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RESUMEN

La diabetes mellitus se caracteriza por niveles elevados de glucosa en la sangre,
asi como por el incremento de los niveles de triglicéridos y los productos finales de
glicacion avanzada. Estos factores contribuyen a la aparicion de diversas
complicaciones en las personas que tienen diabetes. En este estudio, se presenta
el desarrollo de un biopolimero a base de pectina como vehiculo de administracion

del extracto de Aloe vera, junto con la evaluacion de su efecto antidiabético.

Se llevé a cabo una caracterizacion fisicoquimica del biopolimero, que incluyd la
medicion del espesor, opacidad, contenido de humedad, absorcion de agua y
solubilidad. Ademas, se utilizaron técnicas de espectroscopia de UV-Vis para
identificar las longitudes de onda del biopolimero, el extracto de Aloe vera y la
combinacion de ambos. Para identificar los grupos funcionales presentes en los
biopolimeros funcionalizados y el extracto de Aloe vera, se utilizé la técnica de FTIR-
ATR.

Con el fin de evaluar el efecto antidiabético in vivo de los biopolimeros adicionados
con extracto de Aloe vera, se utilizaron peces cebra diabéticos. Se observo que los
biopolimeros funcionalizados redujeron los niveles de glucosa y triglicéridos,
ademas de reducir la formacion de los productos finales de glicacion avanzada.
Ademas, se lograron identificar diferentes metabolitos secundarios presentes en el
extracto de Aloe vera, con actividad, hipoglucemiante, antiglicacion y antioxidante.
Para su identificacion, se utilizoé la técnica de cromatografia de gases acoplada a

espectrometria de masas.

Teniendo en cuenta los hallazgos mencionados, este estudio muestra el potencial
que tiene el extracto de Aloe vera como coadyuvante en el tratamiento de la
diabetes mellitus, utilizando un biopolimero a base de pectina como vehiculo de
administracion. No obstante, se recomienda llevar a cabo investigaciones

adicionales con el fin de comprender mejor los mecanismos de accion involucrados.

Palabras clave: Aloe vera, diabetes, biopolimero, pez cebra

xiii



ABSTRACT

Diabetes mellitus is characterized by elevated blood glucose levels, as well as
increased levels of triglycerides and advanced glycation end products. These factors
contribute to the development of various complications in people who have diabetes.
In this study, the making and development of a pectin-based biopolymer as a vehicle
for the administration of Aloe vera extract is presented, together with the evaluation

of its antidiabetic effect.

A physicochemical characterization of the biopolymer was carried out, which
included measurement of thickness, opacity, moisture content, water absorption,
and solubility. In addition, UV-Vis spectroscopy techniques were used to identify the
wavelengths of the biopolymer, the Aloe vera extract and the combination of both.
To identify the functional groups, present in the biopolymer, functionalized

biopolymers, and the Aloe vera extract, the FTIR-ATR technique was used.

To evaluate the in vivo antidiabetic effect of biopolymers added with Aloe vera
extract, diabetic zebrafish were used. It was observed that the functionalized
biopolymers reduced glucose and triglyceride levels, in addition to reducing the
formation of advanced glycation end products. In addition, it was possible to identify
different secondary metabolites present in the Aloe vera extract, with hypoglycemic,
antiglycation and antioxidant activity. For its identification, the technique of gas

chromatography coupled with mass spectrometry was used.

Considering the findings, this study shows the potential of Aloe vera extract as an
adjuvant in the treatment of diabetes mellitus, using a pectin-based biopolymer BP
as an administration vehicle. However, further research is recommended in order to

better understand the mechanisms of action involved.

Keywords: Aloe vera, diabetes, biopolymer, zebrafish
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1 INTRODUCCION

La diabetes es una enfermedad endocrina/metabdlica cronica con etiologias,
sintomas clinicos y complicaciones asociadas y heterogéneas. Su sello bioquimico
es la hiperglucemia (HGL), causada principalmente por deficiencia y/o resistencia
de insulina (Reddy & Tan, 2020). EI cuadro clinico clasico es; sed excesiva

(polidipsia), miccion frecuente (poliuria) y pérdida de peso.

Se estima que entre un tercio y la mitad de las personas con diabetes mellitus tipo
2 (DMT2) puede no estar diagnosticada. Si el diagnéstico se retrasa por un tiempo
prolongado y no se cuenta con tratamiento oportuno de la enfermedad, las
complicaciones como discapacidad visual, ulceras en las extremidades inferiores
con mala cicatrizacion, enfermedades cardiacas o accidentes cerebrovasculares
pueden conducir a un incremento en los costos del tratamiento, mala calidad de vida
y la muerte (Webber, 2013).

En 2021 se estim6 que 537 millones de adultos en el rango de edad 20 a 79 afos
en todo el mundo (10.5 % de todos los adultos en este grupo de edad) tenian
diabetes. Para el afio 2030, se prevé que 643 millones adultos en el mismo rango
de edad vivan con diabetes y para el 2045, 783 millones de personas; estas cifras
engloban las diabetes Tipo 1 (DMT1) y DMT2 (Webber, 2013).

Segun la Federacion Internacional de Diabetes, en el 2021 México registro 14
millones de personas con diabetes y se estima que para el afio 2030 aumente a 17
millones de personas (Webber, 2013). En el afio 2021, 142,546 personas fallecieron
a causa de la diabetes mellitus, segun el INEGI, lo cual equivale a 13 % del total de
las defunciones (1,093,210) ocurridas en el pais; 72,324 defunciones en hombres
(50.7 %)y 70,219 en mujeres (49.3 %) (INEGI, 2021). Actualmente en el estado de
San Luis Potosi, el Sistema de Informacion de Enfermedades Crdnicas cuenta con
un registro de 23,988 pacientes en tratamiento de DMT2, en pacientes de 20 afios
y mas (Pérez, 2020).

La HGL es el resultado inicialmente, de la incapacidad de las células del cuerpo

para responder completamente a la insulina, hormona encargada de transportar la
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glucosa (GLU) hacia la célula, una condicion denominada resistencia a la insulina.
Con el inicio de la resistencia a la insulina, la hormona es menos efectiva,
provocando un aumento en la produccion de insulina. Con el tiempo, puede
desarrollarse una produccion inadecuada de insulina, que da como resultado la falla

de las células B pancreaticas, productoras de la insulina.

La forma de reducir la HGL es con ayuda de tratamientos farmacoldgicos, la
glibenclamida, es un farmaco ampliamente usado en la practica clinica. Sin
embargo, en la actualidad se buscan nuevas alternativas terapéuticas de origen

natural, que ayuden a reducir la HGL.

El Aloe vera (AV) tiene amplios usos en la industria alimentaria, farmacéutica y
cosmética. La parte que mas se usa de esta planta es el gel, debido a sus
propiedades funcionales, antioxidantes y terapéuticas. Un adecuado
aprovechamiento de la planta esta asociado al contenido de sus componentes
bioactivos, microestructura y los métodos para preservar y estabilizar los productos

obtenidos a partir del gel (Domiguez-Fernande et al., 2012).

En las ultimas dos décadas se han publicado varios informes cientificos basados en
los diferentes compuestos bioactivos presentes en AV, relacionados con las
propiedades benéficas atribuidas, como son polisacaridos bioactivos, en particular,
el polimero de almacenamiento conocido como acemanano Yy diferentes
compuestos fenodlicos parecen ser los componentes clave para explicar la mayor
parte de las propiedades farmacoldgicas, atribuidas a esta planta (Minjares-Fuentes
& Femenia, 2018), ademas los terpenoides y esteroides, junto con una gama de
otros componentes organicos e inorganicos (Brahmachari, 2019), estos metabolitos
promueven el efecto hipoglucémico, a través de normalizar las actividades de las
enzimas fosfatasa e hidrasa unidas a la membrana celular haciendo que aumente

el metabolismo de la glucosa (Tewari & Tiwari, 2018).

Por lo tanto, en la actualidad se buscan alternativas de administracion novedosas
que ayuden al principio activo a llegar al sitio de accion. Por lo que en el presente
proyecto se desarrollé un biopolimero (BP) de pectina (PA) capaz de servir como

vehiculo de administracion de los principios activos presentes en el AV.



Por lo anterior existe un gran interés en desarrollar BP ya que pueden ser obtenidos
a partir de materias primas renovables, abundantes y de bajo costo. Sin embargo,
el costo, las propiedades y el desempefo del biopolimero pueden variar
significativamente dependiendo del proceso de fabricacion y los productos quimicos
necesarios para lograr las propiedades deseadas. En el caso del desarrollo del BP
a base de PA que se realizara en el presente trabajo es de facil acceso y produccion

a nivel investigacion (Shlush & Davidovich-Pinhas, 2022).

La PA, un polisacarido natural y renovable, tiene la funcién de mejorar peristalsis
gastrointestinal y promover la absorcién de nutrientes, también puede reducir el
riesgo de obesidad, diabetes y enfermedades cardiovasculares (Cai et al., 2023);
ha ganado mucha atencién como material base, para desarrollar comestibles,
plasticos biodegradables y renovables (Oliva-Moreno & Encinas, 2021). Las
aplicaciones potenciales de la PA son numerosas e involucran diferentes campos
como fibras para la industria textil, productos médicos, cosméticos, bioimplantes,

suministro de farmacos, herbicidas y fungicidas (Pasini Cabello et al., 2015).

En el presente trabajo se busca formular un biopolimero a base PA adicionado con
extracto de AV. El papel del BP fue el de transportar y liberar el extracto, esto para
ser mas eficiente su absorcion. Para realizar las pruebas in vivo de este BP se usé

el modelo experimental de pez cebra (PC) diabético.

El PC es un modelo vertebrado establecido para el estudio de enfermedades como
la diabetes mellitus (DM), este modelo experimental se esta utilizando cada vez mas
para estudios preclinicos y toxicologicos. ElI PC requiere alojamiento relativamente
econodmico, haciéndolos muy rentables, y son de tamafo pequeno (Haque & Ward,
2018). Por su genética y similitudes fisiologicas con los humanos, el PC ha sido
estudiado durante mucho tiempo como modelo de investigacion utilizando tanto

embriones como peces adultos.

También ofrece la opcion de facilidad y repetibilidad de experimentos, el PC se han
utilizado previamente en la investigacion de la neurociencia clinica para llevar a
cabo estudios sobre enfermedades de Alzheimer, Parkinson, cerebrovasculares,

deterioro cognitivo, demencia vascular, ansiedad, entre otras (Chavda et al., 2021).
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2 MARCO TEORICO

2.1 Diabetes mellitus

La DM es una enfermedad metabdlica, su sello bioquimico es la hiperglucemia
(Reddy & Tan, 2020). Hay varios tipos de diabetes, la DMT2 la cuas es la mas
predominante entre la poblacién adulta (90 % a 95 %) y esta estrechamente
relacionada con la obesidad, particularmente la adiposidad troncal (Lui & Ip, 2023).

En este trabajo se abordd la DMT2, por ser la de mayor prevalencia.

2.1.1 Diabetes mellitus tipo 2

Este complejo trastorno metabdlico es la forma mas comun de diabetes, se asocia
con disfuncién de las células-B pancreaticas, distribucion de grasa ectépica
asociada con diversos grados de resistencia a la insulina y alteracion de la supresion
posprandial de glucagon. La resistencia a la insulina también se encuentra en otras
condiciones metabdlicas, como la hipertension, la obesidad y el sindrome de ovario

poliquistico que pueden coexistir en personas con DMT2 (Egan & Dinneen, 2018).

2.1.2 Sintomas y complicaciones

Los sintomas tipicos de la DMT2 se muestran en la Tabla 1. Sin embargo, algunas
personas con DMT2 tienen sintomas tan leves que pasan desapercibidos. La
deteccion temprana y el tratamiento de la diabetes pueden disminuir el riesgo de

desarrollar las complicaciones de la diabetes (Vinet & Zhedanov, 2011).

Tabla 1. Sintomas comunes de DMT2 (Zeliger, 2023).

Miccion frecuente

Sed intensa

Hambre severa, a pesar de comer
Fatiga extrema

Visidn borrosa



Cortes o moretones que tardan en sanar

Hormigueo, dolor o entumecimiento en las extremidades

Las complicaciones asociadas con la DMT2 se clasifican en agudas y cronicas,
estas complicaciones (Tabla 2), estan asociadas con los mecanismos impulsados

por el estrés oxidativo que se dan en la DMT2 (Zeliger, 2023).

Tabla 2. Complicaciones agudas y cronicas de la DMT2 (Zeliger, 2023)

Agudas

Infeccion

Cetoacidosis diabética

Coma hiperglucémico, hiperosmolar, no ceténico
Polidipsia

Poliuria

Fatiga

Vision borrosa

Ataque

Hipertension

Cardiopatia

Enfermedad vascular periférica
Llagas en los pies y otros problemas

Cetoacidosis diabética

Croénicas

Infeccion
Ceguera
Retinopatia
Cataratas
Neuropatia

Aterosclerosis



Enfermedad vascular periférica
Amputacion

Enfermedad cerebrovascular
Retinopatia

Cataratas

Enfermedad renal

Llagas en los pies y otros problemas

2.1.3 Productos finales de glicacion avanzada

La glicacion deteriora la funcion fisioldgica y la integridad estructural en multiples
organos, y desempefia un papel patogénico en numerosos trastornos, en primer
lugar, la diabetes. Uno de los principales mecanismos de etiopatogenia de diabetes
y complicaciones diabéticas es un aumento en el nivel de glicosilacién no enzimatica
de proteinas y otros compuestos (acidos nucleicos y lipidos) debido al aumento de
los niveles de GLU, y en consecuencia de otros metabolitos reactivos (Sadowska-
Bartosz & Bartosz, 2016).

La reaccion quimica inicial denominada glicacion temprana, ocurre entre azucares
reductores o sus productos derivados y los grupos amino de las proteinas, lipidos o
acidos nucleicos. Los compuestos originados en esta reaccidn reversible son
inestables y se denominan bases de Schiff. Posteriormente se someten a un
reordenamiento estructural para formar productos de Amadori, siendo los mas
conocidos la hemoglobina glucosilada y la fructosamina. Sin embargo, ninguno de
estos son AGE; para que esto ocurra, los productos de Amadori deben someterse
a una mayor deshidratacién, oxidacion, reacciones de transposicion y de
fragmentacion. Algunos de los AGE mejor caracterizados son carboximetil,

carboximetil-lisina y pentosidina (Figura 1) (Diaz-Casasola, L., 2016).
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Figura 1. Formacion de AGE's.

2.1.4 Tratamientos y farmacologia

Los pacientes con DMT2, aparte de dietay ejercicio, se tratan con hipoglucemiantes
orales como la metformina, pudiéndose agregar un segundo medicamento
dependiendo de las necesidades del paciente, en la Tabla 3, se muestran algunos

tratamientos antidiabéticos orales, el efecto antidiabético y sus efectos secundarios

(Reddy & Tan, 2020).

Tabla 3. Tratamientos antidiabéticos orales (Alcantara & Pérez, 2016).

Medicamento Efecto Efectos secundarios
Sulfonilureas Estimulacion de secrecion e Hiperinsulinemia
de insulina e Aumento de peso

Hipoglucemia

Biguanidas

e Disminucion de
glucogeénesis
e Disminucion de

neoglucogénesis

Diarrea, dolor abdominal,
nauseas y vomitos
Alteraciones del gusto
Malabsorcion de la

vitamina B12




e Acidosis lactica que puede

llegar a ser mortal

Inhibidores de la | Retraso de absorcion de e Dolor abdominal,
alfa-glucosidasa | polisacaridos complejos e Meteorismo

e Diarrea
Tiazolidinedionas | ¢ Disminucién de la e Aumento de peso,

resistencia a la insulina e Retencion de liquidos
e Disminucién de la e Hemodilucién
produccién hepatica de

glucosa

Debido a que el consumo de hipoglucemiantes trae consigo diversos efectos
secundarios, se busca en la medicina tradicional metabolitos secundarios
antidiabéticos que ayuden a disminuir la glucosa en sangre y presenten menos

efectos secundarios.

2.2 Aloe vera

El género Aloe pertenece a la familia botanica Liliaceae y comprende mas de 360
especies que crecen en regiones calidas, desérticas, semiaridas, tropicales y
subtropicales, siendo originaria de Africa oriental y meridional. La Figura 2, muestra
la planta de AV, la cual es perenne, de porte mas o menos arborescente, con una
raiz fibrosa gruesa, con tronco de 30-50 cm, hojas en una roseta densa, en la parte
apical del tronco, gruesas y carnosas, anchas en la base. Dependiendo de la
especie, éstas son alargadas, de color verde en ambas caras y con dientes
espinosos en los margenes. La mayor parte del afio presenta flores amarillas, que
crecen en un racimo largo sobre un escapo floral erguido, formado desde el centro
de las hojas basales. El escapo floral puede crecer hasta una altura de 60 cm. El

fruto es una capsula triangular que contiene numerosas semillas (Angel M., 2006).
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Figura 2. Planta de AV y seccion transversal de la hoja de AV (Martinez-burgos et
al., 2022).

2.2.1 Composiciéon quimica del Aloe vera

La composicién quimica del AV ha sido ampliamente estudiada y se conoce su
composicion quimica en detalle. Esta compuesta por una mezcla compleja de
compuestos bioldgicos, y se han identificado una gran variedad de estructuras
quimicas (monosacaridos, polisacaridos, proteinas, aminoacidos, esteroles,
antraquinonas, fendlicos, hormonas, vitaminas y minerales). Los carbohidratos vy el
agua son sus principales componentes en las hojas (Martinez-burgos et al., 2022),
los principales polisacaridos son antraquinonas, glucomanano y acemanano,
ademas contienen sacaridos, vitaminas, aminoacidos, minerales, enzimas, acidos
grasos (Tabla 4) y otros compuestos de accion emoliente, cicatrizante, coagulante,
hidratante, antialérgica, desinfectante, antiinflamatoria, astringente, colerética,

laxante, entre otros (Imery & Ozols, 2018).



Tabla 4. Constituyentes principales de las hojas de AV (Imery & Ozols, 2018).

Antraquinonas Elementos Enzimas
Acido aloético Aluminio Amilasa
Acido crisofinico Bario Carboxipeptidasa
Aloc-emodina Boro Catalasa
Aloina Calcio Ciclooxigenasa
Antranol Cloro Fosfatasa alcalina
Barbaloina Cobre Lipasa
Emodina Cromo Oxidasa
Ester de acido cinamico Estroncio
Isobarbaloina Fosforo Compuestos miscelineos
Resistanol Hierro 2(3H)-benzotiazolona
Magnesio Acido araquidonico
Vitaminas Manganeso Acido deshidroabiético
By (Tiamina) Sodio Acido estedrico
B2 (Riboflavina) Sorbato de potasio Acido liurico
Bq (Pindoxina) Zinc Acido linoleico

B2 (Colina)
Bo (Acido fblico)

Aminoacidos esenciales

Acido margirico
Acido metilhexadecandico

C (Acido ascorbico) Fenilalanina Acido miristico
E (alfatocoferol) Isoleucina Acido octadecandico
Betacaroteno Leucina Acido palmitico
Lisina Acido palmitoléico
Monosacaridos Metionina Acido pentadecandico
Aldopentosa Treonina Acido salicilico
Arabinosa Valina Acido trico
Celulosa Betasitosterol
Fucosa Aminodcidos no esenciales Colesterol
Galactosa Acido aspartico Dioctil ftalato
Glucosa Acido glutimico Esteroides
Manosa (mas comun) Alanma Giberelinas
Ramnosa Arginina Lectinas
Xilosa Glicina Ligninas
Histidina Monooctil ftalato
Hydroxiprolina Triglicéridos
Prolina
Tirosina

2.2.2 Aloe vera y sus beneficios medicinales

Las culturas antiguas, como egipcios, chinos, indios y japoneses utilizaron esta
planta como ingrediente de la medicina tradicional, hoy en dia, esta planta es un
componente importante en la medicina moderna (Martinez-burgos et al., 2022). El
AV se ha usado en la medicina tradicional por sus propiedades terapéuticas como
en el tratamiento de quemaduras y heridas, antibacterial, antiviral, antioxidante,
antidiabético, laxativo, como proteccion contra la radiacion, antialérgico,

antiinflamatorio, contra el cancer e inmuno-estimulacion (Tabla 5), entre otras

(Bendjedid et al., 2021).
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En el campo médico, sus efectos terapéuticos son diversos, se ha demostrado que
posee componentes que ayudan a tratar el sindrome metabdlico, incluidos los
efectos contra la hiperglucemia, dislipidemia, hipertension, obesidad, actividad
antiinflamatoria, actividad inmunomoduladora, antidiabética y propiedades

cicatrizantes y laxantes (Martinez-burgos et al., 2022).

Tabla 5. Propiedades terapéuticas del AV (Imery & Ozols, 2018).

Uso

Actividad antitoxica
Actividad bacteriogénica y mejor produccion de acidos grasos de
cadena corta por la flora intestinal
Analgésico sistémico y topico
Antibacterial (Shigella, Streptococcus)

Anticancer o paliativo de enfermedades cancerigenas
Antiinflamatorio, cicatrizante, tratamiento de hemorroides y fisuras
anales
Antiparasitario, antiasmatico, contra hepatitis, inflamacion pélvica,
artritis, candida, desordenes digestivos, fatiga, acné, psoriasis,
herpes genitales, hipertension,

Antitumoral, estimulacion de la proliferacion de células Ty B
Antitusigeno, expectorante
Antiviral e immunoestimulante
Cicatrizante 0seo
Disminucion de los niveles de glucosa en sangre y control de la
glicemia para el tratamiento de la Diabetes
Estimulacion del sistema hematopoyético
Gastroprotector y el tratamiento de ulceras gastroduodenales
Materia prima para alimentos
Mejora de la viscosidad y conductividad del apésito de gasa sobre
heridas y quemaduras

Proteccion de la piel contra quemaduras e infecciones

2.2.3 Metabolitos secundarios

Los MS son compuestos derivados del metabolismo primario, con una elevada
distribucion en el reino de las plantas, y en algunos casos restringidos a un grupo

taxondmico particular. Los MS no tienen una funciéon aparente en el metabolismo
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primario, pero si tienen una implicacién ecolégica como defensa contra herbivoros,
virus, hongos, bacterias, como sustancias alelopaticas, fitoalexinas o disuasorios
nutritivos. Otros tienen una funcion fisiolégica, por ejemplo, los alcaloides, que
pueden servir para el transporte de nitrégeno toxico y compuestos de
almacenamiento, mientras los compuestos fendlicos como los flavonoides realizan
una funcién como protectores de rayos ultravioletas. Ademas, son una fuente
importante de principios activos de medicamentos y de valiosos productos quimicos.
Las plantas son fuente de un gran numero de productos metabdlicos de importancia
comercial y son usados en la industria farmacéutica, alimenticia, cosmética y como
fuentes de numerosas sustancias de interés agroquimico. Se estima que mas de

100,000 MS son producidos por las plantas (Naivy Pérez-Alonso, 2009).

2.2.4 Diabetes y Aloe vera

Se ha reportado que los efectos hipoglucemiantes del AV se ven mediados, al
menos parcialmente, por su potente efecto antioxidante. Los enfoques recientes
sugieren que el tratamiento de la diabetes no solo debe centrarse en la secrecion
de insulina, sino también en la proteccion antioxidante de las células B. Esto puede
facilitar la reparacion de células 3 que sufren dafo por estrés oxidativo secundario
a HGL (Abo-Youssef & Messiha, 2013).

El AV consta de varios fitoconstituyentes y se sabe que éstos presentan varios
efectos terapéuticos. Los carbohidratos, péptidos y polipéptidos son algunos de los
constituyentes que ejercen propiedades antidiabéticas. Ultimamente, las
investigaciones se ha enfocado en comprender el mecanismo de accion involucrado
en el tratamiento de la diabetes a través de la medicina herbal y en encontrar
cualquier biomarcador implicado en la progresién de la diabetes. La HGL es un sello
distintivo de la diabetes y es bien sabido que una HGL prolongada causa dafo a los
organos y también conduce a otras complicaciones diabéticas como miopatia,

nefropatia, etc. (Babu et al., 2021).

12



Las investigaciones fitoquimicas reportadas hasta ahora han indicado la presencia
de constituyentes quimicos activos en el AV, como compuestos fendlicos,
terpenoides y esteroides, junto con una gama de otros componentes organicos e
inorganicos (Brahmachari, 2019). Estos compuestos promueven el efecto
hipoglucémico, al normalizar las actividades de las enzimas fosfatasa e hidrasa
unidas a la membrana celular haciendo que aumente el metabolismo de la glucosa.
(Tewari & Tiwari, 2018).

Para evaluar el potencial terapéutico de las plantas medicinales se requieren

realizar estudios in vivo, para ello se pueden utilizar diferentes modelos animales.

2.3 Modelos animales

Un organismo modelo se refiere a aquellas especies que han sido intensamente
estudiadas y que se usan para investigar multiples aspectos de la biologia. Es decir,
un organismo es un modelo que esta siendo usado como un analogo al ser
suficientemente similar como para realizar en él una investigacion extrapolable a la
totalidad de un grupo de animales. El uso de estos organismos ha permitido

disponer de recursos importantes para el desarrollo de investigaciones.

Los modelos animales pueden ser extremadamente valiosos en la comprension de
varias enfermedades y los tratamientos para estas mismas. Los modelos tienen
algunos, si no todos, de los siguientes atributos: (1) similitudes fisiopatolégicas con
enfermedades humanas, (2) una coincidencia fenotipica con el estado de la
enfermedad, (3) replicabilidad y/o reproducibilidad, y (4) rentabilidad. Los dos
primeros criterios abordan directamente la validez del modelo (es decir, cobmo se

relaciona con la enfermedad que se supone debe modelar) (Geiger & Pothos, 2019).

Recientemente el PC (Danio rerio) se ha convertido en un modelo emergente en la
investigaciéon biomédica, observandose un aumento exponencial en publicaciones
en las revistas cientificas mas prestigiosas. Su pequefio tamano, transparencia
embrionaria, rapido desarrollo, su alta homologia anatomica y genética con los

seres humanos junto con otras caracteristicas, es la base para que se haya
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establecido rapidamente como un modelo para la investigacion en salud humana y

animal, asi como en agroalimentacién (Armengol, 2017).

2.3.1 Pez cebra

El PC es nativo del sureste asiatico y su rango de distribucién natural incluye las
cuencas del Ganges y el Brahmaputra y las aguas dulces tropicales de las regiones
monzonicas de la India, Bangladesh, Nepal, Pakistan, Butan, Tailandia y el norte de
Myanmar. Los ejemplares de esta especie tienen una coloracién verde aceitunada
o dorada, con tonalidades marrones, y hacia el vientre se intensifica el color blanco;
cuatro lineas de color azul, que van desde los opérculos hasta la aleta caudal, estas
recorren los costados longitudinalmente, siendo las responsables de que se le

conozca como PC (Armengol, 2017).

El PC es un pez pequefio (Figura 3), el peso suele rondar entre 0.5y 0.9 gy una
longitud de la punta de la boca a la bifurcacién de la cola de 22 y 38 mm. Las
hembras suelen ser mas grandes que los machos y tienen el vientre abultado debido
ala acumulacion de ovulos. En cambio los machos son mas alargados y tienen unas

aletas mas vistosas de coloracion dorada o amarilla (Ponce-palomera et al., 2023)

Aleta dorsal Aleta caudal

Aleta pectoral Aleta pélvica Aleta anal

Figura 3. PC macho adulto con aletas etiquetadas (Gupta & Mullins, 2010).
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2.3.2 Pez cebra y diabetes

Se han utilizado numerosos modelos animales para estudiar la diabetes mellitus
utilizando: 1) derivacion genética espontanea o planificada; 2) induccidn
dietética/nutricional; 3) induccion quimica; 4) manipulacidn quirurgica; 5)
manipulacion transgénica; o 6) una combinacién de los anteriores. La mayoria de
los modelos disponibles estan basados en roedores, que tienen inconvenientes en
que requieren mucha mano de obra y debido a cuestiones éticas, solo se pueden
utilizar pequenos grupos de animales. Para superar estas limitaciones, el PC ha
sido cada vez mas utilizado para estudiar la diabetes y sus enfermedades
relacionadas, elegido debido a la alta similitud en cuanto a la fisiologia de los
organos (pancreas) y metabolismo entre el PC y los mamiferos (DMT2) (Zang et al.,
2017).

Estudios recientes han identificado al PC como un excelente sistema para el
descubrimiento y caracterizacién de nuevas dianas terapéuticas para enfermedades
metabdlicas, incluyendo adiposidad visceral, esteatohepatitis no alcohdlica,

aterosclerosis y diabetes (Zang et al., 2017).

En el PC, la exposicidon a niveles altos de GLU estimula la expresion de insulina y
regula negativamente la gluconeogénesis. Estudios previos han determinado que el
PC responde de manera eficiente a los medicamentos antidiabéticos que reducen
los niveles GLU en sangre; esto se debe a que el pancreas del PC consiste en dos
tipos de tejidos endocrinos y exocrinos que son responsables de la regulacion del
metabolismo de la glucosa a través de la secrecién de glucagdn, somatostatina e

insulina directamente al torrente sanguineo.

Por lo anterior, el PC proporciona un modelo atractivo para estudiar las
enfermedades humanas y se utiliza ampliamente para estudios de toxicologia y
desarrollo de farmacos debido a sus correlaciones anatémicas y genéticas con los
humanos. ElI PC adulto absorbe facilmente las moléculas del agua, debido a su

capacidad para regular las concentraciones de solutos totales (Campoy et al., 2018).
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2.3.3 PC como modelo experimental

La investigacion biomédica basica es una necesidad en el campo de la salud, pues
muchas sustancias y procedimientos son evaluados para garantizar el beneficio en
los pacientes, en quienes finalmente seran empleados. El desarrollo de estas
investigaciones empleando modelos animales tradicionales, pueden conllevar
varias limitaciones. Esto debido a la alta inversion que demanda, especialmente en
la infraestructura y el cuidado que los modelos animales empleados requieren, los
cuales deben cumplir con normas bioéticas especificas, por lo que el contar con un
modelo animal de bajo costo y alta versatilidad puede fomentar la investigacion

preclinica.

El PC es un modelo animal emergente con muchas cualidades que lo posicionan
como una alternativa atractiva para realizar investigacion biomédica basica: tiene
alta fecundidad, posee un desarrollo rapido desde el estadio embrionario hasta
adulto y el costo de la infraestructura, los insumos y los reactivos necesarios para

su crianza y reproduccion son bajos (Vargas, 2017).

Sin embargo, como con cualquier modelo, hay limitaciones para el uso de PC, en
particular, el tratamiento farmacolégico a menudo se realiza mediante la
solubilizacién de los tratamientos en agua del medio en el tanque, pero muchas

drogas son insolubles en agua (Geiger & Pothos, 2019).

2.4 Vias de administracion de farmacos

La administracion de farmacos puede definirse como un proceso/método de
administracion de formulaciones de compuestos quimicos o bioquimicos para lograr
un efecto terapéutico en humanos o animales. Estos pueden ser controlados y
dirigidos usando tecnologias de ingenieria o sistemas de administracion de
farmacos (Ghosh et al., 2023).

Las principales vias de administracion son: oral, parenteral, topica (mucosas): bucal,
sublingual, bucofaringea, ocular, 6tica, nasal, pulmonar, rectal, vaginal y toépica

cutdnea. La via oral brinda ventajas ya que es facil y de comoda administracion,
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ademas de que permite la administracion de dosis elevadas del principio activo.
Pero por otra parte también presenta inconvenientes como son: el riesgo de
alteracion de principios activos por parte de las secreciones del tubo digestivo,
problemas de sabor, olor, y problemas relacionados con la absorcion de los

principios activos (Vasquez et al., 2006).

2.4.1 Sistemas matriciales como via de administracion de farmacos

Los sistemas matriciales pueden ser considerados actualmente como una de las
formas mas faciles y menos costosas de controlar la liberacién de los principios
activos. Estos sistemas retardan y regulan la liberacién del principio activo, mediante

un proceso que sigue las leyes de difusion (Costa et al., 2004).
Segun sus caracteristicas, se pueden distinguir tres tipos de matrices:

1. Matrices inertes, plasticas o insolubles.
2. Matrices hidrofilicas.

3. Matrices lipidicas

2.4.1.1 Matrices hidrofilicas

Estas son obtenidas por la compresién de una mezcla que contiene un principio
activo relativamente soluble y un polimero no digerible que actua como un agente
gelificante. Este polimero se hidrata e hincha cuando entra en contacto con los
liguidos digestivos. De esta manera hay formacion de una capa gelificada, cuyo
espesor aumentara con el tiempo. El farmaco se difunde progresivamente a través
de esta capa gelificada. La liberacién del principio activo puede describirse en cuatro

pasos no consecutivos (Figura 4):

a) La difusién del liquido del medio de disolucién o del tracto gastro-intestinal
en el comprimido junto con la disolucion simultanea de una cantidad pequena
de farmaco que se encuentra en la superficie externa de la forma
farmacéutica.

b) Hinchamiento del polimero hidréfilo por adsorcion de agua y formacién de

una barrera gelificada.
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c) Difusién de los liquidos circundantes en la profundidad de los comprimidos
por difusion a través de la capa de gel y disolucion del farmaco.

d) Difusion del farmaco disuelto a través de la barrera gelificada.
Este tipo de matriz presenta las siguientes ventajas:

1. Laliberacion del farmaco es poco o no influenciada por las variaciones de las
condiciones fisicoquimicas y fisioldgicas en el tracto gastro-intestinal.

2. El proceso de manufactura es a menudo simple, barato y existen numerosos
excipientes muy conocidos que pueden usarse por su buena tolerancia
(Costa et al., 2004).

Polimero hidrofilico

Matriz + Farmaco

—»

Liberacion

Difusion
Farmaco

Figura 4. Representacién esquematica del proceso de liberacion desde una matriz
hidrofilica (Costa et al., 2004).

2.5 Biopolimeros

Los polimeros biodegradables estan hechos de almidén, celulosa, quitosano o
proteina extraida de biomasa renovable. Se ha descrito que el uso de biopolimeros
reduce el uso de combustibles fésiles, y residuos plasticos, asi como las emisiones

de dioxido de carbono (Marichelvam et al., 2019).
2.5.1 Biopolimeros como via de administracion de farmacos
Los vehiculos de administracion de farmacos preparados a partir de

macromoléculas biocompatibles han llamado mucho la atencién en los ultimos afios.
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La PA, es un polisacarido que se encuentra ampliamente en las paredes celulares
de las plantas terrestres, es también la principal fuente de fibra en la dieta humana.
Las principales aplicaciones de la PA son como gelificante, espesante, estabilizador
y emulsionante; la PA también proporciona una fuente importante de fibra dietética,
que puede tener efectos terapéuticos. Ademas de su importancia en la industria
alimentaria, la PA tiene usos potenciales en muchos otros campos, como la
medicina, como portador de farmacos controlados o liberaciéon bioactiva, por
ejemplo, en formulaciones nasales, administracion ocular y oral de farmacos y
cicatrizacion de heridas (Lara-Espinoza et al., 2018). Ademas de la matriz polimérica
principal, es necesaria la incorporacién de algunos aditivos como agentes de

entrecruzamiento y plastificantes (Sanchez Aldana et al., 2015).

En particular, los vehiculos de reparto de principios activos a base de PA se han
investigado con frecuencia por su biodegradacién, su potencial prebidtico y la nula
toxicidad que demuestran, con el objetivo de desarrollar un sistema confiable de

liberacion controlada in vivo (Guan et al., 2022).

2.5.2 Pectina

La PA es un heteropolimero lineal donde el componente principal de su estructura
es el acido D-galacturdnico (Figura 5), esté acido se encuentra unido por enlaces
a(l-4) glucosidico con algunos grupos carboxilo modificados con metanol (cerca del
75%), presenta cantidades variables de L-ramnosa, D-galactosa, L-arabinosa, y
ocasionalmente trazas de otras unidades de azucar. El peso molecular de PA
comercial se encuentra en el orden de 100,000 Da. Comercialmente es obtenida a
partir de cascaras de citricos (limos, toronja, naranja, lima) provenientes de la
industria alimentaria. La cascara fresca contiene del 2 al 4% de PA, mientras que
seca se llega a obtener del 20-40% (Elizabeth, 2017).
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Figura 5. Estructura tipica del polimero de PA (Sharma et al., 2021).

2.5.3 Plastificantes

Un plastificante es un material incorporado al material para mejorar su flexibilidad,
trabajabilidad o distensibilidad, ademas disminuye la temperatura de transicion
vitrea (Tg) del polimero. Es capaz de proporcionar una mejor resistencia a la
fractura, constante dieléctrica y flexibilidad incluso a bajas temperaturas de trabajo.
El grado de plastificaciéon depende de la formulacién estructural, grupos funcionales

y peso molecular del plastificante (Hassan et al., 2019).

El glicerol (GLI) (Figura 6.a) es el plastificante mas utilizado en las formulaciones a
base de polisacaridos y proteina. Aumenta la flexibilidad de los recubrimientos al
aumentar el volumen libre o la movilidad molecular de los polimeros ya que reduce
los enlaces de hidrogeno internos entre las cadenas de polimeros. Los polimeros
afectan la capacidad de atraccién de agua al sistema y generalmente suelen
aumentar la permeabilidad al oxigeno en los recubrimientos comestibles. EI GLI es
un compuesto quimico, también llamado glicerina. Es un liquido viscoso, sin olor ni
color y ampliamente usado en la industria farmacéutica. El GLI posee tres grupos
hidroxilos que son responsables de su solubilidad en agua y su naturaleza
hidroscopia. (Elizabeth, 2017).

El acido citrico (AC) (Figura 6.b) es un agente de reticulacion para peliculas de
polisacaridos, con la ventaja de que el acido citrico es alimentariamente aceptable
y también puede actuar como plastificante. EI mecanismo de entrecruzamiento se

atribuye a las fuerzas intermoleculares de los enlaces covalentes diéster entre el
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grupo hidroxilo del polisacarido y los dos grupos carboxilo del reticulante (Azeredo

et al., 2016).

a) b)

HO/\'/\OH 0N A,

OH HO” 0

Figura 6. Estructura del GLI (a) y el AC (b)
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3 JUSTIFICACION

La DMT2 se caracteriza por niveles de glucosa elevados en sangre, debido a la
resistencia o deficiencia de insulina, por lo que el organismo no lleva a cabo una
funcion eficaz de dicha hormona; la cual transporta la GLU desde la sangre hacia

las células del organismo para poder generar energia.

La forma de reducir la hiperglucemia es con ayuda de tratamientos farmacoldgicos,
como lo es la glibenclamida sin embargo, en la actualidad se buscan nuevas
alternativas terapéuticas de origen natural y de administracion de bioactivos, que
ayuden a reducir la sintomatologia diabética, tal es el caso del AV, el cual en
estudios previos realizados al AV se demostréo que presenta MS capaces de

disminuir los niveles de GLU y TGL en sangre in vivo.

En este sentido los polimeros naturales se han modificado para obtener nuevos
biomateriales para la liberacidn controlada de farmacos. Los polisacaridos naturales
se han investigado para su aplicacion en la administracion de farmacos, asi como

en los campos biomédicos.

La PA es un polisacarido natural que es facil de adquirir y producir, en los ultimos
afnos ha tomado un auge en multiples aplicaciones como bio-implantes, herbicidas,
cosmeéticos, liberacion de medicamentos, etc. Cabe mencionar que los BP’s a base
de PA presentan bajo costo, biodegradabilidad, solubilidad en agua y no presentan

toxicidad.

Por lo que en el presente proyecto se desarrollé un BP de PA capaz de servir como

vehiculo de los principios activos presentes en el AV.

Para evaluar el efecto terapéutico del BP se us6 al PC como modelo experimental.
El PC comparte el 85% de los genes que codifican para diversas enfermedades
humanas incluida la DMT2, lo cual lo ha convertido en un modelo alternativo para
realizar ensayos farmacolégicos enfocados a la evaluacién de nuevos agentes

terapéuticos.
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4 HIPOTESIS

El biopolimero a base de pectina que contiene el extracto de Aloe vera tendra un
efecto antidiabético en un modelo de pez cebra, reduciendo los niveles de glucosa

y triglicéridos, asi como la formacion de productos finales de glicacién avanzada.

5 OBJETIVO GENERAL

Desarrollar y caracterizar un biopolimero a base de pectina, adicionado con un
extracto de Aloe vera como vehiculo de administracién, auxiliar en el tratamiento de

la diabetes mellitus, usando un modelo de pez cebra diabético.
5.1 Objetivos especificos
e Desarrollar una formulacion con un biopolimero a base de pectina adicionado
con extracto de Aloe vera.

e Caracterizar un biopolimero a base de pectina adicionado con extracto de
Aloe vera mediante técnicas de solubilidad en agua, absorcion de agua,

cantidad de humedad, y espesor.

e Determinar la toxicologia del biopolimero con base a pectina adicionado con

extracto de Aloe vera en pez cebra.

e Evaluar la capacidad hipoglucemiante del biopolimero adicionado con un

extracto polar de Aloe vera, mediante un modelo de pez cebra diabético.

e Evaluar la actividad reductora de los niveles triglicéridos en sangre usando

un biopolimero adicionado con extracto polar de Aloe vera.
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6 DESARROLLO EXPERIMENTAL

6.1. Obtencion del extracto de Aloe vera

Se colectaron las plantas de AV, en el municipio de Armadillo de los Infantes, San
Luis Potosi, estas fueron cortadas y secadas en una estufa de corriente de aire a
37°C, una vez seca la planta se moli¢ y se le realizé una maceracion fraccionada,
con hexano, cloroformo y metanol; para concentrar los diferentes extractos se uso
un Rotavapor (BUCHI R100).

6.1.1 Determinacion de compuestos bioactivos por CG-MS

Condiciones de espectrometria de masas

Los parametros de ionizacion fueron los siguientes: voltaje capilar 4000 V, voltaje
de placa terminal =500 V; gas nebulizador de nitrégeno a 35.0 psi; gas de secado
10L/min de nitrégeno a 350 °C. Analizador de masas escaneadas de 15 a 1000 u.
El espectro MS-MS se registré en modo automatico GC-MS-MS. La amplitud de
fragmentacion se fijé en 1.0 V. El espectro de masas se adquirié simultdneamente
usando ionizacién por electropulverizacion en modo de ionizacién negativa.(El
Sayed et al., 2016).

6.2. Funcionalizacién del biopolimero adicionado con extracto de Aloe vera

Se calentaron en un vaso de precipitado 98 mL de agua desionizada a 90 °C,
después se le agregaron 7 g de GLI agitando magnéticamente, una vez disuelto el
glicerol se anadieron 3 g de PA poco a poco para evitar grumos, después de que se
disolviera la PA se agregé 1 g de AC, dejando la agitacion por 10 min mas,
finalmente se afadié el extracto de AV; se peso la cantidad necesaria para obtener
concentraciones de 90 ug AV/mg BAV, 60 ug AV/img BAV y 30 ug AV/Img BAV,
(BAV's) previamente se disolvié el extracto en agua desionizada, posteriormente se
agito la solucién y se vacio el BP en un recipiente para dejarlo secar (Figura 7)
(Oliva-Moreno & Encinas, 2021).
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Figura 7. Funcionalizacion del BP adicionado con extracto de AV (BAV).

6.3. Caracterizacion fisicoquimica del biopolimero adicionado con extracto
de Aloe vera

6.3.1 Espesor

La determinacion del espesor del BP y BAV's adicionado y sin adicionar el extracto
de AV, se llevo a cabo tomado 15 medidas en diferentes puntos del BP utilizando
un calibrador digital Vernier. Se obtuvo un promedio de las mediciones, usando la

ecuacion 1 (Oluwasina et al., 2021).

suma de valores medidos
15

(1) Espesor =

6.3.2 Contenido de humedad
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Se cortaron tres trozos de BP y BAV's de dimension 2 cm por 2 cm, se pesaron en
una balanza analitica siendo esta la masa inicial (W1) después se secaron a 60 °C
en una estufa de corriente de aire por 3 h, finalmente transcurrido el tiempo, se
pesaron las peliculas, este peso se considerd la masa final (W2) del proceso de
secado y el porcentaje del contenido de humedad se calculé con ayuda de la
ecuacion 2 (Krishnamurthy & Amritkumar, 2019).

(2)  %C = % +100

6.3.3 Absorcién de agua

Se cortaron tres trozos de BP y BAV's de 2 cm por 2 cm se pesaron en una balanza
analitica siendo esta la masa inicial (W+1) después se llevaron a secar a 60 °C en
una estufa de corriente de aire por 3 h, transcurrido el tiempo, se sumergieron las
peliculas en 20 mL de agua, se les retiro el excedente de agua, finalmente se
pesaron las peliculas siendo esta la masa final (W2). El porcentaje de absorcion de
agua se calculé con ayuda de la ecuacion 3 (Krishnamurthy & Amritkumar, 2019).

(3) %A ="214100

1

6.3.4 Solubilidad en agua

Se cortaron tres trozos de BP y BAV's de 2 cm por 2 cm, se secaron a 60 °C durante
2 h 'y se pesaron siendo esta la masa inicial (Wo). Los BP secos se sumergieron en
20mL de agua destilada en una caja petri por 30 min. Los residuos se secaron a
60°C durante 2 hy luego se pesaron siendo esta la masa final (W+1), para calcular
el porcentaje de solubilidad de las peliculas se usé la ecuacion 4 (Krishnamurthy &
Amritkumar, 2019).

(4) %S =="x100

0
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6.3.5 Opacidad

Se cortaron porciones de BP y BAV's de 0.8 cm por 4 cm y se coloc6 directamente
la pelicula en una celda de espectrofotdmetro y se midio la absorbancia a 600 nm
utilizando un espectrofotometro Cary Series UV-Vis-NIR (Spectrophotometer
Agilent Technologies), se usé de referencia una celda vacia. El indice de opacidad
(O) se calculé con ayuda de la ecuaciéon 5. Siendo Abseoo la absorbancia de la

pelicula a 600nm y x el espesor de esta (Giménez et al., 2009).

(5) 0= Absggo

X
6.3.6 Espectroscopia UV-Vis

Se analizaron las muestras del extracto de AV, el BP y los BAV's, utilizando un
espectrofotometro Cary Series UV-Vis-NIR  (Spectrophotometer  Agilent
Technologies) cada muestra se disolvié en 20mL de agua destilada (Gansukh et al.,
2018).

6.3.7 Espectroscopia FTIR-ATR

Serealiz6 espectroscopia FTIR en un Shimadzu IRTracer-100, de los BP, los BAV's
y el extracto de AV, se uso un accesorio de Reflectancia Total Atenuada (ATR). Se
cortaron muestras de BP de dimensiones de 2 cm por 2 cm, para el extracto de AV
fue colocado directamente en el equipo sin ningun tratamiento previo (Oliva-Moreno
& Encinas, 2021).
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6.4 Ensayos in vivo

6.4.1 Aclimatacién del pez cebra

Se aclimataron PC adultos de 3-5 cm de longitud de ambos sexos durante 10 dias.
Luego se alojaron en grupos de 17 peces en tanques de 6 L (28 °C £ 2 °C), con
filtracion y aireacion de agua (7,19 mgOz2/L). Los peces fueron mantenidos en un
ciclo de fotoperiodo de 14 h de luz /10 h de oscuridad y se alimentaron tres veces
al dia con pellets comerciales. Este estudio se llevé a cabo de acuerdo con las
recomendaciones de la Guia para el cuidado y uso de animales de laboratorio del
Institutos Nacionales de Salud (OECD, 2019). El protocolo numero 11 fue revisado
y aprobado por el Comité de Etica Institucional del Instituto Potosino de

Investigacion Cientifica y Tecnoldgica.

6.4.2 Prueba toxicolégica de los de los biopolimeros funcionalizados con
extracto de Aloe veray el biopolimero

Para determinar la toxicidad (Figura 8), se formaron cinco lotes de 10 peces, cuatro
de los lotes se sometieron a la prueba de toxicidad semi-estatica. Durante cuatro
dias, se les administro el BP en concentraciones de 540 mg AV/3g BAV/L, 360 mg
AV/3g BAV/L, 180 mg AV/3g BAV/L y 3 gBP/L por un periodo de 24, 48, 72y 96 h,
evaluando constantemente signos de estrés, como nado erratico, agresividad,
movimiento de branquias, y mortalidad. Al quinto lote de peces no se le suministro
BP y este se us6 como control negativo (CM). Durante esta prueba los peces no
fueron alimentados (OECD, 2019).
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Figura 8. Prueba toxicoldgica de los BAV's y BP usando PC.

6.4.3 Induccién diabética a pez cebra

Se colocaron siete grupos de 11 peces adultos en peceras de 6 L que contenian
una solucion de glucosa 111 mM, las soluciones de glucosa se intercambiaron
cuatro veces por semana para evitar la contaminacion por microorganismos. Se
mantuvo un monitoreo para detectar signos de estrés, incluido el movimiento
excesivo de las branquias y la dificultad para nadar (Figura 9). Los animales del

grupo control se mantuvieron en medio sin glucosa (Campoy et al., 2018).

Figura 9. Preparacién y adicion al medio de una solucion de GLU a los lotes con
PC..
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6.4.4 Tratamiento antidiabético con biopolimeros adicionados con extracto de

Aloe vera

Disefio experimental (Figura 10)
e Grupo 1. Control sano (CS): peces sanos con agua de medio.
e Grupo 2. Control diabético (CD): peces diabéticos.

e Grupo 3. Control farmacolégico (CF): peces diabéticos tratados con

glibenclamida (5mg/L).

e Grupo 4. BAV30: peces diabéticos tratados con BAV a una concentracién de
30mg/L del extracto de AV.

e Grupo 5. BAV60: peces diabéticos tratados con BAV a una concentraciéon de
60mg/L del extracto de AV.

e Grupo 6. BAV90: peces diabéticos tratados con BAV a una concentracién de
90mg/L del extracto de AV.

e Grupo 7. AV60: peces diabéticos tratados con BAV a una concentracion de
60mg/L de extracto de AV sin BP.

Los diferentes tratamientos se administraran durante 15 dias a la misma hora, de

forma alternada (Campoy et al., 2018).
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Figura 10. Disefio experimental del tratamiento antidiabético.

6.4.5 Evaluacion de niveles de glucosa y triglicéridos

Transcurridos los 15 dias de tratamiento se procedié a sacrificar a los peces de
todos los lotes. Para ello los peces se anestesiaron (Figura 11); poniendo los PC de
cada grupo en agua a4 °C. Una vez que el pez se encontr6 anestesiado se procedio
a realizar un corte en la parte superior de la cola para asi obtener una muestra de
sangre, la cual se colocé en tiras reactivas para medir glucosa y triglicéridos, para
ello se utilizé un glucometro (Accu-Chek) y un medidor colesterol y triglicéridos
(Accutrend Plus) respectivamente (Campoy et al., 2018). Los analisis se realizaron
por triplicado y para el analisis estadistico se us6 ANOVA de una via con una

significancia p<0.5.

31



Corte del pez para la
obtencion de sangre

Medicion de glucosa o
triglicéridos

Figura 11. Anestesia y evaluaciéon de niveles de GLU y TGL en el PC.

Anestesia del pez cebra

6.4.6 Evaluacion inhibitoria de los productos finales de glicaciéon avanzada

La actividad inhibitoria de AGE’s se evalu6 en los ojos de los peces cebra de cada
uno de los lotes. Una vez que se realizaron las mediciones de GLU y TGL, los ojos
fueron obtenidos y colectados en tubos eppendorf, y se les anadieron 2 mL de una
solucion buffer de fosfatos. Posteriormente se molieron en un mortero y se
centrifugaron a 9000 rpm durante 15 min. Se tomé una alicuota de la fase liquida, y
se colocd en una placa de 96 pozos. Las muestras se leyeron en un fluorémetro

(excitacion:360nm y emision:460nm) (Perez Gutierrez & Velazquez, 2020).
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7 RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Compuestos bioactivos del extracto de Aloe vera

En la figura 12, se muestra el cromatograma realizado al extracto de Aloe vera, en
el cual se enumeran del 1 al 6 las sefales correspondientes a metabolitos
secundarios de interés para este proyecto como lo son: el (1) gliceraldehido, el cual
se ha reportado que tiene propiedad inhibitoria de AGE’s (Kitahara et al., 2008), la
(2) L-glutamina la cual ha mostrado efecto antioxidante y antiinflamatorio (Glass,
2017), el (3) acido n-hexadecanoico presenta propiedades antioxidantes, y
hipocolesterolémicas (Mazumder et al., 2020), el (4) L-(+)-Acido ascorbico 2,6-
dihexadecanoato tiene un efecto hipercolesterolémico (Kumar & Sati, 2021), el (5)
estearato de metilo, regula el metabolismo de los lipidos, ademas de presentar
actividad antioxidante (Mazumder et al., 2020), y el (6) (Z)-9-Octadecenamida ha
mostrado efecto hipolipidémico (Cheng et al., 2010). Las estructuras de estos
compuestos se muestran en la Figura 13 y en la Tabla 6 se muestra el tiempo de

retencion de los metabolitos encontrados, asi como su contenido relativo.

Intensidad (u.a)

I

1 M 1

10 12 14

Tr (min)

Figura 12. Cromatograma del extracto de AV por CG-MS-CG.
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Tabla 6. Identificacion de compuestos bioactivos presentes en el extracto de Aloe
vera por CG-MS-CG.

Tiempo de _
Contenido )
No Nombre de compuesto retencion . Area
_ relativo (%)
(min)
1 Gliceraldehido 4.078 15 758997
2 L-Glutamina 4.768 33 3993915
3 acido n-hexadecanoico 6.905 36 462904
L-(+)-Acido ascérbico 2,6- 462904
4 6.905 36
dihexadecanoato
Estearato de metilo 7.424 44 1133867
(Z2)-9-Octadecenamida 8.701 57 4165581
1) o) 2) 3) 0
AN
H O/H/MH O o] o
OH HQNJ\/\‘/U\OH
NH, acido n-hexadecanoico
Gliceraldehido )
L-Glutamina
(8
° 1
- H2N‘ ~ N N ~_" S
4) \ n P4
" 5) |
‘ 0%y Y v (Z)-9-Octadecenamida

L-(+)-Acido ascérbico
2 .6-dihexadecanoato

Estearato de metilo

~ o
SN
SN .
~
o

Figura 13. Estructuras quimicas de los metabolitos secundarios encontrados en el

extracto de AV.

7.2 Formulaciéon del biopolimero y de los biopolimeros adicionados con

extracto de Aloe vera
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En la Figura 14.a se muestran los BAV, a diferentes concentraciones BAV30,
BAV60, BAV9I0 y el BP, los BAV que contienen el extracto de AV, se lograron

homogenizar a las diferentes concentraciones del extracto.

La solucién formadora de la matriz del BP de PA se estructura durante la
evaporacion del agua que contiene plastificantes y el extracto de AV. Como el agua
se evapora de la solucién del BP, las cadenas de PA se agregan y los compuestos
plastificantes y el extracto de AV ocupan espacios vacios entre las cadenas del
polimero (Figura 14.b) (Nastasi et al., 2022). En este punto la PA habra reaccionado
con el AC y el GLI, los remanentes de GLI y agua funcionaran como plastificantes

lo cual brinda a la matriz de flexibilidad y resistencia.
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Figura 14. a) BAV’'s y BP y b) diagrama de la formacion del BAV.

En la Figura 15 se muestran las diferentes interacciones y formacién de enlaces que
puede tener el GLI con la PA, la Figura 15.a muestra la interaccién de los puentes
de hidrogeno del glicerol con el oxigeno del grupo carbonilo de la PA, La Figura 15.b
muestra la esterificacion del grupo carboxilo de la PA con el hidroxilo del GLI y en
la Figura 15.c se observa la esterificacion de dos grupos hidroxilo del GLI con dos

grupos carboxilo de cadenas vecinas de PA (Lipatova & Yusova, 2021).

En la Figura 16 se muestra un ejemplo de la formacion de grupos éster entre un BP
(almidén) y el AC, la formacion de los grupos éster por la reaccién de los acidos
carboxilicos del AC y los grupos hidroxilo de la PA dan como resultado un
entrecruzamiento del biopolimero, ademas de aumentar la hidrofobicidad de este
mismo, pero no es significativa ya que las interacciones de los grupos hidroxilo y

carboxilo hacen que mantenga su hidrofilicidad (Vityazev et al., 2020).
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Figura 15. a) Interaccion del GLI y PA, by c) esterificacion de los grupos hidroxilo

del GLI y carboxilo de la PA.
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Figura 16. Esquema de la esterificacion del almidén con el AC.

7.3 Caracterizacion fisicoquimica del biopolimero y los biopolimeros
adicionados con extracto de Aloe vera
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7.3.1 Espesor y opacidad

Los espesores de las peliculas a las diferentes concentraciones se muestran en la
Tabla 7, donde se observa que la variacién de los espesores de las diferentes
concentraciones de las peliculas no se muestra significativa. El proceso de
polimerizacion se estandarizo para la obtencion de BP de 0.2 mm de espesor. Se
ha observado que a concentraciones usadas de AV en los BAV's, el espesor de las
peliculas no se ve modificado, es por ello que el extracto de AV se puede distribuir

por todo el BP sin modificar el espesor (Mohd Nizam et al., 2021).

Tabla 7. Espesor y opacidad de las peliculas BAV's y BP.

Pelicula Espesor Opacidad
(mm) (u.a. /mm)

BAV90 0.19+£0.03 1.18 £ 0.04
BAV60 0.18+0.03 0.95+0.05
BAV30 0.19 £ 0.04 0.82+0.08
BP 0.19 £ 0.02 0.64 + 0.06

La opacidad de las peliculas se determiné obteniendo el valor de la absorbancia a
600 nm, donde se observa que la opacidad se incrementa con el aumento de la
concentracion del extracto de AV de la  siguiente  manera
BP<BAV30<BAV60<BAV90, en la Tabla 7 se observa la relacién de la opacidad en
funcion de la concentracion que aumenta conforme se eleva la concentracion del
extracto, esto nos sugiere que al aumentar la cantidad de extracto de AV en la
matriz, esta se comienza a volver mas opaca, esto por la distribucion del extracto
en la matriz. Cabe senalar que el espesor se usé para la determinacion de la
opacidad de los BAV's y BP.

La opacidad es una de las propiedades de barrera de luz que debe ser
cuidadosamente evaluada cuando se trata de peliculas activas, se espera que la
presencia de compuestos fendlicos provoque una mayor opacidad de los BAV,
relacionado con una mayor absorcion de la radiacién UV-Vis debido a los enlaces

insaturados en sus estructuras (C=C, C=0 y O=C-N). Asi, las peliculas pueden
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actuar como barrera al paso de la luz, reduciendo o retrasando los procesos

oxidativos inducidos por la luz (Dias et al., 2022).

7.3.2 Contenido de humedad, absorciéon de agua y solubilidad

El contenido de humedad en los BAV y BP, se presenta en la Figura 17, donde
apreciamos un comportamiento similar entre los BAV. El BP muestra un mayor
contenido de humedad, esto se debe a las interacciones de los puentes de
hidrogeno entre el agua y el plastificante. El aumento del contenido de humedad en
los BAV's se debe al aumento de las interacciones entre las moléculas polares del

extracto con el agua (Sanchez Aldana et al., 2015).
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Figura 17. Grafica de contenido de humedad de los BAV's y BP.

En la Figura 18, se muestra la absorcion de agua de los BAV's, la cual se debe a
un proceso de hinchamiento de la matriz polimérica del BP. Estos datos nos indican
que tanta agua absorbe la matriz antes de comenzar a disolverse en el medio
acuoso. La absorcion de agua tiene un comportamiento igual al del contenido de
humedad ya que estos espacios que fueron una vez desocupados por el agua se
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vuelven a retomar en cierto grado. En la Figura 18 se puede los porcentajes de
absorcion de agua de los BAV's y BP no muestran una variabilidad significativa.

El contenido de humedad es un parametro importante cuando se trata de productos
cuyo destino es de consumo humano, ya que concentraciones de humedad por
arriba de un 50 % favorecen el crecimiento de hongos, bacterias y levaduras,
ademas que la matriz esta hecha a base de PA un polisacarido que funciona como

alimento para estos microrganismos (Cazon et al., 2017).
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Figura 18. Grafica de absorcién de agua de los BVA 'y BP.

La prueba de solubilidad en agua (Figura 19) se utiliza para determinar la hidrofilia
o hidrofobicidad de las muestras, es un parametro critico, y es necesario

caracterizar la solubilidad de muestras antes de que puedan ser utilizadas.

En la Figura 19 se observa que la solubilidad de las peliculas aumenta conforme
disminuye la concentracion del extracto, esto podria deberse a que se forma una
fuerte interaccion entre el enlace de hidrégeno entre los grupos hidroxilo del

polisacarido y la molécula de glicerol, que reduce la cantidad de agua en la molécula
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y la hace mas sensible. Por lo tanto, un alto contenido de AV en la pelicula
reaccionara mas vigorosamente con el glicerol, lo que hara que se vuelva insoluble
en agua, aumentando la resistencia del agua para penetrar la pelicula y

disminuyendo su solubilidad (Mohd Nizam et al., 2021)
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Figura 19. Grafica de solubilidad de los de los BAV y BP.

7.3.3 Espectroscopia UV-Vis del extracto de Aloe vera, el biopolimero y el

biopolimero adicionado con extracto de Aloe vera en medio acuoso

Se realizé un barrido de 200 a 800 nm para obtener los picos maximos de
absorbancia para los BVA, BP y el extracto de AV. En la Figura 20 se muestran los
espectros de UV-Vis del BP disuelto en agua sin extracto de AV en el cual se
muestra un pico maximo a la longitud de onda de 290 nm. También se muestran los
espectros del extracto de AV disuelto en agua, que tiene un pico maximo en 298 nm

y el BAV disuelto en agua que muestra un maximo en el rango de 290-298 nm
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(Gansukh et al., 2018). Los picos de absorbancia se muestran a 298 nm que se
asocia a compuestos organicos como polifenoles y carbohidratos, mientras que los
picos a 253 nm y 269 nm son indicativos de la presencia de antraquinonas (De
Matteis et al., 2023).
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Figura 20. Espectros de absorcion del UV-Vis del extracto de AV, el BP y BAV.

7.3.4 Identificacion de grupos funcionales por FTIR-ATR

Las peliculas mostraron una banda alrededor de 3298cm™ (Figura 21) atribuido a
los grupos hidroxilo presentes en la PA, el AC y el GLI; asi como al agua absorbida.
Las sefiales en 2940cm™' y 2872cm™ se puede asociar con los grupos CHz de la PA.
Ademas, las bandas en la region de 1716cm™ corresponden a los grupos carboxilo
metilados y no metilados de la PA. Finalmente, los picos pronunciados a 1026 cm™
se atribuyen a los enlaces glucosidicos -C-O-C (Oliva-Moreno & Encinas, 2021). El
GLI también tiene picos caracteristicas de absorcion en el area del espectro 800 cm”
'-1150 cm™, de las vibraciones C-C y el enlace C-O (Mukherjee et al., 2023).
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Figura 21. Espectro FTIR-ATR del BP.

Los grupos funcionales presentes en el AV (Figura 22) fueron determinados por
FTIR-ATR. La sefial mostrd una banda amplia entre 3000 y 3600 cm™' (3305cm™"),
asociada a vibraciones O-H de grupos fendlicos. La banda en 1607cm™ se atribuye
al estiramiento C-O y las bandas en la region entre 1150 y 848 cm™’ se asignan a
C-O-C y vibraciones de estiramiento relacionadas con polisacaridos y azucares
presentes en el AV (Zarandona et al., 2021). La banda de absorcién en 2923cm™
se debe al estiramiento asimétrico C-H en CHz, la banda en 1607cm’" representa el
grupo carbonilo C=0 (Roberto et al., 2023). Las bandas de poca intensidad en el
rango de 2800 cm'-3000 cm™ estan relacionadas con las vibraciones del
estiramiento simétrico (2923 cm™) y asimétrica (2868 cm™) del grupo metileno
(CH2), la banda de 1375cm™ se atribuye al grupo funcional C-OOH. (Mukherjee et
al., 2023).
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Figura 22. Espectro FTIR-ATR del extracto de Ale vera (AV).

Los tres picos en 2099.93 cm™y 1728.84, 1106.66 cm™' corresponden a C=0, C=C,
CH2 y CHs mostrando la vibracion de estiramiento de aldehido, anillo aromatico,
flavonoides, acido carboxilicos, glucésidos de saponina, fenoles y aminoacidos
(Akbari et al., 2021).
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Figura 23. Espectro FTIR de extracto AV, BAV's y BP.

El espectro FTIR del de los BAV's, BP y extracto de AV se presentan en Figura 23.
La adicién de las diferentes concentraciones de AV en los BP mostré dos bandas
en 1609cm™ y otra en 2337cm™ lo que indica que se formaron nuevas interacciones
quimicas entre AV y el BP (Roberto et al., 2023). Con ello se confirma las
interacciones que se observaron en el UV-Vis en el cual se ve modificado el

espectro de absorbancia.

7.4 Ensayos in vivo
7.4.1 Aclimatacién del pez cebra
Durante el periodo de aclimatacién se registraron las muertes, en la cual se obtuvo

menos del 5% de mortalidad, con lo cual se acepto el lote para la realizacion de los
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experimentos. Los peces no mostraron signos visibles de enfermedad o estrés

ademas no presentaron una malformacion aparente.

7.4.2 Prueba toxicolégica del biopolimero adicionado con extracto de Aloe
vera

Durante la prueba toxicoldgica se llevé un registro de las muertes en los lotes de
prueba (Tabla 8). Ademas, se llevo un registro de los signos de estrés de los peces,
como cambio de color del pez, agresividad, el tipo de nado, etc. La prueba
toxicologica determind que el biopolimero no es toxico a las concentraciones

evaluadas.

Tabla 8. Registro de las muertes en la prueba toxicoldgica del PC.

Lote Mortalidad Mortalidad

24h | 48h | 72h | 96h acumulada
Agua de medio 0 0 0 0 0
BP 0 0 0 0 0
BAV30 0 0 0 0 0
BAV60 0 0 0 0 0
BAV90 0 0 0 0 0

7.4.3 Evaluacion de niveles de glucosa

Los niveles de GLU se muestran en la Figura 24 donde se observo que al
administrar el extracto de AV sin ningun tipo de vehiculo a una concentracion de 60
mg/L se redujeron los niveles de glucosa en sangre a 51.33 mg/dL. En cuanto a la
concentracion de BAV30, se observd una menor reduccion de los niveles de glucosa
en comparacion con la concentracion de BAV60 (58.8 mg/dL y 49 mg/dL
respectivamente). Esto quiere decir que las reduccion de los niveles de glucosa en
sangre depende de la concentracion del extracto en la matriz del BP (Yagi et al.,
2009).
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El control diabético (CD) mostro una concentracion de 75.5 mg/dL de glucosa en
sangre. En cuanto a la concentracién mas alta de extracto de AV, se obtuvieron
niveles elevados de GLU. Estos niveles altos de glucosa se pudieron deber a un
estrés generalizado por el proceso de las evaluaciones de glucosa vy triglicéridos.
Se ha observado que en momentos de estrés el organismo libera mas glucosa, con
lo cual esto se pudo ver reflejado en los resultados de los niveles de glucosa en
sangre del PC, o también pudo deberse a que los receptores farmacoldgicos se
encontraban saturados, sin embargo, se necesitan realizar mas pruebas para
determinar esta suposicion. En el caso del control farmacoldgico este mostro
niveles de glucosa en sangre de 68.66 mg/dL, siendo mas efectivo en la reduccién
de glucosa el BAV60.
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Figura 24. Grafica del efecto de los BAV's en los niveles de GLU en sangre del
PC.

Abreviaturas: control sano (CS), control diabético (CD), control farmacolégico (CF), extracto de Aloe
vera (AV60) y tres concentraciones de AV en BP, BAV30, BAV60 y BAV90.

* Se realizé un analisis estadistico con ANOVA de una via con una significancia de p<0.5 comparado
con el control diabético (CD).
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7.4.4 Evaluacion de niveles de triglicéridos

Los niveles de TGL en sangre se observan en la Figura 25, donde notamos que los
niveles de triglicéridos disminuyeron al administrar las diferentes concentraciones
de los BAV's y el extracto sin la matriz. Para el AV60 se obtuvo una concentracion
de 105 mg/dL, el BAV30; 127 mg/dL, el BAV60; 149 mg/dL y el BAV9O0; 160.33
mg/dL de triglicéridos en sangre. Los metabolitos secundarios con efecto
hipolipidico, encontrados en el extracto de AV como lo son el (Z2)-9-Octadecenamida
y el estearato de metilo, son aquellos que les podemos atribuir su efecto en la
reduccion en los niveles de TGL. Se observo un ligero aumento en la concentracion
de los triglicéridos, en las diferentes concentraciones de los BAV. Esto indica que al
aumentar la concentracion del extracto y teniendo como matriz del BP, aumentan
los niveles de TGL en sangre. Sin embargo, se necesitaria tener un blanco donde
se administre el BP sin extracto para poder entender si es que este, realmente esta
elevando los niveles de TGL, y en ese caso determinar si las interacciones entre el
BP y el extracto son las causantes o es propio del modelo experimental que se vean
afectados los niveles de TGL (Yagi et al., 2009).
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Figura 25. Grafica del efecto de los BAV's en los niveles de TGL en sangre del
PC.

Abreviaturas: control sano (CS), control diabético (CD), extracto de Aloe vera (AV60) y tres
concentraciones de AV en BP, BAV30, BAV60 y BAV90.

* Se realizé un analisis estadistico con una ANOVA de una via con una significancia de p<0.5 para

el analisis de los datos comparado con el control diabético (CD).

Yagi y colaboradores reportaron la actividad antidiabética del AV, ellos observaron
una reduccion en los niveles de GLU y TGL ademas del colesterol en sangre de
personas diabéticas, después de darles un tratamiento de AV. Respecto a los
niveles de glucosa en sangre observaron una disminucion del 32 %, respecto a TGL
observaron una reduccion del 35 %, respecto al control diabético (Yagi et al.,
2009).(Elkomy et al., 2023).

7.4.5 Evaluacion inhibitoria de los productos finales de glicacion avanzada
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Figura 26. Grafica del efecto de los BAV's, en la inhibicién de AGE’s en los ojos
de los PC.
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En la Figura 26 se observa el efecto inhibitorio que tiene el AV en la glicacion no
enzimatica de proteinas. El BAV30 mostro una actividad inhibitoria del 26.53 % en
comparacion con AV60 el cual mostro una inhibicién del 14.71 % y el BAV60 no
mostro actividad inhibitoria. Esta evaluacién se realizé como una prueba preliminar

de la posible actividad inhibitoria que puede llegar a tener el extracto de AV.

El efecto inhibitorio de los AGE’s puede atribuirse a los metabolitos secundarios
encontrados en el extracto de AV, como el L-glutamina, n-hexadecanoico y el
estearato de metilo, los cuales al tener un efecto antioxidante pudieron reducir la
formacion de productos finales de glicacion avanzada, ya que se ha reportado que

la actividad antioxidante disminuye la formacion de estos compuestos.
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8 CONCLUSIONES

1. Se elaboro un biopolimero a base de pectina el cual fue utilizado como vehiculo

de administracion del extracto de Aloe vera para evaluar su efecto antidiabético.

2. Se realizd una caracterizacion fisicoquimica del biopolimero, incluyendo medidas

de espesor, opacidad, contenido de humedad, absorcion de agua y solubilidad.

3. Los biopolimeros funcionalizados con extracto de Aloe vera redujeron los niveles
de glucosa vy ftriglicéridos, y disminuyeron la formacion de productos finales de

glicacion avanzada en peces cebra diabéticos.

4. Se identificaron seis metabolitos secundarios en el extracto de Aloe vera, los
cuales se ha reportado que tienen actividad hipoglucemiante, antiglicacion y

antioxidante.

5. Los resultados obtenidos respaldan el potencial del extracto de Aloe vera como
coadyuvante en el tratamiento de la diabetes mellitus utilizando el biopolimero de

pectina como vehiculo de administracion.
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9 PERSPECTIVAS

Se deben realizar estudios en funcion de las concentraciones del extracto de
Aloe vera y del biopolimero, para una via de administracion oral y no solo

que se disuelva en el medio.

Otro punto interesante es el de realizar pruebas mecanicas a los
biopolimeros con extracto y sin él, ademas de realizar pruebas en los medios
gastrico e intestinal, esto para observar un comportamiento mas cercano de
administracion oral de los biopolimeros adicionados con extracto de Aloe

vera.

Realizar pruebas antimicrobianas, ademas de poder ser utilizado como un

cicatrizante.

Realizar un aislamiento y caracterizacion de los metabolitos responsables de

las actividades evaluadas.

Realizar investigaciones adicionales para comprender los mecanismos de
accion involucrados.
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