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ABSTRACT

In Mexico, plants such as Ibervillea sonorae, Justicia spicigera, Mentha spicata
or Hibiscus sabdariffa are used in the form of decoctions by the Mexican population
to prevent or treat metabolic diseases such as obesity and diabetes. However,
scientific evidence about its beneficial effect on health is still in process. In addition,
the consumption of these medicinal plants could produce side effects. In this work,
the therapeutic effects of individual decoctions of these four plants on obesity and
its complications were evaluated in an in vivo model of obesity induced with a
hypercaloric diet, and the possible adverse effects caused by their prolonged
consumption in rats fed a commercial diet. Phenolic compounds from each decoction
were identified and quantified by UPLC-PDA-ESI-QgQ. The effects of these
decoctions were evaluated in diet-induced obese rats on insulin resistance, glucose
tolerance, hypertriglyceridemia, as well as lipid storage in liver and adipose tissue
by biochemical assays and histological analyses. Treatments that generated a
positive effect on the parameters described above were selected to evaluate their
possible mechanisms of action using RT-gPCR and metabolomic analysis
(UPLC/QTOF-MS). Finally, tissues such as: liver, kidney and colon were examined
to evaluate various parameters that allow detecting possible side effects from the
consumption of these decoctions in rats that consumed a commercial diet. UPLC-
PDA-ESI-QqQ analysis revealed that caffeoylquinic acid derivatives are the most
abundant phenolic compounds in the decoctions. H. sabdariffa consumption
prevented body weight gain, improved glucose homeostasis, and decreased
adipocyte hypertrophy in obese rats. Whereas the consumption of I. sonorae
decreased the levels of triglycerides and glucose in rats fed a hypercaloric diet.
Therefore, these decoctions (I. sonorae and H. sabdariffa) were selected, and it was
confirmed that 12 weeks of treatment were sufficient to create a change in the
metabolic profile, which could indicate a regulation of the metabolites and be
associated with an effect positive about health. On the other hand, no morphological
changes were found in the organs evaluated with the consumption of herbal
decoctions in rats fed a commercial diet. Therefore, treatments with H. sabdariffa or
I. sonorae decoctions improving glucose homeostasis and triglyceride levels of
obese rats and no adverse effects were observed during their consume. The
consumption of these decoctions could provide positive effects and be useful for the
treatment of metabolic diseases such as obesity and its complications.
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RESUMEN

En México, plantas como Ibervillea sonorae, Justicia spicigera, Mentha spicata
o Hibiscus sabdariffa se utilizan en forma de decocciones por la poblacién mexicana
para prevenir o tratar diversas enfermedades como la obesidad y la diabetes. Sin
embargo, la evidencia cientifica a cerca de su efecto benéfico en la salud aun esta
en proceso. Ademas, el consumo de dichas plantas medicinales podria producir
efectos colaterales. En este trabajo se evaluaron los efectos terapéuticos de las
decocciones individuales de estas cuatro plantas sobre la obesidad y sus
complicaciones, en un modelo in vivo de obesidad inducido con dieta hipercalorica,
y se evaluaron los posibles efectos adversos provocados por el consumo
prolongado de dichas decocciones en ratas alimentadas con una dieta comercial.
Se identificaron y cuantificaron compuestos fendlicos extraibles de cada decoccién
por UPLC-PDA-ESI-QQQ. Los efectos de estas decocciones se evaluaron en ratas
obesas inducidas por dieta sobre la resistencia a insulina, tolerancia a la glucosa,
hipertrigliceridemia, asi como almacenamiento de lipidos en tejido hepatico y
adiposo mediante ensayos bioquimicos y analisis histoldgicos. Se seleccionaron los
tratamientos que generaron un efecto positivo sobre los paradmetros anteriormente
descritos para evaluar sus posibles mecanismos de accion empleando RT-gPCR y
analisis metabolémico (UPLC/QTOF-MS). Finalmente, se examinaron tejidos como:
higado, rifidn y colon para evaluar diversos parametros que permiten detectar
posibles efectos colaterales por el consumo de dichas decocciones en ratas que
consumieron dieta comercial. El analisis UPLC-PDA-ESI-QgQ revel6o que los
derivados del acido cafeoilquinico son los compuestos fenolicos mas abundantes
en las decocciones. El consumo de H. sabdariffa previno el aumento de peso
corporal, mejord la homeostasis de glucosa y disminuy® la hipertrofia de adipocitos
en ratas obesas. Mientras que, el consumo de |. sonorae disminuy6 los niveles de
triglicéridos y glucosa en ratas alimentadas con una dieta hipercal6rica. Por lo
anterior, se seleccionaron dichas decocciones (l. sonorae e H. sabdariffa) y se
confirmé que 12 semanas de tratamiento fueron suficientes para crear un cambio
en el perfil metabdlico, lo que podria indicar una regulacion de los metabolitos y
asociarse a un efecto positivo sobre la salud. Por otro lado, no se encontraron
cambios morfoldgicos en los 6rganos evaluados con el consumo de las decocciones
herbales en ratas alimentadas con dieta comercial. Las decocciones de H.
sabdariffa o I. sonorae mejoraron la homeostasis de la glucosa y los niveles de
triglicéridos sin que se observaran efectos adversos. El consumo de estas
decocciones podria brindar efectos positivos a la salud y ser util para el tratamiento
de enfermedades metabdlicas como la obesidad y sus complicaciones.
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1. INTRODUCCION

De acuerdo con el comité del Atlas de la Diabetes de la Federacion
Internacional de Diabetes (IDF, por sus siglas en inglés), 537 millones de personas
fueron diagnosticadas con esta enfermedad en 2021. Ademas, la diabetes es
considerada una de las patologias que genera mayor gasto en el sector salud y
México se encuentra entre los primeros diez paises por gasto total en salud debido
a la diabetes (IDF, 2021). Por lo que, comunmente las personas buscan alternativas
mas economicas. De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (WHO, por
sus siglas en inglés), el 88% de los estados miembros recurren al uso de la medicina
tradicional para satisfacer sus necesidades de salud (WHO, 2019). En México, 5%
de los pacientes diabéticos emplean farmacos para el control de la enfermedad,
mientras que el 2% recurre al uso de plantas medicinales y 93% utiliza una
combinacion de ambos. En la medicina tradicional mexicana, plantas como
Ibervillea sonorae, Justicia spicigera, Mentha spicata L. o Hibiscus sabdariffa se
utilizan comunmente, debido a su bajo costo y facil acceso, para tratar o prevenir
enfermedades metabdlicas (Johnson et al., 2006). Sin embargo, el consumo de
plantas medicinales puede no cumplir con las expectativas de eficacia y seguridad
para los consumidores. Este trabajo tuvo como objetivo evaluar los efectos de cada
decoccion individual para el control de la obesidad y sus complicaciones, como la
resistencia a insulina, la hipertrigliceridemia y la esteatosis hepatica inducida por
una dieta hipercaldrica y estudiar los cambios en el perfil metabdlico, asi como
evaluar los posibles efectos adversos causados en higado, riflones y colon. La
presente investigacion pretende identificar la efectividad y la seguridad de las
terapias a base de las hierbas anteriormente mencionadas empleadas en México

para el control de la obesidad y sus complicaciones.

19



2. ANTECEDENTES

2.1. Diabetes mellitus

La diabetes mellitus es una enfermedad crénica caracterizada por un
aumento en los niveles de glucosa en sangre, aparece cuando el pancreas no
produce suficiente insulina o cuando el organismo no utiliza eficientemente esta
hormona (WHO, 2019). La diabetes se ha convertido en un problema de salud
publica que ha incrementado de forma alarmante en todo el mundo, se proyecta que
las cifras incrementaran hasta 643 millones para el 2030, lo que representa el 11.3%
de la poblacion mundial. Ademas, se estima que el 94% de estos aumentos
ocurrirdn en paises de ingresos medios-bajos (IDF, 2021). La diabetes es una
enfermedad degenerativa que cuando no es controlada adecuadamente puede
disminuir progresivamente el funcionamiento Optimo del tejido nervioso
(neuropatias), la retina (retinopatia), provocar pérdida de vision e incluso ceguera,
dafios en rifidn (nefropatia) e higado (higado graso no alcohdlico) e infartos
(cardiopatia), con un prondstico letal si no se controla (Cervantes-Villagrana &
Presno-Bernal, 2013).

En 2021, México se encontré entre los primeros diez paises con el mayor
namero de adultos diagnosticados con diabetes (14.1 millones) (Figura 1) y se
estima que los casos aumentaran para el 2045 (21.2 millones) (IDF, 2021). Durante
el periodo de enero a junio de 2021, la diabetes ocup0 la tercera causa de muerte
en México. En este afio, se registraron 579,596 defunciones en nuestro pais en
donde las principales causas de muerte fueron por COVID-19 (145,159
defunciones), enfermedades del corazén (113,899 defunciones) y diabetes mellitus
(74,418 defunciones) (INEGI, 2022). La Encuesta Nacional de Salud y Nutricién
(ENSANUT) describe un aumento de la prevalencia de diabetes con diagndstico
médico previo de 9.2% (2012) a 10.6% (2020) en la poblacién mexicana (a partir de
20 afos) (ENSANUT, 2021).
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Es importante destacar que México se encuentra entre los primeros diez
paises de adultos con diabetes sin diagnosticar (aproximadamente 6.7 millones)
(IDF, 2021). Se estima que aproximadamente el 30% de la poblacion mexicana con
diabetes desconoce su condicion (ENSANUT, 2021).

W %
W 4~5%
W s<7%
W 7~<9%
W 9<12%
W 2%

no estimates made

/f

Figura 1. Diez primeros paises o territorios con mayor cantidad de adultos con diabetes. Imagen
tomada (IDF, 2021).

2.1.1. Diagnoéstico de diabetes

La Asociacion Americana de Diabetes (ADA, por sus siglas en inglés),

considera tres pruebas para el diagnostico de diabetes:

Glucosa plasmatica en ayunas. Esta prueba se realiza por lo menos con 8 h
de ayuno antes del examen. Se considera que una persona es diabética cuando la

glucosa plasmatica en ayuno es 2126 mg/dL (7.0 mmol/L).

Prueba de tolerancia oral a la glucosa. Esta prueba tiene una duracién, por
lo general, de 2 h. Su finalidad es indicar como el cuerpo estd procesando la
glucosa. Se mide el nivel de glucosa en sangre antes y después de tomar una
bebida azucarada. Se diagnostica diabetes cuando la glucosa en sangre a las 2 h
es 2200 mg/dL (11.1 mmol/L).
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Prueba aleatoria de glucosa plasmatica. Esta prueba se puede realizar en
cualquier momento, generalmente cuando el paciente presenta sintomas de
diabetes. Se considera como paciente diabético cuando su glucosa en sangre es
2200 mg/dL (11.1 mmol/L).

Cuando la glucosa en sangre es mayor de lo normal pero no excede los niveles
indicados en la parte superior, es decir, el paciente presenta una glucosa plasmatica
en ayuno de 100-125 mg/dL (6.1-6.9 mmol/L) o una glucosa en sangre a las 2 h
después de la administracion de una bebida azucarada, en la prueba oral de
tolerancia a la glucosa de 140-199 mg/dL (7.8-11 mmol/L), se clasifica como
prediabetes. Esto implica un riesgo en el desarrollo posterior de diabetes, asi como
de sus complicaciones (ADA, 2020; IDF, 2021).

2.1.2. Clasificacion de diabetes

La diabetes se clasifica, de manera general, en dos grupos: diabetes mellitus
tipo 1 (DMT1) y diabetes mellitus tipo 2 (DMT?2).

La DMT1, también conocida como dependiente de insulina, usualmente
presente en la infancia, representa entre el 5-10% de las incidencias de diabetes.
Es una enfermedad autoinmune que resulta de la destruccion de las células B-
pancreaticas, encargadas de la secrecién de insulina, provocando una produccion
insuficiente de insulina. Los sintomas que caracterizan a la DMT1 son: sed excesiva
(polidipsia), necesidad de orinar de forma frecuente (poliuria) y pérdida de peso. Sin
embargo, muchas veces estos sintomas no se presentan y, por tanto, el diagnéstico
puede retrasarse (Leitner et al., 2017). La DMT2, la forma mas comun de diabetes,
representa a mas del 90% de los pacientes diabéticos en todo el mundo. La DMT2
es causada por la incapacidad de las células de responder adecuadamente a la
insulina, lo que se conoce como resistencia a insulina, asi como por alteraciones en
la capacidad de secretar insulina de forma aguda y sostenida. Los sintomas de la
DMT2 pueden ser similares a los de la DMT1, sin embargo, es probable que no se

detecten sintomas (Cervantes-Villagrana & Presno-Bernal, 2013).
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2.2. Obesidad y diabetes tipo 2

Las causas del desarrollo de DMT2 aun no se comprenden totalmente, sin
embargo, existe una fuerte relacion con el sobrepeso, la obesidad, una edad
madura, el origen étnico y antecedentes familiares. De acuerdo con la Organizacién
mundial de la salud, el 58% de los casos de diabetes son atribuibles a un indice de
masa corporal (IMC) alto, por lo que se espera que la prevalencia de la diabetes
relacionada con la obesidad se incremente (WHO, 2019). México ocupa el segundo
lugar de prevalencia en obesidad, en donde la prevalencia combinada de sobrepeso
(IMC 25 a 29.9 kg/m2) y obesidad (IMC=30 kg/m2) fue de 72.1% en 2020
(ENSANUT, 2021). Los principales factores para el desarrollo de la obesidad y sus
complicaciones son el consumo de alimentos altos en calorias o grasas y una
actividad fisica insuficiente, lo que favorece un equilibrio energético positivo y un
aumento de peso (Leitner et al., 2017). La obesidad puede progresar a diabetes de
forma rapida en individuos metabdlicamente enfermos que muestran alteraciones
en algunos marcadores metabdlicos como: niveles de triglicéridos, lipoproteinas de
baja y alta densidad (LDL y HDL, respectivamente) y presencia de resistencia a
insulina que puede ir acompafada de glucosa ligeramente elevada. Este proceso
de evolucion de la obesidad a la diabetes se divide en tres etapas metabdlicas, las

cuales son detalladas a continuacion (Garcia-Compean et al., 2013).
2.2.1. Etapal: incremento progresivo del peso corporal.

En un estado postprandial, la insulina es una hormona que es secretada por
las células B pancreaticas en respuesta a altos niveles de glucosa en sangre,
proveniente de los alimentos. Dicha hormona promueve la utilizacién de glucosa
para obtener energia (ATP) y llevar a cabo la sintesis de glucogeno
(almacenamiento de glucosa) en higado y musculo, ademas, estimula la captacion
de aminoacidos promoviendo la sintesis de proteinas (Garcia-Compean et al.,
2013).
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Cuando hay un excedente de glucosa, esta es transformada en acidos grasos
(AG) durante la lipogénesis. En un estado de obesidad, hay una mayor movilizacion
y aumento de los niveles circulantes de AG. Ademas, el exceso de AG estimula la
sintesis de triglicéridos (TG) en el tejido hepéatico y la secrecién de lipoproteinas de
muy baja densidad (VLDL) (Buettner et al., 2007). Los AG son esterificados en
higado para formar TG que asociados con la lipoproteina apoB100 son convertidos
a VLDL y liberadas a circulacién. Las VLDL interactian con el HDL, encargado de
transportar el exceso de colesterol de los tejidos periféricos al higado, aportando a
las VLDL apolipoproteinas y colesterol esterificado (transporte reverso del
colesterol). En este estado, la insulina favorece la activacion constante de la enzima
lipoprotein lipasa (LPL), encargada de hidrolizar los TG en AG y glicerol. Los AG
son reesterificados y almacenados en el tejido adiposo (TA), por lo que en esta
etapa inicial se observa un incremento en el peso corporal, hay un aumento en el
almacenamiento de TG en el TA, sin observar alteraciones en niveles de insulina,
glucosa o lipidos. La duracion de esta etapa depende de la capacidad de los
adipocitos para almacenar los TG (genética, tasa de adipogénesis, lipogénesis,
apoptosis, angiogénesis y la capacidad de expansion del adipocito: hipertrofia e
hiperplasia). Ademas, es importante mencionar que cada adipocito tiene una
morfologia y funcion diferente dependiendo de su localizacion. El tejido adiposo
visceral esta fuertemente asociado con un mayor riesgo de desarrollo de DMT2 y
dislipidemias (Lee, 2013; Longo et al., 2019).

2.2.2. Etapa 2: desarrollo de resistencia a insulina

La resistencia a insulina se define como la disminucién de la capacidad de la
insulina para producir una respuesta fisiolégica sobre el mantenimiento de la
homeostasis de glucosa y sobre el metabolismo de lipidos y proteinas. La
resistencia a insulina no solo es un factor importante que predispone el desarrollo
de DMT2, sino también un componente importante de las enfermedades
metabdlicas, incluidas las enfermedades cardiovasculares. Ademas, la resistencia
a insulina ocurre localmente en tejidos que son sensibles a insulina (Longo et al.,
2019; Petersen & Shulman, 2018).
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A nivel celular, el deterioro de la sefalizacion de insulina se presenta
principalmente en hepatocitos, adipocitos, miocitos y células p pancreaticas (Lee,
2013).

Un incremento en la acumulacién de TG en el tejido adiposo provoca un
aumento en el tamafio de las células adiposas (hipertrofia), cuando el adipocito
alcanza su capacidad de almacenamiento maximo y es forzado por la insulina para
continuar almacenando TG de forma indefinida y descontrolada conducird a una
resistencia a insulina y un aumento en la sensibilidad a hormonas contrainsulinicas
gue activan la lipasa sensible a la hormona (LSH) encargada de regular la lipdlisis,
proceso que permite un vaciamiento parcial del adipocito enviando a circulacion AG
y glicerol. Sin embargo, cuando el adipocito vuelve a ser sensible a insulina y
continla siendo forzado a almacenar mas TG sufre cambios morfologicos vy
funcionales que lo llevan a iniciar una respuesta proinflamatoria al secretar citocinas
gue promueven que el estado de resistencia a insulina se mantenga constante. En
este estado ocurre una hiperinsulinemia compensatoria que contrarresta el efecto
de citocinas proinflamatorias como el factor de necrosis tumoral (TNF-a) (Garcia-
Compeén et al., 2013; Lee, 2013; Petersen & Shulman, 2018).

Durante la resistencia a insulina, los AG generados por lipdlisis estimulan
inicialmente la secrecién de insulina, sin embargo, a medida que incrementan
generan toxicidad en las células B pancreaticas (lipotoxicidad) generando a largo
plazo una disminucion en la secrecion de insulina. Se ha demostrado que algunos
AG como el palmitato, tienen un efecto apoptotico sobre las células p pancreéticas,
mientras que otros AG como el oleato protegen a la célula B pancreatica (Garcia-
Compean et al., 2013; Pillai & Mini, 2016).

Por otra parte, una secreciéon deficiente de insulina trae como consecuencia
una disminucion del numero de transportadores de glucosa GLUT4 en el masculo
esquelético y en las células adiposas impidiendo la captacion de glucosa en tejidos
dependientes de insulina, como consecuencia esto promueve una hiperglucemia

sostenida (Garcia-Compean et al., 2013; Petersen & Shulman, 2018).
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2.2.3. Etapa 3: desarrollo de diabetes tipo 2

La glucotoxicidad y lipotoxicidad conducen a la apoptosis de las células
pancreaticas, generando una produccion deficiente de insulina y estableciendo la
DMT2. En este punto, no hay una respuesta eficiente a la insulina, por lo que se
promueve la gluconeogénesis, produccion hepatica de glucosa a partir de
aminodacidos procedentes de la degradacion de proteinas. En este punto disminuye
la accion de la insulina y aumenta la accion de hormonas contraregulatorias que
estimulan la lipdlisis, lo que contribuye a la pérdida de peso corporal, factor
observable en la DM. Ademas, al aumentar la lipdlisis, aumenta la cantidad de AG
gue ingresan al higado, por lo que estos son oxidados hasta acetil-CoA (-
oxidacion), activando la producciéon descontrolada de glucosa (gluconeogénesis) y
la formacién de cuerpos ceténicos. La acumulacién de AG en higado provoca
cambios en la morfologia de los hepatocitos que van desde esteatosis,
esteatohepatitis hasta cirrosis. Los AG que no son p-oxidados por el higado, son
reesterificados a TG y liberados a circulacion en forma de VLDL, sin embargo, estas
VLDL no son metabolizadas por la LPL debido a su composicion (apo CllI es un
inhibidor de LPL). Un reflejo de la acumulacion de estas VLDL es un incremento en
los niveles de TG plasmaticos (Cervantes-Villagrana & Presno-Bernal, 2013;

Garcia-Compean et al., 2013; Petersen & Shulman, 2018).

2.3. Plantas medicinales como una alternativa natural para el

control de enfermedades metabdlicas

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud, el 80% de la poblacién
a nivel mundial hace uso frecuente de plantas medicinales para tratar diversas
necesidades de salud (WHO, 2019). Ademas, es importante mencionar que México
ocupa el segundo lugar a nivel mundial en rigueza de plantas medicinales, en donde
de las 3000 plantas registradas en el Herbario del IMSS a las 4500 especies
estimadas de plantas con atributos medicinales, aproximadamente el 5% se han

evaluado a nivel farmacolégico (CONABIO, 2020).
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2.3.1. Plantas con potencial efecto benéfico a la salud

Un cambio en el estilo de vida y una reduccion de grasa corporal son los
enfoques principales empleados para prevenir la obesidad y sus complicaciones.
Sin embargo, las restricciones de calorias y el aumento en la actividad corporal
comunmente son dificiles de lograr. Por lo anterior, algunos compuestos presentes
en plantas con potenciales propiedades antiobesogénicas pueden proporcionar un
efecto similar sin restringir la ingesta calorica (Bacanli et al., 2019; Ojulari et al.,
2019). El uso potencial de plantas medicinales como agentes terapéuticos ha
incrementado debido a la presencia de compuestos fendlicos en diversos
preparados a base de estas plantas que, de acuerdo con numerosos estudios,
confieren propiedades biolégicas. De hecho, se ha reportado que los productos
naturales y sus derivados representan mas del 50% de los medicamentos de uso
clinico a nivel mundial, donde las plantas aportan mas del 25% principalmente por

su contenido de compuestos fendlicos (Rodriguez-Pérez et al., 2019).

Los compuestos fendlicos constituyen uno de los principales grupos
producidos por las plantas como metabolitos secundarios en condiciones normales
o de estrés. La estructura de dichos compuestos se caracteriza por poseer uno o
mas anillos aroméaticos con uno o mas grupos hidroxilo. Basicamente se clasifican
en flavonoides (compuestos polifendlicos de quince carbonos con dos anillos
aromaticos) y no flavonoides (principalmente &cidos fendlicos). Dentro de los
compuestos fendlicos de interés destacan algunos acidos fendlicos, flavonoides,
proantocianinas y antocianinas. Sin embargo, un efecto sinérgico parece ser el
causante mas probable de los efectos benéficos de los extractos herbales, dado
gue estos preparados suelen ser muy complejos (Bacanli et al., 2019; Rodriguez-
Pérez et al., 2019). Si bien se han realizado estudios para estimar la cantidad de
compuestos fendlicos recomendables en una ingesta dietética adecuada (25 a 30
mg/dia), existen varios factores (cultivo, almacenamiento, métodos de extraccion)
que interfieren con la composicion fendlica de los alimentos (Rodriguez-Pérez et al.,
2019).
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A pesar de gue los efectos benéficos de las plantas pueden depender de varios
factores (tiempo de cultivo, tipo de planta, tipo de extracto e incluso del modelo
animal de estudio) se han propuesto algunos mecanismos para prevenir la obesidad
através de la ingesta de los polifenoles presentes en las plantas los cuales incluyen
la disminucidn en la ingesta de alimentos, disminucion de lipogénesis, aumento en
la lipdlisis, estimulacion de la B-oxidacion de AG, inhibicion de la diferenciacion y el
crecimiento de los adipocitos, disminucion de respuestas inflamatorias y supresion

del estrés oxidativo (Rodriguez-Pérez et al., 2019).

La regulacion del metabolismo de los TG depende de la actividad de enzimas
lipoliticas, como la lipasa pancreética. Esta enzima cumple un papel importante en
la digestion de los TG provenientes de la dieta. Una inhibicion de dicha enzima
provocaria que las grasas no se hidrolicen y se eliminen directamente en las heces.
Por tanto, un potencial inhibidor de la lipasa pancreatica es considerado un agente
potencial contra la obesidad. Otro blanco importante para estudiar es la inhibicion
de la sintasa de AG, enzima encargada de sintetizar AG saturados a partir de acetil-
CoA y malonil-CoA en presencia de NADPH. Por otro lado, inhibir la accion de
enzimas digestivas como a-amilasa, puede retrasar la digestion de carbohidratos y
disminuir asi la tasa de absorcion de glucosa. Estudios han reportado que las
catequinas, presentes en productos derivados del té, la canela o la cocoa, pueden
interactuar con enzimas (lipasa pancreatica y a-amilasa) e inhibir su actividad
(Rodriguez-Pérez et al., 2019).

Aunqgue los mecanismos de accion dependen del tipo de extracto y del modelo
animal empleado, un efecto benéfico esperado es la reduccion del peso corporal,
asi como una disminucién del tejido graso y de la ingesta de energia (Bacanli et al.,
2019). Otros efectos benéficos que se buscan con el consumo de extractos de
plantas potenciales es mejorar el metabolismo de la glucosa, reduciendo sus niveles
en sangre, asi como mejorar dislipidemias, reduciendo los niveles de TG, colesterol
y LDL. En la seccién 2.4 se detallan los estudios realizados hasta el momento para

las cuatro plantas de estudio propuestas en este trabajo.
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2.3.2. Posibles efectos adversos en el uso de plantas medicinales

El uso de medicamentos herbales es popular en muchos paises, debido a que
estos son asequibles, orientados al paciente y estan estrechamente relacionados
con la suposicidon de que una alternativa mas “natural’” es mas segura que los
medicamentos sintéticos. Las plantas medicinales contienen compuestos bioactivos
gue pueden tener efectos farmacoldgicos o bien efectos toxicoldgicos (Ojulari et al.,
2019). Algunos de estos compuestos se han asociado con efectos adversos a la
salud, dentro de los mas graves reportados son dafio hepético o renal, perforacién
del colon, carcinoma, coma y muerte (Ishtiaqg et al., 2017; Posadzki et al., 2013).

La bioactividad asociada con beneficios a la salud cominmente es atribuida a
compuestos fendlicos identificados, sin embargo, los extractos herbales son
mezclas complejas, en la que pueden estar presentes compuestos no deseados.
Los compuestos derivados de la dieta generalmente se consideran seguros, sin
embargo, estos compuestos podrian tener efectos nocivos en concentraciones
farmacoldgicas, en determinadas poblaciones vulnerables o en algunas
enfermedades. Ademas, se ha reportado el potencial prooxidativo de algunos
compuestos fendlicos, que podria provocar toxicidad en higado y rifidn (Lambert
et al., 2007). Entre los tejidos y 6rganos de los mamiferos, el higado y el rifion
parecen ser los predictores mas sensibles de toxicidad. Esto se debe a su
participacion en el metabolismo, desintoxicacién y almacenamiento. De hecho, se
recomienda que los rifiones y el higado sean pesados y examinados

histopatoldgicamente para detectar posibles efectos toxicos (Craig et al., 2015).
2.4. Plantas empleadas en la medicina tradicional mexicana
2.4.1. Wereke (Ibervillea sonorae)

En la medicina tradicional mexicana, la raiz de Ibervillea sonorae Greene
(Cucurbitaceae), coloquialmente conocida como “wereque” (Figura 2), es
ampliamente utilizada como antibidtico, catartico, antirreuméatico y como

hipoglucemiante (Rivera-Ramirez et al., 2011).
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En México, la planta de I. sonorae es ampliamente considerada como un
tratamiento empirico de la diabetes. Estudios han demostrado el potencial efecto
hipoglucémico de varios miembros de la familia Cucurbitaceae, lo que sugiere cierta
validacién de su uso tradicional como remedio antidiabético (Semotiuk et al., 2020).
|. sonorae es una planta que se distribuye en areas semiaridas de los estados de

Baja California, Sinaloa y Sonora en México (Hernandez-Galicia et al., 2007).

Figura 2. Wereke (lbervillea sonorae).

Previamente se han demostrado los efectos hipoglucémicos de extractos de
metanol y diclorometano de |. sonorae en ratones sanos después una
administracion intraperitoneal, sin embargo, el extracto de diclorometano causé
hipoglucemia grave y subsecuente muerte a los animales tratados. Por otro lado,
cuando la administracion se administro de forma oral a ratones diabéticos inducidos
con alloxano, se observo una mejora en los niveles de glucosa, triglicéridos y peso
corporal (Alarcon-Aguilar et al., 2005). Rivera-Ramirez et al. (2011) evaluaron el
efecto del extracto acuoso de |. sonorae en un modelo in vivo de obesidad inducido
por una dieta hipercaldrica, observando una disminuciéon del peso corporal,

hiperglucemia e hipertrigliceridemia.

Sobre el mecanismo de accion, diversos autores sugieren que el efecto
benéfico de I. sonorae podria estar relacionado con una mejora en la sensibilidad
de insulina, captacion de glucosa, produccion de insulina o incluso con la inhibicién

de enzimas digestivas.
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Un estudio reporta que al igual que la glibenclamida, bloqueador de los canales
de potasio ATP dependientes, los extractos acuosos de I. sonorae podrian actuar
como modulador de la secrecion de insulina por las células 8 pancreaticas. En ese
sentido, se observo que I. sonorae estimuld la secrecion de insulina en células B-
pancreaticas RIN-m5F (Semotiuk et al., 2020). Ademas, un estudio empleando
adipocitos humanos mostré que |. sonorae estimulaba la captaciéon de glucosa
mediante la activacion de una via independiente de PI3K (Zapata-Bustos et al.,
2014). Por otra parte, Semotiuk et al. (2020) reportaron una inhibicion competitiva
de la enzima a-glucosidasa, dependiente de la dosis. Sin embargo, estos resultados
no han sido confirmados en estudios in vivo. Ademas, debido a que estos estudios
varian ampliamente en las dosis, vias de administracion, tipo de estudio e incluso
forma de preparacion del extracto, en este proyecto se plante6 evaluar el efecto de
una preparacion tradicional de I. sonorae en un modelo animal de obesidad inducido

por dieta.

Sobre su efecto adverso, estudios realizados con un extracto de diclorometano
(DCM) de la raiz de I. sonorae, provocoO hipoglucemia severa, convulsiones y
subsecuente muerte cuando se administro intraperitonealmente a ratas diabéticas
(Alarcon-Aguilar et al., 2005). El estudio realizado por Rivera-Ramirez et al. (2011)
revel6 un efecto aterogénico cuando el tratamiento se administré a ratones sin dieta
hipercaldrica. Otros estudios reportaron un efecto hipoglucémico dosis-dependiente
en ratas Wistar y ratones CD1 sanos y diabéticos, sin reportar efectos toxicos
cuando se administré intraperitonealmente (850 mg/kg de peso corporal) u
oralmente (2000 mg/kg de peso corporal) (Alarcon-Aguilar et al., 2002).

Herndndez-Galicia et al. (2007) determinaron la dosis letal media para el
extracto de DCM de I. sonorae administrado oralmente (LDs0o=2158 mg/kg) e
intraperitonealmente (LDso=425.4 mg/kg) atribuyendo la letalidad a un efecto
hipoglucémico severo. Son necesarios mas estudios que determinen con mas
detalle el posible efecto adverso de esta planta de forma que avalen su uso
terapéutico, especialmente de las preparaciones empleadas por la poblacién.
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Se ha propuesto que la presencia de dos mezclas de compuestos en el
extracto de DCM (once monoglicéridos y cinco acidos grasos) son responsables del
efecto hipoglucémico de I. sonorae (Hernandez-Galicia et al., 2007). Para los
extractos acuosos, los efectos benéficos son atribuidos a la presencia de alcaloides,
glucosidos, flavonas, saponinas esteroidales, esteroles, fenoles, triterpenos de
cucurbitacina y otros triterpenos tetraciclicos, asi como péptidos similares a insulina

previamente reportados en la familia Cucurbitaceae (Semotiuk et al., 2020).

2.4.2. Muicle (Justicia spicigera)

Justicia spicigera Schitdl (Acanthaceae) es un arbusto de hoja perenne con
flores tubulares de color naranja, conocido comunmente como muicle (Figura 3),
utilizado desde épocas prehispanicas hasta tiempos contemporaneos para curar
enfermedades como la diabetes (Baqueiro-Pefia & Guerrero-Beltran, 2014). Justicia

spicigera crece en climas célidos en México, en los estados de Chiapas, Nayarit,

San Luis Potosi, Puebla, Morelos, Tlaxcala, Yucatan e Hidalgo (Ortiz-Andrade et al.,
2012).

Figura 3. Muicle (Justicia spicigera).

Las hojas frescas de muicle tienen un color verde brillante, pero los extractos
acuosos de las hojas producen un tono puarpura-rojizo intenso debido a la liberacién
de compuestos coloreados (Anaya-Esparza etal., 2018). Los principales
compuestos encontrados en hojas frescas de J. spicigera fueron eucaliptol, fitol y
azuleno, mientras que en hojas secas se encontraron fitol y acidos linoleicos y
oleicos (Baqueiro-Pefia & Guerrero-Beltran, 2014).
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Ortiz-Andrade et al. (2012) reportaron un efecto hipoglucémico de extractos
etandlicos de J. spicigera. Por otra parte, Sepulveda-Jiménez et al. (2009)
mostraron la capacidad antioxidante de extractos metanodlicos y acuosos obtenidos
de las hojas, tallos y flores de J. spicigera. El extracto de J. spicigera empleando
acetato de etilo disminuy6 los marcadores de dafio hepético relacionados con la
integridad estructural del higado como aminotransferasas (AST, ALT), fosfatasa
alcalina (ALP) y y-glutamiltransferasa (GGT) en ratas con lesion hepética inducida
con CCls (Awad et al., 2015).

Sin embargo, se han reportado efectos adversos debidos a la ingesta de
extractos etandlicos de J. spicigera, en donde se elevaron los niveles de urea en
ratas normoglucémicas y aumentaron los niveles de triglicéridos en ratas diabéticas.
Ademas, en el mismo estudio, se demostro que los extractos de hexano y acetato
de etilo disminuyeron los niveles de colesterol y triglicéridos en ratas diabéticas. Sin
embargo, aumentaron los niveles de creatinina en ratas normoglucémicas
(Martinez-Mora et al., 2017).

Los efectos anteriormente mencionados son atribuidos a su contenido de
polifenoles y capacidad antioxidante (Anaya-Esparza et al., 2018). En ese sentido,
algunos de los compuestos encontrados en J. spicigera son compuestos fenaolicos
como kaemferol-3,7 bisrhamnosido (Kaempferitrin, KM), alantoina y criptoxanthina

(Garcia-Marquez et al., 2012).

En un estudio se reporté un mayor contenido de compuestos fendlicos en
extractos de J. spicigera empleando acetato de etilo comparado con los extractos
de J. spicigera empleando etanol, éter de petréleo, cloroformo y butanol. Ademas,
se identificaron por medio de HPLC, doce pigmentos de antocianina en la fraccion
de acetato de etilo (Awad et al., 2015). Sin embargo, no se tiene informacién sobre
extractos acuosos, que es la preparacion como las personas consumen

comunmente esta planta.
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2.4.3. Hierbabuena (Mentha spicata L)

Comunmente conocida como menta verde o hierbabuena, Mentha spicata
(Lamiaceae) es consumida de manera muy comun como infusion debido a su bajo
costo y facil acceso (Figura 4). Los efectos benéficos para la salud que se le
atribuyen incluyen su uso como antiinflamatorio, antiséptico, digestivo y antioxidante
(Ben Saad et al., 2018).

(3

Figura 4. Hierbabuena (Mentha spicata).

En la medicina tradicional, la Mentha spicata es usada comunmente en forma
de té como remedio casero para ayudar a tratar espasmos musculares, dolor de
cabeza, dolor de estomago, estimular la digestion, tratar la obesidad y otras
enfermedades del sistema digestivo (Jamous et al., 2018). Los efectos terapéuticos
son atribuidos a los principales compuestos bioactivos encontrados en extractos de
M. spicata, los cuales incluyen &cidos fendlicos (rosmarinico, galico, clorogénico y
cafeico) y flavonoides (catequina, epicatequina, luteolina, quercetina, naringenina)
(Bayani et al., 2017; Ben Saad et al., 2018; Fotakis et al., 2016).

Ensayos in vitro han demostrado que M. spicata inhibe la actividad de la lipasa
pancredtica y, por lo tanto, podria disminuir la degradacién de triglicéridos y su
absorcién (Jamous et al., 2018). Por otra parte, estudios realizados con extractos
acuosos de M. spicata en un modelo animal de diabetes, reportaron un efecto
hipoglucémico e hipocolesterolémico comparable con glibenclamida, un

hipoglucemiante oral (Bayani et al., 2017).
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Ben Saad et al. (2018) reportaron un contenido relativamente alto de
compuestos fendlicos totales (256 mg de EAG/ g de extracto) y lo correlacionaron
con su potencial antioxidante DPPH (ICso: 0.58 mg/ml). Los autores también
reportaron que el 97.4 % del total de compuestos identificados en el extracto de
Mentha spicata representaban acidos fendlicos, entre los que destacan el acido
guinico y salvianélico como compuestos principales. Sin embargo, hay estudios que
reportan un efecto toxico en higado de forma dosis-dependiente (20 g/L) en
infusiones de M. spicata administradas durante 30 dias ad libitum en ratas Wistar
(Akdogan et al., 2004).

2.4.4. Jamaica (Hibiscus sabdariffa L.)

Hibiscus sabdariffa, cominmente conocida como “flor de jamaica” o “jamaica”
en México, pertenece a la familia Malvaceae. Es una flor atractiva, que se distribuye
en regiones tropicales y subtropicales (Figura 5). Actualmente China encabeza su
produccion, seguido de India, Sudan, Uganda, Indonesia, Malasia y en séptimo
lugar México (Ariza-Flores et al., 2014; SAGARPA, 2016).

igura 5. Jamaica (Hibiscu sabdari.

El estado de mayor produccién de H. sabdariffa en el pais es Guerrero (con
75% de la produccion, aproximadamente), seguido de Oaxaca, Michoacan, Nayarit
y Puebla, principalmente. Tradicionalmente los calices de H. sabdariffa son
empleados para la produccion de bebidas, mermeladas, jaleas, salsas, etcétera.
Las variedades mas cultivadas son la criolla, la China, Jerzy y Sudan (Ariza-Flores
et al., 2014; Dominguez-Dominguez et al., 2007; SAGARPA, 2016).
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Los componentes principales encontrados en los extractos de calices de H.
sabdariffa son acidos organicos (acido hidroxicitrico, acido ascoérbico, acido maleico,
acido hibiscus, acido oxalico y acido tartarico), antocianinas (delfinidina-3-
sambubidsido y cianidina-3-sambubidsido), flavonoides (hibiscitrina, quercetina y
luteolina) y acidos fendlicos (acido clorogénico, acido protocatecuico, acido elagico,
acido cumaérico, acido ferulico y acido cafeico) que han sido reportados como los
componentes principales del extracto acuoso de H. sabdariffa. Dichas moléculas
han demostrado poseer actividades antiobesogénicas, antiinflamatorias,
antioxidantes y algunos efectos sobre la prevencion de enfermedades
cardiovasculares y control de DM (Ojulari etal., 2019; Riaz & Chopra, 2018;
Villalpando-Arteaga et al., 2013). Sin embargo, la falta de un método estandarizado
para analizar la composicion fendlica de esta planta y las diferencias en los disefios
de ensayo, sobre todo el empleo de dosis reales, asi como los propios factores de
la planta, dificultan establecer el compuesto fendlico responsable y la dosis
recomendable para lograr resultados benéficos éptimos (Rodriguez-Pérez et al.,
2019).

Estudios realizados por Alarcon-Aguilar et al. (2007) reportaron que la
administracion de 120 mg/kg/dia de un extracto acuoso de H. sabdariffa a ratones
obesos inducidos por glutamato monosédico durante un periodo de 60 dias logré
atenuar la ganancia de peso corporal y disminuir los niveles de glucosa en sangre.
La mayoria de los estudios atribuyen la capacidad para evitar la ganancia de peso
corporal a compuestos polifendlicos y flavonoides capaces de inhibir la acumulacién
de grasa (Alarcon-Aguilar et al., 2007). Por otro lado, Villalpando-Arteaga et al.
(2013), reportaron que el extracto acuoso de H. sabdariffa atenu6 el aumento de
peso corporal en ratones obesos inducidos por dieta alta en grasa, después de
tratarlos con 33 mg de antocianinas/kg de peso corporal tres veces a la semana
durante 8 semanas. Los autores reportaron que el tratamiento con H. sabdariffa
reguld SREBP-1 y PPAR-y y bloqueé el aumento de ARNm de IL-1, TNF-a y la

peroxidacion.
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Ademas, diversos estudios tanto in vivo como in vitro confirman el efecto
hipoglucémico de H. sabdariffa y lo atribuyen a la inhibicion en la actividad de a-
amilasa, impidiendo la absorcién de azlcares y almiddn, lo que esta relacionado

con una pérdida de peso (Alarcon-Aguilar et al., 2007).

Estudios han demostrado su efecto hipolipidémico al disminuir diferentes
fracciones lipidicas en plasma, corazén, cerebro, rinidbn e higado de ratas
hipercolesterolémicas (El-Saadany etal., 1991). Se ha reportado que la
administracion de extractos de H. sabdariffa (500 y 1000 mg/kg) durante 6 semanas
disminuyen los niveles de colesterol, triglicéridos y LDL en ratas
hipercolesterolémicas (Hirunpanich et al., 2006). Ademas de mejorar la glucemia e
incrementar los niveles de HDL-c en ratas diabéticas, efecto atribuido a los
compuestos polifendlicos presentes en el extracto. Por una parte, se ha propuesto
gue la modulacién de la absorcién de grasa se debe a la excrecidon de éacido
palmitico en heces (Carvajal-Zarrabal etal., 2009). Mientras que el efecto
hipoglucémico es atribuido a la inhibicion de la actividad de enzimas digestivas, a-
amilasa y a-glucosidasa, encargadas de la digestion y absorcion de carbohidratos
(Hansawasdi et al.,, 2000). Ademas, el efecto inhibitorio de o-amilasa y a-
glucosidasa es atribuido especificamente a la presencia de acido galico y acido

protocatecuico (Alegbe et al., 2019).

Con respecto a los posibles mecanismos de accion que expliquen el efecto
hipoglucémico, Shadhan et al. (2019) evaluaron diferentes extractos de H.
sabdariffa (metandlicos y las fracciones de acetato de etilo y butanol) sobre la
absorcion de glucosa en adipocitos 3T3F442A, asi como la regulacién del
transportador de glucosa GLUT4 en L6 miotubos. Los autores reportan que dichos
extractos no pudieron inducir la captacion de glucosa y fueron incapaces de mejorar
la distribucion y regulacion de GLUT4 en relacion con el control. Por otro lado, la
administracion de la fraccion de acetato de etilo del extracto metandlico de H.
sabdariffa aumenté la densidad numérica, volumen, area y diametro de células del

islote pancreatico en ratas diabéticas inducidas por estreptozotocina.
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Los autores concluyen que dicho extracto induce la regeneracion de las células
B pancreaticas, debido a su capacidad para eliminar radicales libres y reducir el
estrés oxidativo (Adeyemi & Adewole, 2019). Por lo anterior, las propiedades de H.
sabdariffa sobre el metabolismo de lipidos y el metabolismo de glucosa se han
investigado ampliamente. Sin embargo, en México se consumen diferentes
variedades de esta planta, conocida como “jamaica”, y la tonalidad roja es la que se
ha estudiado en detalle (Alarcon-Aguilar et al., 2007). La variedad Sudan morada,
un color oscuro, es muy consumida. Sin embargo, no existen reportes sobre los
beneficios asociados a enfermedades metabdlicas (Ariza-Flores et al., 2014). Por
otro lado, se recomienda una dosis de 150-180 mg/kg/dia ya que dosis mas
elevadas han reportado causar dafio hepatico (Akindahunsi & Olaleye, 2003). Asi
mismo, otros autores recomiendan dosis inferiores a los 1000 mg/kg debido a que
demostraron que dosis mayores de 1000 mg/kg aumentan los niveles de urea,
creatinina y acido Urico, mientras que dosis mayores de 2000 mg/kg aumentan el
dafio hepatico al elevar los niveles de AST, ALT y ALP en suero (Nwachukwu et al.,
2015).

2.5. Anédlisis metabolomico: herramienta para detectar cambios en

el perfil metabdlico

La metaboldmica es una de las disciplinas centrales de la biologia de sistemas,
Su objetivo es proporcionar nuevos conocimientos sobre la bioquimica de los
organismos, mediante la caracterizacion de la presencia y las concentraciones de
compuestos de bajo y medio peso molecular (<1.500 Dalton) a partir de muestras
biolégicas (tejidos o fluidos) que son producto de las reacciones metabdlicas en los
seres vivos. Los metabolitos enddgenos (producidos dentro de un organismo) asi
como los metabolitos exdgenos (los que se introducen del entorno, incluidos los
componentes de los alimentos y las drogas) son objeto de estudio (Bain et al.,
2009). Por tanto, la metabolomica resulta una herramienta util debido a la
identificaciébn de cambios sutiles en los perfiles metabdlicos (metaboloma) entre
sistemas biolégicos en diferentes estados fisioldégicos o patoldgicos.
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La ausencia o presencia de algunos metabolitos, asi como su concentracion
relativa, puede ser un indicador de estados de enfermedad o factores de
predisposicion a ella. Otra de las aplicaciones de la metabolomica son los estudios
toxicologicos, ya que el perfil de metabolitos en orina y otros fluidos corporales son
indicativos de cambios fisiol6gicos causados por la exposicion a un posible toxico
(McNiven et al., 2011).

Los enfoques dirigidos y no dirigidos son las dos estrategias principales en los
analisis metabolomicos. El andlisis dirigido se centra en metabolitos conocidos y
existe una lista predeterminada o clase de metabolitos que se estan investigando.
Este enfoque es impulsado por hipétesis, donde se esta abordando una pregunta
especifica. Una de las caracteristicas clave de la metabolémica dirigida es el uso de
patrones internos marcados con isotopos, lo que permite una identificacion y
cuantificacion clara de los analitos. Por el contrario, la metabolémica no dirigida
obtiene de manera imparcial toda la informacién de metabolitos (Chen et al., 2022;
Sas et al., 2015).

2.5.1 Flujo de trabajo en el andlisis metabolémico

La metabolémica es una herramienta que explora la interaccion de varios
componentes, en este caso metabolitos, en un sistema biolégico, proporcionando
informacion cualitativa sobre el estado metabolémico del sistema. Separar, aislar y
caracterizar los diferentes grupos de metabolitos es el primer paso en el flujo de
trabajo de un analisis metaboldémico. Entre las técnicas de separacidbn mas comunes
se encuentra la cromatografia de liquidos (LC), la cual reduce la complejidad de la
muestra biolégica y permite una identificacion fiable de metabolitos empleando
espectrometria de masas (EM). LC es empleada para la deteccion de compuestos
de moderadamente a altamente polares (acidos grasos, fenoles, acidos organicos,

lipidos y otros compuestos) (Chen et al., 2022).
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El segundo paso es el procesamiento de los datos obtenidos (reduccion de
ruido, correccion del tiempo de retencion, deteccion e integracion de picos y
alineacion) para el analisis de compuestos. El tercer paso es el procesamiento de
datos en donde es necesario incluir muestras para control de calidad (QC) que
permitan equilibrar el sesgo de la plataforma analitica y corregir el ruido en la sefial.
Posteriormente se realiza una normalizacion de los datos para reducir el sesgo
sistematico y evitar una identificacion erronea causada por el nUmero dispar de una
gran cantidad de datos metabolémicos. En ese sentido, el andalisis multivariado de
componentes principales (PCA) es empleado como un paso previo del andlisis y
control de calidad de los datos que permite visualizar si existen tendencias de
clasificacion entre los grupos experimentales. Mientras que el analisis por minimos
cuadrados parciales (PLS-DA) es el mas empleado para visualizar e identificar
posibles biomarcadores (Chen et al., 2022).

2.5.2 Metabolomicay alteraciones metabdlicas

La metaboldomica ha revelado que los aminoacidos de cadena ramificada
(isoleucina, leucina y valina) estdn mas fuertemente asociados con la resistencia a
la insulina comparados con especies de lipidos comunes (Goetzman et al., 2018;
Pallares-Méndez et al., 2016). Otros estudios también han identificado a los
aminoacidos de cadena ramificada y algunos aminoacidos aromaticos (tirosina y
fenilalanina) como predictores de DMT2, tanto en humanos como en modelos
animales. Ademas, se ha identificado que los &cidos grasos saturados o
monoinsaturados de menor cantidad de carbono se asocian con un mayor riesgo de
DMT2, mientras que las cadenas 