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Resumen

Mecanismos moleculares del efecto antidiabético de plantas usadas en la

medicina tradicional.

Tecoma stans (L) Juss. Ex Kunth (Bignoniaceae), Teucrium cubense Jacq
(Lamiaceae), Magnolia dealbata Zucc (Magnoliaceae), Justicia spicigera Schltdl
(Acanthaceae), Ibervillea sonorae (S. Watson) Greene (Cucurbitaceae) vy
Parkinsonia aculeata L. (Fabaceae) son ampliamente utilizadas en la medicina
tradicional para el tratamiento de la diabetes mellitus tipo 2. Sin embargo, los
mecanismos por los que ejercen sus efectos antidiabéticos aun se desconocen.
En este trabajo mostramos que extractos acuosos de T. stans, T. cubense, I.
sonorae y P. aculeata, asi como extractos organicos de M. dealbata y J. spicigera,
inducen la incorporacion de glucosa en adipocitos muridos y humanos sensibles y
resistentes a insulina. Asimismo, mostramos que compuestos como los lignanos
honokiol y magnolol, y las c-glicosilflavonas isoorientina y vitexina, presentes en
plantas reputadas como antidiabéticas, inducen la incorporacion de glucosa en
células adiposas normales y tipo-diabéticas. Los extractos y compuestos
ensayados indujeron la captacion de glucosa en adipocitos sensibles a la insulina
empleando total o parcialmente la via candnica de sefializacion de esta hormona.
Nuestros resultados describen por primera vez un mecanismo molecular que
explica las propiedades antidiabéticas de las plantas y compuestos estudiados.

Palabras clave: 3T3-F442A, adipocitos humanos, via de la insulina, 2NBDG

Xi



Abstract

Antidiabetic molecular mechanisms of plants used in the traditional medicine.

Tecoma stans (L) Juss. Ex Kunth (Bignoniaceae), Teucrium cubense Jacq
(Lamiaceae), Magnolia dealbata Zucc (Magnoliaceae), Justicia spicigera Schltdl
(Acanthaceae), Ibervillea sonorae (S. Watson) Greene (Cucurbitaceae) and
Parkinsonia aculeata L. (Fabaceae) are widely used in the traditional medicine for
the treatment of type 2 diabetes mellitus. Although the antidiabetic properties of
some of these plants have been experimentally validated, the mechanisms
mediating their antidiabetic effects remain unknown. In this work we show that
aqueous extracts of T. stans, T. cubense, I. sonorae and P. aculeata and organic
extracts of M. dealbata and J. spicigera induce the glucose uptake on insulin-
sensitive and insulin-resistant murine and human adipocytes. Furthermore, we
show that compounds such as the lignans honokiol and magnolol and c-
glycosylflavones isoorientin and vitexin present in plants reputed as antidiabetic,
induce the glucose uptake in normal and diabetic-like adipose cells. The assayed
extracts and compounds induced the glucose uptake on insulin-sensitive
adipocytes totally or partially using the canonical insulin signaling pathway. Our
results describe for the first time a molecular mechanism that explain the

antidiabetic properties of the studied plants and compounds.

Keywords: 3T3-F442A, human adipocytes, insulin pathway, 2NBDG
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l. Introduccion

1.1 Patofisiologia y epidemiologia de la diabetes mellitus

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad crénica caracterizada por altos
niveles de glucosa en sangre (hiperglucemia), dislipidemia y otros trastornos
metabolicos. Se presenta en tres modalidades principales conocidas como DM
tipo 1 (DM-1), DM tipo 2 (DM-2) y DM gestacional (DMG). La DM-1 es causada por
la baja o nula produccién de insulina y la DM-2 esta asociada a la obesidad junto
con deficiencias en la secrecion de insulina y resistencia a ella (Rodger, 1991). La
DMG se desarrolla en algunos casos de embarazo y generalmente desaparece
después de éste. La DM-2 es el tipo mas comun, representa entre el 85-90% de
los casos de DM en paises desarrollados y porcentajes aun mayores en paises en

desarrollo.

La DM-2 es el resultado de la interaccién de factores genéticos y ambientales,
como regimenes alimenticios hipercaléricos y de bajo valor nutricional, y el
sedentarismo, que inducen a sobrepeso y obesidad. La patofisiologia de la DM-2
es multifacética, e incluye resistencia a insulina en tejidos periféricos, deficiencias
en la secrecidon de insulina en los islotes pancreaticos y la inadecuada supresion
de la produccion de glucagéon. Estos procesos resultan en la inadecuada
incorporacion, almacenamiento y disposicion de la glucosa ingerida, lo cual
aunado a una elevada produccion hepatica llevan a la hiperglucemia. La obesidad

esta implicada en el proceso patolégico que culmina en el desarrollo de DM-2



mediante la promocién de la resistencia a insulina y deficiencias en su secrecion.
La resistencia a insulina del tejido adiposo visceral esta implicada con el aumento
de la lipdlisis y la consecuente liberacién de acidos grasos libres. Los niveles
elevados de acidos grasos libres estimulan la acumulacién de grasa en musculo
esquelético e higado, ademas de deteriorar la secrecion de insulina en el pancreas

(Carrera-Boada y Martinez-Moreno, 2013).

La prevalencia de la DM-2 se esta incrementando dramaticamente en todo el
mundo y en algunas zonas ha alcanzado proporciones epidémicas. Cifras
actualizadas muestran que la DM-2 afecta a mas de 381.8 millones de personas
en todo el mundo, de I30s cuales el 45.8% (174.8 millones de casos) no han sido
diagnosticados, y se estima que para el 2035 la cifra total de casos se eleve a
591.9 millones (Beagly et al.,, 2013, Guariguata et al., 2013). Este numero
continuara incrementandose de manera global debido al crecimiento del tamano
de la poblacion, al envejecimiento de ésta y a su creciente urbanizacion que
redunda en altas prevalencias de sedentarismo y obesidad. En 2013, México tenia
una tasa de prevalencia de 11.8% para DM-2, con 8.7 millones de adultos
diabéticos, y se estimo6 que para el 2035 aumentaria a 15.2% con 15.7 millones de

pacientes con DM-2 (Guariguata et al., 2013).

La DM-2 es una causa considerable de muerte prematura, por lo que inversiones
en la prevencion primaria (antes de que se presente DM-2) y secundaria (al
diagnosticarse DM-2) son necesarias para reducir esta carga. Para 2010 se estimo

el numero de muertes atribuibles a DM-2 en 3.9 millones de personas en el mundo



entre 20-79 afios de edad, lo que representd 6.8% de la mortalidad global (Roglic
y Unwin, 2010). Mas del 80% de las muertes por diabetes se registran en paises
de ingresos bajos y medios, con una proporcion mayor en mujeres (55%) (WHO,
2012). Basado en estadisticas nacionales de mortalidad, la DM-2 ha sido la causa
principal de muerte en México desde el 2000, seguida de enfermedades
coronarias. En 2009, la DM-2 fue responsable de 77, 699 muertes, 13.76% de

todas las muertes en nuestro pais (Barquera et al., 2013).

El diagndstico tardio, la falta de conciencia de la enfermedad, y el acceso
insuficiente a los servicios de salud puede llevar a complicaciones como la
aterosclerosis, disfuncion cardiaca, retinopatia, neuropatia, nefropatia y la ceguera

(WHO, 2011).

La creciente prevalencia de DM-2, aunada al gran numero de complicaciones que
ésta conlleva, se traduce en fuertes implicaciones econémicas para los sistemas
de salud en México y en todo el mundo. El 80% de los paises gastan entre 5-13%
del total de gasto nacional en salud en atencion para la diabetes. Para el 2010, el
gasto global total estimado en salud para la diabetes fue de 376 billones de
ddlares, pronosticando una carga econodmica de 490 billones para el afo 2030
(Zhang et al., 2010). En 2011, México tuvo un total de gastos en diabetes de 7.7
billones de ddlares, incluyendo 3.4 billones en costos directos y 4.3 billones en

costos indirectos (Arredondo y Reyes, 2013).

El problema de la diabetes en México no sélo representa un alto impacto

econdmico sino que también refleja graves problemas de inequidad y de



accesibilidad a la atencién sanitaria debido a la condicion social de la mayoria de
la poblacion. A pesar de los programas de prevencion de la diabetes y sus
complicaciones, el incremento epidemiolégico ha generado incrementos
significativos en la demanda de los servicios de salud. La creciente prevalencia de
la obesidad infantil y adulta y del sindrome metabdlico (hipertensién, dislipidemia y
resistencia a insulina o tolerancia anormal a glucosa) sugieren que la situacién

podria ser aun peor en los afios siguientes (Barquera et al., 2013).

1.2Tratamientos actuales de la DM-2 y sus desventajas

El principal objetivo del tratamiento de la DM-2 es retrasar, e incluso prevenir, las
complicaciones que conlleva esta enfermedad mediante un buen control
glucémico. El tratamiento farmacolégico debe acompafarse con cambios en el
estilo de vida, tales como la dieta y el ejercicio. La DM-2 usualmente es tratada
inicialmente con un solo agente oral. Dependiendo de la progresion de la
enfermedad, eventualmente los pacientes requieren uno 0 mas agentes orales
adicionales y en muchos casos insulina. La eleccion de los farmacos utilizados se
basa en las circunstancias de cada paciente, dependiendo de la necesidad de
reducir el peso corporal, el control de glucosa en ayunas o postprandial, la

presencia de dislipidemia e hipertension y el riesgo de hipoglucemia.

El desarrollo de nuevas terapias ha resultado en mas de 11 clases de
medicamentos anti-hiperglucémicos, con diversos mecanismos de accion y

variedad de efectos sobre los niveles de hemoglobina glicosilada A1c, el peso
4



corporal, perfil de lipidos y otros factores (Blonde, 2009). Los tratamientos
farmacolégicos mas utilizados para la DM-2 incluyen inhibidores de las a-
glucosidasas, sulfonilureas, meglitinidas, biguanidas y tiazolidinedionas (TZD)

(Inzucchi, 2002).

Los inhibidores de las a-glucosidasas, como acarbosa y miglitol, disminuyen la
absorcioén intestinal de glucosa al inhibir la hidrélisis de carbohidratos complejos
por las a-glucosidasas, disminuyendo los niveles de glucosa postprandial. Estos
farmacos no causan hipoglucemia o aumento de peso, sin embargo, al solo
afectar niveles postprandiales de glucosa son menos efectivos que otros
medicamentos hipoglucemiantes y presentan efectos secundarios como la

flatulencia, dolor abdominal y diarrea (Sheehan, 2003).

Las sulfonilureas estimulan la secrecion de insulina en las células 3 del pancreas
mediante la unién a un receptor especifico, que cierra los canales de potasio
dependientes de ATP induciendo la despolarizacién de la membrana celular, el
flujo de iones de calcio y la subsecuente liberacidon de insulina. Las sulfonilureas
pueden provocar hipoglucemia, incremento del apetito y aumento de peso (Hall y
Nicholson, 2009). Las meglitinidas, al igual que las sulfonilureas, funcionan como
secretagogos de la insulina pero actuan muy rapidamente, lo que induce un mayor
descenso de la glucosa y aumenta el riesgo de hipoglucemia (Luna y Feinglos,

2001).

Las biguanidas, como la metformina, disminuyen la generaciéon de glucosa

hepatica e inhiben la glucogendlisis y, en menor medida, mejoran la sensibilidad a

5



la insulina, particularmente en musculo esquelético. Otros efectos benéficos de las
biguanidas incluyen la reduccion de niveles de triglicéridos y de la concentracién
de lipoproteinas de baja densidad. EI mecanismo de accién de estos compuestos
aun no es totalmente comprendido, sin embargo, Zhou et al. (2001) descubrieron
que la metformina activa la proteina cinasa activada por adenosina monofosfato
(AMPK) en el higado y el musculo. La activacion de AMPK hepatica resulta en el
bloqueo de la sintesis de lipidos y la promocién de la oxidacion de acidos grasos.
Los efectos secundarios de las biguanidas son problemas gastrointestinales como
nausea, dolor abdominal y diarrea, ademas en algunas ocasiones pueden
provocar acidosis lactica e insuficiencia renal (Luna y Feinglos, 2001; Spiller y

Sawyer, 2006).

Las tiazolidinedionas (TZD), como la rosiglitazona y la pioglitazona, son
potenciadores de la sensibilidad a insulina que actuan predominantemente en
musculo y tejido adiposo, y en menor medida inhiben la gluconeogénesis hepatica.
Estos agentes mejoran la sensibilidad a insulina al incrementar la eficacia de los
transportadores de glucosa. Ademas, disminuyen los niveles de hemoglobina
glicosilada A1c y los niveles de glucosa en ayuno y postprandial. Las TZD actuan
como agonistas del receptor gamma activado por proliferadores del peroxisoma
(PPAR-y) en el tejido adiposo, lo que activa la transcripcion de genes
adipogénicos (enzimas lipogénicas y proteinas de union a acidos grasos) y
produce cambios en el metabolismo y distribucion de lipidos. Ya que las TZD no

incrementan la secrecidn de insulina, no causan hipoglucemia al ser utilizadas



como monoterapia, pero pueden provocarla en combinacion con otros farmacos
(Luna y Feinglos, 2001). Otro de sus efectos es la disminucion de acidos grasos
libres en circulacion, lo que puede reducir la exposicion de las células B del
pancreas a la lipotoxicidad. No obstante, las TZD tienen diversos efectos
secundarios: inducen esteatosis hepatica en sujetos no alcohdlicos (Caldwell et
al., 2007), inhiben la regeneracion hepatica (Turnelle et al., 2006), inducen la
obesidad (de Souza et al., 2001), provocan osteoporosis (Rzonca et al., 2004) y

aumentan el riesgo de falla cardiaca (Chaggar et al., 2009).

Los tratamientos actualmente utilizados para el mantenimiento de la DM-2
restauran de manera ineficiente los niveles de glucemia. Ademas, todos ellos
provocan diversos efectos no deseados. Por ello es altamente deseable el
desarrollo de nuevos agentes antidiabéticos que restauren de manera eficiente los

niveles de glucemia sin los efectos secundarios de los tratamientos actuales.

1.3Via de la insulina como blanco terapéutico

Las bases moleculares de la DM-2 aun no son completamente comprendidas, sin
embargo, un evento central de esta afeccion es la disfuncién en la via de
senalizacion de la insulina que lleva a la resistencia a esta hormona. La insulina es
una hormona anabdlica que promueve el almacenamiento y sintesis de lipidos,
proteinas y carbohidratos e inhibe su degradacién y liberacion a la circulacién. La
principal funcion de la insulina es la de estimular la incorporacion de glucosa en

los tejidos muscular y adiposo, actuando como principal regulador de la
7



concentracion de glucosa en sangre (Chang et al., 2004). Este proceso involucra
una cascada de sefales moleculares activadas en respuesta a la insulina que
desencadena la translocacion del transportador de glucosa GLUT4 a la membrana
plasmatica (Cushman y Wardzala, 1980; Kandror y Pilch, 1996; Thong et al.,

2005).

La incorporacién de glucosa mediada por la insulina en sus células blanco (células
adiposas y musculares) es iniciada por la unién de esta hormona al receptor de la
insulina (RI), que consiste en un heterotetrdamero en una configuracion B-a-a-f.
Las subunidades a son completamente extracelulares, mientras que las
subunidades B poseen un segmento transmembranal y un dominio citosdlico con
actividad de tirosinacinasa (Cushman y Wardzala, 1980; Kandror y Pilch, 1996;
Thong et al., 2005, Watson et al., 2004). La union de la insulina a sitios especificos
de las subunidades a induce cambios conformacionales en el receptor y promueve
su autofosforilacién en residuos de tirosina especificos en la region intracelular de
las subunidades B (Cushman y Wardzala, 1980; Kandror y Pilch, 1996, Thong et
al., 2005). Las subunidades activas del RI fosforilan residuos de tirosina en
sustratos intracelulares del receptor de insulina (IRS-1 e IRS-2) para iniciar la
transduccion de la senal (White, 1998; Chang et al., 2004). La fosforilacion en
sitios especificos del IRS conduce a la activacion de dos diferentes vias de
sefalizacion en cascada incluyendo la via de la fosfoinositol-3 cinasa (PI3K) y la
via de la proteina cinasa activada por mitégenos (MAPK) (Watson et al., 2004). Se

ha sugerido que la via MAPK esta involucrada en la regulacion del crecimiento



celular mientras que la via de PI3K esta relacionada con el metabolismo celular y
el sistema cardiovascular (Watson et al., 2004). Una vez que las proteinas
p85/p110 (subunidades catalitica y reguladora de PI3K) se asocian con el IRS,
PI3K se activa y estimula la produccién del lipido denominado fosfatidil inositol 3,
4, 5 trifosfato (PIP3) (Watson et al., 2004), que regula la localizacion y actividad de
numerosas proteinas (Chang et al., 2004). La acumulacién de PIP3 resulta en la
activacién de la cinasa dependiente de fosfoinositidos (PDK1) y la fosforilacion de
la proteina cinasa B (PKB o AKT) en los residuos T308 y S473, lo que promueve
la remodelacion del citoesqueleto. Finalmente esto favorece la translocacion de
GLUT4, un transportador de glucosa sensible a insulina, desde sus depdsitos
intracitoplasmicos hasta la membrana plasmatica. Tras su translocaciéon, GLUT4
media el movimiento de glucosa desde la sangre al interior de las células (Watson

et al., 2004).

Dada la importancia de la insulina en el control del metabolismo de lipidos vy
carbohidratos, las vias de sefializacién por las cuales ejerce sus efectos resultan
en uno de los blancos terapéuticos mas promisorios para el tratamiento de la DM-
2. El desarrollo de agentes que actuen directamente sobre las moléculas
implicadas en el mecanismo de accion de la insulina permitira ofrecer terapias mas

eficaces y nuevas oportunidades para el control de la DM-2 y sus complicaciones.



1.4La herbolaria como fuente de nuevos compuestos para el tratamiento

de DM-2

La medicina complementaria y alternativa se define como un conjunto de
sistemas, practicas y productos que, en general, no se consideran parte de la
medicina convencional (denominada medicina occidental o alopatica). Las
practicas de medicina complementaria y alternativa suelen agruparse en
categorias amplias que incluyen el uso de productos naturales, medicina
homeopatica, medicina de la mente y el cuerpo (meditacién, yoga, acupuntura y
oraciones), asi como practicas de manipulacién corporal (quiropractica) y terapias
energéticas (terapia magnética) (NCCAM, 2002). La presencia de enfermedades
cronicas, debilitantes o dolorosas es una de las razones consistentes por las que
las personas buscan las terapias complementarias o alternativas (Eisenberg et al.,
1998). La DM es una de estas enfermedades, en la que los efectos secundarios
no deseables de los medicamentos actualmente utilizados para su tratamiento, el
limitado acceso a los sistemas de salud y los factores culturales motivan a los

pacientes a usar terapias alternativas.

El uso de terapias alternativas ha ido en aumento alrededor del mundo en los
ultimos afos. Alrededor del 70% de los pacientes diabéticos adultos refieren el uso
de alguna terapia alternativa, siendo la herbolaria una de las principales (15%),
solo superada por las oraciones (61%) (Pagan y Tanguma, 2007). La prevalencia
del uso de terapias alternativas varia entre los paises (del 17% al 78%) dado las

condiciones socioculturales de cada regidén (Chang et al., 2007). En México, 62%
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de los pacientes diabéticos recurre al uso de plantas medicinales para el

tratamiento de la DM-2 (Argaéz-Lo6pez et al., 2003).

Alrededor del mundo mas de 1200 especies de plantas se utilizan para el
tratamiento empirico de la DM-2, de las cuales alrededor de 350 han sido
ensayadas experimentalmente (Alarcén-Aguilar et al., 2002). En México se estima
que alrededor de 500 especies diferentes son utilizadas por la poblacion, sin
embargo, solo unas 306 especies de 235 géneros pertenecientes a 93 familias

han sido documentadas como hipoglucemiantes (Andrade-Cetto y Heinrich, 2005).

El mercado global de medicinas herbales ha ido en aumento constante en los
ultimos afios generando billones de délares al afio, sin embargo, la evidencia
cientifica que respalde la efectividad y seguridad de los diversos productos es
limitada (WHO, 2008). Numerosos reportes muestran los efectos antidiabéticos de
diversas plantas, sin embargo, para muchas de ellas se desconocen sus principios
activos y el mecanismo de accién por el cual actuan. La identificacion de los
compuestos activos presentes en estas plantas y la comprensiéon de su
mecanismo de accién son de gran importancia para el desarrollo de nuevos
agentes antidiabéticos que sean mas eficientes y no provoquen los efectos
secundarios de los tratamientos actuales. Por ello, enfocamos nuestro trabajo en
el estudio de las propiedades antidiabéticas y los mecanismos de accion de
algunas plantas utilizadas en la medicina tradicional mexicana reputadas como

hipoglucemiantes, asi como en algunos de los compuestos reportados para éstas.
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1.4.1 Teucrium cubense

Teucrium cubense Jacq (Lamiaceae), conocida como gallina ciega, es una planta
de tallos cuadrados con hojas divididas y flores en forma de tubo. Originaria de
México y El Caribe, crece en climas calidos. Esta planta es ampliamente utilizada
en el tratamiento empirico de la DM-2. Estudios previos muestran que extractos
acuosos de Teucrium cubense disminuyen los niveles de glucosa sanguinea en
conejos sanos (Roman-Ramos et al., 1991), sin embargo, los mecanismos por los

que ejerce sus propiedades antidiabéticas no se han evaluado.

1.4.2 Tecoma stans

Tecoma stans (L) Juss. Ex Kunth (Bignoniaceae), conocida como tronadora, es un
arbusto de 1 a 8 m de altura con flores que semejan pequefias campanas
amarillas. Es originaria de Florida, México y Sudamérica, y se presenta en climas
célido o semicalido, seco y templado. Esta especie es utilizada extensamente en
la medicina tradicional para el tratamiento de la DM-2. La actividad
hipoglucemiante de Tecoma stans ha sido confirmada en modelos animales donde
mostré una mejoria de la tolerancia a glucosa en conejos sanos (Roman-Ramos et
al., 1991). Sus propiedades antidiabéticas se han atribuido a la presencia de
alcaloides, como tecostanina y tecomina, pero los efectos de estos compuestos
son controversiales (Costantino et al., 2003a; 2003b; Hammouda et al., 1964;
Hammouda y Amer, 1966). Un estudio mostro el efecto hipoglucemiante de

Tecoma stans y sugiere que éste es llevado a cabo mediante la disminucion de la
12



absorcién intestinal de glucosa en ratas (Aguilar-Santamaria et al., 2009), sin
embargo, esto no excluye la posibilidad de mecanismos antidiabéticos alternos en

esta planta.

1.4.3 Magnolia dealbata, honokiol y magnolol

Magnolia dealbata Zucc (Magnoliaceae), una especie endémica de México
(Velazco-Macias et al., 2008), es utilizada tradicionalmente como tranquilizante,
para el tratamiento de la epilepsia, enfermedades cardiacas e hipertension
(Gutiérrez, 1993; Gutiérrez y Vovides, 1997; Pérez-Escandoén et al., 2003). Sin
embargo, su potencial antidiabético no se ha evaluado. Otras especies del mismo
género, como Magnolia ovata (A.St.-Hil.) Spreng y Magnolia officinalis (Rehder &
E.H. Wilson), son utilizadas en la medicina tradicional brasilefia y coreana para el
tratamiento de la DM-2 (Mors et al., 2006; Kim et al., 2007). En estas especies, el
honokiol (HK) y el magnolol (MG) son considerados los principales compuestos
bioactivos (Maruyama y Kuribara, 2000). Se ha reportado que MG reduce la
glucosa en ayunas y los niveles de insulina en plasma en ratas diabéticas Goto-
Kakizaki (Sohn et al., 2007), e induce la incorporaciéon de glucosa en adipocitos
3T3-L1 (Choi et al., 2009). También, se ha mostrado que MG estimula la
diferenciacion adiposa y la acumulacion lipidica en adipocitos 3T3-L1 y en células
pluripotentes C3H10T1/2 (Choi et al., 2009) pero no afecta el peso corporal en

ratas diabéticas Goto-Kakizaki (Sohn et al., 2007), sin embargo, esto resulta
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contradictorio. Hasta el momento, los efectos de HK en el desarrollo de tejido

adiposo y la incorporaciéon de glucosa no han sido descritos.

1.4.4 Justicia spicigera

Justicia spicigera Schitdl (Acanthaceae), comunmente conocida como muicle o
mohuite, es un arbusto de 1-1.5 m de altura, densamente ramificado con flores
tubulares naranjas. Este arbusto, nativo de México a Sudamérica, crece en climas
calidos y estd ampliamente distribuido en la peninsula de Yucatan y en la
huasteca potosina. La infusién de las hojas es utilizada de manera tradicional para
el dolor de cabeza, hipertension, epilepsia y para trastornos digestivos. Ademas, la
decoccion de hojas y ramas es utilizada para afecciones de la piel como erisipelas.
Algunos reportes describen el uso de infusiones y decocciones de las partes
aéreas de J. spicigera en la medicina tradicional mexicana para el tratamiento
empirico de la DM-2 (Andrade-Cetto y Heinrich, 2005; Arellano-Rodriguez et al.,
2003; Graham, 1990; Johnson et al., 2006; Meckes et al., 2004; Vega-Avila et al.,
2009). Los indigenas Teenek de la huasteca potosina (San Luis Potosi, México)
utilizan el té de hojas de J. spicigera (20 g/l agua) antes de cada comida (Ortiz-
Andrade, comunicacién personal, 2012). Sin embargo, no existe evidencia

cientifica de las propiedades antidiabéticas de esta planta.
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1.4.5 Ibervillea sonorae

Ibervillea sonorae (S. Watson) Greene (Cucurbitaceae), una planta localmente
conocida como wereke, es una planta dioica perenne distribuida en los estados de
Sonora y Sinaloa. Es utilizada extensamente en México para el tratamiento
empirico de la DM-2 y su popularidad ha impulsado la aparicion de multiples
formulaciones comerciales de wereke, sin embargo, la efectividad de las
propiedades antidiabéticas de estas preparaciones no ha sido confirmada. La
actividad hipoglucemiante de I/bervillea sonorae ha sido reportada para extractos
acuosos, jugo crudo y maceraciones con diclorometano y metanol probados en
ratones y ratas sanas y tratados con alloxan (Alarcén-Aguilar et al., 2002; 2005).
Ademas, algunos monoglicéridos y acidos grasos han sido aislados de un extracto
diclorometanico de esta planta, y han sido propuestos como el responsable de su
actividad hipoglucemiante (Hernandez-Galicia et al., 2007). Recientemente, un
estudio realizado en un modelo murido de obesidad e hiperglucemia inducido por
un dieta alta en calorias, mostré6 que un extracto acuoso de la raiz de I. sonorae
previene la obesidad, dislipidemia e hiperglucemia (Rivera-Ramirez et al., 2011).
Sin embargo, los mecanismos que median las propiedades antidiabéticas de |.

sonorae aun no han sido explorados.
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1.4.6 Parkinsonia aculeata

Parkinsonia aculeata L. (Fabaceae) es un abundante arbol silvestre en zonas
tropicales, comunmente conocido como retama, espino de Jerusalén y palo verde
mexicano (Correll y Johnston, 1970). Crece de 4-10 m de altura, el tronco y ramas
son verdes con espinas de 7 a 12 mm de largo. Tiene hojas de 20-40 cm de largo
que contienen 20-30 pares de foliolos ovales de 3-8 mm y racimos de flores
amarillas de 5 pétalos (Divya et al., 2011; Pefa-Chocarro, 2006). P. aculeata es
utilizada como arbol ornamental y en la medicina tradicional se utilizan infusiones y
decocciones de hojas, flores y frutos como remedios para reducir la fiebre,
prevenir la malaria y como abortivo. Maceraciones en alcohol de las flores y hojas

se utilizan para el reumatismo (Divya et al., 2011; Orwa et al., 2009).

P. aculeata es una de las plantas ampliamente utilizadas en la medicina tradicional
mexicana como hipoglucemiante (Andrade-Cetto y Heinrich, 2005), sin embargo,
existe poca evidencia de las propiedades antidiabéticas de esta planta y sus
mecanismos de accidon no han sido evaluados. Estudios realizados en modelos de
ratas diabéticas mostraron que una fraccién soluble en agua, un extracto
hidroetandlico y un extracto metandlico de P. aculeata disminuyen los niveles de
glucosa en sangre y orina, y mejoran los parametros bioquimicos vy fisiolégicos
relacionados al metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas (Leite et al.,

2007; 2011; Marzouk et al., 2013).
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1.4.7 lIsoorientina y Vitexina

La isoorientina (ISO) y la vitexina (8-B-D-glucopiranosil-apigenina) son c-
glicosilflavonas presentes en numerosas plantas (Terminalia catappa,
Argyrolobium Roseum, Cajanus cajan, Parkinsonia aculeata, Gleditsia triacanthos
y diversas variedades de frijol mungo) utilizadas en la medicina tradicional para el
tratamiento de la DM-2 (Ahmed et al., 2005, 2008; Anwar et al., 2010; Besson et
al., 1980; Lépez-Lazaro, 2009; Mohammed et al., 2013; Yang et al., 2011). Existe
poca evidencia de las propiedades antidiabéticas de estas flavonas, por lo que su
mecanismo antidiabético aun no es completamente comprendido. Estudios previos
han mostrado que ISO reduce la glucosa plasmatica y los niveles de colesterol y
triglicéridos en ratas tratadas con estreptozotocina (Sezik et al., 2005). Sin
embargo, resultados obtenidos en modelos animales y ensayos clinicos descartan
la posibilidad de que los efectos de ISO se deban a la estimulaciéon de la secrecion
de insulina (Sezik et al., 2005; Andrade-Cetto y Wiedenfeld, 2001; Revilla-
Monsalve et al., 2007) o a la modulacion de la absorcion intestinal de glucosa
(Shibano et al., 2008). Recientemente, ensayos in vitro mostraron que vitexina,
aislada de Vigna angularis, posee actividad inhibitoria de las a-glucosidasas (Yao
et al., 2011). Choo et al. (2012) aislaron vitexina de hojas de Ficus deltoidea, y
mostraron que ésta reduce los niveles postprandiales de glucosa en ratones
normoglicémicos y en ratas diabéticas, sugiriendo que se debe a la actividad
inhibitoria de las a-glucosidasas, sin embargo, no se descartan otros posibles

mecanismos antidiabéticos.
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Nuestros resultados muestran que extractos de plantas como T. stans, T.
cubense, Magnolia dealbata y sus compuestos activos, honokiol y magnolol, asi
como Justicia spicigera, |. sonorae y P. aculeata y los compuestos isoorientina y
vitexina, inducen la incorporacién de glucosa en adipocitos muridos y humanos
sensibles y resistentes a insulina. Ademas, las preparaciones de /. sonorae, P.
aculeata, M. dealbata y sus compuestos activos, honokiol y magnolol, asi como
isoorientina y vitexina inducen la incorporacién de glucosa en adipocitos muridos y

humanos a través de la via de sefalizaciéon de la insulina.
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1. Discusion

Estudios previos mostraron que extractos acuosos de Tecoma stans, Teucrium
cubense, Ibervillea sonorae 'y Parkinsonia aculeata ejercen efectos
hipoglucemiantes sobre animales experimentales. Sin embargo, aun se
desconocen los principios activos y los mecanismos de accién de estas especies,
asi como los de Justicia spicigera y Magnolia dealbata, dos especies también
usadas como antidiabéticas para las que no existen evidencias experimentales.
Nuestro trabajo muestra por primera vez, que plantas utilizadas en la medicina
tradicional mexicana como antidiabéticas estimulan la incorporacién de glucosa en
adipocitos muridos y humanos, sensibles y resistentes a insulina, a través de la via

de senfalizacién de esta hormona.

Nosotros utilizamos lineas celulares de preadipocitos 3T3 (Green y Kehinde, 1975)
y cultivos primarios de preadipocitos humanos subcutdneos normales (Herrera-
Herrera et al.,, 2009) como modelos in vitro para evaluar los mecanismos
antidiabéticos de extractos acuosos de hojas de Tecoma stans (TSE) y Teucrium
cubense (TCE), raices tuberosas de Ibervillea sonorae (ISE) y hojas (PAL) y flores
(PAF) de Parkinsonia aculeata. También evaluamos extractos etanolicos de hojas
de Justicia spicigera (JSE) y semillas de Magnolia dealbata (MDE) y los
compuestos activos de esta ultima, honokiol (HK) y magnolol (MG), asi como
isoorientina (ISO) y vitexina, dos flavonoides presentes en plantas reputadas como

antidiabéticas.
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Concentraciones no toxicas de los extractos para cultivos de preadipocitos se
evaluaron en la incorporacion de 2-NBDGlucosa por adipocitos muridos y
humanos (Alonso-Castro y Salazar-Olivo, 2008). Todas las preparaciones
evaluadas estimularon la incorporacion de 2-NBDG en adipocitos 3T3-F442A y
humanos sensibles a insulina de manera concentracion-dependiente. Los efectos
de las preparaciones sobre adipocitos 3T3-F442A sensibles a insulina tuvieron un
efecto similar (TCE, ISE), menor (MDE, HK, MG vy vitexina) o mayor (TSE, JSE,
ISO, PAL, PAF) al estimulado por el control de insulina. En adipocitos humanos las
preparaciones estimularon la incorporacion de glucosa con un efecto similar (TSE,
JSE, PAL, PAF y vitexina) o menor (TCE, MDE, HK, MG, ISE, ISO) que la insulina.
Los efectos en la incorporacion de glucosa de ISE, PAL y PAF también fueron
evaluados en adipocitos 3T3-L1, donde ISE y PAL indujeron la incorporacion de
glucosa con un efecto menor al de la insulina, sin embargo los efectos de PAF
fueron mayores a los inducidos por la hormona. Estos resultados sugieren que la
estimulacion de la incorporacion de glucosa en los tejidos blanco de la insulina
podria ser uno de los mecanismos por los cuales las especies analizadas ejercen
sus efectos antidiabéticos (Alonso-Castro et al., 2010; Alonso-Castro et al., 2011;

Alonso-Castro et al., 2012; Ortiz-Andrade et al., 2012; Zapata-Bustos et al., 2013).

La estimulacion de la incorporacion de glucosa mediada por MDE, HK, MG, PAL,
PAF, ISO y vitexina en células muridas y humanas sensibles a insulina fue abolida
por inhibidores del receptor de insulina (HNMPA-(AM)3) (Saperstein et al., 1989),

de PI3K (Wortmanina) (Tomiyama et al., 1995), AKT (AKT-1) (Zhao et al., 2005) y
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GLUT4 (Indinavir) (Murata et al., 2000). Estos resultados sugieren que nuestras
preparaciones emplean la via de sefializacién de la insulina para estimular la
incorporacion de glucosa en adipocitos. Por otra parte, la estimulacion de la
captacion de glucosa mediada por ISE en adipocitos humanos fue parcialmente
bloqueada por Wortmanina, un inhibidor especifico de PI3K, lo que sugiere que los
efectos antidiabéticos de ISE en células humanas podrian ser independientes de

la senalizaciéon de PI3K.

El analisis de la activaciéon de los elementos de la via de sefializacion de la
insulina mostré que ISE, PAL, PAF, ISO vy vitexina inducen la fosforilacién del
receptor de insulina, de los sustratos del receptor de la insulina 1y 2, de PI3K y de
AKT. La activacion de RI, IRS1/2, PI3BK y AKT en presencia de nuestras
preparaciones confirma que éstas utilizan la via de senalizacion de la insulina para

inducir la incorporacion de glucosa en adipocitos.

Para profundizar en el mecanismo antidiabético de estas preparaciones, nosotros
también evaluamos sus efectos en adipocitos muridos y humanos resistentes a
insulina mediante el tratamiento con TNF-a (Hotamisligil et al., 1994). Todas las
preparaciones ensayadas indujeron la incorporacién de 2-NBDG en adipocitos 3T3
y humanos resistentes a insulina de manera concentracion dependiente, excepto
por PAL, el cual no estimuld la incorporacion de glucosa en adipocitos humanos
tipo-diabéticos. Sin embargo, experimentos adicionales son necesarios para
precisar el mecanismo por el cual estas preparaciones revierten o superan la

resistencia a insulina.
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Algunos de los antidiabéticos orales actualmente en uso estimulan la formacién de
nuevas células adiposas y ejercen efectos obesogénicos no deseables (de Souza,
2001; Laville y Andreelli, 2000). Por ello, también evaluamos los efectos de
nuestras preparaciones sobre la adipogénesis murida y humana in vitro. Nuestros
resultados muestran que TSE, TCE, PAL y vitexina no ejercen efectos
proadipogénicos apreciables en preadipocitos muridos y humanos, mientras que
MDE, HL y MG ejercen efectos proadipogénicos minimos a moderados en ambos
tipos celulares. De manera interesante, ISE y PAF carecen de efectos

proadipogénicos en preadipocitos 3T3-L1 y en células humanas.

La identidad de los compuestos antidiabéticos presentes en Ibervillea sonorae y
Parkinsonia aculeata aun se desconoce. Estudios previos con un extracto
diclorometanico de /. sonorae proponen a monoglicéridos y acidos grasos como
los responsables de su actividad hipoglucemiante (Hernandez-Galicia et al., 2007).
Sin embargo, esta preparacion no restaurd los niveles normales de glucosa en
ensayos in vivo, y la naturaleza lipidica desacredita su posible papel como
principio hipoglucemiante en las preparaciones tradicionales de /. sonorae,
mayormente acuosas. En el caso de Parkinsonia aculeata existen varios estudios
fitoquimicos que muestran la presencia de C-glicosilflavonas como orientina,
isoorientina, vitexina, isovitexina y kaemperol, entre otras (Besson et al., 1980;
Bhatia et al, 1966; El-Sayed et al., 1991). Sin embargo no se ha relacionado la
presencia de estos compuestos con la actividad hipoglucemiante de P. aculeata.

Por ello, nosotros exploramos la composicidén quimica de ISE, PAL y PAF.
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Ensayos colorimétricos mostraron principalmente la presencia de fenoles y
flavonoides para ambas especies. De manera interesante encontramos la
presencia de acido galico en ISE (0.13% del peso seco de la raiz de Ibervillea).
Diversos reportes muestran la actividad hipoglucemiante del acido galico en ratas,
y su capacidad para inducir la incorporacion de glucosa y la translocacion de
GLUT4 a la membrana plasmatica de adipocitos de rata (Latha y Daisy, 2011;
Naowaboot et al., 2012; Punithavathi et al., 2011). Por lo tanto, el acido galico
podria ser uno de los compuestos activos responsables de la induccién de la
incorporacion de glucosa en células adiposas mediada por ISE. Por otra parte, los
analisis llevados a cabo en los extractos hoja y flor de P. aculeata mostraron la
presencia de acido clorogénico, acido galico, vitexina e isoorientina. Estudios
previos en nuestro laboratorio mostraron los efectos del acido clorogénico en la
incorporacion de 2NBDglucosa en adipocitos 3T3 sensibles y resistentes a insulina
(Alonso-Castro et al., 2008). Asimismo, en el presente trabajo mostramos los
efectos de isoorientina y vitexina en la incorporacion de glucosa por adipocitos
muridos y humanos sensibles y resistentes a insulina. Por lo tanto, estos
compuestos podrian ser los responsables de los efectos hipoglucemiantes de P.

aculeata.

Otros compuestos naturales aislados de plantas usadas como antidiabéticos por la
medicina tradicional, también han sido reportados con actividad inductora de la
captacion de glucosa por cultivos de células sensibles a insulina. La shikonina

estimula la incorporacion de glucosa en adipocitos 3T3-L1 (Kamei et al., 2002) y
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en miotubos L6 de musculo esquelético a través de una independiente de insulina
(Oberg et al., 2011). Los ginsendsidos Rb(1), Re, Ck, Rg1 y Rg3, aislados de
especies de Panax, estimulan el transporte de glucosa en adipocitos 3T3-L1 y en
miotubos C2C12 o L6, principalmente mediante la activacion de la via de
sefnalizacion de la insulina (Huang et al.,, 2010; Kim et al., 2009; Shang et al.,
2008). Recientemente se ha mostrado que el ginsendsido Rg1 también promueve
la incorporacién de glucosa en células C2C12 resistentes a insulina (Lee et al.,
2012), lo que sugiere que los demas ginsendsidos también pudieran tener
actividad en células resistentes a la hormona. Sin embargo, los efectos de estos
compuestos en células humanas, sensibles o resistentes a insulina, aun se

desconocen.

Los mecanismos por los cuales los agentes hipoglucemiantes ejercen sus efectos
incluyen la disminucion de la absorcion intestinal de glucosa, la estimulacion de la
secrecion de insulina o el incremento de la incorporacion de glucosa por células
blanco de la insulina. Dado que la absorcion de glucosa intestinal puede ser solo
parcialmente limitada, y la estimulacion de la secrecion de insulina no es una
terapia optima para la diabetes tipo 2, la sensibilizacién de las células blanco de la

insulina a ésta hormona es el blanco terapéutico mas promisorio para la DM-2.

Este trabajo demuestra por primera vez que extractos acuosos de Tecoma stans
(TSE), Teucrium cubense (TCE), Ibervillea sonorae (ISE) y Parkinsonia aculeata
(PAL y PAF), y extractos etandlicos de Justicia spicigera (JSE) y Magnolia

dealbata (MDE) y sus compuestos activos (HK y MG), asi como ISO vy vitexina
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estimulan la incorporacion de glucosa en adipocitos muridos y humanos sensibles
y resistentes a insulina. M. dealbata y sus compuestos activos (HK y MG), P.
aculeata, ISO vy vitexina utilizan la via de sefalizacion de la insulina para ejercer
sus efectos, mientras que /. sonorae induce la incorporacion de glucosa por una
via parcialmente independiente de PI3K en adipocitos humanos. Ademas, I
sonorae, P. aculeata, ISO y vitexina inducen la fosforilacion de RI, PI3K y AKT,
sugiriendo que el mecanismo de accion de estas preparaciones es llevado a cabo
por la activacion de los elementos de la via de senalizacion de la insulina.
Nuestros resultados sugieren que Tecoma stans, Teucrium cubense, Magnolia
dealbata, Justicia spicigera, Ibervillea sonorae y Parkinsonia aculeata son fuentes
promisorias de compuestos bioactivos aplicables al desarrollo de nuevas terapias
antidiabéticas (Alonso-Castro et al., 2010; Alonso-Castro et al., 2011; Alonso-

Castro et al., 2012; Ortiz-Andrade et al., 2012; Zapata-Bustos et al., 2013).
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lll. Conclusiones

Los extractos acuosos de Tecoma stans, Teucrium cubense, Ibervillea sonorae
y Parkinsonia aculeata, asi como los extractos etandlicos de Magnolia dealbata
y Justicia spicigera, y los compuestos honokiol, magnolol, isoorientina y
vitexina, inducen la incorporacion de glucosa por cultivos de adipocitos muridos

y humanos, sensibles y resistentes a insulina.

El extracto etandlico de Magnolia dealbata, el extracto acuoso de Parkinsonia
aculeata y los compuestos honokiol, magnolol, isoorientina y vitexina utilizan
totalmente la via de sefializacidén de la insulina para estimular la incorporacién

de glucosa en adipocitos muridos y humanos sensibles a la hormona.

El extracto acuoso de Ibervillea sonorae utiliza una via parcialmente
independiente de PI3K para estimular la incorporacion de glucosa en

adipocitos humanos.

Los extractos acuosos de Ibervillea sonorae y Parkinsonia aculeata y los
compuestos isoorientina y vitexina inducen la fosforilacion del receptor de
insulina, PI3K y AKT en adipocitos muridos y humanos sensibles y resistentes

a insulina.

Los extractos acuosos de Ibervillea sonorae y de las flores de Parkinsonia

aculeata no ejercen efectos proadipogénicos sobre preadipocitos humanos.
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e La incorporacion de glucosa por adipocitos podria ser uno de los mecanismos
por los cuales Tecoma stans, Teucrium cubense, Magnolia dealbata y sus
compuestos activos honokiol y magnolol, Justicia spicigera, Ibervillea sonorae,
Parkinsonia aculeata, isoorientina y vitexina ejercen sus propiedades

antidiabéticas.
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IV. Perspectivas

Purificacion e identificacion de los compuestos activos presentes en las plantas
estudiadas mediante ensayos de cromatografia liquida de alta resolucién
(HPLC), cromatografia de capa fina (TLC) y cromatografia de liquidos acoplado
a espectrometria de masas (LC-MS) guiados por ensayos de actividad

bioldgica.

Caracterizar a mayor detalle los mecanismos de accidén de nuestras

preparaciones

o Evaluar la interaccion de las preparaciones con el receptor de insulina
para determinar el mecanismo por el cual revierten la resistencia a
insulina y reactivan la senalizacion mediante analisis estructural y

funcional.

o Analizar la interaccibn de nuestras preparaciones con PI3K para
determinar su posible activacién directa y subsecuente transduccion de
la sefial mediante la determinacion de generacion de PI3P y analisis

estructural.

Caracterizar los efectos in vivo de nuestras preparaciones en modelos
animales normoglucémicos y con hiperglucemia inducida (sin dafio a pancreas)
para la determinacion de efectos toxicos, la dosis efectiva media, efectos
cronico y agudo en los niveles de glucosa sanguinea, efectos en el peso

corporal, en la distribucién del tejido adiposo y en el perfil sanguineo de lipidos.
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