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Estudio crénico del efecto hipoglucemiante de la corteza de Rhizophora mangle en ratas diabéticas STZ-NA

RESUMEN

La diabetes mellitus es una enfermedad de gran importancia para los sistemas de salud mundiales
debido a que presenta un aumento en su prevalencia, siendo la diabetes mellitus tipo2 (DM2) la

mas importante ya que es el tipo que padece la mayoria de los pacientes con dicha patologia.

En la actualidad existen una gran variedad de farmacos utilizados para el control de la DM2; pero a
pesar de ello, en muchas comunidades de México se emplea la medicina tradicional, la cual
consiste en la utlizacion de plantas para el tratamiento de diversos padecimientos. La
etnofarmacologia es la ciencia que se encarga de recopilar toda la informaciéon y conocimiento que
se ha generado a lo largo del tiempo en las comunidades, asi como utilizar esa informacion
proporcionada por los habitantes de esas regiones para entender y confirmar los efectos de las

plantas.

Rhizophora mangle es un arbol o arbusto que en México tiene una distribucién que se extiende a lo
largo del Golfo de México, asi como por una parte del Pacifico. Esta planta es utilizada por las
personas para el tratamiento de algunas patologias entre ellas: afecciones de la piel, problemas

renales y diabetes.

En el presente trabajo se realizé un estudio crénico para evaluar el efecto hipoglucemiante del
extracto etanol-agua de la corteza de R. mangle, por un periodo de 42 dias de administracién a
ratas diabéticas inducidas con el modelo STZ-NA. Los parametros utilizados para la evaluacion de
este efecto fueron la medicién de la glucosa plasmatica de forma semanal, y el porcentaje de
hemoglobina glucosilada (HbAlc) cada 14 dias. Para tener un andlisis mas completo, también se
observo el comportamiento del perfil lipidico midiéndose triglicéridos, colesterol total y colesterol
HDL.

Los resultados arrojados por este estudio muestran que R. mangle tiene un efecto hipoglucemiante
a lo largo de los 42 dias de administracién, sin embargo no disminuye los niveles de HbAlc
respecto a los observados en los organismos diabéticos que no recibieron tratamiento. También se
observa que el extracto etanol-agua de R. mangle evita el aumento de los triglicéridos, siendo de
gran importancia, ya que estos lipidos estan relacionados con la presencia de enfermedades

cardiovasculares en los pacientes diabéticos.

En conclusién, R. mangle al presentar un efecto hipoglucemiante y un control sobre los niveles de
triglicéridos de los ratas diabéticas, puede ser un coadyuvante importante en el tratamiento de la
DM2.
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INTRODUCCION

Diabetes mellitus

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad que ha tomado una gran
importancia en los ultimos afios, debido a un aumento desmesurado en el nimero
de personas que padecen esta enfermedad. Este padecimiento se caracteriza por
un aumento de glucosa en sangre, asi como un trastorno en el metabolismo de
carbohidratos, proteinas y lipidos. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) la
clasifica en tres tipos: 1) diabetes mellitus tipo 1, 2) diabetes mellitus tipo 2, y 3)

diabetes gestacional (Organizacion Mundial de la Salud, 2013).

Este desorden metabdlico puede ser silencioso en muchos de los pacientes, sin
embargo en ocasiones se presentan algunos sintomas que indican una posible
alteraciéon en el metabolismo de carbohidratos, que pueden ser: poliuria, polidipsia,
polifagia, fatiga y pérdida de peso corporal; siendo éstos una alerta para que el
paciente acuda al médico y pueda realizarse las pruebas adecuadas para su
diagnéstico (Escobar & Tébar, 2009).

El diagnostico de este padecimiento debe realizarse por medio de estudios de
bioquimica plasmatica, dentro de las cuales estan: 1) la cuantificacion de glucosa
plasmatica en ayunas, cuyo valor debe ser =2126mg/dL; 2) glucemia al azar
(>200mg/dL); 3) prueba de tolerancia a la glucosa, la cual consiste en que el
paciente ingiera una solucion con 75¢g de glucosa (Trujillo, 2007), posteriormente
se miden los niveles de glucosa plasmatica cada 30 minutos generalmente a lo
largo de dos horas, siendo el tiempo 120 minutos la medida importante, la cual
debe permanecer por debajo de 200mg/dL, de lo contrario el paciente es

diagnosticado con diabetes (American Diabetes Association, 2013).

Actualmente la Asociacibn Americana de Diabetes, toma como parametro
adicional de diagnéstico el porcentaje de hemoglobina glucosilada (HbAlc). La
alteracion en la HbAlc es una reaccién no enzimatica irreversible, la cual ocurre

por el continuo contacto de la hemoglobina con altas concentraciones de glucosa.
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La glucosilacion tiene lugar en una serina de la molécula de hemoglobina (Diaz,
1997). La HbAlc también es utilizada para tener una mejor idea del control de
dicho padecimiento, debido a que la hemoglobina se renueva cada 120 dias, de
modo que un porcentaje alto de HbAlc indica que el paciente no ha tenido un
control adecuado de su hiperglucemia en al menos los ultimos tres o cuatro meses
(Laureano, 2013). En las ratas, este pardmetro muestra una gran variacion, ya que
en la literatura se reportan valores de 4-13% de HbAl1c en individuos diabéticos
(Kamble & Bodhankar, 2013; Pari & Sankaranarayanan, 2009), y esta variacion se
debe a las distintas técnicas y equipos utilizados para la medicion de este
parametro, por lo cual los resultados de su cuantificacion en esta especie deben

tomarse con reserva.

El tratamiento de la DM varia dependiendo de qué tipo se desarrolle; en el caso de
la DM1, el principal tratamiento es insulina, y en el caso de la DM2 se cuenta con
una amplia gama de farmacos que son denominados hipoglucemiantes orales, los
cuales tienen diferentes vias de acciéon: 1) ayudando a la secrecién de insulina
sulfonilureas y meglitidinas; 2) inhibiendo liberacion de glucosa hepatica
(biguanidas); 3) disminuyendo la captacion de carbohidratos complejos
(inhibidores de a-glucosidasas); 4) aumentando la vida media de la insulina en el
torrente sanguineo (incretinas); y 5) dando mayor sensibilidad a la insulina en
tejidos resistentes, por ejemplo las tiazolidinedionas (Zarate, Basurto, Saucedo, &

Hernandez-Valencia, 2010).

A pesar de esta amplia gama de farmacos para el manejo de la enfermedad en
ocasiones no se logra un control adecuado, por lo que hoy en dia se sigue en la
busqueda de nuevas moléculas que ayuden a mejorar a los pacientes diabéticos.
Esta busqueda se ha dado tanto en la sintesis de nuevas sustancias, asi como en

la utilizacion de metabolitos secundarios que son producidos por diversas plantas.

En México, hay una gran tradicion del uso de plantas medicinales en el tratamiento
de diversas enfermedades, y entre ellas encontramos a la DM2. En el pais hay
reportadas 306 especies que son utilizadas para el control de esta enfermedad
(Andrade-Cetto & Heinrich, 2005).
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ANTECEDENTES

Diabetes mellitus

La diabetes melltus es un grupo de enfermedades caracterizadas por
hiperglucemia que resultan de defectos en la secrecion de insulina, en su accion o
ambas. Esta hiperglucemia esta asociada con dafios a largo plazo, disfuncién y
fallo de diferentes 6rganos, especialmente rifiones, 0jos, nervios, corazon y vasos
capilares (American Diabetes Association, 2012). En esta patologia pueden
distinguirse tres tipos principales. La diabetes mellitus tipo 1 (DM1), diabetes
mellitus tipo 2 (DM2) y la diabetes gestacional (Organizacion Mundial de la Salud,
2013).

La DM1 se caracteriza por una destruccion de las células B-del pancreas, de modo
que hay una deficiencia de insulina, por lo que es necesario que su tratamiento
sea con insulina (antes denominados pacientes “insulinodependientes”). De este
tipo de diabetes se distinguen dos subgrupos: 1) la diabetes autoinmune, que se
caracteriza por presentar anticuerpos anti islotes (ICA’s), antidescarboxilasa del
acido glutdmico y anti tirosina fosfatasas; y 2) la diabetes idiopatica, la cual es
similar a la anterior en el comportamiento metabdlico, pero ésta se caracteriza por
la ausencia de los marcadores autoinmunes (International Diabetes Federation,
2011).

La diabetes gestacional, se caracteriza por un estado hiperglucémico el cual es
detectado durante el embarazo, y este padecimiento es detectado gracias a los
controles prenatales. Los niveles de glucosa en plasma vuelven a la normalidad
una vez terminado el periodo de gestacion, aungque en ocasiones se desarrolla

DM2 afios mas tarde.

Por otro lado la DM2 tiene la principal caracteristica de presentar trastornos en la
accion y/o secrecion de la insulina. Este tipo representa el 90% de los casos a

nivel mundial (Organizacion Mundial de la Salud, 2012).

Algunas personas gue no tienen diagnosticado ningun tipo de DM, también llegan

a presentar alteraciones en sus valores de glucemia. Dicho estado se denomina
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pre-diabetes, el cual es un estado metabdlico en el que ya existe una alteracién en
los niveles de hemoglobina glucosilada (HbAlc) de 25.7% a <6.5%; por otro lado
la concentracién de glucosa en ayuno se encuentran en un intervalo 2100mg/dL y
<126mg/d; y en la tolerancia a la glucosa los valores a las dos horas de una carga
de glucosa estan en un rango de =2140mg/dL a <200mg/dL (Figura 1) (American
Diabetes Association, 2012).

> 126 mg/dl > 200 mg/di
<6.5% o <126 mgidl | o <200 mg/dl f o
S o =
53 %3 % 3
am 7 m qm
m m m
>5.7% » > 100 mg/dl | O > 140 mg/dl | ©
<57% =z < 100ma/dl | 2 <140 mg/idl | £
S el S s S
a X Pl
= = =
,J: > >
5 r
A — T e | e ——
A1C FPG OGTT

Figura 1. Muestra las diferentes pruebas y los niveles de glucosa para ser catalogado pre-diabético,
diabético o sano. Primer plano muestra el porcentaje de HbAlc; plano intermedio valores de glucemia
en ayuno y panel 3 glucosa plasméatica medida al azar (ADA, 2012).

Prevalencia

La Organizacion Mundial de la Salud menciona que en Septiembre de 2012, se
tenia registrada la cifra de 347 millones de personas con diabetes a nivel mundial.
Esta misma organizacion advierte, que para el afio 2030, las muertes por diabetes
podrian duplicarse si no se lleva un control adecuado en el tratamiento de la

enfermedad, convirtiéndose asi en la séptima causa de muerte a nivel mundial.

La DM2 es el tipo que presenta mas casos a hivel internacional. En la actualidad,
se ha registrado un aumento en el numero de niflos que presentan este
padecimiento, siendo una cifra alarmante, ya que en algunos paises la DM2 en
ninos y adolescentes presenta el 50% de los nuevos casos diagnosticados
(Organizacién Mundial de la Salud, 2013).
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En el caso de México, se identifican 6.4 millones de adultos diagnosticados, lo cual
representa el 9.2% de la poblacién, sin embargo se estima que por cada paciente
detectado hay uno que no cuenta con diagnoéstico, de modo que la cantidad de
enfermos se aproxima a los 12 millones. De este nimero de adultos identificados
con este padecimiento, el 16% de ellos no cuenta con ninguna proteccion en
salud, el 42% son derechohabientes del IMSS, 12% pertenecen a otras
instituciones de seguridad social, y un 30% son afiliados al Sistema de Proteccion
Social en Salud. Respecto a las complicaciones mas frecuentes, 47.6 % (3
millones de personas) reportaron vision disminuida, 38% ardor, dolor o pérdida de
sensibilidad en los pies, 2% reportaron amputaciones, 1.4% fueron dializados y
2.8% ha presentado infartos. Estos datos son importantes ya que, considerando
las estimaciones hechas, el costo anual por paciente es de 707 dolares, lo cual
implica una inversién total de 3 872 millones de ddlares para el manejo de esta
enfermedad (Encuesta Nacional de Salud y Nutricién, 2012).

Dado el enorme gasto que representa esta enfermedad para los sistemas de
salud, se debe prevenir que el nimero de personas con este padecimiento
aumente a un ritmo tan acelerado. Entre las acciones especificas para prevenir
este padecimiento se encuentra: mantener un peso saludable, asi como realizar
una actividad fisica de al menos 30 minutos al dia. En el caso de la alimentacion,
se deben realizar de tres a cinco comidas, las cuales sean bajas en carbohidratos

y grasas saturadas (Organizacion Mundial de la Salud, 2012).

Diabetes Mellitus tipo 2

La DM2 es un desorden metabdlico caracterizado por la presencia de
hiperglucemia, ademas de una alteracion en el metabolismo de los lipidos,
derivado de una deficiente secrecion de insulina de las células B. Esta deficiencia
en la secrecién de insulina es derivada de la obesidad, inactividad fisica y la
resistencia a la insulina (RI) en tejidos como el adiposo, masculo esquelético y
hepatocitos (Figura 2), siendo este tipo de diabetes el mas importante debido a su

mayor prevalencia en la sociedad.
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Figura 2. Tejidos afectados por la Resistencia a la insulina (RI). En caso de adipocitos, se observa que
la RI provoca la liberacion de acidos grasos, en higado aumenta la produccion de glucosa y en
musculo evita que la glucosa ingrese al miocito. Fuente: (Stumvoll, Goldstein, & van Haeften, 2005).

La resistencia a la insulina en el tejido adiposo trae como consecuencia un
aumento en la cantidad de &cidos grasos libres. Este incremento, hace que se
active la gluconeogénesis hepatica y con esto una mayor concentraciéon de
colesterol LDL y por consecuencia una disminucion el colesterol HDL (Rodriguez-

Rodriguez, Perea, Lopez-Sobaler, & Ortega, 2009).

Esta patologia al ser de etiologia multiple, cuenta con factores genéticos y
ambientales que la pueden desencadenar. En cuanto a los factores genéticos, se
han identificado 40 loci asociados a disfunciones de la célula 8, disminucién en la
sensibilidad a la insulina y desarrollo de obesidad. En cuanto a los factores
ambientales se incluyen el tipo de nutrientes ingeridos en la dieta, asi como la falta
de actividad fisica o el sedentarismo que presente la persona en la vida cotidiana.

Estudios en la India muestran que deficiencias de vitamina B12 durante el
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embarazo estdn asociados a nifios con grandes cantidades de tejido adiposo y
resistencia a insulina (Nolan, Damm, & Prentki, 2011). Debido a que la
predisposicion genética no puede ser modificada en los individuos, el cambio en el

estilo de vida juega un papel muy importante (Coletta & Mandarino, 2011).

El higado es uno de los principales 6rganos que son afectados por esta patologia,
ya que incrementa la produccion de glucosa endbégena debido a una
desregulacion generada por el aumento en &cidos grasos no esterificados los
cuales activan la gluconeogénesis (Leahy, 2005), asi como las altas
concentraciones de glucagon que también activan esa via metabdlica, debido a las
bajas concentraciones de insulina y/o la baja respuesta a esta hormona (Coletta &
Mandarino, 2011).

Los adipocitos son uno de los tejidos afectados durante la DM2, ya que debido a la
resistencia a la insulina presente en ese tejido, tiende a expandirse, lo cual trae
como consecuencia un aumento en las citocinas pro inflamatorias, entre ellos el
factor de necrosis tumoral-a (TNF-a) y la interleucina 6 (IL-6). La presencia de
estas citocinas pro-inflamatorias, pueden activar en el musculo esquelético una
serie de cinasas como son IkB y KF-kB; dichas cinasas tienen una gran
importancia en la resistencia a la insulina, ya que son capaces de fosforilar al IRS-
1 en diferentes residuos de serina, lo cual disminuye la accién de la insulina
(Coletta & Mandarino, 2011).

El musculo esquelético es uno de los tejidos que presenta resistencia a la insulina
en la DM2. En el 2012, Fisher-Wellman plantea dos principales hipotesis para la
disfuncion de esta hormona en el musculo esquelético: 1) la acumulaciéon
intramiocelular de lipidos genera dicha resistencia, debido a que acelera el flujo de
los mismos hacia B-oxidacion, lo que disminuye la sensibilidad a la insulina; 2) el
exceso de nutrientes ingerido por una persona con obesidad, genera que la
mitocondria produzca y emita una mayor cantidad de agentes oxidantes, lo cual
desencadena la resistencia a la insulina. En una mitocondria en un estado normal,
se lleva a cabo el transporte de electrones a través de complejos de proteinas que

se encuentran localizados en la membrana interna; estos electrones son obtenidos
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de equivalentes reducidos como son el NADH y FADH,. Estos electrones son
transferidos a través de los complejos proteinicos (I-V), teniendo como aceptor
final una molécula de oxigeno (O,), el cual es reducido a H,O. En condiciones en
las cuales existe un exceso de nutrientes, aumentan la cantidad de agentes
donadores de electrones (NADH y FADH,), lo que genera un desbalance en el
transporte de los electrones, trayendo como consecuencia final la generacion del
radical superoxido (O3). Dicho radical, tiene una vida media muy corta, debido a
gue rapidamente es convertido a peroxido de hidrogeno (H.O2) por medio de la
manganeso superéxido dismutasa (MnSOD), de modo que el H,O, es considerado
como el segundo mensajero que desencadena la resistencia a la insulina, aunque
aun no se descifra el mecanismo molecular a través de cual actua el H,O, (Fisher-
Wellman & Neufer, 2012).

Las células B realizan una gran variedad de funciones, ademas de la secrecion de
insulina; entre ellas se encuentran mantener adecuados niveles de sintesis de
proinsulina con las sefales adecuadas para sus modificaciones post-
traduccionales, la produccién de vesiculas secretoras, el determinar la cantidad de
nutrientes en sangre, entre otras. Por este motivo, encontrar un punto especifico
de falla en las células § ha sido complejo, suponiéndose que la principal causa de
fallo en este tipo celular es la compensacién requerida derivada de la Rl (Nolan et
al., 2011).

La diabetes, al tratarse de una enfermedad cronica, trae complicaciones a largo
plazo, las cuales pueden separarse en dos categorias: las macro y micro
vasculares. Entre las complicaciones macro vasculares se encuentran la
enfermedad en arterias coronarias, enfermedad vascular periférica y dafio en las
arterias carotidas; siendo estas complicaciones la principal causa de muerte en
pacientes con DM2 (Beckman, Creager, & Libby, 2002). Las complicaciones micro
vasculares son las mas comunes en los pacientes diabéticos y entre ellas se
distinguen tres principales: 1) retinopatia, la cual consiste en una disminucion
parcial o total de la vista, debido a las altas concentraciones de glucosa

plasmatica, asi como un aumento en la presién arterial; 2) neuropatia, que trae
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como principales
consecuencias la sensacion de
hormigueo y en ocasiones la
pérdida de sensibilidad en las
extremidades; y 3) nefropatia,
donde los altos niveles de
glucosa circulantes  dafian
pequefios vasos sanguineos

del rindn, lo cual conlleva a una

disminucién en la funcion renal _ e , )
Figura 3. Principales 6rganos y tejidos afectados por las

(Figura 3) (|ntemationa| complicaciones de la diabetes mellitus tipo 2. Fuente:

. . (Paniagua, 2010).
Diabetes Federation, 2014).

Hipoglucemiantes orales (HO)

Los hipoglucemiantes orales son la principal terapia para tratar a los pacientes con
DM2. Entre los hipoglucemiantes encontramos las meglitinidas, los cuales
cumplen con la funcién de ser secretagogos de insulina en funcién de la
dependencia de la concentracion de glucosa y su respuesta. Otro tipo de HO son
las tiazolidinedionas o TZD’s, la funcion de estos farmacos es la sensibilizacion a
la insulina. Los inhibidores de las alfa-glucosidasas actiian compitiendo por el sitio
catalitico de enzimas como la maltasa, sacarasa y glucoamilasa, de esta forma se
retrasa la digestiéon de los carbohidratos evitAndose su absorcion. Las incretinas
son péptidos de accion intestinal que participan en la regulacién de la insulina
(polipéptido inhibidor gastrico GIP y el péptido similar a glucagon GLP-1) y
suprimen la accion del glucagéon (GLP-1) (Zarate et al., 2010). Para evitar la
produccion hepatica de glucosa se cuenta con las biguanidas, las cuales también
ayudan a mejorar la captacidon de glucosa periférica. Las sulfonilureas son
secretagogos de insulina, las cuales actian por el cierre de los canales de K*
dependientes de ATP causando una despolarizacion de la membrana y la entrada

de Ca*", lo que desencadena la secrecién de la insulina (Velazco, 2003).
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Tabla 1. Muestra las diferentes clases de hipoglucemiantes orales, asi como su mecanismo de accién.

Hipoglucemiante oral Via de accion Farmaco
Meglitinidas Secretagogo de insulina Repaglinida
Tiazolidinedionas (TZD) Sensibilizacién a insulina Pioglitazona

Inhibicién de absorcién intestinal de

Inhibidores a-glucosidasas carbohidratos Acarbosa
. Regulan accion de la insulina, inhibe
Incretinas a glucagon GLP-1
Disminuye produccion hepética de
Biguanidas glucosa, mejora sensibilidad a Metformina
insulina
Sulfonilureas Secretagogo de insulina Glibenclamida

Glibenclamida

La glibenclamida, como se menciond anteriormente, pertenece al grupo de las
sulfonilureas, de modo que induce la secrecion de insulina al torrente sanguineo
para que esta hormona pueda llevar a cabo su funcién. La secrecion de insulina
en una persona sana esta dada por las concentraciones de glucosa periférica, y la
célula B es el tipo celular encargado de llevar a cabo la secrecion de dicha

hormona.

La secrecién de insulina mediada por glucosa se da cuando este carbohidrato
entra a la célula B por medio del transportador GLUT2, de modo que al entrar la
glucosa es catabolizada y se obtiene como producto final ATP. El aumento en las
concentraciones de ATP respecto a las de ADP, tiene como consecuencia el cierre
del canal de K* (K*ATP), trayendo como efecto un cambio en el voltaje de la
célula, generando una despolarizacion de membrana que abre los canales de Na*
y Ca?*. El aumento de las concentraciones de Ca®" es medido por la calmodulina-
cinasa-ll (CAM 11), la cual se encuentra asociada a los granulos que contienen la
hormona y que favorece su union con la membrana plasmatica para que pueda
llevarse la secrecion de la insulina (Figura 4) (Schafer, Machicao, Fritsche, Haring,
& Kantartzis, 2011).
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Figura 4. Secrecién de insulina mediada por glucosa. La glucosa es metabolizada aumentando las
cantidades de ATP, las cuales cierran el canal de K+ATP, lo cual desencadena un potencial de accién
y la posterior secrecion de las vesiculas de insulina.
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Figura 5. Secrecion de insulina estimulada por glibenclamida, dicho farmaco se une a SURL1, el cual
cierra el canal K+ATP, despolariza la membrana y se secreta la insulina.
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En el caso de la glibenclamida, la liberacion de insulina se realiza de una forma
muy similar a la generada por el aumento de ATP intracelular. La glibenclamida y
en general las sulfonilureas, se unen al receptor SUR1, el cual se encuentra
presente en la membrana plasmatica de la célula B. La unién de la glibenclamida
con su receptor genera el cierre de los canales K*ATP, modificando el voltaje
interno de la célula y con ello generando la apertura de los canales de Na* y Ca*,

y la posterior exocitosis de las vesiculas que contienen insulina (Figura 5).

Modelos animales

Los modelos animales son una herramienta ampliamente utilizada y muy til para
analizar el efecto de las plantas reportadas con efecto hipoglucemiante.
Desgraciadamente debido a la complejidad de la enfermedad, no existe un modelo
animal que sea capaz de reunir todas esas caracteristicas, motivo por el cual se
debe elegir un modelo con wuna caracteristica de la DM2 (Eddouks,
Chattopadhyay, & Zeggwagh, 2012). Dichos modelos animales pueden
catalogarse segun su origen: 1) espontdneos 0 genéticamente derivados; 2)
inducidos por medio de dieta; 3) inducidos quirdrgicamente; 4) knock-out; y 5)
inducidos quimicamente. Dentro de este Ultimo grupo se encuentra la induccién

por medio de administracién de estreptozotocina (Arias-Diaz & Balibrea, 2007).

Modelo STZ-NA

Para realizar la induccion de la diabetes se utiliza al farmaco estreptozotocina
(STZ) (Figura 6), el cual fue aislado del hongo Streptomyces griseus (Islas-
Andrade, 2000). La induccion consiste en inyectar una dosis de 65mg/Kg de STZ
ya sea via intraperitoneal o intravenosa, y la dosis de nicotinamida (NA) (figura 6)
se puede modificar en un rango de 100 a 350mg/kg via intraperitoneal (Masiello et
al., 1998).
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Figura 6. Estructura quimica de la estreptozotocina (STZ) y nicotinamida (NA). Fuente: (Szkudelski, 2012).

La principal via por la que la STZ induce diabetes es por la destruccion de las
células B pancreaticas. La destruccion de las células B ocurre por medio de la
alquilacion del ADN directa por la STZ ademas de la disminucion de NAD" y ATP

en la célula debido a la inhibicion del ciclo de Krebs (Szkudelski, 2012).

La STZ ingresa a la célula por medio de los transportadores de glucosa GLUT 2y
alquila el ADN, dando como resultado la activacién de la poli (ADP-ribosa)
polimerasa (PARP-1) la cual se encarga de reparar el dafio a nivel genético, pero
trae como consecuencia la disminucion de NAD* y de ATP lo que desencadena en
la muerte celular causada por la falta de energia (Szkudelski, 2012). La STZ es
una molécula capaz de donar moléculas de 6xido nitrico (ON) al ser metabolizada
por la célula, este aumento en ON genera dafio mitocondrial, lo que produce una
gran cantidad de especies reactivas de oxigeno (ROS) como el radical superdxido
(O2) y el peroxido de hidrégeno (H,0-); dichos compuestos dafian el ADN, lo cual
lleva a la activacion de PARP-1 y la disminucion de energia celular (Szkudelski,
2001).

La accion de proteccion realizada por la NA es ser convertida en NAD™, lo cual
evita que disminuya la cantidad de ATP y no permite que se lleve a cabo la
inhibicién del ciclo de Krebs. La otra via de accién de la NA es funcionar como
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inhibidor de la PARP-1, de modo que asi también se evita que la célula entre a un
estrés por falta de energia y con ello no ocurra la muerte de todas las células 3

pancreaticas (Figura 7).

!
Dafioen f |
’ DNA ’ NMN
| ¢
TPARP-I NAD+ Figura 7. Esquema de las vias de accién de los dos

farmacos utilizados para la induccion de diabetes. La
streptozotocina (Stz) dana el DNA, dicho dafio activa
‘ NAD+1 PARP-1 (Poli-ADPribosa polimerasa-1),
disminuyendo las cantidades de NAD" y ATP, lo cual
— mata a la célula B. La nicotinamida (NA) inhibe a
‘ ATP 1 ‘ PARP-1, ademds de convertirse en NAD' al
reaccionar con Nicotin-mononucleétido (NMN), de
este modo impide la disminucion de ATP y el dafio

Dano celular. Fuente: (Szkudelski, 2012).
cel. B

ETNOFARMACOLOGIA, PLANTAS HIPOGLUCEMIANTES

La etnofarmacologia puede ser definida como el proceso de observacion,
identificacion, descripcion y trabajo experimental de los ingredientes que contienen
las drogas indigenas, entre ellas las plantas medicinales; dicha investigacion debe
realizarse con base en la botanica, farmacologia y la quimica, de modo que asi se
pueda lograr una confirmacion de su potencial medicinal y en ocasiones aislar los
componentes activos encargados del efecto farmacologico (Holmstedt & Bruhn,
1983).

Una definicibn mas actualizada de este concepto fue realizada por Andrade-Cetto
y Heinrich en 2011, que definen a la etnofarmacologia como el estudio de los usos
tradicionales de los productos naturales biolégicamente activos, con el propdsito

de entender sus propiedades terapéuticas (Andrade-Cetto & Heinrich, 2011).

Un aspecto importante que deben cumplir las investigaciones etnofarmacologicas

es considerar el uso tradicional de las plantas medicinales, esto es de suma
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importancia debido a que a partir de la informacion del uso tradicional se decide
qué método de extraccidn puede utilizarse, ademas de ser una base importante

para el célculo de la dosis (Samario, 2013).

Rhizophora mangle

Es un arbol o arbusto perennifolio, que cuenta con una altura que va de 1.5 a 15m
de altura, el cual se caracteriza por ser haléfito. Su tronco es recto, y sus ramas se
encuentran apoyadas en las raices aéreas, con una ramificacibn simple o
dicotomica. La corteza de este arbol es de color olivo péalido y manchas blancas,
pero si se raspa adquiere un color rojo, es inolora y cuenta con un sabor amargo.
Presenta inflorescencias simples que cuentan con dos o tres flores, y su fruto es
una baya color pardo, coridceo y duro (Figura 8) (Comisién Nacional para el

conocimiento y uso de la Biodiversidad, 2012).

La distribucion de R. mangle en México es a lo largo de las costas del Golfo, el
Pacifico y el Caribe. En la vertiente del Golfo se presenta desde Tamaulipas hasta
Yucatan y Quintana Roo, y en la vertiente del Pacifico desde Baja California Sur,
Sonora y hasta Chiapas (Comision Nacional para el conocimiento y uso de la
Biodiversidad, 2012).

Entre los usos medicinales de R. mangle encontramos que la corteza es utilizada
como febrifugo, hemostatico, anti diarréico, para el control del asma, mordedura o
picaduras de animales marinos venenosos, diversas heridas, tuberculosis, lepra,
hemorragias, disenteria y elefantiasis. La planta tiene ademas efecto
hipoglucémico y podria llegar a usarse clinicamente en el control de la DM
(Comision Nacional para el conocimiento y uso de la Biodiversidad, 2012). Estos
efectos medicinales pueden asociarse a la presencia de compuestos fendlicos, asi
como taninos presentes en la corteza de los tallos de esta planta (Biblioteca de la
Medicina Tradicional Mexicana, 2009). Otros probables compuestos que puedan
ser los responsables del efecto hipoglucemiante de esta planta son flavonoides y

terpenos.
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Figura 8. Fotografia de Rhizophora mangle en la laguna de Manialtepec, Oaxaca.

Una evidencia del efecto hipoglucemiante de R. mangle es el estudio realizado por
Rubalcaba en 2012, en el cual probaron los extractos acuoso y etanol-agua de la
corteza de esta planta. Cada extracto fue analizado a una dosis menor (dosis
calculada con base en la informacién etnofarmacologica y se denomina
“tradicional”) y a una dosis mayor, la cual se obtuvo de elevar logaritmicamente la

dosis tradicional.

Dichos extractos fueron probados en ratas con diabetes inducida bajo el modelo
STZ-NA, realizando un estudio agudo, es decir, se midi6é la glucosa plasmatica a
los tiempos 0, 60, 120 y 180 minutos posteriores a la administracion de los
extractos. Como resultado se observd que los extractos acuso y etanol-agua a
dosis mayor tenian un efecto hipoglucemiante significativamente diferente
respecto al grupo diabético que no recibié tratamiento; dicho efecto se observa al
menos en las tres horas que durd la medicion de la glucemia. El extracto etanol-
agua fue el que mostré un mejor efecto a una dosis de 95mg/Kg (Rubalcaba,
2012).
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JUSTIFICACION

Debido al incremento en la prevalencia de la DM2 en México, y que R. mangle
demostré en un estudio previo poseer un efecto hipoglucemiante agudo, es
importante evaluar si ese efecto hipoglucemiante mantiene de manera cronica,
para posteriores andlisis y obtener un coadyuvante en el tratamiento de la

enfermedad.

OBJETIVOS

General

e Evaluar el efecto hipoglucemiante cronico del extracto etanol-agua de la
corteza de R. mangle en ratas diabéticas STZ-NA.

Particulares

e Obtener ratas con hiperglucemia crénica que tengan respuesta a la
administracion de sulfonilureas.

e Evaluar el efecto del extracto etanol-agua de la corteza de R. mangle sobre
los niveles de glucosa plasmatica en ratas diabéticas STZ-NA.

e Observar si existe una disminucién en el porcentaje de hemoglobina
glucosilada de las ratas diabéticas al ser tratadas con el extracto etanol-
agua de R. mangle.

e Comprobar si existe una modificacion en el perfil lipidico con la induccion de

la hiperglucemia
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HIPOTESIS

Ha: La administracion del extracto etanol-agua de la corteza de R. mangle
tendra un efecto hipoglucemiante a lo largo de 42 dias de administracion.
Ho: La administracion del extracto etanol-agua de la corteza de R. mangle
no tendr& un efecto hipoglucemiante a lo largo de 42 dias de
administracion.

Ha: La administracion cronica del extracto etanol-agua de la corteza de R.
mangle disminuird el porcentaje de HbAlc después de 42 dias de
administracion.

Ho: La administracion cronica del extracto etanol-agua de la corteza de R.
mangle no disminuira el porcentaje de HbAlc después de 42 dias de
administracion.

Ha: El perfil lipidico (triglicéridos, colesterol, y HDL) se aumentara con la
induccién de la hiperglucemia en ratas.

Ho: El perfil lipidico (triglicéridos, colesterol, y HDL) no aumentara con la

induccién de la hiperglucemia en ratas.
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METODOLOGIA

Colecta del material biolégico

La colecta de la corteza de R. mangle se realiz6 en la Laguna de Manialtepec,
Oaxaca, obteniendo aproximadamente 5Kg de corteza, ademas de la elaboracion
de un ejemplar de herbario el cual qued6 con el nimero 15 816 en el Herbario

Nacional del Instituto Mexicano del Seguro Social.

Elaboracion del extracto etanol-agua de R.mangle

El extracto se realizé a cabo colocando 20g de la corteza molida de R. mangle, en
250ml de etanol absoluto y 250ml de agua destilada, y se calenté a maximo 40°C
con agitacion por un lapso de cuatro horas. Una vez transcurridas las cuatro
horas, el extracto se filtr6 con tierra de diatomeas. Al filtrado, se le retir6 el etanol
por medio de destilacién, realizada con el equipo Rotavapor® BUCHI a presion
reducida. Una vez eliminado el etanol, el extracto se congelé a -40°C, para

posteriormente ser liofilizado y asi obtener el extracto seco.

Animales experimentales

Se utilizaron un total de 20 ratas (hembras y machos) de la cepa Wistar, las cuales
fueron obtenidas del bioterio del Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM, y
mantenidas en el bioterio de la Facultad de Ciencias de la UNAM. Dichos animales
fueron sometidos a fotoperiodos de 12h/12h de luz/oscuridad con libre acceso al

agua y alimento.

Induccion del modelo de diabetes

La induccién de la enfermedad se basé en el modelo STZ-NA planteado por
Masiello en 1998, para el cual se utilizaron ratas de un peso de 200-250g
aproximadamente, las cuales se dejaron en ayuno de 12h. Este modelo consiste
en administrar nicotinamida (NA) via intraperitoneal (i.p.) a diversas dosis, siendo
150mg/Kg el utilizado en este trabajo. Transcurridos 15 minutos de la
administracion de NA, via intravenosa (i.v.) se suministré estreptozotocina disuelta
en buffer de acetatos a un pH de 4.5 a una dosis de 65mg/Kg en la vena caudal.
Los organismos seleccionados como diabéticos fueron aquellos que a los tres dias

posteriores a la inyecciébn mostraban valores de glucosa plasmatica >170mg/dL.
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Grupos experimentales y administracion de hipoglucemiantes

Se realizaron cuatro grupos, de los cuales, tres correspondieron a los controles:
control no diabético (CND); control diabético (CD) y control diabético tratado con
glibenclamida (CD + G); el cuarto grupo fue el diabético experimental tratado con
el extracto etanol-agua de R. mangle (E + Rm). La dosis del extracto se calculd
con base en el rendimiento obtenido (DER) y tomando en cuenta la dosis
reportada por Rubalcaba en 2012 (95mg/Kg), dando como resultado 90mg/Kg. Las

dosis del farmaco y extracto por grupo se muestran en la tabla 2.

La administracion del farmaco y del extracto, se realiz6 dos veces al dia (8am y
4pm) por un periodo de 42 dias, con ayuda de una canula esofagica para
garantizar que el extracto y farmaco fuera ingerido en la dosis adecuada.

Tabla 2. Se muestran los grupos experimentales, asi como su tratamiento y dosis correspondiente.
N/A.- No aplica.

Grupos experimentales Administracion Dosis
Control no diabético (CND) n=5 Solucién fisioldgica N/A
Control diabético (CD) n=5 Solucién fisiolégica N/A
Control diabético + glibenclamida (CD+G) n=5 Glibenclamida 5mg/Kg
Experimental + Rhizophora mangle (E+Rm) n=5 Eﬁti;%c;ﬁ oif?ﬁ;ﬁ;ga 90mg/Kg

Medicion glucosa, HbAlc, HDL, Tg y Chol

La medicién de glucosa se realiz6 de forma semanal, tomando una gota de
sangre, la cual fue obtenida de la vena caudal después de realizar un corte de la
misma. Esta gota de sangre se analizd con tiras reactivas Accutrend® glucosa en
el glucometro Accutrend® plus. En el caso de la medicion de la hemoglobina
glucosilada (HbAlc), la muestra de sangre fue obtenida por la misma via y
analizada con el equipo DCAVantage® SIEMENS. Por ultimo, el perfil lipidico
(HDL, Tg y Chol) se cuantifico con el aparato CardioCheck® utilizando las tiras
reactivas PTS panels®. Tanto la HbAlc como el perfil lipidico, fueron medidos los

dias 0, 14, 28 y 42 después de iniciada la administracion de los tratamientos.
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Analisis de datos
Se realiz6 una t de Student para llevar a cabo el analisis estadistico de los datos
con ayuda del programa Microsoft Excel 2013®, con un valor de significancia de

p<0.05. Las graficas fueron realizadas con el programa GraphPadPrism 5.03®.
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RESULTADOS

Medicion de glucosa plasmaética.
La mediciéon de glucosa plasmatica de los grupos experimentales se muestra en la
tabla 3. Los valores de glucemia arrojan como resultado la diferencia significativa

del grupo CND respecto al CD a lo largo de los 42 dias.

En el caso del grupo tratado con glibenclamida, se observa que los resultados
tienen una gran fluctuacién. Dada esta oscilacion al ser comparados los valores
del grupo CD+ G vs el CD, las diferencias significativas s6lo se observaron en los
tiempos T7, T21 y T35. Posteriormente, se realizé un andlisis estadistico contra el
TO, donde se obtuvo que hay diferencias significativas al comparar todos los
tiempos posteriores a la administracion del farmaco respecto al inicio del

experimento.

En el caso del grupo experimental con el extracto etanol-agua de R. mangle, se
observa una disminucion en los niveles de glucosa plasmética al ser comparada
con el CD, y dicha disminucion es significativamente diferente. El andlisis del

grupo E+Rm contra el CD+G no muestran diferencias significativas.

En la figura 9, se observa como la glibenclamida provoca la disminucion de
glucosa plasmatica de una manera abrupta a la primera semana de haber
comenzado el tratamiento con dicho hipoglucemiante. En los tiempos posteriores,
los niveles de glucemia de las ratas presentan variaciones. En el caso del E +Rm,
se observa también una disminucion a la primer semana de iniciada la
administracion del extracto, pero a diferencia de lo observado con la
administracion de glibenclamida, en este grupo no son tan evidentes las
fluctuaciones en la glucosa circulante. En el caso del grupo CD, no presenta
diferencias significativas al ser comparados sus tiempos una vez comenzada la
administracion de solucion fisiol6gica respecto a su medida inicial, de modo que el
adecuado patron observado confirma que el modelo STZ-NA es bueno para la

obtencion de roedores con hiperglucemia cronica.
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Grupo Glucosa (mg/dL)

T0 17 T14 T21 128 T35 T42

CND | 123.6£32 129.2+1.7  124+24  1268:1.1 124.8t43  118t6.4  131.4%27
cD | 175£0.6*  1711.5%  171#9.7*  1543.8*  168:7.3*  162:3.8*  1688.7*
CD+G | 1796825 1286:4.9% 147.819.4° 132.246.2°°  149.6:+9° 133.6:11.4° 152.8+10.8°

E+Rm | 184.2£2.1° 139.8:7.0% 145.4+26™ 141+16”™ 1456:2.8"° 1406+3"  143.8t .5

Tabla 3. Se muestran los valores medios De Glucosa plasmatica (mg/dL) * E.E. *Diferencia significativa vs CND p<0.05; * Diferencia significativa respecto CD
p<0.05; ® Diferencia significativa respecto a su T0O p<0.05.
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Figura 9. Comportamiento de la glucosa plasmatica a lo largo de 6 semanas de administracion de extracto etanol-agua de R. mangle y glibenclamida.
*Diferencia significativa vs CND p<0.05; ® Diferencia significativa respecto CD p<0.05; ® Diferencia significativa respecto a su TO p<0.05.
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Medicion de hemoglobina glucosilada (HbA1c)

El incremento del porcentaje de HbAlc se observa en el grupo CD al compararlo
con el CND, ya que es significativamente diferente a partir de los 14 dias
posteriores al comienzo de la administracion de los tratamientos correspondientes
a los grupos experimentales y manteniéndose a lo largo de los 42 dias restantes
de experimentacion. Un aspecto importante que se muestra en la tabla 4, es que
el farmaco glibenclamida, que habia mostrado tener efecto hipoglucemiante a
partir de los siete dias de ser administrado, evita que el aumento del porcentaje de
HbAlc sea significativo respecto a su tiempo inicial. El valor de HbAlc del grupo
CD+ G, muestra una diferencia estadistica hasta el tiempo 42 respecto a los
valores arrojados por el CD. En el caso del extracto de R. mangle no logra
observarse una diferencia significativa al ser comparado con el grupo diabético en
ninguna de las mediciones posteriores a la administracién del extracto etanol-
agua.

Tabla 4. Se muestran los valores medios de HbAlc (%) * E.E. *Diferencia significativa vs CND p<0.05; ® Diferencia
significativa respecto a su TO p<0.05; ® Diferencia significativa respecto CD (150) p<0.05.

Grupo HbAIc (%)
| TO T14 T28 T42
CND | 3.6+0.1 3.6+0.1 3.54+0.1 3.62+0.1
D | 3.7+0.1 4.1+0.2% 4.2+0.1% 4.3+0.1*
CD+G | 3.8+0.2 4.2+0.2 3.9+0.2 3.9+0.2°
E+Rm | 3.4+0.2 4.140.2° 3.9+0.1 4.0£0.2

Estudiando un poco mas el efecto de la glibenclamida y del extracto etanol-agua
de R. mangle sobre los niveles de HbAlc, en la figura 10, se observa que la
disminucién de ese porcentaje comienza a partir de los 28 dias, pero la diferencia
en los patrones observados en dichos grupos experimentales, es que en el caso
del E+Rm, se observa una pequefa elevacion en el porcentaje de HbAlc en el
tiempo 42, mientras que en el grupo CD+G mantiene la disminucion de ese

porcentaje en ese tiempo.

Al hacer un andlisis estadistico contra el TO en el grupo E+Rm, se observa que a

los 14 dias el porcentaje de HbAlc es significativamente diferente respecto a su
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tiempo inicial, siendo algo importante de destacar, ya que en tiempos posteriores,
el efecto hipoglucemiante generado por el extracto etanol-agua de R. mangle

revierte esa situacion evitando que siga siendo significativa esa diferencia.

HbAlc

CND
E3 CD

E3 CD+G
@0 E+Rm

Tiempo (dias)

Figura 10. Muestra valores medios * Error estandar del porcentaje de HbAlc a lo largo de 42 dias de administracion
crénica de los diversos tratamientos. *Diferencia significativa vs CND p<0.05; ® Diferencia significativa respecto CD
p<0.05; ® Diferencia significativa respecto a su TO p<0.05.

Medicion de perfil lipidico (triglicéridos, HDL, colesterol total)

Otro de los parametros de interés en este experimento fue la medicién de los
triglicéridos en plasma sanguineo. En este caso se observa una tendencia a la
alza de dicho parametro en el grupo CD y CD+ G. Al comparar los valores del
CND con el CD se observa que en el tiempo inicial son significativamente
diferentes, debido a que los valores de triglicéridos del grupo CD son muy bajos
respecto al CND. A pesar de esta diferencia, con el paso de los dias se observa
un cambio en esa tendencia, ya que desde el tiempo 14 se observa un aumento
en los mismos, siendo significativamente diferentes al T28 al ser comparados con
los obtenidos por el grupo CND; sin embargo al tiempo 42 no se encuentra
diferencia significativa entre CD y CND. Al hacer el analisis estadistico contra el

TO, se observa que el aumento en los triglicéridos del grupo CD es
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significativamente diferente en el T28 y T 42 al ser comparados con su valor
inicial (tabla 5).

En el caso del grupo de CD+ G, el farmaco administrado no fue capaz de evitar el
aumento en los triglicéridos de los animales y gracias a ese incremento del valor
medio de este parametro, nunca se observa una diferencia significativa al ser
comparado con el grupo CD. De igual manera al hacer la comparacioén de los
valores de triglicéridos contra su tiempo inicial, no se observa diferencias
significativas en el aumento de dicho parametro.

Tabla 5. Se muestran los valores medios de Triglicéridos (mg/dL) * E.E. *Diferencia significativa vs CND p<0.05; *
Diferencia significativa respecto a su TO p<0.05; ® Diferencia significativa respecto CD (150) p<0.05.

Grupo Triglicéridos (mg/dl)
| TO T14 T28 T42
CND ‘ 70.8+4.0 79+ 15.6 62.6+4.0 60.6 £9.6
ch ‘ 52.2+1.4* 77.6 £13.7 119.2 + 15.3*° 113.4 +26.2°
CD+G ‘ 69+11.0 89+13.1 100 £ 13.7 115+195
E+Rm | 77.6 9.7 76 +13.1 65.4+4.1° 72.4+105

En la figura 11, se puede observar que el grupo E+ Rm no muestra un aumento en
los niveles de triglicéridos en ninguno de sus tiempos. Al hacer el analisis
estadistico contra el CD, se observa una diferencia significativa en el T28, siendo
menor la concentracién de Tg en el grupo E+ Rm respecto a los medidos en CD.
En el andlisis contra sus valores iniciales, se observa que no hay diferencias
significativas en el grupo E+ Rm, lo que confirma que el aumento fue inhibido por

el extracto etanol-agua de R. mangle.
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Figura 11. Muestra valores medios * Error estandar de los niveles de triglicéridos a lo largo de 42 dias de
administracion crénica de los diversos tratamientos. *Diferencia significativa vs CND p<0.05; ° Diferencia significativa
respecto CD p<0.05; ® Diferencia significativa respecto a su TO p<0.05.

El colesterol HDL fue otro parametro medido durante este experimento. En este
caso, no hubo modificacion significativa, tanto al comparar el CD contra el CND, ni
al comparar los grupos CD+G y E+Rm respecto al grupo CD (Tabla 6).

Tabla 6. Se muestran los valores medios de Colesterol HDL (mg/dL) * E.E. *Diferencia significativa vs CND p<0.05; *
Diferencia significativa respecto a su TO p<0.05; ® Diferencia significativa respecto CD (150) p<0.05.

Grupo HDL (mg/dL)
| T0 T14 T28 T42
CND |  31.2£45 28.6+ 1.4 32.6+5.0 27.4+16
D | 28+3.0 33+4.0 33+1.8 31+1.5
CD+G | 47+8.8 37+6.8 43+8.2 43+10.6
E+Rm | 33.8+4.3 40+7.4 33.6+6.4 39.8+8.0

En la figura 12, se observa que los datos de este parametro en los cuatro grupos
experimentales son similares, ya que en todos se muestra una oscilacion en los
niveles de dicho parametro, es decir, aumentan y disminuyen en el mismo tiempo,
a pesar de esas variaciones no se modifica la prueba estadistica horizontal, el cual

compara los tiempos 14, 28 y 42 respecto a su tiempo inicial.
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Figura 12. Muestra valores medios * Error estandar de comportamiento del colesterol HDL lo largo de 42 dias de
administracion crénica de los diversos tratamientos. *Diferencia significativa vs CND p<0.05; ° Diferencia significativa
respecto CD p<0.05; ® Diferencia significativa respecto a su TO p<0.05.

El colesterol total no mostré ninguna modificacion, incluso siendo imposible tener
un valor cuantitativo con el equipo utilizado para su medicion, ya que en todos los
grupos los valores obtenidos fueron <100mg/dL en todos los tiempo y organismos
medidos.
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DISCUSION

Un aspecto muy importante es la confirmacion de que el modelo de hiperglucemia
propuesto por Masiello en 1998 funciona de una manera adecuada para los
estudios crénicos, ya que a lo largo de los 42 dias el CD se mantuvo con niveles
de glucosa plasmatica elevados y significativamente diferentes respecto a los
organismos sanos del CND; ademas que la comparacion del TO del CD respecto a
los demas tiempos, es importante, ya que nos indica si hay una diminucion de
manera significativa en los niveles de glucosa plasmatica que posteriormente
pudiera afectar o dar un efecto hipoglucemiante falso positivo en el extracto
etanol-agua de R. mangle.

El analisis del grupo CD+G se realiz6 contra su TO, dando como resultado una
disminucién significativa de la glucosa plasmatica en todos los tiempos, de modo
gue se confirma como un buen farmaco para ser utilizado como control positivo. El
andlisis del grupo CD+G contra el CD no fue significativo en todos los tiempos
debido a que la varianza y el error estandar fueron muy grandes, sin embargo se

logré observar diferencias significativas en tres de los seis tiempos analizados.

Por otro lado, el grupo E +Rm presentd un comportamiento mas lineal, es decir
tuvo menos fluctuaciones con el paso del tiempo, y esto se pudo ver reflejado de
forma estadistica, ya que se observan diferencias significativas a partir del T7 y
hasta el T42 comparandolo con el CD. En el analisis respecto a su propio tiempo
inicial, la diferencia estadistica también fue visible, de modo que estos dos analisis
estadisticos nos muestran que el efecto hipoglucemiante de R. mangle puede

mantenerse al menos por 42 dias en este modelo animal.

El parametro de la HbAlc es de suma importancia en este experimento, ya que
nos muestra un comportamiento de la glucosa en un periodo de tiempo mas largo
que las medidas de glucosa plasmaticas. Como se mencion0 anteriormente en
resultados, se observa que el grupo CND y CD son diferentes a partir del T14 y
hasta el T42.
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En el grupo CD+G, al ser el control positivo, se observa que se logran reducir los
niveles de HbAlc en el T42 del experimento respecto al CD, pero al realizarse el
analisis contra el TO se observa que no hay diferencias significativas entre ellos en
el grupo CD+G de modo que el farmaco fue capaz de evitar un aumento en los
niveles de HbAlc.

En el caso del grupo experimental tratado con el extracto etanol-agua de R.
mangle, se observa que a ningun tiempo es significativa la diferencia al comparar
sus valores de HbAl1c con lo observado en el CD, resultado que contrasta con lo
observado en los niveles de glucosa plasmatica, ya que en ese caso se observo
una disminucién significativa a lo largo de todos los tiempos del experimento.
Debido a este resultado, al realizar la prueba estadistica respecto a su tiempo
inicial, se observa que el porcentaje de HbAlc es significativamente mas alto en el
T14 respecto al TO, lo cual nos indica que el extracto no fue capaz de evitar que
dicho porcentaje se elevara, sin embargo, si se observa que para los tiempos
restantes esa diferencia deja de ser significativa, lo que muestra que el extracto
fue capaz de evitar un mayor aumento y eventualmente disminuy6 los niveles en

el porcentaje de HbAlc.

Para poder dilucidar uno de los posibles motivos por el cual el porcentaje de
HbAlc no es significativamente inferior a lo mostrado por el grupo CD, seria
conocer la vida media de los principales compuestos fitoquimicos, ya que eso
podria dar una idea de si el tiempo en el cual se lleva a cabo el efecto
hipoglucemiante es lo suficientemente largo para asi evitar la reaccién no

enzimatica de glucosilacién de la hemoglobina.

La medicibn de los triglicéridos es muy importante como se menciond
previamente, debido a que el paciente diabético presenta dislipidemias, las cuales
modifican la cantidad de triglicéridos circulantes en el plasma sanguineo. Debido a
esto, se esperaba que al inducir la hiperglucemia en las ratas se modificaran los
niveles de triglicéridos en plasma. En el andlisis de estos valores, se observa que
cuando se comparan los tiempos iniciales del grupo CND contra el CD, el grupo

diabético presenta valores inferiores de forma significativa respecto a los
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organismos normoglucémicos. A pesar de la tendencia de tener valores menores
al inicio del experimento, el aumento de dicho parametro es significativamente
diferente en el T28, sin embargo al T42 deja de ser significativo respecto al CND.
Este cambio en el analisis estadistico pudo deberse a que en el ultimo tiempo el
error estdndar presentado por el grupo CD exhibe un aumento. Para confirmar el
aumento de triglicéridos en este grupo, se decidié utilizar una prueba estadistica
gue comparara los tiempos 14, 28 y 42 contra los iniciales, lo cual nos indica que
el aumento en los triglicéridos es sostenido como se esperaba. Este aumento en
los triglicéridos era un resultado esperado, ya que la deficiencia de insulina y, por
ende de su sefalizacion, genera que el organismo diabético tenga
hipertrigliceridemia e hipercolesterolemia (Sireesha, Kasetti, Nabi, Swapna, &
Apparao, 2011).

El grupo experimental E+Rm no presenta un aumento en la concentracion de
triglicéridos en plasma sanguineo, resultado que es muy importante, ya que
ademas del efecto hipoglucemiante, el extracto de R. mangle tiene efecto que
evita el aumento de triglicéridos en este modelo experimental. Este hecho
adquiere relevancia en el caso de una terapia conjunta de un hipoglucemiante oral
como la glibenclamida y una infusibn de R. mangle como complemento a su
terapia, ya que el aumento en los triglicéridos en el paciente diabético son de los
principales causantes de las enfermedades cardiovasculares (Pandhare,
Balakrishnan, Mohite, & Khanage, 2012).

En el caso del colesterol HDL no se presenta ninguna modificacion en los valores
observados en ninguno de los tres grupos a los que les fue inducida la
hiperglucemia crénica con STZ-NA. Ravi y colaboradores en el 2005 mencionan
gue pacientes diabéticos que no estan sometidos a un tratamiento presentan una
disminucién en las concentraciones de HDL, motivo por el cual, si esto es
extrapolado al modelo STZ-NA, el grupo CD debié presentar una disminucién
(Ravi, Rajasekaran, & Subramanian, 2005). Esta extrapolacion no es posible
debido a que el modelo propuesto por Masiello en 1998 solo disminuye la

concentracion de insulina circulante generada por la destruccion parcial de la
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masa de células B del pancreas, por lo que no se pueden reproducir otros
aspectos importantes de la enfermedad como es la resistencia a la insulina,
ademas de no poseer la carga de genes relacionados a todas las disfunciones

presentes en esta enfermedad.
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CONCLUSIONES

El presente trabajo pudo cumplir con el objetivo general planteado al inicio, ya que
se evalub el efecto hipoglucemiante del extracto etanol-agua de R. mangle de
forma cronica, ademas de confirmar que el modelo establecido por Masiello en
1998 sigue siendo una buena opcion para los estudios de sustancias con un
potencial efecto hipoglucemiante, ya que después de al menos 42 dias posteriores
a la induccion, los animales tratados con STZ y NA siguen presentando niveles
hiperglucémicos y una respuesta a hipoglucemiantes orales como las

sulfonilureas.

Un aspecto importante es confirmar el efecto hipoglucemiante presentado por R.
mangle, y que dicho efecto puede mantenerse por al menos 42 dias. No se pudo
observar una disminucién en el porcentaje de HbAlc al ser comparado con el
control diabético, sin embargo, un punto valioso de lo observado en ese parametro
es que la ingesta de este extracto es capaz de evitar que el aumento de la
hemoglobina glucosilada sea de forma crénica, es decir, evita que el aumento sea

mayor con el paso del tiempo.

En el caso del perfil lipidico s6lo se logré apreciar una modificacion en los
triglicéridos, siendo este parametro muy importante, ya que mostré que R. mangle,
ademas de su capacidad hipoglucemiante, es capaz de evitar un aumento en los
triglicéridos, de modo que si se toma de manera conjunta con un hipoglucemiante
oral, los pacientes diabéticos podrian tener grandes beneficios, ya que disminuye

el riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares.
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PERSPECTIVAS

Realizar un experimento cronico en el cual se agregue un grupo experimental
adicional, en el que a los organismos se les administre una terapia conjunta de
hipoglucemiante oral y el extracto de R. mangle, para tener una idea del efecto de
una terapia conjunta ya que en las comunidades llegan a utilizar al mismo tiempo

el farmaco y la infusion de la planta.

Al observar que R. mangle tiene un efecto hipoglucemiante que puede prolongarse
por al menos 42 dias, es importante conocer la via de accién, asi como los
compuestos fitoquimicos mayoritarios en busca del componente o0 componentes

activos presentes en esta planta.
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