-3.2531t0 6.717
-2.596 to 6.096

No
No
No

No
No
No
No

No
No
No
No

ns
ns
ns

ns
ns
ns
ns

ns
ns
ns
ns
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0.7964
0.9469
0.8792

0.4182
0.6294
0.6745
0.6894

0.3272
0.6217
0.7399
0.6434
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Tabla 9. Resultado de analisis estadistico de valores de peso corporal durante el
periodo de induccion para evaluaciéon de P. aequale

Mean 95.00% CI of

Dunnett's multiple comparisons test Diff. diff.

Significant? Summary Adjusted P Value

1

STZ vs. Nor 0.2 -6.740 to 7.140 No ns 0.9999

STZ vs. Glibenclamida 2.7 -4.190 to 9.590 No ns 0.5217

STZ vs. Piper aequale 100 mg/Kg -0.55 -7.476 10 6.376 No ns 0.9965

STZ vs. Piper aequale 50 mg/Kg 2.6 -4.422 t0 9.622 No ns 0.6068
4

STZ vs. Nor -0.6286 -6.731t05.474 No ns 0.9922

STZ vs. Glibenclamida 0.55 -5.249 to 6.349 No ns 0.9884

STZ vs. Piper aequale 100 mg/Kg -0.575 -6.4141t05.264 No ns 0.9927

STZ vs. Piper aequale 50 mg/Kg 2.2 -3.614 t0 8.014 No ns 0.5832
9

STZ vs. Nor -2.35 -8.318 t0 3.618 No ns 0.6028

STZ vs. Glibenclamida -0.1 -5.77510 5.575 No ns >0.9999

STZ vs. Piper aequale 100 mg/Kg -1.225  -7.196 t0 4.746 No ns 0.9199

STZ vs. Piper aequale 50 mg/Kg 2.4 -3.334t0 8.134 No ns 0.5127
12

STZ vs. Nor -2.975 -8.8351t0 2.885 No ns 0.4197

STZ vs. Glibenclamida -0.6 -5.904 to 4.704 No ns 0.9801

STZ vs. Piper aequale 100 mg/Kg -1.475  -6.963 t0 4.013 No ns 0.8234

STZ vs. Piper aequale 50 mg/Kg 1.8 -3.563 t0 7.163 No ns 0.665

16

STZ vs. Nor -2.925  -8.466 to 2.616 No ns 0.3893

STZ vs. Glibenclamida -0.05 -5.095 to 4.995 No ns >0.9999

STZ vs. Piper aequale 100 mg/Kg -0.425 -5.6141t04.764 No ns 0.9966

STZ vs. Piper aequale 50 mg/Kg 2.6 -2.851t0 8.051 No ns 0.439

22

STZ vs. Nor 2.1 -8.299 to 4.099 No ns 0.7133

STZ vs. Glibenclamida 1.025 -4.613 10 6.663 No ns 0.9156

STZ vs. Piper aequale 100 mg/Kg 0.4 -5.317t06.117 No ns 0.9978

STZ vs. Piper aequale 50 mg/Kg 2.6 -3.185 to 8.385 No ns 0.4668
24

STZ vs. Nor -2.325  -8.886 to 4.236 No ns 0.6878

STZ vs. Glibenclamida 0.55 -5.316 t0 6.416 No ns 0.9897

STZ vs. Piper aequale 100 mg/Kg 0.8 -5.051 to 6.651 No ns 0.9726

STZ vs. Piper aequale 50 mg/Kg 2.6 -3.332 t0 8.532 No ns 0.4775
27

STZ vs. Nor -3.5 -10.24 t0 3.240 No ns 0.3902

STZ vs. Glibenclamida -1 -7.611t0 5.611 No ns 0.9344

STZ vs. Piper aequale 100 mg/Kg 0.125 -6.328 10 6.578 No ns >0.9999

STZ vs. Piper aequale 50 mg/Kg 2.2 -4.306 to 8.706 No ns 0.6562
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Tabla 10. Resultados de anélisis estadisticos de valores de peso corporal en el

periodo de administracion experimental para evaluacion de P. aequale

Dunnett's multiple comparisons test I\I/:l)?ﬁn 95.03?}0 of Significant? Summary Adjusted P Value

1

STZ vs. Nor -3.925 -9.721t0 1.871 No ns 0.2166

STZ vs. Glibenclamida 0.075 -4.960 to 5.110 No ns >0.9999

STZ vs. Piper aequale 100 mg/Kg 0.45 -4.753 t0 5.653 No ns 0.9959

STZ vs. Piper aequale 50 mg/Kg 1.2 -3.837 t0 6.237 No ns 0.8347
2

STZ vs. Nor -3.35 -9.959 to 3.259 No ns 0.4176

STZ vs. Glibenclamida 0.9 -5.225 t0 7.025 No ns 0.9503

STZ vs. Piper aequale 100 mg/Kg 0.775 -5.303 to 6.853 No ns 0.9776

STZ vs. Piper aequale 50 mg/Kg 1.8 -4.376 t0 7.976 No ns 0.6921
3

STZ vs. Nor -3.775 -9.470 to 1.920 No ns 0.2321

STZ vs. Glibenclamida 0.475 -3.715 to 4.665 No ns 0.9819

STZ vs. Piper aequale 100 mg/Kg 0.975 -3.387 t0 5.337 No ns 0.8932

STZ vs. Piper aequale 50 mg/Kg 2.2 -2.0131t0 6.413 No ns 0.3265
4

STZ vs. Nor -3.5 -9.703 to 2.703 No ns 0.3462

STZ vs. Glibenclamida 1.25 -3.429 t0 5.929 No ns 0.7918

STZ vs. Piper aequale 100 mg/Kg 1 -4.098 to 6.098 No ns 0.9328

STZ vs. Piper aequale 50 mg/Kg 0.6 -4.120 to 5.320 No ns 0.9703
5

STZ vs. Nor -2.6 -8.658 to 3.458 No ns 0.558

STZ vs. Glibenclamida 2.525 -2.3751t0 7.425 No ns 0.3603

STZ vs. Piper aequale 100 mg/Kg 2.525 -2.882 to 7.932 No ns 0.4838

STZ vs. Piper aequale 50 mg/Kg 2.2 -2.749 to 7.149 No ns 0.4214
6

STZ vs. Nor -2.35 -8.753 to 4.053 No ns 0.6707

STZ vs. Glibenclamida 3.025 -1.596 to 7.646 No ns 0.1995

STZ vs. Piper aequale 100 mg/Kg 3.65 -1.447 to 8.747 No ns 0.1808

STZ vs. Piper aequale 50 mg/Kg 2.2 -2.512 t0 6.912 No ns 0.3743
7

STZ vs. Nor -1.85 -7.622 t0 3.922 No ns 0.7515

STZ vs. Glibenclamida 2.025 -1.714 t0 5.764 No ns 0.3404

STZ vs. Piper aequale 100 mg/Kg 3.65 -0.9023 to 8.202 No ns 0.1261

STZ vs. Piper aequale 50 mg/Kg 1.8 -2.340 t0 5.940 No ns 0.5114
8

STZ vs. Nor -2.2 -8.123 t0 3.723 No ns 0.6627

STZ vs. Glibenclamida 2.3 -2.029 t0 6.629 No ns 0.3466

STZ vs. Piper aequale 100 mg/Kg 3.8 -1.419 t0 9.019 No ns 0.1749



STZ vs. Piper aequale 50 mg/Kg
9
STZ vs. Nor
STZ vs. Glibenclamida
STZ vs. Piper aequale 100 mg/Kg
STZ vs. Piper aequale 50 mg/Kg
10
STZ vs. Nor
STZ vs. Glibenclamida
STZ vs. Piper aequale 100 mg/Kg
STZ vs. Piper aequale 50 mg/Kg

3

-3.025
1.85
1.975

-3.1
2.275
3.275

3.4

-1.3351t0 7.335

-9.876 to 3.826
-3.298 t0 6.998
-3.741 to 7.691
-3.272t09.272

-9.206 to 3.006
-2.184106.734
-1.622 t0 8.172
-1.994 t0 8.794

No

No
No
No
No

No
No
No
No

ns

ns
ns
ns
ns

ns
ns
ns
ns
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0.17

0.5367
0.6037
0.7021
0.4401

0.4267
0.3948
0.2231
0.2438
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