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RESUMEN

La diabetes es un grupo de alteraciones metabdlicas caracterizadas por
hiperglucemia crénica, como resultado de defectos en la secrecion y/o accion de la
insulina, afecta ademas al metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas
generando hiperlipidemia y glucotoxicidad. La hiperglucemia cronica se asocia con
dafio a largo plazo y disfuncién de diferentes 6rganos, especialmente 0jos, rifiones,
nervios, corazén y vasos sanguineos, generando un importante problema de salud
publica, pues es la principal causa de demanda de consulta externa en instituciones
publicas y privadas, siendo uno de los principales motivos para la hospitalizacién.
México ocupa el 6° lugar a nivel mundial en nUmero de personas con diabetes (10.8
millones) y acorde a lo publicado por la Encuesta Nacional de Salud y Nutricién 2012,
esta enfermedad se encuentra entre las primeras causas de muerte. Si bien la
disposicion de farmacos para el tratamiento y control de la diabetes es variado, el
80% de la poblacion mundial utiliza las plantas como alternativa en el tratamiento de
la diabetes.

Una planta frecuentemente utilizada en los estados de Veracruz e Hidalgo (México)
y en el norte de Luissiana (E.U.A), para curar los sintomas de la diabetes es
Tillandsia usneoides Linneo, conocida comunmente como heno, la cual se prepara
en cocimiento y se administra por via oral. Se ha demostrado que el extracto acuoso
de Tillandsia usneoides tiene un efecto hipoglucemiante en ratones sanos a las 4y 8
horas posteriores a su administracion y se sugirié al acido 3-hidroxi-3-metilglutarico

(HMG), como el principio activo responsable de este efecto. Sin embargo, hasta
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ahora no se cuenta con estudios sobre su mecanismo de accion, que permitan
establecer su grado de eficiencia asi como su potencial efecto toxicolégico, por lo
gue resulta de gran interés determinar si T. usneoides tiene efecto hipoglucémico, a
través de un aumento en la sintesis y/o secrecion de insulina en un cultivo in vitro de

células B pancreaticas (RINm5F).

La linea celular RINm5F fue tratada con diferentes concentraciones del extracto
acuoso de T. usneoides con la finalidad de establecer si puede inducir la sintesis de
insulina y favorecer su secrecion mediante el aumento en la concentracion
intracelular de Ca?*. Los resultados mostraron que T. usnoides aumenta la expresion
del ARNm de insulina s6lo en condiciones hiperglucémicas (30 mM), pero no

favorece el incremento del Ca?" intracelular ni la secrecién de insulina.

Por lo anterior, se sugiere que el extracto acuoso de T. usneoides podria estar
activando la transcripcién del gen de insulina, de tal manera que se incremente la
expresion del mismo, mas no la secrecion de insulina; por lo tanto su mecanismo de

accion podria estar involucrado en la captacion de glucosa a nivel periférico.

14



ABSTRACT

Diabetes is a group of metabolic disorders characterized by chronic hyperglycemia
resulting from defects in the secretion and / or insulin action, it affects the metabolism
of carbohydrates, lipids and proteins causing hyperlipidemia and glucotoxicity.
Chronic hyperglycemia is associated with long-term damage and dysfunction of
various organs, especially eyes, kidneys, nerves, heart and blood vessels, generating
a significant public health problem, it is the leading cause of outpatient demand in
public institutions and private, one of the main reasons for hospitalization. Mexico
ranks 6th in the world in number of people with diabetes (10.8 million), according to
data published by the National Health and Nutrition Survey 2012, this disease is
among the leading causes of death. While the provision of drugs for the treatment
and control of diabetes is extensive, 80 % of the world population uses medicinal

plants as the main remedy.

A commonly plant used in the states of Veracruz and Hidalgo (Mexico) and northern
Luissiana (USA), to cure the symptoms of diabetes is Tillandsia usneoides Linneo. is
prepared in cooking and is administered orally. It has been shown that the aqueous
extract of T. usneoides has a hypoglycemic effect in healthy mice at 4 and 8 hours
after administration and was suggested to 3-hydroxy-3-methylglutaric acid (HMG) as
the active component responsible for this effect. However, so far there are no studies
on its mechanism of action, to establish their efficiency and their potential

toxicological effects, so it is of great interest to determine whether T. usneoides has
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hypoglycemic effect through increased in the synthesis and / or secretion of insulin in

an in vitro culture of pancreatic 3 cells (RINm5F).

The RINm5F cell line was treated with different concentrations of the aqueous extract
of T. usneoides in order to establish whether it can induce insulin synthesis and
promote their secretion by increasing the intracellular concentration of Ca®". The
results showed that T. usnoides increased MRNA expression of insulin only in
hyperglycemic conditions (30 mM), but no promotes the increase of intracellular Ca**
and insulin secretion. Therefore, it is suggested that the aqueous extract of T.
usneoides could be activating the insulin gene transcription, such that the expression
thereof is increased, but not insulin secretion, and therefore their mechanism of action

must be mediate the periferic glucose uptake.
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1.- INTRODUCCION

1.1 Definicion de diabetes mellitus (DM) y sus complicaciones

La diabetes es un grupo de alteraciones metabdlicas caracterizadas por
hiperglucemia crénica, como resultado de defectos en la secrecion y/o accion de la
insulina, afecta ademas al metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas
generando hiperlipidemia y glucotoxicidad (ADA, 2009; Reusch, 2003).

La hiperglucemia crénica se asocia con dafio a largo plazo y disfuncion de diferentes
organos, especialmente ojos, rifiones, nervios, corazén y vasos sanguineos, lo que
conduce al desarrollo de las complicaciones diabéticas, ya sean agudas:
hipoglucemia, cetoacidosis y coma hiperosmolar; o crénicas, que dependen de la
alteracion de vasos Yy capilares sanguineos, pequeiios o de mayor calibre,
clasificandose en micro y macrovasculares, respectivamente. Las primeras se
relacionan principalmente con dafio al endotelio y musculo liso de la
microvasculatura y se manifiestan como nefropatia, retinopatia y neuropatia
diabética. EI aumento de estas complicaciones correlaciona en la mayoria de los
casos con la severidad y duracién de la hiperglucemia crénica. Las complicaciones
macrovasculares son las mas comunes e incluyen a un grupo de trastornos que se
caracterizan por ateroesclerosis y enfermedad isquémica del corazén en todas sus
modalidades, y son una de las principales causas de muerte del paciente diabético
(Diaz-Flores et al., 2004).

Varios procesos patogénicos estan involucrados en el desarrollo de diabetes; éstos

van desde la destruccion autoinmune de las células B del pancreas con la
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consiguiente deficiencia de insulina, hasta las anomalias que se traducen en

resistencia a la accion de esta hormona (ADA, 2009).

1.2 Clasificacion de la Diabetes Mellitus (DM)

El comité de expertos de la Asociacion Americana de Diabetes (ADA), clasifico a la
DM en 4 grupos (ADA, 2014):

e Diabetes tipo 1 (DT1): Resulta de la destruccion de las células B pancreaticas,
conduciendo a una deficiencia absoluta en la produccion de insulina.

e Diabetes tipo 2 (DT2): Resulta de un defecto progresivo en la secrecion de
insulina, generalmente se acomparfia de resistencia a la insulina como antecedente.

e Diabetes gestacional: Se manifiesta durante el embarazo y se caracteriza por
resistencia a la insulina.

e Otros tipos de diabetes: Debidos a otras causas como defectos genéticos en la
funcion de las células B pancreaticas, defectos genéticos en la accion de la insulina,
enfermedades del pancreas exocrino y aquella inducida por farmacos que se

emplean en el tratamiento del VIH/SIDA o después de un trasplante de 6rganos.
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1.3Prevalencia de la Diabetes Mellitus (DM)

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la Federacién
Internacional de Diabetes (IDF por sus siglas en inglés) en el mundo hay mas de 371
millones de personas con diabetes, de los cuales 4 de cada 5, viven en paises de
ingresos bajos y medios, por lo que mas del 80 % de las muertes por diabetes se
registran en éstos. La mitad de las muertes atribuibles a la diabetes ocurre en
personas menores de 60 afios y un 55% son mujeres. La DT2 representa el 90% de
los casos a nivel mundial y se debe en gran medida a un peso corporal excesivo y a
la inactividad fisica. Asi mismo, se estima que para 2030 esta cifra habra aumentado
hasta alcanzar los 552 millones. Hasta hace algunos afios la DT2 sélo se observaba
en adultos, pero en la actualidad también se esta manifestando en nifios (Goodarz et
al., 2011; IDF 2012).

México ocupa el 6° lugar a nivel mundial en nimero de personas con diabetes (10.8
millones) y acorde a lo publicado por la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion
(ENSANUT, 2012), esta enfermedad se encuentra enire las primeras causas de
muerte. La proporcion de adultos con diagnostico previo de DM va en aumento,
registrandose cifras de acuerdo a la ENSANUT 2006 del 7.3% y en la ENSANUT
2012 de 9.2%. Los estados con prevalencias mas altas son: Distrito Federal, Nuevo
Ledn, Veracruz, Tamaulipas, Durango y San Luis Potosi. Sin embargo la IDF estima
gue aun hay 3,452,000 de personas sin diagnosticar (ENSANUT, 2012; IDF, 2012).
La DM es la principal causa de demanda de consulta externa en instituciones

publicas y privadas, siendo uno de los principales motivos para la hospitalizacion.
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Es mas frecuente en el medio urbano (63%) que en el rural (37%); asi mismo, se
estima que la diabetes ha originado al menos 471,000 millones de dolares de gasto
sanitario en 2012 y el 11% de los gastos totales en sanidad en adultos de 20 a 79

afios (ENSANUT, 2012).

1.4 Diabetes tipo 2 (DT2)
La DT2 es una condicion en la que el organismo es incapaz de regular los niveles de
glucosa en sangre. La glucosa proviene de los alimentos ricos en carbohidratos
(almidones y azlcares) y es la principal fuente de energia para el organismo. Se
absorbe en el intestino y se produce en el higado; la glucosa viaja por el torrente
sanguineo a todos los tejidos del organismo que la emplean como recurso energeético
y precursor primordial de otros compuestos que contienen carbono. El incremento de
glucosa en sangre estimula a las células B del pancreas para que secreten insulina,
hormona que regula la concentracién plasmatica de glucosa por dos vias principales:
1) Impide la liberacién hepatica de glucosa y
2) activa la captacion de glucosa por el masculo y el tejido adiposo. Cuando los
niveles de glucosa en sangre bajan, las células B suspenden la secrecion de
insulina y el metabolismo se torna en un estado basal. En la condicion antagonica
de escasez de insulina, la glucosa en sangre se eleva y se produce
hiperglucemia. La alta concentracién de glucosa crea un desequilibrio osmético
gue obliga a la sangre a extraer agua de los tejidos y los rifiones la excretan en la

orina junto con el exceso de sales. Dicha hiperglucemia contribuye también al
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desarrollo de ciertas complicaciones a largo plazo (Lienhart et al. 1992; ADA,

2009).

1.5 Fisiologia de la célula beta

El pancreas es una glandula mixta con doble funcién, ambas relacionadas con el
manejo de los nutrientes. EI 98% del pancreas esta constituido por el pancreas
exocrino, formado por numerosos conductos y acinos lobulares conectados por tejido
conjuntivo y recubiertos por una delicada capsula, cuya funcion es sintetizar,
almacenar y secretar al duodeno, las enzimas (proteasas, lipasas, amilasas y
nucleasas) necesarias para la digestion de los alimentos. ElI pancreas endocrino
representa el 2% de la masa pancreatica total y esta constituido por los islotes de
Langerhans en los que las diferentes células se organizan en una estructura
tridimensional que permite la regulacion paracrina de sus secreciones, con una
enorme vascularizacién que facilita el intercambio rapido de metabolitos y hormonas
al espacio intracelular y la sangre. Todo ello tiene como accion fundamental la
homeostasis de la glucosa (Brandan et al., 2011).

El pancreas humano cuenta con 1 a 2 millones de islotes de Langerhans que se
encuentran distribuidos de forma aparentemente aleatoria; cada islote mide
aproximadamente 0.3 mm de diametro y estan organizados en torno a pequefios
capilares, hacia los que vierten sus hormonas; contienen cinco tipos celulares
principales y dos secundarios, que se distinguen por las caracteristicas de sus

granulos y por su contenido hormonal.
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Los cinco tipos principales son:

e Células a: secretan glucagon que produce hiperglucemia por su actividad
glucogenolitica en el higado.

e Células B: producen insulina, Unica hormona hipoglucemiante.

e Células &: secretan somatostatina que suprime la liberacién de insulina y de
glucagon.

e Células PP: secretan polipéptido pancreatico, que ejerce diversas acciones
digestivas como estimular la secrecién de enzimas gastricas e intestinales e
inhibir la motilidad intestinal.

Células ¢: secretan ghrelina, la cual tiene accion orexigénica.
Los dos tipos celulares secundarios son:

e Células D1: sintetizan polipéptido intestinal vasoactivo (VIP), una hormona que
produce glucogendlisis e hiperglucemia, aunque también estimula la secrecién
de fluidos digestivos.

e Células enterocromafines: sintetizan serotonina (Brandan et al., 2011)

Estos grupos estan contenidos en una estructura altamente organizada, donde las
células B estan en el interior del islote (aproximadamente el 70%) y el resto de los
grupos celulares se encuentra en la periferia. La organizacion del aporte vascular
permite llevar la sangre del nlcleo a la periferia y se le conoce como BAD (B-a-0) por
su forma centrifuga de aporte vascular. Otro tipo celular, recientemente encontrado

en la periferia del islote pancreatico, es el parecido a las células neuronales de
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Schwann, ocupan menos de 1% y se cree que podrian ser importantes en la
regeneracion pancreética (Olvera-Granados, 2008).

La célula B no solo funciona como una bomba de insulina, sino que posee un
sofisticado sistema sensor que adapta la cantidad de hormona secretada a la
demanda glucidica. Aunque la glucosa es el nutriente esencial desencadenante de
dicha respuesta, otros nutrientes, como los acidos grasos y ciertos aminoacidos,
también son capaces de regular respuestas secretoras dependientes de glucosa. La
glucosa puede tener, en este sentido, una doble cara, ejerciendo un efecto
beneficioso o deletéreo sobre la célula B. Todo depende del tiempo en el que la
célula B esta expuesta a las altas concentraciones de glucosa, es decir, si la célula
esta sometida a una hiperglucemia aguda (situacion fisiolégica) o crénica (situacion

patolégica). Esta Ultima es tipica de la DT2 (Roche, 2003).

1.6 Insulina

La insulina fue descubierta en 1922, es una hormona peptidica de 5.8 KDa y es
secretada por las células B en los islotes pancreaticos de Langerhans en respuesta a
niveles elevados de glucosa en la sangre. Su principal funcion es mantener la
homeostasis de la glucosa en el organismo, favoreciendo su entrada Yy
almacenamiento en musculo y tejido adiposo. Ademas, regula el metabolismo de los
carbohidratos, lipidos y proteinas, promueve la divisién y el crecimiento celular a

través de sus efectos mitogénicos (Olivares y Arellano, 2008)
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La insulina es sintetizada en el reticulo endoplasmico rugoso de las células B del
pancreas en forma de preprohormona, la preproinsulina, que al perder 23
aminoacidos de la secuencia lider, se convierte en proinsulina unida por puentes
disulfuro intracatenarios y por el péptido C o péptido conector. Posteriormente es
transportada al aparato de Golgi en microvesiculas, donde es empacada en granulos
de secrecioén, dentro de los cuales ocurre una continua conversion de proinsulina a
insulina, con la liberacion del péptido C por la accién de las convertasas PC2 y PC3 y
la carboxipeptidasa H, quedando como hormona funcional con cadenas A y B de

polipéptidos unidos por puentes disulfuro (Stainer et al., 1996).

1.6.1 Mecanismo de secrecion de la insulina inducida por glucosa y la
importancia del Ca ** intracelular

La glucosa es el estimulo esencial de la secrecion de insulina por la célula
pancreatica, aunque también ejercen su influencia aminoacidos, cetonas, péptidos
gastrointestinales y neurotransmisores. Las concentraciones de glucosa mayores a
3.9 mmolL (70 mg/mL) estimulan la sintesis de insulina primordialmente al
intensificar la traduccion y el procesamiento de la proteina. La glucosa comienza a
estimular la secrecion de insulina cuando es introducida en la célula B por el
transportador de glucosa GLUT-2, el cual es un transportador de glucosa no
dependiente de insulina y lleva a cabo un transporte tipo uniport, tiene baja afinidad
(Km = 15-20 mM) por la glucosa y se expresa en el higado humano adulto, rifidn,

células B y en la membrana basolateral de las células epiteliales del intestino
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delgado. El GLUT-2 actia como un regulador que solo permite la entrada de glucosa
cuando esta lo suficientemente elevada en plasma como para requerir la liberaciéon
de una cantidad significativamente importante de insulina (Yamasaki et al., 2010;
Eliasson et al., 2008).

La glucosa se fosforila mediante la enzima glucocinasa a glucosa-6-fosfato, esta
fosforilacion es el paso limitante de la velocidad que controla la secrecién de insulina
regulada por glucosa. El metabolismo ulterior de la glucosa 6-fosfato por la via de
oxidacion de la glucosa (glucdlisis, ciclo de Krebs y cadena respiratoria) produce ATP
(adenosin trifosfato) y aumenta la relacion ATP/ADP. Lo que favorece la union del
ATP a los canales de K* sensibles a ATP (K'atp), los cuales regulan negativamente
el ATP intracelular, por lo que un descenso en la concentracion de este nucleétido
favorece el cierre del canal. El canal de K'atp €s un octamero compuesto de cuatro
subunidades Kir 6.2 y cuatro SUR1. Ambos tipos de subunidades contienen dominios
de union al nucledtido; Kir 6.2 al parecer media la respuesta inhibidora a ATP; SUR1
se liga a ADP (adenosin difosfato), a las sulfonilureas y meglitinidas (promotores de
la secreciéon de insulina). Al disminuir la permeabilidad de la membrana al K*, el
cation deja de salir y se acumula dentro de las células, y la membrana celular se
despolariza. Esta despolarizacion abre los canales de Ca®* dependientes de voltaje y
el ion Ca?" inunda la célula a favor de un gradiente de concentracién alto, lo que
activa a la fosfolipasa C (PLC), la cual metaboliza al fosfatidilinositol bifosfato (PIP>) y
produce fosfatidilinositol trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG), que participan en la

movilizacién de las reservas intracelulares de Ca?*. Son estas condiciones las que
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activan el complejo sistema de microtibulos y microfilamentos encargados de la

exocitosis de los granulos de insulina (Yamasaki et al. 2010; Eliasson et al. 2008).

(Figura 1).
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Figura 1. Mecanismo de secrecion de insulina inducida por glucosa

(www.esacademic.com).

La disponibilidad de Ca? * regula una serie de eventos; por un lado, la exocitosis de
insulina mediada por segundos mensajeros dependientes de Ca?*, como la PLC, que

se encarga de hidrolizar al PIP, en DAG e IP3; por otro lado, el DAG activa a la
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proteina cinasa C (PKC) que también puede activarse por Ca?" libre en el citoplasma
e inducir la exocitosis de la insulina. Asi mismo, el IP3 entra al reticulo endoplasmico
(RE) para liberar mas Ca®* al citoplasma. El receptor inositol 1,4,5-trifosfato (InsP3R)
es un canal de Ca®" intracelular sensible a IP3 y juega un papel en la regulacién de la

secrecion de insulina.

La secrecién de insulina in vivo es bifasica, con una 1% fase que se desarrolla
rdpidamente y es dependiente de calcio, y una 2* fase lenta y sostenida.
(Roche,2003). En 1999 Gromada y col. identificaron un conjunto de granulos
disponibles para liberacion, RRP (por sus siglas en inglés pool of readily releasable
granules). Estos granulos se sitian en las inmediaciones de la membrana plasmatica
y de ellos se desprende un subconjunto de granulos inmediatamente liberables, IRP
(por sus siglas en inglés immediately releasable pool), los cuales se localizan junto a
los canales de Ca?*, por lo que el término de la 12 fase de secrecién se refleja por el
vaciamiento del IRP, y la 22 fase involucra el suministro de nuevos granulos (Eliasson
et al., 2008). Para su liberacidén, los granulos deben ser reclutados hacia la
membrana plasmatica, donde se acoplan para la fusibn de membranas y la liberacion

de su carga.

La secrecién de insulina también esta regulada por las proteinas Syntaxina 1, VAMP -
2 (vesicle-associated membrane protein-2) y SNAP-25 (soluble N-ethylmaleimide-
sensitive attachment protein-25) (Bhalla et al., 2006), las cuales pertenecen a la
familia de proteinas SNARE (por sus siglas en inglés: soluble N-ethylmaleimide-

sensitive attachment protein receptor). Estas proteinas participan en la movilizacion y
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exocitosis de los granulos de insulina. En 2005 Lam et al., observaron que la
sobrexpresion de Syntaxina 1 en las células 8 disminuye la secrecion de insulina y en
1997 Sadoul et al., ya habian observado que la hidrélisis de VAMP-2 y la ruptura de

SNAP-25 reducen drasticamente la secrecion de insulina.

La DT2 se asocia con una pérdida completa de la primera fase de secrecion de
insulina y con una reduccion considerable de la segunda fase (Eliasson et al., 2008),
lo que genera hiperglucemia persistente, la cual se considera el principal factor de
riesgo para el desarrollo de las complicaciones cronicas de la DM, que son el
resultado de reacciones quimicas y de la activacién o alteracion del metabolismo

causado por el exceso de glucosa (Diaz-Flores et al., 2004).

1.7 Tratamientos farmacolégicos

1.7.1 Hipoglucemiantes orales

1.7.1.1 Sulfonilureas (SU)

Las SU son acidos débiles que se unen ampliamente a las proteinas (> 90%), se
metabolizan en el higado y se excretan a través del rifidn o por las heces. Las SU
aumentan la liberacion de insulina a través del canal de K'atp Y pueden disminuir la
resistencia periférica a la insulina. Las SU bloquean el canal de K*atp € inhiben el
fluo de K", inducen la despolarizacion de la membrana de la célula B y, como
consecuencia, los canales de Ca** dependientes de voltaje presentes se abren para
permitir la entrada de iones de Ca?" lo que produce a su vez activacién de cinasas y

la exocitosis de los granulos secretores de insulina. Las SU de segunda generacion
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(glibenclamida o gliburida, gliclazida, glipizida y glimepirida) presentan mayor
potencia farmacolégica y mayor perfil de seguridad para el paciente (ADA, 2007;

Mateos y Zacarias, 2003).

1.7.1.2 Meglitinidas

Las drogas que pertenecen a este grupo son la repaglinida y la nateglinida. Estos
farmacos restauran la primera fase de secrecion de insulina, disminuyen la
hiperglucemia postprandial y evitan el pico hiperglucémico entre las comidas (ADA,
2007; Mateos y Zacarias, 2003).

Estos farmacos son secretagogos no sulfonilureicos, actian a través del cierre del
canal de K'atp en la membrana de la célula B, se unen a receptores distintos de las
SU. Uno de ellos es un receptor con una alta afinidad por la repaglinida y baja
afinidad por las SU; y el otro es un receptor con una alta afinidad por las SU y una

baja afinidad por la repaglinida (Fuhlendorff etal., 1998).

1.7.1.3 Tiazolidinedionas (Glitazonas)

Estos farmacos (rosiglitazona y pioglitazona) actian a nivel del receptor nuclear
PPAR-y (por sus siglas en inglés: peroxisome proliferator-activated receptor gamma).
La activacion de este receptor modifica la trascripcion nuclear de genes que regulan
el metabolismo de carbohidratos vy lipidos. El efecto mas prominente es el incremento
en la captacion de glucosa estimulada por insulina a nivel de musculo esquelético.

Esto resulta en una disminucién de la resistencia a la insulina en tejidos periféricos,
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ademas de disminuir la produccion hepatica de glucosa (ADA, 2007; Mateos y

Zacarias, 2003).

1.7.1.4 Biguanidas

Las biguanidas son compuestos que tienen 2 moléculas de guanidina, la droga mas
empleada de esta clase es la metformina. La metformina reduce la absorcion
intestinal de glucosa, inhibe la gluconeogénesis, estimula la captacion celular de
glucosa e incrementa la unidn de insulina con su receptor. Mejora la tolerancia oral y
la captacion de glucosa en tejido muscular, por lo que estimula la sintesis de
glucogeno (metabolismo no oxidativo). También se ha observado un incremento en
la concentracion de los transportadores de glucosa GLUT-1 y GLUT-4 en varios

tejidos (ADA, 2007; Mateos y Zacarias, 2003).

1.7.1.5 Inhibidores de la alfa-glucosidasa

Los inhibidores de a-glucosidasa son acarbosa y miglitol. Estos farmacos inhiben la
absorcién de carbohidratos a nivel intestinal después de una comida, por lo que
disminuye la hiperglucemia postprandial. Retrasan la digestion de carbohidratos, al
cambiar la absorcion a las porciones mas distales del intestino delgado y colon, por
lo que retrasan la entrada de glucosa a la circulacién sistémica, lo que permite
ampliar el tiempo de la célula B para aumentar la secrecion de insulina en respuesta

al pico de glucosa plasmatica (ADA, 2007; Mateos y Zacarias, 2003).
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1.7.1.6 Incretinas

Las incretinas son hormonas intestinales que se liberan al torrente circulatorio tras la
ingesta, participan en la homeostasis de la glucemia, regulando la secrecién de
insulina y glucagdon de manera dependiente de la glucosa. Las dos incretinas
identificadas son el polipéptido insulinotriopico gastrico (GIP) y el péptido similar a
glucagén-1 (GLP-1). El GLP-1 se libera en las células L intestinales situadas
principalmente en el duodeno, ileon e intestino grueso y el GIP es producido en las
células K intestinales situadas principalmente en el duodeno y el yeyuno. Su
mecanismo de accidn consiste en activar receptores que se expresan en diferentes
tejidos, como los receptores de GLP-1, acoplados a la proteina G, que se expresan
en las células B y a de los islotes del pancreas, en el sistema nervioso central y
periférico, corazén, rifidn, pulmén, tejido adiposo y tracto gastrointestinal. Las
acciones que produce son: estimula la secrecion de insulina so6lo en caso de
hiperglucemia, por lo que no produce hipoglucemias, inhibe la secrecién de
glucagén, hace mas lento el vaciado gastrico; inhibe la secrecién de acido gastrico y
actua sobre el hipotdlamo produciendo sensacion de saciedad.

El GIP, cuyos receptores se expresan en los islotes pancreéticos, el tejido adiposo y
el cerebro, ejerce efectos estimuladores sobre la secrecién de insulina dependiente
de glucosa y potencia la proliferacién y la supervivencia de células 8, pero no influye
sobre la secrecion de glucagon ni el vaciado gastrico. Tanto el GLP-1 como el GIP

son inactivados por la enzima dipeptidil peptidasa IV (DPP-IV) rapidamente, de tal
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manera que la vida media de GLP-1 circulante es de 1-2 min y la del GIP es de 5-7
min

Un farmaco analogo del GLP-1 es la exenatida, la forma sintética del exendin 4,
péptido que se encuentra de forma natural en la saliva del lagarto Heloderma
suspectum (monstruo de Gila). Es resistente a la enzima DPP-IV e in vitro se une con
mayor afinidad y similar eficacia al receptor de GLP-1, con una vida media de 3-4 h,
resultando eficaz cuando se aplica en monoterapia y en asociacion con
hipoglucemiantes orales, s6lo estd aprobada su utilizacion en el tratamiento
combinado con metformina y/o sulfonilurea en pacientes que no hayan alcanzado el

control glucémico con estos farmacos (Nogales y Arrieta, 2010)

1.7.1.7 Inhibidores de la dipeptidilpeptidasa (DPP-IV)

Los inhibidores de la enzima DPP-IV se unen a la propia enzima inhibiendo de una
forma reversible la hidrélisis de las incretinas enddgenas, con el consiguiente
aumento tanto de GIP como de los niveles de GLP-1 plasmatico, potenciando su
accion, lo que conlleva al aumento de la respuesta insulinica y a la disminucion de la
secrecion de glucagon. En modelos animales se ha observado, al igual que con los
analogos de GLP-1, que se preserva la masa y la funcion de las células B de los
islotes pancreéticos. Tienen la ventaja de que su administracién sea por via oral. Se
ha observado mejoria de la glucemia basal y posprandial, en la hemoglobina glicada

(HbA1c) y un efecto neutro sobre el peso (Nogales y Arrieta, 2010).
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1.7.2 Insulinoterapia

La insulina es necesaria para el metabolismo normal de carbohidratos, proteinas y
grasas. Sin embargo, debe emplearse bajo un control estricto ya que provoca
episodios frecuentes de hipoglucemia y ganancia de peso. En la DT1 es el
tratamiento indispensable que debe ser utilizado desde el momento del diagndstico,
mientras que en la DT2 cuando persiste la hiperglucemia en ayuno, se puede iniciar
con insulina nocturna de manera combinada con hipoglucemiantes orales de
administracion diurna. La insulina humana debe considerarse como el medicamento
de primera linea en la diabetes gestacional y en pacientes diabéticos con sobrepeso,
comparada con insulina o SU, ya que parece disminuir el riesgo de complicaciones
cronicas y los episodios de hipoglucemia (NOM, 2010).

Aunque estos farmacos han demostrado ya su utilidad en el control de la diabetes
mellitus, en la mayoria de los casos no logran detener el desarrollo de las
complicaciones de origen vascular (Tesfaye et al., 2005; Arana y Méndez, 2003),
observandose a menudo efectos secundarios que van desde alteraciones
gastrointestinales, retencion de liquidos, incremento de peso, anemia y siendo el mas
grave la hipoglucemia. Asi mismo hay que recordar que los farmacos
hipoglucemiantes estan contraindicados en el embarazo y la lactancia (Llave-

Gomero, 2008).
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2.- ANTECEDENTES

2.1 Plantas medicinales

Dado que en los dUltimos afios, la hiperglucemia ha sido sefialada como la
responsable de desencadenar las vias sefializacion que convergen finalmente en la
presentacion de las complicaciones tardias de la diabetes, el tratamiento debe estar
dirigido a corregir y/o mantener bajos los niveles de glucosa circulantes. Si bien la
disposicion de farmacos para el tratamiento y control de la diabetes es variado, el
80% de la poblacion mundial utiliza las plantas como principal remedio medicinal,
segun la OMS (Beyra, 2004), siendo en los paises subdesarrollados la primera
alternativa de tratamiento para diversas patologias (Bailey y Day, 1989). No obstante,
en paises como Estados Unidos, la medicina alternativa como complemento a las
terapias médicas prescritas también es frecuente (Garrow y Egede, 2006).

México no es la excepcidon y los pacientes diabéticos recurren esencialmente a la
herbolaria para controlar aquellos padecimientos relacionados con su enfermedad
(Andrade-Cetto y Heinnrich, 2005; Johnson et al., 2006). La medicina herbolaria se
utiliza en adicién a los medicamentos farmacolégicos, por diferentes razones que
incluyen disponibilidad y bajo costo (Romero et al., 2009). Debido a la popularidad de
este tipo de terapia, es que la Organizacion Mundial para la Salud (OMS 2002-
2005), considera que el uso de plantas medicinales puede ser de gran aplicacién en
la atencién primaria de los sistemas de salud, y destaca la importancia de establecer
las bases cientificas que sustenten la seguridad, efectividad y calidad, necesarias

para su administracién en humanos (Sanchez, 2000; Kumar et al., 2007).
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Se conocen mas de 400 tratamientos naturales con plantas para la diabetes mellitus,
pero solo un pequefio nimero de éstos han recibido evaluacion cientifica y médica
para probar su eficacia (Bailey y Day, 1989; Garcia et al., 2009). Por lo que
actualmente varios grupos de investigacion estan interesados en el conocimiento y
desarrollo de nuevas moléculas activas, a partir de diversas plantas medicinales.

Los efectos hipoglucémicos de algunas plantas usadas como remedios antidiabéticos
se han confirmado en algunas poblaciones (Alarcon-Aguilar et al.,, 1998) y los
mecanismos moleculares de su actividad hipoglucémica estan en estudio. En
México, algunas de las plantas antidiabéticas que se encuentran en investigacion son
las pertenecientes a la familia Cucurbitaceae: Cucurbita ficifolia Bouché (chilacayote)
e Ibervilliea sonorae Greene (wareque), debido a sus efectos hipoglucémicos. La
administracion del extracto acuoso de estas cucurbitdceas por separado disminuyen
significativamente los niveles circulantes de glucosa, tanto en animales diabéticos
como sanos (Alarcon-Aguilar et al., 2002;), sus efectos también se han estudiado en
pacientes con hiperglucemia (Acosta et al., 2001). A partir de la década de 1990, se
han realizado importantes estudios farmacolégicos en los cuales se ha probado el
efecto hipoglucémico de diferentes plantas, que fueron usadas en su forma
tradicional (Roman-Ramos et al., 1991, 1992 a, 1992b y 1995; Alarcon Aguilar et al.,
1998; Andrade-Cetto y Heinrich; 2005).

México ocupa el segundo lugar a nivel mundial en el nUmero de plantas medicinales
registradas con 4500 plantas, de las cuales mas de 300 especies vegetales de unas

70 familias diferentes son usadas tradicionalmente para el tratamiento de la diabetes,
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segun informacion etnobotanica registrada en el Herbario medicinal del IMSS
(Mufietén, 2009).

Una planta comunmente utilizada en los estados de Veracruz e Hidalgo (México) y
en el norte de Luissiana (E.U.A), para curar los sintomas de la diabetes es Tillandsia
usneoides L. (heno) (Fig. 2). Se prepara en cocimiento y se administra por via oral

(www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx).

Figura 2. Tillandsia usneoides L. (www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx)

Tillandsia. usneoides L. pertenece a la familia de las Bromeliaceas, es una planta
epffita, herbacea, que cuelga de los arboles en hebras ramificadas de hasta 8 m, sin
raices, se nutre por las hojas que estan cubiertas por tricomas, por lo que sus
requerimientos de agua y nutrientes son minimos; presenta inflorescencias reducidas
a una sola flor terminal. (Hornung-Leoni, 2011).

Se ha demostrado que el extracto acuoso de Tillandsia usneoides tiene un efecto
hipoglucemiante en ratones sanos a las 4 y 8 horas posteriores a su administracion

(Keller y Bonfiglio, 1981) y en 1995 se sugirio al &cido 3-hidroxi-3-metilglutarico
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(HMG), como el principio activo responsable de este efecto (Witherup y Mclaughin
1995). Sin embargo, hasta ahora no se cuenta con estudios sobre su mecanismo de
accion, que permitan establecer su grado de eficiencia asi como su potencial efecto

toxicoldgico.

3.- JUSTIFICACION

La DT2 es reconocida por la OMS como una amenaza mundial. En 2005 se
registraron 1.1 millones de muertes por esta enfermedad, de las cuales alrededor de
80% ocurrieron en paises de ingresos bajos o medios. En México la DT2 ocupa el
primer lugar en nimero de defunciones por afio, sin distincibn de género y de
conformidad con la informacion de la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion 2006
(ENSANUT, 2012) la prevalencia aument6 a 14%, lo que representa un total de 8
millones de personas con diabetes (FMD, 2010).

Hasta el momento las opciones terapéuticas para el tratamiento de esta enfermedad
no son curativas y ademas representan un alto costo, por lo que a pesar de tener una
terapia farmacoldgica, los pacientes siguen utilizando plantas con propiedades
antidiabéticas como alternativa de tratamiento.

Por lo que las plantas medicinales representan una fuente de materia prima para la
blusqueda de nuevas sustancias 0 mezclas de sustancias que permitan ofrecer
alternativas novedosas de tratamiento para el paciente. Sin embargo, antes de iniciar
su estudio a nivel clinico, es necesario validar cientificamente sus efectos

hipoglucémicos, los posibles mecanismos de accion por los cuales estas plantas
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ejercen su efecto hipoglucémico a nivel experimental y determinar si ejercen 0 no
algun efecto toxico sobre el organismo; por lo que resulta de gran interés determinar
si Tillandsia usneoides tiene efecto hipoglucémico, a través de un aumento en la

sintesis y/o secrecion de insulina por la célula B pancreatica.

4.- HIPOTESIS
Si el extracto acuoso de Tillandsia usneoides L. tiene efecto hipoglucémico, entonces

aumentara la sintesis y secrecion de insulina.

5.- OBJETIVO GENERAL
Determinar el efecto de Tillandsia usneoides L. sobre la expresion y secrecion de

insulina en células B pancreaticas sometidas a altas concentraciones de glucosa.

6.- OBJETIVOS PARTICULARES
e Valorar el efecto hipoglucémico de T. usneoides L. in vivo.
e Evaluar la viabilidad de las células RINm5F en presencia de diferentes
concentraciones del extracto acuoso de T. usneoides L.
e Determinar la respuesta en la induccion y secrecion de insulina, en células
RINmM5F en condiciones normoglucémicas e hiperglucémicas, en presencia de
T. usneoides L.

e Medir la concentracién intracelular de Ca?®" en células RINm5F en presencia

de T. usneoides L.
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7.- MATERIAL Y METODO
7.1 Material vegetal
La planta completa de Tillandsia usneoides se compré en mercados populares de la

ciudad de México en el mes de diciembre.

7.2 Obtencidn del extracto acuoso

Tillandsia usneoides L. se identificd taxonomicamente en el herbario del CMNSXXI
con el nimero 15,992. Se tomaron 30 g de la planta completa, se lavd y se sometid
a decoccion en 1 L de agua durante 10 min. La fase acuosa se colocé durante 72 h
dentro de una campana de flujo laminar con aeracion constante y una vez seca se
rasp6. El producto resultante, con rendimiento del 1.63%, se utilizo en los

experimentos correspondientes (Fig. 3).

Figura 3. Obtencion del extracto acuoso de T. usneoides.
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7.3 Efecto hipoglucémico

Para evaluar el efecto hipoglucémico del extracto acuoso de T. usneoides se realizo
un estudio agudo en el que se midié la glucemia a 5 grupos de ratones conformados
por 5 ratones macho CD-1 cada uno.

Los animales fueron sometidos a 12 horas de ayuno y se les determiné la glucemia
al inicio (t=0); posteriormente al grupo 1 se les administré solucion salina, al grupo 2
(control positivo) se les administrd glibenclamida (500 mg/Kg) y a los tres grupos
restantes se les administraron 100, 250 y 500 mg/Kg respectivamente, del extracto
acuoso de T. usneoides. La glucemia se midié a los 120 (t=1) y 240 minutos (t=2)

con el glucometro Accu-Chek Performa de Roche®.

7.4 Cultivo de lalinea celular RINm5F

La linea celular RINm5F productora de insulina proveniente de islotes pancreaticos
tumorales se adquiri6 comercialmente con American Type Culture Collection (ATCC);
se sembr6 en medio RPMI 1640 (GIBCO) suplementado con 10% de suero fetal
bovino (SFB), 1 mM de piruvato, 1 mM de aminoacidos no esenciales, 2 mM de L-
glutamina y 100 U/mL de gentamicina; con una atmdésfera himeda a 37° C y 5% de
CO,, hasta llegar a confluencia (aproximadamente 72 h). Para resembrarlas se utilizd
tripsina 0.025% en PBS-EDTA 2mM y se sembraron en botellas de plastico estériles
de 75 mm? (Corning, Acton, MA, EUA) para iniciar tratamientos. Con este propésito

se pusieron 2.5 x 10° células en cada botella con 10 mL de medio RPMI 1640
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suplementado. Al dia siguiente se les cambié el medio y al segundo dia se

adicionaron los tratamientos

7.5 Viabilidad celular (prueba de azul de tripano)

La viabilidad celular se determin6 por recuento de células vivas por exclusion con
azul de tripano. Este método se basa en que las células vivas (viables) no captan el
azul de tripano, mientras que las células muertas (no viables) si lo hacen. Se cuentan
como muertas las células tefiidas de azul y como vivas las células refringentes. Se
sembraron 200,000 células/pozo en placa de 24 pozos (Nunc) con medio RPMI-1640
supementado y se dejaron crecer por 24 h a 37 °C. Después se lavaron con solucién
PBS y se les cambi6 el medio por uno sin SFB, que contenia 0.1, 0.5, 1, 2.5, 5, 10,
25, 50, 100, 250, 500 y 1000 pg/mL del extracto de T. usneoides por 24 h.
Posteriormente se les retir6 el medio y se centrifugd a 12000 rpm por 5 min, se
guardo el boton y se le agregaron las células previamente desprendidas con tripsina
0.025% en PBS-EDTA 2mM, se homogenizaron y se prepararon alicuotas de cada
muestra (10 pL) en tubos Eppendorff de 0.6 ml y se les agregaron 40 uL de azul de
tripano al 0.4 % (Sigma). Se mezclé y se 10 puL de esta solucion en la camara de
Neubauer para realizar el conteo celular en un microscopio oOptico y objetivo 10X. No
se consideraron las células que estaban fuera del cuadrante de referencia y se
realizd el calculo correspondiente. (Phillips, 1973). La concentracion de células en la
muestra (N° células / mL) se obtuvo sacando el promedio de los 4 cuadrantes,

multiplicado por el factor de la camara (10.000) y por el factor de dilucién empleado.
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Viabilidad = [N® células vivas/(N® células vivas + N° células muertas)] x 100

7.6 Funcionalidad celular (Prueba de MTT)

Para determinar la viabilidad celular se utilizd6 la prueba de MTT reportada por
Mosmann (1983), que se basa en la capacidad de las deshidrogenasas de la célula
para reducir el bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) soluble
en agua (amarillo), a formazan (azul) insoluble en agua. Se sembraron 5000
células/pozo en placa de 96 pozos (Nunc) con medio RPMI-1640 suplementado y se
dejaron crecer por 24 h a 37 °C. Después se lavaron con PBS y se les cambi6 el
medio por uno sin SFB, conteniendo las concentraciones de 0.1, 0.5, 1, 2.5, 5, 10,
25, 50, 100, 250, 500 y 1000 pg/mL del extracto de T. usneoides por 24 h.
Posteriormente se les retir6 el medio y se agregd una solucion de 0.1 mg/mL de MTT
en PBS a pH 7.5. Se incubaron por 3 h a 37 °C y 95% de humedad. A continuacién
se les retir6 el medio (color amarillo) y se les agregdé 200 uL de una solucion de HCI
0.04 M en 2-isopropanol, durante 15 min, para disolver el formazan. El cambio de
absorbencia se leyé a 570 nm en un lector de ELISA. La funcionalidad se determin0
por el porcentaje del cambio de extincion del MTT (Mosmann, 1983; Stockert et al.,

2012).
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7.7 Extraccion de ARN total

Para la extraccion del ARN total de las células RINm5F se empleé la técnica descrita
por Chomczynski (1987). Se sembraron 1 x 10° células por cada tratamiento en
placas de 6 pozos (Nunc); después de 24 h se colectd el medio de cultivo y fueron
lavadas con PBS. Posteriormente se agregd 1 mL de Trizol y se levantaron con un
gendarme de goma estéril. El homogenado se deposité en tubos Ependorff en donde
se les dejo reposar 5 minutos a temperatura ambiente. Después se agregaron 0.2 mL
de cloroformo y se agitd el tubo por 15 segundos. Las muestras se centrifugaron a
11700 g durante 15 minutos a 4 °C. Se colecto la fase acuosa (superior) y se le
agreg6é 0.5 mL de isopropanol; se dejoé reposar 15 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente se centrifugé a 11700 g durante 10 minutos a 4 °C. Se decant6 el
sobrenadante y el precipitado se lavd con 1 mL de etanol al 75% y se centrifugd a
11700g durante 15 minutos a 4 °C. El precipitado (ARN total) obtenido se sec6 al
vacio y el botdon de ARN se resuspendio en una solucion de dietilpirocarbonato
(DEPC) al 0.1% o agua libre de ARNasas. Finalmente se cuantifico6 el ARN por
espectrofotometria mediante el sistema EPOCH®. Asi mismo se observd su

integridad mediante un gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio.
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7.7.1 Cuantificacion de la expresién del ARNm de insulina

Transcripciéon en Reversa acoplado a Reaccién en Cadena de la Polimerasa
(RT-PCR) en tiempo real.

El ADNc se sintetizé a partir de 2 pg de ARN total por retrotranscripcion utilizando la
transcriptasa reversa ImProm Il (Promega), también se utilizaron iniciadores al azar
(random primers 0.5 pg/L). EI volumen total de reaccion (20 uL) se incubd en el
termociclador de Applied Biosystems GeneAmp PCR System 2700 con el siguiente
programa de ciclos: inicio 25 °C por 5 minutos, seguido por la extensién a 42 °C por
55 min, se detuvo la reaccién por inactivacion de la enzima a 70 °C por 15 minutos y
enfriando a 4 °C por 5 mintos.

La amplificacion del ADNc se realizd6 por PCR tiempo real con el estuche “DNA
master plus SYBR Green 1”7 (Applied Byosistems) para el gen a estudiar: insulina, y
B-actina como gen de normalizacién. El proceso se llevd a cabo empleando la
tecnologia SYBR Green con el equipo Rotor Gene. La mezcla de reaccién con un
volumen final de 10 pL contenia 0.5 mM de oligonucleétidos del gen de insulina y 3-
actina como gen de referencia (Figura 4) y la mezcla de reaccién 1X que contenia la
enzima Fast Start, amortiguador para PCR, SYBR Green y MgCl, 3.5 mM. La

expresion del ARNm se determiné por el método del método del Ct comparativo.

Primer Secuencia sentido/antisentido
Insulina (Rata) 5-TGCCCAGGCTTTTGTCAAAC-3’
B- actina (Rata) 5-GTGGGTATGGGTCAGAAGGA-3’

Figura 4. Secuencia de los primers de insulina y B-actina




7.8 Cuantificacion de la secrecién de insulina por el método de ELISA

La técnica de ELISA se basa en un inmunoensayo tipo sandwich con anticuerpos
monoclonales especfificos para insulina, inmovilizados en una microplaca de 96
pozos en una fase solida. Después de los tratamientos se colecté el medio RPMI y
se afiadi6 a los pozos apropiados con una enzima peroxidasa de rabano y un
anticuerpo monoclonal marcado (conjugado), lo que hace que las moléculas de
insulina queden intercaladas entre la fase sélida y el conjugado. Después de incubar
por 2 horas en un agitador mecanico a temperatura ambiente, se lavaron los pozos
con buffer de lavado para eliminar el conjugado no unido. Posteriormente se adicioné
a cada pozo el sustrato proporcionado por el proveedor, incubando nuevamente la
microplaca en un agitador mecanico a temperatura ambiente por 15 minutos para
permitir la reaccion del sustrato con el conjugado unido en los pozos; pasado el
tiempo de incubacion se detuvo la reaccion, afadiendo “stop solution”, cambiando el
color de azul a amarillo. Finalmente se midi6 la absorbencia con un lector de
microplacas a 450 nm y a 620 nm, los valores de la dltima longitud de onda sirven
para corregir las imperfecciones en la placa y se restan de los valores a 450 nm. La
intensidad del color generado es directamente proporcional a la cantidad de insulina

en la muestra.
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7.9 Cuantificacion intracelular de Ca®*

Para determinar el contenido de Ca®" intracelular se utiliz6 el método de Bellomo et
al. (1982), el cual se basa en la medicion espectrofotométrica del complejo formado
por Arsenazo Il (4cido 2, 2’ dibencenoarsénico) y el Ca®" libre intracelular. Se
tomaron 5 pL de fraccion citosolica a la cual se le adicioné 1 mL del indicador
Arsenazo Il (30 pL) preparado en HEPES 5.0 mM a pH 7.4. El complejo formado
Arsenazo lIl-Ca®* se ley6 a una longitud de onda de 675 y 685 nm. La concentracion
intracelular de Ca?* se determiné utilizando la siguiente ecuacion:

C=AAbs/(e —¢€’) |

Donde:

C: es la concentracion de Ca®" intracelular,

AAbs: diferencia de las absorbencias leidas a las longitudes de onda de 675 y 685
nm.

€ es el coeficiente de extincion molar (2.80 x 10*cm™*M™) del complejo Arsenazo Ill-
Ca2+

£”: es el coeficiente de extincién molar (0.19 x 10“cm™M™?) del Arzenazo Iil libre de
Ca2+

I: es la longitud del paso de luz de la celda (1cm).

Los resultados se expresan como moles de Ca?" libre intracelular/mg de proteina.
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7.9.1 Cuantificacion de proteinas.

El contenido de proteinas en las muestras se determindé por el método de Lowry, con
el estuche comercial Dc Protein assay kit (Bio Rad). Se hizo una dilucién 1:10; la
cuantificacion se realiz6 tomando como referencia una curva patron de albumina
sérica bovina en un rango de 0 a 17.5 ug/ml. Posteriormente se leyo la absorbencia

a 590 nm en un lector de ELISA y se determind la concentracion de proteina total.

7.9.2 Analisis estadistico

Cada experimento se realizd por triplicado en eventos independientes. El andlisis
estadistico de los resultados se hizo mediante un andlisis de varianza (ANOVA)
seguido por la prueba Muitiple de Duncan con el programa NCSS y un nivel de

significancia del 95%.
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8.- RESULTADOS

8.1 Efecto hipoglucémico del extracto acuoso de T. usneoides.

La glucemia del grupo de ratones a los que se les administr6 100 mg/Kg del extracto
acuoso de T. usneoides mostro una disminucion significativa respecto al grupo
control, misma que se mantiene hasta el minuto 240. El grupo al que se le
administraron 250 mg/Kg del extracto presentd un aumento en la glucemia al minuto
120, sin embargo tuvo un drastico descenso al minuto 240, similar al de
glibenclamida y estadisticamente significativo respecto al control. El grupo tratado
con 500 mg/Kg registr6 un aumento desde el minuto 120, mismo que se mantuvo
hasta el 240, sin embargo no fue estadisticamente diferente al control (Fig. 5); en
estos animales ademas se observd letargo, disminucion de la motricidad e

hipotermia.
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Figura 5. Niveles séricos de glucosa en ratones tratados con diferentes

concentraciones del extracto de T. usneoides.(n=5 * p< 0.05)
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8.2 Viabilidad y funcionalidad celular

8.2.1 Prueba de viabilidad celular por azul tripano en las células RINm5F

Se observa que las células tratadas con diferentes concentraciones del extracto
acuoso de T. usneoides mantuvieron una viabilidad cercana al control hasta la
concentracién de 1 pg/ml; posteriormente se observa una disminucién significativa

con respecto al control después de 2.5 ug/mL de extracto T. usneoides en respuesta

al aumento en la concentracion (Fig. 6).
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Figura 6. Células RINm5F cultivadas con diferentes concentraciones del extracto de

T. usneoides (n=24; * Diferencia significativa respecto al control p< 0.05).

49



8.2.2 Prueba de funcionalidad celular en las células RINm5F por MTT

Las células tratadas con el extracto acuoso de T usneoides mantuvieron una
funcionalidad mayor al 95% en un rango de 0.1 a 10 pg/mL, por lo que las
concentraciones elegidas para los tratamientos posteriores fueron 0.1 y 1 pg/mL, ya
que ambas figuran en el rango de aceptacion tanto en la prueba de viabilidad como

en la prueba de funcionalidad celular (Fig. 7).
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Figura 7. Funcionalidad de las deshidrogenasas en células RINm5F tratadas con
diferentes concentraciones del extracto de T. usneoides (n=24; * Diferencia

significativa respecto al control p< 0.05).

50



8.3 Extraccién de ARNm de células RINm5F
La extraccion del ARN total asi como su integridad se corroboré mediante

electroforesis un gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio (Figura 8).
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Figura 8. Andlisis de la integridad del ARN en gel de agarosa al 1 % tefiido con
bromuro de etidio. Los carriles 1 y 2 corresponden a células control (11 mM), los
carriles 3 y 4 a células cultivadas con alta glucosa (30 mM), carriles 5 y 6 a
glibenclamida, carriles 7 y 8 a células tratadas con 0.1 pg/mL de T. usneoides y
11mM de glucosa, carriles 9 y 10 a células tratadas con 1 pg/mL de T. usneoides y
11 mM de glucosa, carriles 11 y 12 a células tratadas con 0.1 pg/mL de T. usneoides
y 30mM de glucosa y los carriles 13 y 14 a células tratadas con 1 pg/mL de T.

usneoides y 30 mM de glucosa.
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8.4 Expresion del gen de insulina

La adicion del extracto acuoso de T. usneoides a concentraciones de 0.1 y 1 pg/ml
a las células RINm5F cultivadas con 11 mM de glucosa por 24 horas no afecta la
expresion del ARNm de insulina (Figura 9). Sin embargo cuando las células se
cultivaron con alta glucosa (30mM) y se les adiciond el extracto de T. usneoides a
una concentraciéon de 0.1 pg/ml d por 24 horas, se observd una disminucién
significativa en la expresion del gen de insulina con respecto al control (p< 0.05).
Cuando se aumentd la concentracion del extracto a 1 pg/ml la expresion de insulina

incrementd significativamente con respecto a 0.1 pg/ml y al control (Figura 10)
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Figura 9. Células RINm5F cultivadas con 11mM de glucosa y T. usneoides. n= 6
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Figura 10. Células RINm5F cultivadas con 30 mM de glucosa y T. usneoides.

(n= 6 * diferencia significativa respecto al control p <0.05 con respecto al control)
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8.5 Cuantificacién de la secrecion de insuilina
El tratamiento con el extracto de T. usneoides, (diferentes concentraciones) durante
24 horas, no afectd la secrecidon de insulina en las células RINm5F cultivadas tanto

con 11mM como con 30 mM de glucosa (Figuras 11y 12).
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Figura 11. Secrecion de insulina en células RINm5F cultivadas con 11mM de

glucosa y T. usneoides n= 6
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Figura 12. Secrecion de insulina en células RINm5F cultivadas con 30 mM de

glucosa y T. usneoides. En esta condicién Unicamente se emplearon las dos

concentraciones elegidas para los experimentos. n=6
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8.6 Cuantificacion de Ca®"intracelular
El contenido de Ca*" en las células cultivadas con 11mM en presencia de 0.1 y 0.5
Mg/mL del extracto de T. usnheoides, disminuyé significativamente (p<0.05), con

respecto al control. (Figura 13).
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Figura 13. Contenido de Ca®" intracelular en las células RINm5F (n=6; * Diferencia

significativa respecto al control p< 0.05)
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9. Discusion

Todos los pueblos del mundo han usado las plantas medicinales para atender sus
problemas de salud, ya sea por una idealizacion de lo natural o por la situacion de
pobreza de grandes sectores de la poblacién. El uso de las plantas para curar
diversos males es una practica que ha ido en aumento en los Ultimos tiempos; sin
embargo pocas estan validadas cientificamente y por lo tanto se desconoce su

seguridad y eficacia.

Si bien las plantas pueden poseer propiedades curativas, por distintas causas
pueden transformarse en factores de intoxicacion. En el proceso de infusion y
decoccidn, algunas alcanzan una gran concentracién de sus sustancias activas. Por
lo tanto, es necesario conocer con exactitud la cantidad de hierba a usar, el volumen
de agua y el tiempo de coccion. Aungque la utilizacién de plantas curativas es una
medicina alternativa valida, en algunas ocasiones su uso es empirico y hasta
fraudulento, por lo que pueden aparecer cuadros toxicos derivados de su consumo
afectando principalmente a nifios desde el nacimiento, ancianos y mujeres en

gestacion o lactancia (Marinoff et al. 2009).

Las plantas medicinales pueden presentar dos tipos de toxicidad:

a) Toxicidad intrinseca, en la cual la planta produce metabolitos téxicos para el ser
humano. La presencia de sintomas dependera de la dosis (intoxicacion aguda) o del

tiempo de empleo (intoxicacion cronica). Ejemplos de metabolitos toxicos: alcaloides,
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algunos flavonoides, (glicosidos cardiotdnicos y cianogenéticos, &acidos.

aristoloquicos, derivados terpenoides (taxol, ascaridol, cucurbitacinas).

b) Toxicidad extrinseca, la planta no produce sustancias potencialmente toxicas, pero
éstas provienen de la presencia de contaminantes (mezclas con especies toxicas,
metales pesados, pesticidas de la agricultura, micotoxinas o alta carga microbiana)

(Marinoff et al. 2009).

Entre las plantas medicinales usadas en México se encuentra Tillandsia usneoides
Linneo, la cual es empleada contra padecimientos como bronquitis, diabetes, riflones

y como antiepiléptico, también se le atribuyen propiedades astringentes.

Su empleo es principalmente en cocimiento y administrada por via oral.

(www.medicinatradicional.unam.mx).

Esta planta también es utiizada como ornamento de los “nacimientos” en épocas
decembrinas, forraje para animales y como embalaje (www.conabio.gob.mx). Sin
embargo, otro uso poco conocido es el que tiene como biomonitor atmosférico (Olive

et al. 2012).

Para comprobar su actividad hipoglucémica Keller et al. (1981) realizaron un estudio
agudo en el que administraron 250 mg/Kg del extracto acuoso de Tillandsia
usneoides a un grupo de ratones y a las 2 y 4 horas posteriores a la administraciéon
hubo una importante disminucién de la glucosa; sin embargo, no muestran resultados
a diferentes dosis, ni de toxicidad. Por lo tanto para iniciar este estudio se propuso

determinar si la planta a diferentes dosis mantiene su actividad hipoglucemiante in
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vivo. Los resultados mostraron que a diferencia de los reportes previos, el extracto de
Tillandsia usneoides a una concentracion de 100 mg/Kg disminuye la concentracién
sérica de glucosa; sin embargo, cuando se incrementa la concentracién del extracto,
también aumenta la glucemia, lo cual puede deberse a que la planta contiene
carbohidratos (Whiterup et al., 1995). A los 240 min, la concentracion de glucosa
disminuyé con 100 y 250 mg/Kg del extracto, de forma similar a lo que se observé en
los animales tratados con glibenclamida. La adinstracién de 500 mg/Kg del extracto
no disminuyd la glucemia y ademas mostré efectos nocivos en los animales, ya que
inmediatamente después de su administracion, los animales quedaron inactivos

presentaron disminucion del tono abdominal e hipotermia.

Estos resultados confirman la actividad hipoglucemiante de T. usneoides a dosis de
100 y 250 mg/Kg. Sin embargo, su uso en la medicina tradicional debe ser
precautorio, pues si bien es un producto natural, a dosis elevadas puede representar
un riesgo de toxicidad, debido quizds a la presencia de metales pesados y no a la
planta por si misma, pues como se mencion0 anteriormente es utilizada como

biomonitor de la contaminacion ambiental (Olivé et al., 2012).

Uno de los objetivos del presente trabajo fue determinar la concentracion 6ptima del
extracto de T. usneoides para las células B. Para esto, se utilizd la prueba de MTT
(Mosmann et al.,, 1983). En donde la cantidad de MTT reducido a formazan es
directamente proporcional al nimero de células vivas (Stockert et al., 2012). Las
reacciones bioquimicas son realizadas por las deshidrogenasas, enzimas

encargadas de llevar a cabo reacciones de éxido-reduccion (Mathews et al., 2002).
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La fiabilidad de esta prueba permitid6 determinar la concentracion en la que las
células B tenian una viabilidad superior al 95%, al ser tratadas con el extracto acuoso
de T. usneoides durante 24 horas, con concentraciones que fueron desde 0.1 hasta
1000 pg/mL, encontrando que las concentraciones de 0.1 a 10 yg/mL son adecuadas
para tratar a las células (Fig. 7). Estos resultados se corroboraron con la prueba de
azul de tripano y se determind que las concentraciones adecuadas para los

tratamientos posteriores son 0.1 a 1 pyg/mL (Fig. 6),

La homeostasis de glucosa depende tanto de la regulacién de la secrecion de
insulina en las células B pancreaticas como de la sensibilidad de los tejidos

periféricos a la accion de ésta hormona (Maechler, 2002).

La insulina es secretada en respuesta a glucosa, aminoacidos y acidos grasos,
siendo la glucosa, el estimulo principal. Su liberacion también es controlada y
modulada por  neurotransmisores y hormonas (glucagon, polipéptido inhibidor

gastrico, péptido semejante a glucagon y la somatostatina) (Maechler, 2002).

La célula B posee gran flexibilidad para cumplir los requisitos de adaptacién de la
secrecion de insulina en respuesta a los cambios en la sensibilidad a la insulina o
insulinorresistencia por parte de tejidos periféricos, como higado, musculo y tejido
adiposo. La secrecion de insulina es un evento complejo, regulado por una serie de
moléculas y de segundos mensajeros que actian solos o en conjunto. Una falla en la

+ATP

sefializacion y/o en el adecuado cierre del canal de K puede contribuir a la

60



patogénesis de la diabetes, en la que las células B ya no pueden secretar las

cantidades de insulina requeridas por el organismo (Yamazaki etal., 2010).

En las células cultivadas con 11 mM de glucosa y tratadas con 0.1 y 1 pg/mL del
extracto acuoso de T. usneoides no se encintr6 un aumento en la expresion del
ARNM ni en la secrecion de insulina (Figuras 9 y 11, respectivamente). Sin embargo
en presencia de 30 mM de glucosa y 1 pg/mL del extracto de T. usneoides la
expresion del gen aumento significativamente. No obstante, no hubo cambios en la

secrecion de insulina con ninguna concentracion (Figuras 10y 12).

Estos resultados permiten elucidar que el extracto acuoso de T. usneoides podria
actuar a nivel de la transcripcion del gen de insulina mas que en la secrecion de la
misma, puesto que la secrecidn no esta regulada sélo por glucosa, secretagogos no
glucidicos (aminoacidos y lipidos), hormonas insulinotropas y neurotransmisores
(Montanya y col., 2007), sino también por las acciones combinadas de factores de
transcripcién necesarios para el desarrollo y la supervivencia de la célula B, como
FOX01, FOXA2, PDX1/IPF-1, PAx4, Pax6, NeuroD1/BETA2, NKX2.2, MafA, HNF,
entre otros; (Lazo de la Vega-Monroy y Fernandez-Mejia, 2009). Estos factores
regulan la transcripcién del gen de insulina en respuesta a diferentes estimulos,
como glucosa y la uniéon de GLP-1 a su receptor.

Se sabe que BETA2 y PDX1 son reguladores directos de la transcripcion de insulina
(Artner-Stein, 2008) y FOXA2 regula una serie de factores que van desde los canales
ibnicos, enzimas metabdlicas, hasta proteinas implicadas en la exocitosis de los

granulos de insulina, ademas de controlar genes que incluyen Mtac2dl, Chgb y
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VAPB, que pueden controlar la biogénesis de los granulos de insulina y las
interacciones de las proteinas SNARE para su secrecion. Asi mismo la fosforilacion
en PDX-1 y la glucosilacion en MafA y NeuroD1 son necesarias para su movilizacion
al nucleo, donde inducen la expresion del gen de insulina (Gao et al., 2007). Por esto
se puede decir que T. usneoides probablemente esté activando a estos factores,

ya gue se observo un incremento en la expresion del gen de insulina de las células
RINmM5F tratadas con éste extracto.

Por otro lado, hay factores que inhiben la expresion del gen de insulina mediante la
exposicion crénica de las células B a concentraciones de glucosa superiores a las
fisiologicas (30 mM), dando lugar a la disminucion de la transcripcién del gen de
insulina. El factor de transcripcion basico leucina cremallera, CCAAT/ potenciador de
union a la proteina beta (C/EBPbeta), es un represor de la transcripciéon del gen de

insulina en condiciones de glucosa alta (Lu etal.,. 1997).

Probablemente a la concentracion de 0.1 pg/mL el extracto de T. usneoides esté
actuando como represor del gen, ya que como se muestra en la figura 10, su
expresion disminuyd significativamente, no obstante conl pg/mL del extracto acuoso

de T. usneoides la expresion del gen se incrementa.

Por lo anterior, se sugiere que el extracto acuoso de T. usneoides podria estar
activando la transcripcion del gen de insulina, de tal manera que se incremente la
expresion del mismo, mas no la secrecidon de insulina, debido quizas a alguna

alteracion de las proteinas involucradas en la exocitosis.
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Las células tratadas con glibenclamida (4 mM), un potente agente hipoglucemiante,
perteneciente a la clase de las sulfonilureas, que actda a nivel de los canales de
K* TPy que es uno de los principales farmacos disponibles para el tratamiento de la
DT2, no mostraron cambios significativos en los niveles de ARNm de insulina (Fig. 9
y 10); esto concuerda con la literatura, pues el mecanismo de accion de las
sulfonilureas es liberar la insulina preformada en las células B, mediante el bloqueo

+ATP

de los canales de K para aumentar la concentracion del Ca?* e inducir la

secrecion de insulina (Florez et al.,1997).

La concentracion de glucosa en plasma esta bajo el control de retroalimentacion de
la insulina a través de los cambios en el metabolismo de las células 3, donde es
capaz de estimular la secrecion de insulina mediante sefiales desencadenadoras y
amplificadoras. Las sefiales que desencadenan la secrecién involucran una serie de
eventos bien definidos como, la entrada de glucosa por difusion facilitada, el
metabolismo de ésta mediante la glucdlisis, el incremento del ATP, el cierre de los
canales de K*™, despolarizacién de la membrana, apertura de los canales de Ca?",
incremento en la [Ca®']i y activacion de la maquinaria de exocitosis; por lo que el

concepto de que la [Ca?']i es la sefial que desencadena la secrecién de insulina

inducida por glucosa es ampliamente aceptado (Henquin, 2000).

Las células presentan dos fuentes principales de Ca®*: la extracelular y la existente
en organelos intracelulares. El reservorio mas importante de Ca®" intracelular es el

reticulo endoplasmico (Diaz-Horta, 2003).
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En la célula B la entrada de Ca?* por el aumento en la concentracién de glucosa
extracelular y el incremento del contenido de ATP intracelular, lejos de provocar el
vaciamiento de Ca?* del reticulo endoplasmico, facilita la entrada de Ca®" a este
organelo a través de la Ca**-ATPasa localizada en su membrana. Por otra parte, la
membrana del reticulo endoplasmico de las células B exhibe altos niveles de fuga
pasiva de Ca?". Estas peculiaridades de la célula B en cuanto al manejo del Ca®* se
ajustan estrechamente a su funcion principal, la produccion y secrecion de insulina
(Diaz-Horta, 2003). Ademas, el alto contenido de Ca?* en el reticulo endoplasmico,
es importante para el correcto procesamiento de la proinsulina y para su

transferencia a los granulos secretores (Tengholm et al. 1998).

Con los resultados obtenidos en relacion con la inhibicion de la secrecion de insulina
por T usneoides, se puede decir que el extracto puede estar actuando de dos
maneras, una es impidiendo el cierre de los canales de K*™", de tal manera que no
permite la entrada de Ca®* a la célula, pues como lo demuestran los resultados (Fig.
13), no hay aumento en la concentracién intracelular de Ca?* a ninguna de las
concentraciones estudiadas. Otra via por la que puede actuar el extracto de T.
usneoides es alterando la expresion de las proteinas involucradas en la exocitosis y

por ende no hay secrecion de insulina.
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10. Conclusiones

s El extracto acuoso de T. usnheoides aumenta la expresion del ARNm de

insulina, sin alterar la excrecion.

< El extracto acuoso de T. usneoides no modifica la concentraciéon intracelular

de Ca®*, por lo que la disminucién de la glucosa es por otro mecanismo.

« El mecanismo de accion de T. usneoides probablemente esté mediado por la
captacion de glucosa a nivel periférico, ya que no favorece la secrecion de

insulina en las células B pancreaticas.
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