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1.- Resumen

La obesidad es una de las principales enfermedades a nivel mundial y un
serio problema de salud publica en nuestro pais. En el afio 2014 segun la OMS,
mas de 1,900 millones de adultos mayores de 18 afios tenian sobrepeso, de los
cuales, mas de 600 millones eran obesos.

La obesidad es un padecimiento crénico de bajo grado que se presenta
cuando existe un desequilibrio entre la energia ingerida y la energia gastada, lo
gue lleva a la acumulacién de grasa en forma de triglicéridos en los adipocitos,
provocando un estado de hipertrofia e hiperplasia. Esta enfermedad involucra un
proceso inflamatorio y se asocia con el riesgo de padecer resistencia a la insulina,
diabetes, hipertensidon, dislipidemias, accidentes cerebrovasculares y
cardiovasculares, entre otros.

Por lo que resulta de suma importancia trabajar en la busqueda de
alternativas terapéutica que traten de manera integral la obesidad y las
enfermedades asociadas a esta. Una de las alternativas de vanguardia es
enfocar dicha busqueda a los productos naturales, como la especie Agastache
mexicana, cuyos antecedentes ethomédicos sefialan la presencia de moléculas
bioactivas con propiedades antidiabéticas y antihipertensivas, por lo que el
presente estudio explora el efecto antihipertensivo, antidiabético y
antihiperlipidémico del precipitado hidroalcohdlico de Agastache mexicana (PP
EHAAmM) en un modelo murino de obesidad basado en la dieta de cafeteria 'y en
modelos murinos de diabetes e hipertension.

Inicialmente se realiz6 la obtencién del PP EHAAmM a partir del cual se
realizaron todos los ensayos. La curva de tolerancia a la glucosa se realizaron
en un modelo de dieta de cafeteria con ratones macho de la cepa CD1 mientras
que el ensayo antidiabético agudo se realizO en un modelo no
insulinodependiente en ratones CD1 macho. El efecto vasorelajante fue
determinado ex vivo en anillos de aorta de ratas Wistar macho, en presencia y

ausencia de endotelio. Para los ensayos antihipertensivos se utilizaron ratas



macho de la cepa SHR. Finalmente, se determiné el efecto del PP EHAAmM sobre
la presion sistdlica in vivo en ratas SHR macho.

El PP EHAAmM mostr0 efecto antidiabético, antihipertensivo vy
vasorrelajante significativos, este Ultimo efecto es dependiente de la
concentracion y su mecanismo de accion es parcialmente dependiente de
endotelio. Se demostré que este extracto también actia como bloqueador de

canales de Ca?* en musculo liso.



2.- Introduccidn

En la actualidad 7 de cada 10 adultos mayores de 20 afios presentan
obesidad, esta cifra representa un incremento del 1.3% en comparacion con el afio
2012 (ENSANUT, 2016). La obesidad se define como la acumulacion anormal o
excesiva de tejido adiposo. Esta enfermedad es un estado de inflamacién cronica
de bajo grado, de origen multifactorial cuyas principales causas son la genética y el
medio ambiente. Los pacientes que padecen obesidad presentan una alta
probabilidad de desarrollar enfermedades como dislipidemia, hipertensién, diabetes
tipo 2 y aterosclerosis; este conjunto de enfermedades se denomina sindrome
metabolico (Artola, S., 2009; Salazar, A. M. et al., 2013; Acosta E., 2012).

Las enfermedades asociadas a la obesidad presentan un alto indice de
mortalidad y generan altos costos al sector salud. El tratamiento para dichas
enfermedades tiene como base la politerapia, que genera altos costos al paciente y
falta de adherencia al tratamiento. Por estos motivos es importante el estudio de

nuevas alternativas terapéuticas como los productos naturales.

Se ha seleccionado a la especie Agastache mexicana por los antecedentes
etnomédicos y farmacoldgicos que reportan la obtencién de moléculas bioactivas
con propiedades antidiabéticas y antihipertensivas, por lo que el precipitado del
extracto hidroalcohdlico de esta planta se evalu6 en un modelo de obesidad en
ratones CD1 macho y en dos modelos murinos con enfermedades relacionadas;
diabetes tipo 2 e hipertension y en modelos in vitro para evaluar su potencial efecto
vasorrelajante (Hernandez, O. et al., 2012; Hernandez, O. et al., 2011; Garcia, J. et
al., 2016).



3.- Antecedentes

3.1.- Sindrome metabdlico
El sindrome metabdlico o sindrome X estd definido como una serie de

desérdenes metabdlicos, de los cuales, la obesidad es una de los mas importantes
ya que incrementa el riesgo de desarrollar a las deméas anormalidades metabdlicas
implicadas, como: dislipidemias, hipertension, resistencia a la insulina y diabetes
tipo 2, provocando finalmente diversas consecuencias tanto a nivel cardiovascular,
inflamatorio y renal, entre otras (Lizarzaburu, 2013; Lizarzaburu, 2013; FMD, 2015;
Castillo, et al., 2017).

3.1.1.- Criterios de diagnodstico del sindrome metabdlico

Los criterios de diagnostico para el sindrome metabdlico pueden variar de
acuerdo a la definicion oficial de las instituciones que los emiten. Por ejemplo, la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) considera que para ser diagnosticado con
sindrome metabdlico se deben presentar al menos dos de los factores que se
muestran en la tabla 1, mientras que la Federacion Internacional de Diabetes (IDF)
establece que la obesidad es un factor que no debe faltar.

Tabla 1.- Criterios de diagnéstico para el sindrome metabdlico segun la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la Federacion Internacional de
Diabetes (IDF) y la Federacion Mexicana de Diabetes (FMD).

OMS IDF FMD

Triglicéridos = 150 mg/dL X X X

HDL < 35 mg/dL en varones y < « « «

40 mg/dL en mujeres

Presidn arterial > 140/90 mm Hg X X X

Resistencia a la insulina (IR) X
Glucosa en ayuno > 100 mg/dL X
Glucosa 2 h: 140 mg/dL

Obesidad abdominal X X
indice de masa corporal elevado X

Microalbuminuria > 20 pug/min X X



Ya que el sindrome metabdlico involucra a un conjunto de desordenes de
distinta indole y debido a que en la actualidad no se cuenta con un farmaco con
propiedades multitarget para poder abatir a cada una de las enfermedades que
conforman este padecimiento, el tratamiento farmacoldgico solo puede ser cubierto
utilizando un esquema de politerapia, es decir que cada una de las enfermedades
que conforman el sindrome metabdlico son actualmente atendidas por separado

como se describe a continuacion.
3.2.- Obesidad

Actualmente el sobrepeso y la obesidad se reconocen como uno de los retos
mas importantes de la Salud Publica en el mundo, debido a su magnitud, la rapidez
de su incremento y el efecto negativo que ejercen sobre la salud de la poblacién
que la padece (Davila, 2014). En América Latina, mas de 20% de nifios de entre 0
y 19 afos presentan sobrepeso u obesidad, cifra que asciende a aproximadamente
42.5 millones de nifios (Shamah, 2018). En el 2016 ENSANUT dio a conocer que
en México 3 de cada 10 nifios de entre 5y 11 afios presentan sobrepeso u obesidad,
4 de cada 10 adolescentes de entre 12 y 19 afilos se encuentran en la misma
situacién, mientras que 7 de cada 10 de los adultos mayores de 20 afios también
presentan este padecimiento (ENSANUT 2016).

La obesidad se ha definido como un estado de inflamacion crénica, es una
enfermedad multifactorial caracterizada en gran parte por la acumulaciéon anormal
0 excesiva de grasa en forma de triglicéridos en el tejido adiposo (TA) y esta
fuertemente asociada con un mayor riesgo de desarrollar trastornos metabdlicos
gue incluyen dislipidemias, hiperglucemia, resistencia a la insulina e hipertension al
promover una respuesta inflamatoria sistémica (Acosta Garcia E, 2012; Blancas,
2009).



3.2.1.- Criterio diagnostico para la obesidad

El criterio de diagndstico mas utilizado para la obesidad y el sobrepeso es el
indice de masa corporal (IMC), en el que se puede encontrar una correlacion con la
grasa corporal total (OMS, 2018).

El IMC se calcula dividiendo el peso corporal en kilogramos entre la altura en

metros cuadrados:

IMC = peso (kg)/ altura (m?)

El resultado obtenido se debera interpretar con ayuda de una tabla de datos
como la que se encuentra a continuacién (Tabla 2), la cual establece el grado de

obesidad en el que se encuentra el paciente (OMS, 2018).

Tabla 2.- indice de Masa Corporal (OMS, 2018)

> -
<18.5 18.5-24.9 | 25.0-29.9 >30.0 >30-34.9 ':95 90 240
IMC .
Baio peso Peso Sobrepeso | Obesidad Obesidad | Obesidad | Obesidad
jop Normal P Grado 1 Grado 2 Grado 3

Existen otras formas para diagnosticar la obesidad, como la medicion de los
pliegues cutdneos en diferentes sitios, con ecuaciones y nomogramas para la
conversion del grosor del pliegue en grasa, resultados que se expresa como
porcentaje de grasa corporal que debe ser no mayor de 28% en mujeres y no mayor
del 20% en hombres. Por otro lado, la medida del indice cintura-cadera, nos brinda
informacion sobre la cantidad de grasa intra-abdominal, este valor es considerado
predictivo para el riesgo de alteraciones y consecuencias metabodlicas de la
obesidad, por ello su uso como diagnéstico de obesidad casi iguala en importancia
al IMC. Otros de los métodos utilizados son la medicién de la densidad corporal por
isétopo-dilucién, la conductividad eléctrica bajo el agua, la tomografia axial
computarizada y la resonancia magnética nuclear, estos métodos son directos y
precisos, sin embargo, son complicados y costosos (Rodriguez, 2003).



3.2.2.- Tipos de tejido adiposo

ElI TA es un tejido enddcrino que se encuentra distribuido en diferentes partes
del organismo, secreta importantes moléculas relacionadas con distintos procesos
fisiol6égicos y metabdlicos, ademas de mantener el balance energético. El TA esta
constituido por un 50% de adipocitos y el resto por constituyentes vasculares,

fibroblastos, células endoteliales, preadipocitos y macréfagos (Acosta, 2012).

El adipocito representa la unidad basica del TA y se encarga de almacenar
el exceso de grasa en forma de triglicéridos en sus cuerpos lipidicos y liberarlos en
situaciones de necesidad energética. Los adipocitos se originan a partir de células
precursoras llamadas preadipocitos, que con ayuda de numerosas hormonas y
otros mediadores sufren una diferenciacion morfolégica y funcional hasta
convertirse en adipocitos maduros, proceso conocido como adipogénesis (Moreno
et al., 2002; Marcano et al., 2006; Suarez et al., 2017).

El TA se clasifica en dos tipos: el tejido adiposo pardo o marron (TAP) y el
tejido adiposo blanco (TAB), ambos presentan diferencias en su morfologia,
distribucion, genes y funcién. El TAP participa en la regulacion del metabolismo y
en la termogénesis, se encuentra presente principalmente en la etapa neonatal en
lactantes y nifios, comienza a disminuir notoriamente después de las 8 semanas de
vida dejando solo pequefias cantidades en ciertos sitios centrales e internos como:
region axilar, subescapular, interescapular, entercostal, cervical e inguinal, para
brindar calor principalmente a la sangre circulante dirigida a los 6rganos vitales. El
TAP es caracterizado por poseer adipocitos multiloculares con abundantes
mitocondrias con cantidades elevadas de proteina desacoplante 1 (UCP1), que le
brindan el caracteristico aspecto pardo junto a una alta capacidad oxidativa
necesaria para la disipacion energética conocida como termogénesis (Marcano, et
al., 2006; Moreno, et al., 2002).

Por otro lado, se encuentra el TAB, este tejido esta formado por adipocitos
uniloculares que contienen mitocondrias. La formacion del TAB comienza antes del

nacimiento, la mayor expansion de este comienza rapidamente tras el nacimiento y



su desarrollo es un proceso continuo a lo largo de la vida del individuo. La principal
funcion de este tejido es controlar la ingesta de energia y la distribucién de la misma
a otros tejidos en los periodos catabdlicos. EI TAB es un 6rgano endocrino
encargado de secretar sustancias bioactivas, llamadas adipocitocinas. Estas
sustancias bioactivas intervienen en la accion de la insulina, el metabolismo de la
glucosa, la regulacion energética y la regulacion de la presion sanguinea. Cada una
de las adipocitocinas tiene un papel fundamental para el mantenimiento de la
homeostasis entre el metabolismo y el sistema inmunoldgico. Dichas citocinas son
factor de necrosis tumoral tipo alfa (TNFa), adiponectina, resistina, interleucinas
como la IL6, IL1B, IL8, IL10, IL15, leptina, angiotensinégeno y el inhibidor del
activador del plasminodgeno 1 (PAI-1), entre otras (Miranda et al., 2007; Blancas et
al., 2009; lzaloa et al., 2015).

Una importante adipocitocina es la adiponectina, ésta regula el metabolismo
energético del organismo, ya que estimula la oxidacion de acidos grasos, reduce los
triglicéridos plasmaticos y mejora el metabolismo de la glucosa mediante un
aumento de la sensibilidad a la insulina. Ademas, la adiponectina inhibe las fases
iniciales de la aterosclerosis, ya que reduce la expresion de moléculas de adhesion
en células endoteliales, la transformacion de macrofagos en células espumosas, la
expresion del TNF-a y la proliferacion de células de tejido muscular liso. Otra
adipocitocina importante es la leptina, esta circula en la sangre y actda en el sistema
nervioso central, regulando parte de la conducta alimenticia y el balance de la
energia, se sabe que es secretada como respuesta a la alimentacién para suprimir
el apetito a través de una accion hipotaldmica. La visfatina es otra de las
adipocitocinas, esta molécula tiene una relacion directa con la masa de tejido
adiposo y también participa en la diferenciacion de los linfocitos B.

Por ultimo, una de las adipocitocinas importantes pro-inflamatorias es el TNF-a que
es secretado en el sistema inmunitario por monocitos, macréfagos, linfocitos T y B,
células NK y por leucocitos polimorfonucleares. También puede ser secretado por
otros tipos celulares como los adipocitos. El TNF-a tiene un amplio rango de efectos
bioldgicos que incluyen induccién de apoptosis, citotoxicidad de células tumorales,

activacion y diferenciacion de monocitos, induccion de la diferenciacion de



precursores inmaduros a monocitos, aumento de la actividad antiparasitaria y
bactericida de los macrofagos al inducir las vias del superéxido y del 6xido nitrico,
induccién de la expresion de moléculas de adhesion en células endoteliales
favoreciendo la migracion local de leucocitos, aumento del receptor de IL-2 en
linfocitos T y por consiguiente aumento de la respuesta proliferativa a IL-2, aumento
de la respuesta de los linfocitos B estimulados. Por otro lado, el TNF-a tiene efectos
fisiopatologicos al ser secretado en grandes cantidades en enfermedades agudas y
cronicas, sepsis, infecciones cronicas, inflamaciones crénicas y cancer (Palomer, et
al., 2004; Almanza, et al., 2008; Blancas, et al., 2009; Ramirez, et al., 2012).

En el TAB la energia es almacenada en las células grasas en forma de
triglicéridos. La principal fuente de triglicéridos para los adipocitos procede de los
quilomicrones y las VLDL circulantes. Los triglicéridos de estas lipoproteinas son
hidrolizados hasta acidos grasos libres y monoglicerol por la lipoproteina lipasa
(LPL) que se encuentra en la pared de los capilares del TA. Estos acidos grasos
libres son captados por los adipocitos a través de procesos de transporte activo
mediado por proteinas transportadoras especificas de acidos grasos. Una vez
dentro de la célula, los acidos grasos son reesterificados para formar triglicéridos.
Los &cidos grasos plasmaticos que se encuentran en circulacion (unidos a
albimina) también puede ser captados por los adipocitos y reesterificarse a
triglicéridos. El plasmalema de los adipocitos uniloculares posee receptores para
varias sustancias como la hormona del crecimiento (somatotrdfica), la insulina,
glucocorticoides y noradrenalina que facilitan la captacién y la liberacion de acidos
grasos libres y glicerol. La accion hormonal se ejerce principalmente a través de la
insulina, que permite la captacion de glucosa por parte de los adipocitos (Marcano
et al., 2006; Moreno et al., 2002; Suarez et al., 2017).

3.2.3.- Distribucion de los depésitos grasos

El TA se encuentra distribuido en el cuerpo en dos grandes compartimientos
el subcutaneo y el visceral, cada uno de estos compartimientos poseen

caracteristicas biologicas diferentes y aunque mantengan relaciones funcionales



bilaterales, su papel en la fisiopatologia de las complicaciones derivadas de la
obesidad es muy distinto. Existen numerosas diferencias entre los adipocitos del
TAV y los del TAS. Clasicamente se ha considerado que los adipocitos del TAV
poseen mayor actividad lipolitica que los del TAS (Marcano et al., 2006).

Los depdsitos subcutdneos de grasa abdominal estan ubicados
inmediatamente por debajo de la piel regional y comprenden alrededor del 80% de
la grasa corporal total, los dos principales sitios de acumulacion son las regiones
femorales y gluteas, aunque también se sitla en el compartimento subcutaneo
abdominal (Salvador et al., 2008).

La grasa visceral esta contenida en la parte interna de las cavidades
corporales, envolviendo érganos, sobre todo abdominales y esta compuesta por la
grasa mesentérica y la grasa de los epiplones. Una de las caracteristicas mas
sobresalientes del TAV es su sensibilidad a estimulos lipoliticos y su relativa
insensibilidad a sefiales antilipoliticas, que determinan secreciones ténicas de
acidos grasos libres hacia la circulacion portal, estableciendo asi el primer paso en
una serie de eventos que desencadenan resistencia a la insulina, favorecen la
produccién de citocinas proinflamatorias como IL-6, TNF-a y PAI-1 y aumentan el
flujo de &cidos grasos libres al higado por via portal.

En conclusion el incremento de acidos grasos libres derivado del aumento en
el tamafio y la actividad lipolitica en la grasa visceral parece ser responsable de las
alteraciones metabdlicas en el higado, que conducen finalmente a
hipertrigliceridemia, hiperinsulinemia, resistencia a la insulina, diabetes tipo 2, etc.
(Godinez et al., 2002; Moreno et al., 2002; Marcano et al., 2006; Salvador et al.,
2008; Acosta, 2012; Izaloa et al., 2015; Suéarez et al., 2017).

3.2.4.- Tratamiento farmacoldgico para la obesidad

La terapia farmacoldgica se indica en individuos con IMC > 30 kg/m2 o con
alguna comorbilidad mayor como: diabetes tipo 2, hipertensién arterial, dislipemia,

cardiopatia isquémica, enfermedad cerebrovascular, enfermedad respiratoria,
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cancer de endometrio, mama, prostata, colon, se puede utilizar con IMC inferiores,
IMC >25 segun la OMS o >27 segun la American Association of Clinical
Endocrinologists. En todos los casos, la farmacoterapia se debe utilizar como
coadyuvante de un buen plan dietético que incluya la correccion de los malos
habitos alimentarios y la practica regular de ejercicio fisico.

El primer paso para el tratamiento de la obesidad en el adulto es mejorar los
habitos alimenticios aunado a un incremento de la actividad fisica, con el objetivo
principal de disminuir la masa grasa del paciente obeso. El tratamiento
farmacoldgico debe ser utilizado solo bajo supervision médica estrecha y en el
contexto de una estrategia de tratamiento a largo plazo.

Tratamiento farmacoldgico de la obesidad se clasifica segin su mecanismo de
accion en:

Farmacos que reducen la ingesta de alimentos. Estos farmacos
incrementan la disponibilidad de neurotransmisores con actividad anorexigénica
(serotonina, noradrenalina y dopamina) a nivel de sistema nervioso central, ya sea
incrementando la liberacion o inhibiendo la recaptura. Algunos ejemplos de estos
farmacos son: fentermina, fenfluramida, dexfenfluramida, mazindol, fluoxetina,

sibutramina, Paroxetina (Coyote et al., 2008).

Farmacos que incrementan el gasto energético. Estos farmacos estimulan
la termogénesis e induce pérdida de peso, un ejemplo es la efedrina. Este farmaco
presenta efectos simpaticomiméticos y puede ocasionar efectos adversos,
principalmente hemodindmicos y metabdlicos (Cuevas et al., 2005).

Farmacos que afectan el metabolismo o la absorcién de nutrientes.
Estos tienen efecto en la fase de pre absorcion y son inhibidores del vaciamiento
gastrico que incrementan la saciedad de forma directa o mediante la accién de
hormonas intestinales como amilina o péptido similar a glucagoén (Coyote et al.,
2008). Los farmacos de la fase absortiva son inhibidores de las a-glucosidasas
intestinales (maltasas, sacarasas, dextrinasas, glucoamilasas), presentes en las

vellosidades intestinales, estas enzimas desdoblan la sacarosa, maltosa y otros
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oligosacaridos en monosacaridos (glucosa, fructosa, galactosa), como la acarbosa.
El resultado es una demora en la digestién de los hidratos de carbono con reduccién
de los picos glucémicos postprandiales, la dosis debe ser superior a la habitual para
observar una pérdida de peso. Los inhibidores de la absorcién de grasa como el
Orlistat, es uno de los principales farmacos utilizado para la disminucion del peso.
Su mecanismo de accion se basa en la union selectiva y covalente al lugar activo
de las lipasas gastrointestinales (géstrica, pancreética y carboxilester) con escaso
o nulo efecto sobre las demas enzimas digestivas (amilasa, tripsina, quimotripsina
y fosfolipasas). De esta manera impide la hidrdlisis y absorcion de las grasas y no
interfiere en la de los hidratos de carbono, las proteinas y los fosfolipidos (Caixas,
2000; Coyote et al., 2008).

3.3.- Dislipidemias

Las dislipidemias se caracteriza por un incremento de los niveles de
triglicéridos totales y de triglicéridos unidos a lipoproteinas de muy baja densidad
(VLDL), descenso de los niveles de lipoproteinas de alta densidad (HDL), asi como
niveles aumentados de lipoproteinas de baja densidad (LDL) y de colesterol (Panel

Europeo de Expertos, 2015)

Las dislipidemias se clasifican en primarias y secundarias, el primer grupo lo
constituyen trastornos caracterizados por defectos en las enzimas, receptores o
metabolitos que participan en la sintesis y eliminacion de las lipoproteinas, la mas
frecuente es la hipercolesterolemia familiar, seguida por hiperlipidemia familiar
combinada, disbetalipoproteinemia e hipertrigliceridemia familiar. El segundo grupo
incluye alteraciones en los lipidos como consecuencia de otras enfermedades:
diabetes, hipotiroidismo, sindrome nefrético y uso de algunos farmacos (Garcia et
al., 2016; GPC, 2016).
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3.3.1.- Criterios de diagnoéstico para las dislipidemias

Para el diagndstico de dislipidemia es necesario medir los lipidos en sangre,
los niveles de normalidad para colesterol total es menor de 200 mg/dl, triglicéridos
menor de 150 mg/dl y C-HDL mayor de 40 mg/dl (NCEP, 2001). EI C-LDL ha
reemplazado al colesterol total, como medicion primaria para evaluar el riesgo por
lipoproteinas aterogénicas y permanece como la medicion mas usada con objetivo
de tratamiento (GPC, 2016). ElI C-LDL, se calcula por la formula de Friedewald

siempre que los niveles de triglicéridos se encuentren menores de 400 mg/dI:
C- LDL = Colesterol total — [C-HDL + (triglicéridos /5)]

El objetivo en pacientes con muy alto riesgo cardiovascular es que el C-LDL
sea <70 mg/dl; en alto riesgo cardiovascular <100 mg/dl y en moderado o bajo
riesgo cardiovascular un C-LDL <115 mg/dl. No solo los niveles elevados de C-LDL
incrementan el riesgo cardiovascular, también las lipoproteinas ricas en triglicéridos
y remanentes de lipoproteinas son aterogénicas; por lo que se sugiere utilizar como
alternativa a la medicion del C-LDL, la medicion de colesterol No-HDL (C-No HDL)
como objetivo terapéutico. Dicho parametro valora la cantidad total de colesterol no

transportado en las HDL y se obtiene con la siguiente férmula:
C-No HDL = Colesterol total — C-HDL

En poblacion de muy alto riesgo los objetivos de tratamiento basados en C-
No HDL son <100 mg/dl, en alto riesgo <130 mg/dl y en moderado a bajo riesgo
cardiovascular <145 mg/dl (GPC, 2016).

3.3.2.- Tratamiento farmacolégico para las dislipidemias
Las diversas estrategias de tratamiento para hipercolesterolemia disponible
en la actualidad son: inhibidores de la HMG-CoA reductasa (estatinas), inhibidores

de la absorcion del colesterol (ezetimiba), secuestradores de Acidos Biliares e
inhibidores de la Proproteina Convertasa Subtilisina/Kexina tipo 9 (PCSK-9).
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Las estatinas son el farmaco de eleccion para el tratamiento de las
dislipidemias ya que reducen la sintesis de colesterol a nivel hepético por inhibicion
competitiva de la enzima Hidroximetil-glutaril coenzima A (HMG-CoA) reductasa. La
reduccion de las concentraciones a nivel intracelular de colesterol induce la
expresion del receptor LDL en la superficie del hepatocito, lo que resulta en
disminucién de las concentraciones del C-LDL circulante, apolipoproteina B (Apo
B), incluyendo particulas de triglicéridos (GPC, 2016).

Las estatinas se clasifican con base a la capacidad de reduccion del C-LDL en:
1. Alta intensidad: reduccién del C-LDL mayor a 50%.

e Rosuvastatina

e Atorvastatina
2. Moderada intensidad: reduccion del C-LDL de 30— 50%.

e Atorvastatina

e Rosuvastatina
3. Baja intensidad: reduccion C-LDL menor de 30%.

e Simvastatina.

e Pravastatina

e Fluvastatina

Cuando el paciente no responde al tratamiento de eleccion se le agrega a la
terapia ezetimiba para observar una disminucion adicional de los niveles de C-LDL
del 24%, con reduccién del riesgo absoluto del 2% de eventos cardiovasculares fatal
y no fatal a 6 meses de seguimiento (GPC, 2016).

La terapia con fibratos y niacina, son utilizados primordialmente para la
disminucién de triglicéridos e incremento de C-HDL. Su utilidad principal es la
prevencion de pancreatitis por hipertrigliceridemia. El uso de fibratos y niacina no se
recomienda como monoterapia para prevencidon secundaria y manejo de
hipercolesterolemia (GPC, 2016).
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Los inhibidores de PCSK9 han sido estudiados en pacientes con
hipercolesterolemia familiar heterocigota, intolerancia a estatina y en pacientes con
muy alto riesgo cardiovascular, demostrando ser seguros y efectivos en la reduccién
del CLDL vy lipoproteina a (GPC, 2016).

3.4.- Insulina

La insulina es una hormona polipeptidica producida y liberada por el
pancreas, en las células . La insulina es sintetizada como una preprohormona en
las células-B de los islotes de Langerhans en el pancreas, en respuesta a altas
concentraciones de glucosa en la circulaciébn sanguinea, formando primero
preproinsulina, la cual una vez ubicada en el reticulo endoplasmaético rugoso (RER),
se convierte en proinsulina (precursor de la insulina) formada por 3 segmentos
correspondientes a las cadenas A, B y C; esta proinsulina viaja al aparato de golgi,
en donde las enzimas proteoliticas, convertasa 1, 2 y la carboxipeptidasa, liberan la
cadena C de la proinsulina, dejando Unicamente a las cadenas A y B unidas por
enlaces disulfuro, generando asi la insulina. La insulina tiene un peso molecular de
aproximadamente 6000 Da (Steiner, 1996) y su funcion principal regular el
metabolismo de los carbohidratos, sin embargo, también cuenta con una importante

participacion en el metabolismo de lipidos y proteinas.

De manera general la insulina se libera a través del siguiente proceso (Figura 1):

e La glucosa es transportada al interior de las células B del pancreas por el
transportador GLUT-2 ocasionando un aumento en la concentracién intracelular
de glucosa.

e La glucosa que se encuentra al interior de las células B entra a la glucolisis
generando un aumento de ATP y provocando un bloqueo de canales de K*
dependientes de ATP, lo que genera un incremento de K* intracelular que
conlleva a la despolarizacion de la membrana generando la entrada de iones
Ca?* que desencadena la exocitosis de los granulos que contienen insulina
(Proks, 2004).
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Figura 1.- Esquema general para la liberacion de insulina. Modificada
de Beta Cell Biology Consortium (2004).

Una vez sintetizada y lista para excretarse al haber altas concentraciones de
glucosa, la insulina es liberada y viaja por el torrente sanguineo hacia el tejido
adiposo, higado y musculo esquelético principalmente, uniéndose con su receptor
de insulina, permitiendo la entrada de glucosa a la célula. La insulina lleva a cabo
su accién biolégica mediante la union con su receptor (IR), este receptor se
encuentra en la superficie celular y tienen una actividad de cinasas de tirosina

intrinseca (Olivarez et al., 2008).

El RI es un heterotetramero de 2 sub-unidades extracelulares a unidas por
puentes disulfuro a 2 sub-unidades transmembrana 8 (Figura 2). La union de 2
moléculas de insulina con las subunidades a del receptor desencadena una

cascada de sefalizacion, primero se genera un cambio conformacional en el IR que
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permite que se enlace una molécula de ATP a las sub-unidades 3, en estas sub-
unidades se localiza un dominio catalitico de tirocincinasa con un sitio de union a
ATP y sitios de fosforilacion en tirosina que se localizan en las regiones
yuxtamembranales, en el asa de activacion (Tyrl158, Tyrl162, Tyrl163) y el
carboxilo terminal, permitiendo asi la fosforilacion de residuos de Tyr de ciertas
proteinas como el sustrato del receptor de insulina 1 (IRS1), permitiendo un
reconocimiento por el dominio SH2 de fosfatidil inositol 3-cinasa (PI3K), la cual
convertird al lipido de membrana fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP2) en
fosfatidilinisitol-3,4,5-trifosfato (PIP3), esta se asociara con una proteina intracelular,
cinasa dependiente de fosfatidilinositol (PDK), permitiendo un cambio
conformacional capaz de fosforilar a cinasa B (PKB/AKT) activandola, siendo ésta
capaz de fosforilar residuos de serina o treonina de sus proteinas diana. La PKB o
AKT activa es capaz de promover la translocacion de los transportadores de glucosa
GLUT-4 que se encuentran en vesiculas, desde el interior celular a la membrana
plasmatica favoreciendo la entrada de glucosa a la célula en tejido muscular y
adiposo (Olivarez et al., 2008; Mosso, 2015).
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Figura 2.- Estructura del receptor de insulina (Olivarez et al.,
2008).
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3.4.1.- Resistencia a la insulina

Se define como resistencia a la insulina (RI) a la disminucion de la accion de
la insulina a nivel celular, lo que produce alteraciones en el metabolismo glucidico,
lipidico y proteico (Pollak, 2016). La Rl ocurre cuando la insulina al interaccionar con
Su receptor, no puede desencadenar la cascada de sefializacion y por tanto no hay
transporte de glucosa al interior de la célula, permaneciendo el estado de
hiperglucemia. Este evento puede ocurrir por varias razones, pero frecuentemente
es en respuesta a la hiperlipidemia y a los estados pro-inflamatorios asociados con
la obesidad, mecanismos que no han sido esclarecidos de manera precisa (Olivarez
et al., 2008; Mosso, 2015).

3.4.2.- Criterios de diagnostico para la resistencia a la insulina

Este debe establecerse a través de la presencia de manifestaciones (clinicas

y de laboratorio) de la condicidn dentro de las que se contemplan las siguientes:

e Obesidad abdominal: circunferencia abdominal = 90 cm para hombres y =2 80 cm
para mujeres.

e Hiperglicemia

e Hipertrigliceridemia: triglicéridos plasmaticos >150 mg/dI.

e Colesterol HDL bajo: <40 mg/dl en hombres y <50 mg/dl en mujeres.

La presencia de obesidad abdominal junto a cualquiera de ellas, o bien la
hiperglicemia sumada a una hipertrigliceridemia, tiene una excelente correlacion
con RI determinada por clamp euglicémico hiperinsulinémico, método de oro para

el diagndstico de la condicién (Carrazcon et al., 2013; Pollak, 2016).

3.5.- Diabetes
La diabetes es una enfermedad metabdlica que se caracteriza por

hiperglucemia, la cual es causada por ausencia de insulina o defectos en su
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secrecion y accion. La hiperglucemia cronica esta asociada con dafio, disfuncion y

falla de varios 6rganos (ADA, 2012).

3.5.1.- Tipos de diabetes

Diabetes tipo 1: Este tipo de diabetes es caracterizada por una produccion
nula de insulina y para mantener los niveles controlados de glucosa es necesaria la
administracion diaria de esta hormona, por esta razén se le conoce como diabetes
insulino-dependiente o juvenil, no se conoce su etiologia pero implica la destruccion
total de las células 3 del pancreas por procesos autoinmunes.

Diabetes tipo 2: Se denomina insulino-independiente debido a que existe
presencia de insulina, pero esta es incapaz de generar su efecto o bien su secrecion
esta disminuida, generalmente se debe al estilo de vida sedentario, la obesidad y
una alimentacion rica en carbohidratos.

Diabetes gestacional: Este tipo de diabetes afecta a mujeres embarazadas
con una incidencia de 3 a 10%, es caracterizada por hiperglucemia que se presenta
como consecuencia de un proceso de resistencia a la insulina, probablemente
debido al blogueo de la insulina por hormonas producidas en la placenta (ADA,
2007).

Diabetes tipo Mody y otros tipos de diabetes: Este tipo de diabetes se
asocia a defectos genéticos, inicia a edades temprana, generalmente por debajo de
los 25 afios, presenta una transmision autosémica dominante y es no dependiente
de insulina, al menos en los primeros 5 afios después del diagnostico, y se relaciona

principalmente a defectos en la secrecion de las células 3 pancreaticas.

3.5.2.- Diabetes tipo 2 (DT2)

Es el tipo de diabetes mas comun, se presenta en un 90% de los casos a
nivel mundial, se caracteriza por niveles elevados de glucosa en plasma con
alteracion en el metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas, como resultado

del defecto de la secrecion y accion de la insulina, relacionando también a la
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etiologia de la DT2, la obesidad, la dislipidemia, poca actividad fisica y la mala
alimentacion, afecta para desarrollar hipertension arterial, enfermedades

cardiovasculares, entre otras (ADA,2019).

2.5.3.- Criterios de diagndstico para la diabetes

Los criterios de diagnostico contempla diversos factores de riesgo que
favorecen el desarrollo de diabetes lo que permite identificar desde personas
propensas hasta pacientes declaradamente diabéticos. Los factores de riesgo
asociados a esta enfermedad son: antecedentes familiares con este padecimiento,
poliuria (necesidad frecuente de orinar), polidipsia (sed excesiva) y polifagia
(aumento del apetito), cansancio excesivo, IMC > 23 en mujeres y > 25 en los
varones, ademas de obesidad abdominal. A partir de la presencia de estas
caracteristicas se realizan las pruebas clinicas, estas se encuentran basadas en la

medicién de glucosa, cdmo se muestra en la Tabla 3 (ADA, 2019).

Tabla 3.- Criterios bioguimicos de laboratorio para el diagnostico de diabetes tipo 2 (ADA, 2019).
Prueba: Normal Prediabetes Diabetes

Hemoglobina
Glicosilada
(A1C)
Glucosa
Postprandial
(GP)
Glucosa
Plasmatica en
ayunas
(FPG)

Determina el valor promedio de la

0, o 0 > 0
glucemia en las Ultimas 12 semanas. S B9 Shifi b =B

Nivel de glucosa capilar o plasmatica, a

cuslouier hora del dia. <139 mg/dL  140-199 mg/Dl =200 mg/dL

Niveles de glucosa en sangre en ayunas < 99 mg/dL 100-125 mg/DlI = 126 mg/dL

3.5.4.- Tratamiento farmacoldgico para diabetes tipo 2

Cuando un paciente es diagnosticado con DT2, se inicia con tratamiento no
farmacoldgico, este consiste en modificar el estilo de vida mediante una
alimentacion sana y ejercicio para intentar mantener los niveles normoglucémicos
(normales), cuando esto no se logra se comienza con el tratamiento farmacolégico,
que de eleccion suele ser un farmaco del grupo de las biguanidas. Sin embargo,
cuando el paciente deja de responder a la terapia asignada se le comienza a tratar
con politerapia, es decir que al tratamiento asignado se suman otros grupos de

farmacos utilizados para la DT2 como los que se describen en la tabla 4.
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Tabla 4.- Tratamiento farmacoldgico para la Diabetes tipo 2 (Cruz, K., 2016).

GRUPO DE FARMACOS

SULFONILUREAS

MEGLITIDINAS

INHIBIDORES DE LAS a-
GLUCOSIDASAS

BIGUANIDAS

INHIBIDORES DEL SGLT2

TIAZOLIDINDIONAS

MECANISMO DE ACCION

Actian uniéndose a un receptor, provocando el
cierre de los canales de K* sensibles a ATP lo que
finalmente despolariza a la membrana, ocasionando
una entrada de iones Ca? que provoca la
translocaciéon de los granulos de insulina y
finalmente su secrecidn.

Actuan estimulando la secrecién de insulina, por
inhibicidn de los canales de K* dependientes de ATP
de las células B-pancreaticas y requieren de glucosa
para ejercer su accion.

Inhiben competitivamente a las enzimas a-
glucosidasas intestinales (glucoamilasa, sacarasa,
maltasa e isomaltasa) impidiendo que estas enzimas
escindan  sus substratos (oligosacédridos vy
disacaridos) en monosacaridos para su posterior
absorcién, ocasionando un retraso en la absorcion
de disacaridos y carbohidratos complejos, al evitar
su desdoblamiento a monosacaridos mas facilmente
absorbibles.

Actian disminuyendo la produccién hepdtica de
glucosa e incrementando la captacion de la misma
por el musculo esquelético mediante la activacion de
la proteina adenosina monofosfatocinasa activada
(AMPK) hepdtica y muscular, la cual a su vez inhibe
la lipogénesis y activa la B-oxidacién, lo que
disminuye la gluconeogénesis y las concentraciones
de glucagdn en plasma.

Inhiben de manera reversible y selectiva el SGLT2,
aumentando la excrecidn de glucosa, disminuyendo
la glucemia basal y posprandial.

Agonistas de los receptores PPARy (receptor
activado por el proliferador de peroxisomas
gamma), mediante su activacién llevan a cabo la
reduccion de la resistencia a la insulina y el aumento
de la sensibilizacion de la insulina,
fundamentalmente a nivel de tejidos periféricos
(musculo esquelético y tejido adiposo), con un ligero
efecto sobre tejido hepatico, inhibiendo Ia
gluconeogénesis.
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FARMACOS

Glibenclamida
Glimepirida
Clorpropamida

Repaglinida
Natiglinida

Acarbosa
Miglitol

Metformina

Dapagliflocina
Remoglifocina
Serglifocina

Pioglitazona
Rosiglitazona



3.6.- Hipertension

La hipertension arterial (HTA) se puede definir como una elevacion de la
presion sanguinea sistdlica y/ o diastélica por arriba de 130/80 mmHg (Moragrega,
2001; Gijon et al., 2017). La prevalencia de la HTA varia enormemente
incrementandose con la edad. Asi por ejemplo, en paises desarrollados y con una
poblacion de mayor edad, mas de dos tercios de los adultos mayores padecen HTA,
que es el principal factor de riesgo para enfermedad cerebrovascular e insuficiencia
cardiaca (Tagle, 2017; Gijon et al., 2017).

3.6.1.- Tipos de hipertension

En la actualidad existen dos tipos de hipertension: la hipertension primaria o
esencial y la hipertension secundaria. La hipertension primaria afecta al 90% de los
pacientes y se considera idiopatica y puede ser causada por factores de riesgo
como: alteraciones en el sistema nervioso simpatico, volumen sanguineo, gasto
cardiaco, resistencias arteriolares periféricas, sistema renina-angiotensina-
aldosterona, sensibilidad al sodio, obesidad y resistencia a la insulina. Por otro lado,
la hipertensién secundaria afecta aproximadamente el 10% de los pacientes que la
padecen, si aparicion se asocia con algunas patologias, como enfermedades
renales (glomerulopatias), problemas vasculares y enfermedades tiroideas entre
otras (NOM-030-SSA2-2009).

3.6.2.- Clasificacién de la presién arterial

En noviembre del 2017, la American Heart Association y el American College
of Cardiology emitieron nuevas guias de practica clinica para la prevencion,
deteccidn, evaluacion y tratamiento de la hipertension en adultos (Tabla 5), esta
nueva clasificacion refleja el incremento de un 14% en la prevalencia de la
hipertension en Estados Unidos. En México, al extrapolar datos de ENSANUT 2006,
es probable que la prevalencia de HTA con esta nueva clasificacion también se

incremente, estableciéndose alrededor de 46% (Rubio, 2018).
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Tabla 5.- Clasificacion de la hipertension
arterial (ACC, 2017; AHA, 2017)

CIFRAS DE PRESION
CATEGORIA ARTERIAL (mmHg)
Sistélica Diastodlica

Normal <120 <80
Elevada 120-129 <80
Hipertension
Estadio 1 130-139 80-89
Hipertension
>
Estadio 2 2140 20

3.6.3.- Criterios de diagndstico para la hipertensién arterial

Para diagnosticar hipertension arterial sistémica, se puede utilizar la
“determinacion domiciliaria de la tension arterial” (realizada con mediciones
secuenciales por paciente/familiar en domicilio) o utilizando “Monitorizacion
Ambulatoria de la Presion arterial” (MAPA), de acuerdo a los siguientes parametros
diagnésticos (IMSS, 2017):

e Promedio de 24 horas = 130/80 mmHg.

e Horas diurnas (en estado de despierto) promedio 2135/85 mmHg.

e Horas nocturnas (en estado de dormido) promedio 2120/70 mmHg.

e Promedio = 135/85 mmHg en determinaciones domiciliarias repetitivas durante

el dia.

3.6.4.- Tratamiento farmacolégico

Cuando el tratamiento no farmacoldgico (modificaciones en el estilo de vida:
dieta balanceada y ejercicio) es insuficiente para controlar los niveles de presién
arterial se recurre al tratamiento farmacoldgico, donde el grupo de farmacos de
primera eleccion son los diuréticos tiazidicos, seguidos de bloqueadores de canales
de Ca?*, los inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (ECA), y los

antagonistas de los receptores de angiotensina Il. Cuando los niveles de presién
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arterial del paciente no son controlados con la monoterapia se agrega un farmaco

de otro grupo como los que se encuentran en la tabla 6.

Tabla 6. - Farmacos de primera eleccion para el tratamiento de la Hipertension Arterial (Favela
et al., 2014; GPC, 2017)

< EFECTO
CLASE FARMACO FARMACOLOGICO
Diuréticos Antagoniza al
transportador de Na*/Cl
Tiazidas en el tibulo contorneado
distal renal.

Hidroclorotiazida

Antagoniza al
transportador de
Diureticos de asa Na*/K*/2CI renal en el
. aza de Henle
Furosemida
Antagoniza al receptor de
Espironolactona/Eplerenona aldosterona en el tabulo
colector renal

Metroprolol Antagonizan a receptores
Beta-bloqueadores Propanolol g 81 P
Disminuyen la resistencia
IECA . periférica al inhibir la
Captopril

(Inhibidores de la Enzima angiotensina Il y
Convertidora de disminuye el volumen

Angiotensina) el sanguineo al disminuir la
secrecion de aldosterona.
ARA-II Candesartan .
. , Antagonistas de los
(Antagonistas de los Losartan
. . . . receptores AT1 para
Receptores de Angiotensina Telmisartan ) .
. angiotensina
1)) Valsartan
Inhibe el flujo del Ca?*
Bloqueadores de canales de Diltiazem extracelular a través del
Ca% Verapamilo bloqueo no selectivo de
(No Dihidropiridinicos) canales de Ca?* tipo L de
la membrana celular
Nifedipina
Bloqueadores de canales de Amlodipina Bloqueo de canales de
Ca?* (Dihidropiridinicos) Felodipina Ca?*
Felodipina
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3.7.- Obesidad como origen del sindrome metabdlico y las
enfermedades que lo conforman

La obesidad se desarrolla por un desequilibrio entre la energia ingerida y la
energia gastada. Cuando existe un balance positivo de energia, el excedente
energético se acumula en el tejido adiposo subcutaneo en forma de triacilgliceroles.
Cuando el tejido adiposo subcutaneo es incapaz de almacenar apropiadamente el
exceso de energia o se ha rebasado el umbral de almacenamiento, aumentan los
depositos de grasa visceral (envolviendo érganos, sobre todo abdominales), este
almacenamiento se manifiesta con el incremento de los lipidos intracelulares,
aumento del tamafio de los adipocitos (hipertrofia) e incremento del nimero de
adipocitos (hiperplasia), lo que se ve reflejado en un aumento del TAB.

El incremento de lipidos dentro del adipocito aunado a la hipertrofia e
hiperplasia de estos, los lleva a presentar disfuncién celular. El crecimiento excesivo
de los adipocitos en la obesidad genera bloqueo de los vasos sanguineos que
irrigan al TA, esto provoca un estado de hipoxia y finalmente necrosis. La muerte
celular de los adipocitos induce la transformacién de los macréfagos M2 (secretores
de adipocinas anti-inflamatorias) a macrofagos M1 (secretores de adipocitocinas
pro-inflamatorias) en TA, estos macréfagos liberan citocinas (principalmente IL-6,
IL-10 y TNF-a) y quimiocinas pro-inflamatorias atrayendo a otras células del sistema
inmune, provocando un descenso de adipocitocinas anti-inflamatorias tales como la
adiponectina, que suprime la inhibicion de la activacién del factor nuclear kappa B
(NF-kB), principal regulador de la transcripcién de citoquinas pro-inflamatorias,
como TNF-a e interferon gamma (IFN-y). El incremento en la produccion de NF-kB
sobrepasa la capacidad funcional del RE provocando un estado de estrés al
aumentar la sintesis de proteinas y de lipidos y conduce a la activacion de la cinasa
de c-jun NH2-terminal (JNK) y del inhibidor de la cinasa del NF-kB o IKK, estos a su
vez retroalimentan la activacion de NF-kB que suprime la actividad de adiponectina
y de los transportadores de glucosa tipo 4 (GLUT-4) (Miranda et al., 2007; Blancas
et al., 2009 Izaloa et al., 2015).

Varios estudios han implicado a la activacién crénica de la via proinflamatoria

del NF-kB y de la cinasa aminoterminal c-Jun-1 (JNK1), con la resistencia a la
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insulina. Estas vias de sefializacion molecular proinflamatoria regulan la
fosforilacion de proteinas y eventos de transcripcion celular dando lugar a la
produccion elevada de citocinas proinflamatorias por los adipocitos, incluyendo
TNF-a, IL6, leptina, resistina, quimiocinas como el MCP1 y otros mediadores
proaterogénicos, como el PAI-1. Las moléculas de adhesiéon ICAM1y VCAM1 Yy las
moléculas quimioatrayentes que provienen de las células endoteliales en el tejido
adiposo en expansion se unen a las integrinas y a los receptores de quimiocinas
(CCR), respectivamente, en la superficie de los monocitos para reclutarlos hacia el
tejido adiposo. Algunos estudios se han enfocado en la activacion de estas vias en
los tejidos blanco de la insulina (tejido adiposo, higado y masculo) y han encontrado
que varias cinasas de serina/treonina son activadas por estimulos inflamatorios o
de estrés y contribuyen a la inhibicion de la sefializacion de insulina, siendo las mas
relevantes la JNK, el inhibidor de NF-kB y PKC-6 (Bastarrachea et al., 2007; Acosta,
2012; Sanchez et al., 2014).

Todo este proceso inflamatorio, resaltando al TNF-q, la IL-6 y al aumento de
acidos grasos libres ocupan un importante rol en la fisiopatologia de la RI, ya que la
union del TNF-a a sus receptores (p55 y p75) activa las cinasas de la familia IKK,
que producen la fosforilacion del inhibidor del factor nuclear-kB (IkB) y activa a NF-
kB, lo que promueve la fosforilacion del sustrato del receptor de la insulina-1 (IRS-
1) en el residuo de serina lo que impide su interaccion con la sub-unidad B del
receptor de insulina y bloquea la sefalizacion de la insulina, lo que se refleja en la
disminucion de la expresion génica de los GLUT-4 y finalmente se traduce en el
aumento de glucosa en sangre (hiperglucemia).

La secrecion aumentada de citocinas y lipidos derivados de la grasa abdominal y
sistémica alcanza la circulacion portal y contribuye a la inflamacion hepatica y a la
resistencia a la insulina en el hepatocito. Este incremento de lipidos como sustrato,
es secundario al aumento de adiposidad corporal, y a su vez activa la respuesta
inflamatoria en el higado, con aumento asociado en la produccién de citocinas y
guimiocinas. Los mediadores proinflamatorios y proaterogénicos son producidos en

el hepatocito. Al mismo tiempo, las células inmunes asociadas, incluyendo
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monocitos y macréfagos son reclutados y activados causando resistencia local a la
insulina y esteatosis en el hepatocito. Dicho proceso se une a la diatesis inflamatoria
sistémica que ocurre desde el tejido adiposo y promueve aterogénesis vascular y
resistencia a la insulina en el masculo esquelético y otros tejidos (Bastarrachea et
al., 2007; Acosta, 2012; Sanchez et al., 2014).

Una importante consecuencia de la Rl respecto al metabolismo lipidico es la
pérdida del efecto supresor de la insulina sobre la movilizacion de la grasa del tejido
adiposo. Como consecuencia de ello se produce un aumento del flujo de acidos
grasos libres (FFA) debido a la reduccién de la supresion de la lipdlisis. La falta de
supresion de los FFA en el periodo posprandial como consecuencia de la
disminucién de actividad de la lipoproteinlipasa (LPL) y el aumento de los FFA
plasmaticos a causa de un aumento de la lipdlisis en los adipocitos. El patron lipidico
mas frecuente en estos pacientes se caracteriza por hipertrigliceridemia, colesterol
HDL bajo, colesterol LDL normal o levemente elevado con particulas pequefias y
densas mas vulnerables a la oxidacion. Adicionalmente, la hiperglicemia crénica
provoca la glicacion del colesterol LDL, lo que aumenta su aterogenicidad (mayor
probabilidad de que se forme una placa de ateroma en las arterias y de origen a
aterosclerosis). Por otro lado, la resistencia a la insulina también afecta a la
produccién de NO debido a que uno de los mecanismos para su generacion
depende de la insulina, por tanto, al haber una disminucion del NO se genera un
aumento de las moléculas de adhesién (ICAM, VCAM), provocando que los FFA
que se encuentran en circulacion se adhieran al vaso sanguineo los macrofagos M2
localizados en el endotelio vascular detectan estos FFA y son transformados en
macrofagos tipo M1. Los macrofagos M1 fagocitan a los FFA generando a las
células espumosas, estas se adhieren al vaso sanguineo provocando una
disminucion del lumen arterial. De esta manera existe la relacion entre estas
enfermedades que finalmente desarrollan el sindrome metabdlico (Bastarrachea et
al., 2007; Acosta, 2012; Ramirez et al., 2012; Sanchez et al., 2014; Mosso, 2015).
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3.8.- Importancia de las plantas medicinales

En la actualidad, los pacientes buscan otras alternativas a los tratamientos
farmacolégicos que ya se tienen para enfermedades como las asociadas en el
sindrome metabdlico; por tal motivo, el uso de las plantas medicinales sigue siendo
un pilar importante en la terapéutica. La Comision Nacional para el Conocimiento y
uso de la Biodiversidad ha informado que el 85% de la medicina tradicional mundial
utiliza la mezcla de diversas plantas como extractos, unguientos, polvos, etc. para el
tratamiento de sus padecimientos mas comunes. México ha sido clasificado como
el segundo lugar a nivel mundial en cuanto a riqueza de plantas medicinales, con
un aproximado de 4,000 especies registradas con efecto terapéutico (Rodriguez et
al., 2015).

3.8.1.- Agastache mexicana

La especie Agastache mexicana pertenece a la familia de las Lamiaceas
herbaceas, crece en bosques mixtos y de coniferas, alcanza una altura de 30 cm a
4 m de alto. Es conocida comunmente como Tlalaueuetl, ahuehuete de la tierra
(Nahuatl: México), toronjil mexicano (Castellano: Centro sur y occidente de México),
toronjil morado (Castellano: México) y toronjil rojo (Castellano: Méxi). Se encuentra
distribuida a lo largo de los estados de Michoacan, Puebla, Hidalgo, Estado de
México (Ozumba) y Morelos (Tlanepantla, poblacién Felipe Neri) (Santillan et al.,
2008; Gonzalez et al., 2015).

3.8.2.- Antecedentes etnomédicos

A la especie Agastache mexicana se le han atribuido diversos usos, entre los
que destacan el control de los nervios, control de la presion arterial, alivio de
enfermedades del corazon e insomnio y aminorar el dolor del estbmago. También
se ha utilizado para el tratamiento de la tos, el asma, la bronquitis, la pulmonia, la
garraspera, la sinusitis, la ronquera, la tosferina y la gripe (Monroy, et al., 2007;
Cruz, K., 2016).
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3.8.3.- Antecedentes fitoquimicos de Agastache mexicana

Algunos de los compuestos que se han sido aislados de A. mexicana se

muestran en la tabla 7.

Tabla 7.- Compuestos aislados de Agastache mexicana (Zielinska y Matkowski, 2014; Aguirre et al.,
2006)

Compuestos

. Actividad biolégica Estructura
aislados
Carminativo, estomacal,
Mentona . 4
antiespasmaodico 7o
A
Antiinflamatorio, antimicético,
Camfeno . : g
analgésico, antiespasmaodico.
. . i . CH>
Antiespasmddico, carminativo,
B—Pineno aperitivo, antiséptico, expectorante,
diurético. Hac
CHy
. g . . . CHfS
Antiséptico urinario,
. antiespasmaodico, carminativo,
Limoneno I, e
aperitivo, antiséptico, expectorante, -
eupeptico. H_,SCACHQ
HaC CHa
p-Cimeno Antiséptico, expectorante
CHa
CHa,
: Eupéptico, espasmolitico, aperitivo, @
Cineol pep P IICO, ap HaC
colagogo, diurético.
CH,
O
Citronelal Carminativo, antiespasmaodico. M
H
o]
L o CHg
Pulegona Antiséptico urinario. HsC —
CHj
. . OCHg
Fortalecimiento de los capilares O
: sanguineos, mejoradores de las Ho 0
Flavonoides ; . - \
funciones de oxigenacion de los
tejidos, antiinflamatorios. Lo

29



Antihipertensivo,
antiaterosclerético,
antihiperlipidémico, cardiotonico,
antioxidante, antidiabético.

Triterpenos

3.8.4.- Antecedentes farmacoldgicos de Agastache mexicana

Los efectos farmacoldgicos descritos para A. mexicana incluyen su accion
como espasmolitico, antinociceptivo, antihipertensivo, antiaterosclerdtico,
vasorrelajante y antidiabético y se han relacionado con componentes identificados
en la planta, como: acacetina, acido ursalico, tilianina, acido oleandlico, entre otros
(Aguirre et al., 2006; Hernandez et al., 2009, 2011, 2013; Gonzalez et al., 2012.;
Ramirez et al., 2014.), ya que dichos compuestos actuan bloqueando los canales
de Ca?* dependientes de voltaje e inducen la apertura de canal de K*. El acido
ursolico, oleandlico y acacetina inducen la secrecion de NO mediante la presencia
del endotelio (Flores-Flores et al., 2016).

En estudios previos de nuestro grupo de trabajo se establecioé que el extracto
hidroalcohdlico de la planta Agastache mexicana y un precipitado obtenido del
mismo mostraron efectos antihiperglicémico, en una curva de tolerancia a la glucosa
en ratones normoglucémicos CD1y efecto vasorrelajante en anillos de aorta aislada
de rata precontraidos con noradrenalina (NA) (Cruz K. C., 2016). En este sentido,
los antecedentes sugieren que ambas muestras poseen potencial actividad
antidiabética y antihipertensiva las cuales fueron exploradas en el presente
proyecto. En dicho estudio se pudo establecer también que la mezcla de

compuestos contiene tilianina y acido ursolico (Cruz, K., 2016).

Los diferentes efectos farmacolégicos establecidos para A. mexicana, las
partes de las plantas estudiadas y algunos metabolitos secundarios responsables

de dichas actividades se enlistan en la tabla 8.
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Tabla 8.- Ubicacion de los compuestos con actividad biolégica en la planta Agastache mexicana. (Aguirre
et al., 2006; Hernandez et al., 2009, 2011, 2013; Gonzalez et al., 2012; Verano et al., 2013; Ramirez et al.,
2014).

Parte de la planta Pr|n<.:|p|o Actividad Referencia
activo
. Acido ursolico Espasmolitico
Inflorescencias : L .
Acacetina antinociceptivo

] Antinociceptivo
Partes aéreas Acido ursolico Antihipertensivo
Antiateroscleratico

Antihipertensivo
Partes aéreas Vasorrelajante

U Ll Antidiabético

, Acido Antiadiabético

Partes aéreas o ‘e s .
oleandlico Antihipertensivo
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4 .- Justificacion

Como se describi6 en los antecedentes, la obesidad y enfermedades
concomitantes como la hipertension y la diabetes muestran un impacto importante
a nivel mundial. En México la obesidad ocupa el primer lugar en la poblacion infantil
y el segundo en adultos, lo que ha provocado que la Secretaria de Salud emita
alertas sanitarias con respecto a este padecimiento y las enfermedades
relacionadas. Es por ello que la bausqueda de alternativas terapéuticas novedosas
que traten de manera integral a la obesidad y a las enfermedades relacionadas
como la diabetes, las dislipidemias y la hipertension es una necesidad imperante en
la actualidad. Por lo que el presente proyecto pretende determinar la eficacia
terapéutica y la seguridad del precipitado del extracto hidroalcohdlico de A.
Mexicana (PP EHAAmM) en un modelo de obesidad y enfermedades concomitantes

provocado por una dieta de cafeteria y modelos de diabetes e hipertension.
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5.- Hipotesis

El PP EHAAmM mostrara efectos antihipertensivo, antidiabético vy
antihiperlipidémico en un modelo murino de obesidad basado en la dieta de

cafeteria y en modelos murinos de diabetes e hipertension.
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6.- Objetivo general

Determinar el efecto antihipertensivo, antidiabético y antihiperlipidémico del
PP EHAAmM en un modelo murino de obesidad basado en la dieta de cafeteria 'y en

modelos murinos de diabetes e hipertension.
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7.- Objetivos particulares

e Obtener el extracto hidroalcohélico de Agastache mexicana.

e Separar y caracterizar la mezcla de compuestos que precipita de manera
espontanea del extracto hidroalcohdlico.

e Determinar la eficacia antidiabética del PP EHAAmM en el modelo de obesidad
basado en la dieta de cafeteria y en modelos de diabetes no insulino
dependiente.

e Determinar el efecto antihiperlipidémico del PP EHAAmM en el modelo de
obesidad basado en la dieta de cafeteria.

e Determinar el efecto antihipertensivo del PP EHAAmM en el modelo de obesidad
basado en la dieta de cafeteria y en ratas SHR.

e Analizar los perfiles bioguimicos de los animales tratados con el PP EHAAmM en
el modelo de obesidad basado en la dieta de cafeteria, posterior al tratamiento
subagudo.

e Analizar la expresion de genes relacionados con la obesidad a nivel de ARN
mensajero PPAR-y, GLUT 4 y adiponectina en células C2C12 (musculo

esquelético).
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8.- Metodologia
8.1.- Recoleccion y preparacion del material vegetal

La especie vegetal Agastache mexicana (Figura 3) que se utilizd en este
estudio fue recolectada en el mes de junio del afilo 2014 e identificada
taxondmicamente por la Dra. Irene Perea Arango del Centro de Investigaciones en
Biotecnologia (CEIB) de la Universidad Autonoma del Estado de Morelos (UAEM)

con el numero de voucher 26336.

Figura 3.- Agastache mexicana

8.2.- Obtencion del precipitado del extracto hidroalcohdlico de
Agastache mexicana

La planta recolectada se colocé al aire libre, en la sombra para su secado y
a temperatura ambiente, una vez seca se fragmentaron todas las partes de la planta
en un molino de cuchillas. Se pesaron 100 g del material vegetal y se realizaron
macerados hidroalcohdlicos (con una proporcion de 70% etanol y 30% agua
destilada), por triplicado durante 72 horas, posteriormente se filtr6 y se llevo a
sequedad con ayuda de un rotaevaporador. Una vez hecho esto, se logré obtener
el EHAAm.
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Por otro lado, se realiz6 una segunda maceracion de la cual precipitd de
manera espontanea un solido verde amorfo, que se filtré al vacio en un embudo
Buchner, lo que permiti6 obtener el precipitado (PP EHAAmM) seco, que
posteriormente fue sometido a sucesivas cromatografias para separar los

componentes de la mezcla de dicho precipitado.

8.3.- Uso y manejo de animales

Los animales empleados en este proyecto fueron los siguientes: para los
ensayos vasorrelajantes se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar, para los
ensayos antihipertensivos se utilizaron ratas macho de la cepa SHR, para los
ensayos antidiabéticos y dieta de cafeteria se utilizaron ratones macho de la cepa
CD1. Dichos animales fueron tratados de acuerdo a lo establecido en la Norma de
Regulacion Federal para el Manejo y Experimentacion de Animales emitida por la
Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion (Nom-
062-Z00-1999, 1999).

8.4.- Dieta de cafeteria

En el modelo de dieta de cafeteria fueron utilizados dos grupos: el grupo
Normal el cual tenia una dieta estandar y agua natural y el grupo dieta de cafeteria
con una alimentacion hipercal6rica (tabla 9) y agua con azlcar estandar (15%) se
monitoredé durante 6 meses peso, consumo de calorias, consumo de agua,
concentraciones de glucosas y se realizaron curvas de tolerancia cada mes para
determinar la efectividad del modelo. Al finalizar los 6 meses el grupo de dieta de
cafeteria se dividié en 4 grupos: Control positivo (Metformina), Tratamientos (PP
EHAAmM y EHAAmM) y vehiculo (tween 80 al 10%).
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Tabla 9.- Productos utilizados para la dieta de cafeteria

Fruit-loop Golden Foods ®
Chicharrén de cerdo Sabritas®
Crackets Gamesa®

Doritos nachos Sabritas®
Quesabritas Sabritas®

Papas onduladas ®

Galletas Oreo Gamesa®
Gansito

Rufles de queso Sabritas®
Dalmata Marinela®

Carlos V blanco

Crunch Nestle®

Cremax de nieve Gamesa®
Bolitas de chocolate Golden Foods ®
Cheetos Puff ®

8.4.1.- Curva de tolerancia a la glucosa

Para analizar el metabolismo de la glucosa a lo largo del modelo entre los
diferentes grupos de animales, se procedié a realizar curvas de tolerancia a la
glucosa cada mes, después de haber iniciado con la dieta de cafeteria. Para ello,
los ratones se dejaron 13 horas en ayuno. Se registré la glucosa basal (Go) previo
a la administracion por via oral de dextrosa disuelta en agua destilada (2 g/Kg),
después de la administracién de dextrosa se registraron los niveles de glucosa a
intervalos de tiempo 0.5, 1, 1.5, y 2 horas.

8.4.2.- Determinacién de presién arterial

Se determind la presion arterial sistélica, diastolica y media, asi como la
frecuencia cardiaca mediante un método no invasivo (tail-cuff), el cual consiste en
inmovilizar al animal en una camara de acrilico y colocar un mango con sensor en
la arteria coccigea en la cola del ratén (Panlab s.l.u LE5007, Harvad Apparatus) y
se comparan con los valores de presién de los animales normales. EI método
aplicado se basa en la técnica esfigmomanométrica utilizada para medir presion

arterial en humanos. Como en el humano, el equipo esta equipado con un mango

38



(cuff), que sirve para ocluir el paso de sangre, asi como un transductor que sirve
para seguir la evolucion del pulso a lo largo de la medicion. Se tomaron los
promedios de 10 lecturas de presion para cada animal posterior a la administracion
del PP EHAAM.

8.4.3.- Determinacién del perfil bioquimico (glucosa, triglicéridos, colesterol
total, HDL)

Con el objetivo de analizar la presencia de hiperglicemia y /o dislipidemias al
término del estudio (6 meses), se determinaron los niveles de glucosa, colesterol,
triglicéridos y HDL en suero, en todos los grupos.

La sangre se extrajo por puncién cardiaca colocandola en tubos
correctamente etiqguetados marca Eppendorf sin anticoagulante, posteriormente, se
centrifugaron a 3,500 rpm durante 10 minutos para obtener suero sanguineo y asi
determinar los diferentes parametros bioquimicos. Esta parte experimental se
realiz6 en colaboracion con la Dra. Natividad Sara Garcia Jiménez, de la Facultad
de Farmacia, los resultados fueron realizados en equipo automatizado COBAS
C111 y reactivos ROCHE USA.

8.5.- Curva de tolerancia a glucosa en ratones normoglucémicos

Debido a que el modelo de dieta de cafeteria no dio resultado se
implementaron los modelos de diabetes e hipertension por separado. El primer
ensayo que se llevo a cabo fue la curva de tolerancia a glucosa para analizar los
efectos del PP EHAAmM y el EHAAmM en el metabolismo del ratén.

Para determinar el efecto antihiperglucémico del PP EHAAmM y del EHAAmM
(100 mg/Kg), se realizaron curvas de tolerancia a glucosa (CTG) en ratones
normoglucémicos, los cuales fueron separados para formar 4 grupos de
experimentacion. Posteriormente, los animales se ponen en ayuno previo de 13
horas y con libre acceso a agua. El dia del ensayo, se pesaron los ratones para
determinar la cantidad de muestra de prueba a administrar. Al primero y segundo
grupo se les administrd las muestras de prueba (PP EHAAM y EHAAmM) a una dosis

de 100 mg/kg, via oral y se miden los niveles de glucosa capilar previo a la
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administracion de las muestras de prueba. El grupo control se administré con 0.1
mL/kg de una mezcla de tween 80, al 10% (vehiculo) y el grupo control positivo se
administré con una dosis de 5 mg/Kg de glibenclamida, 15 min después se
administré una carga de glucosa a una dosis de 2 g/Kg de peso de cada animal.
Posterior a la administracion se miden los niveles de glucosa a los tiempos 0.5, 1,
1.5, 2y 3 horas.

8.6.- Modelo no insulino-dependiente

Después de la CTG el siguiente modelo que se realizo fue el antidiabético
donde podemos observar el efecto del EHAAmM y del PP EHAAmM en animales con
glucosas elevadas, simulando un paciente diabético tipo 2 y tener una idea del

mecanismo de accion de dicho precipitado.

El modelo experimental de diabetes no insulino-dependiente se indujo en
ratones macho (cepa CD1) sanos, con un ayuno previo de 16 horas. Para ello, se
administré por via intraperitoneal (i.p.) una dosis de 120 mg/Kg de estreptozotocina
(STZ), la cual se disolvio en un buffer frio de citratos con un pH de 4.5, después de
15 minutos se administra nicotinamida disuelta en agua destilada a una dosis de 40
mg/Kg. Posterior a dos semanas, se midieron los niveles plasméticos de glucosa,
con un glucémetro portati ACCU-CHECK® PERFORMA. Se utilizaron para el
ensayo los ratones que presentaron niveles plasméaticos de glucosa mayores a 140
mg/dL.

8.6.1.- Antidiabético ensayo agudo

En el modelo experimental de diabetes no insulino-independiente fueron
considerados aquellos ratones cuya glucosa plasmética en ayuno fue mayor a 140

mg/dL después de dos semanas de la diabetizacion.

Evaluacion aguda: Se midio la glucosa inicial de los animales previo al ayuno
(Go). A continuacion fueron administrados con 100 mg/Kg de los extractos a evaluar,
glibenclamida (5 mg/kg) como control positivo y el vehiculo (tween 80, al 10%).

Posteriormente, se midio la glucosa a las 1, 3, 5y 7 horas.
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8.7.- Determinacidén del efecto vasorrelajante ex vivo

Por otro lado para evaluar la parte antihipertensiva del precipitado se inicié
con la determinacién del efecto vasorrelajante de manera ex viva.
Las ratas macho de la cepa Wistar, con un peso entre 250 y 300 g., fueron
sacrificadas con éter etilico para posteriormente realizar la diseccion, para llevar a
cabo el aislamiento de la aorta, a la que posteriormente se le retird el tejido adiposo
y conectivo. Teniendo la aorta limpia, se cortdé en 6 segmentos de aproximadamente
3 mm. Para los ensayos que si lo requirieron, el endotelio fue removido de manera

mecanica con ayuda de un estilete (Figura 4).

Figura 4.- Diseccion y obtencion de anillos de aorta

Estos anillos se colocaron en una camara de incubacién (Figura 5) donde se
mantuvieron bajo condiciones fisioldgicas a una temperatura de 37.5°C, burbujeo
constante de una mezcla gaseosa de O2/COz (95:5), pH de 7.4 y con 10 mL de una
solucién de Krebs (118 mM NaCl, 4.7 Mm KCI, 1.2 mM MgSO04, 1.2 mM KH2POa,
25 mM NaHCOs, 0.026 mM EDTA, 11.1 mM glucosa, 2.5 mM CacClz2).

Figura 5.- Camara de incubacion
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Una vez colocados los segmentos de tejido a estudiar en las condiciones
fisiolégicas, los anillos se sometieron a una tension basal de 3 g durante 30 minutos

mediante un transductor de fuerza isométrico modelo Grass FR03 (Figura 6).

Figura 6.- Transductor de fuerza isomérico modelo Grass FT03

Previo al ensayo con el extracto y el precipitado, el tejido paso6 por un proceso
de sensibilizacion (Figura 7) el cual consistié en la estimulacion de la contraccion
por 3 veces con NA a 0.1 uM en intervalos de 30 minutos, entre cada estimulo el
tejido se lavo con la solucion Krebs. Se utilizo carbacol (1 uM) en la udltima
sensibilizacién con NA para observar la presencia o ausencia de endotelio en los
anillos de aorta.

Seguido de la sensibilizacion del tejido, se realizO el ensayo de
vasorrelajacion con el PP EHAAmM y el EHAAmM. Para ello, una vez mas los anillos
de aorta fueron contraidos con NA (0.1 uM) y una vez que se alcanzo la contraccion
maxima constante se agregaron las diluciones del extracto (de la mas diluida a la
mas concentrada) cada 3 minutos (Figura 7). Finalmente el efecto vasorrelajante se
determind debido a la comparacion de la magnitud de la contracciébn antes y
después de agregar las diferentes concentraciones de las muestras de prueba.
Posteriormente, se realizaron curvas concentracion-respuesta, esto se llevé a cabo
empleando los programas Acknowlenge® (BIOPAC®,CO.,USA) y Origin Pro 8.0®.
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Figura 7.- Proceso de sensibilizacion de los anillos de aorta

8.7.1.- Mecanismo de accion dependiente de endotelio

Se realiz6 la determinacion del mecanismo de accién con el PP EHAAmM ya
que presentdé una mejor actividad en el ensayo ex vivo y en los ensayos
antihiperglucémico y antidiabético, por esta razén se descarté al EHAAm de los
siguientes experimentos.

Para llevar a cabo el mecanismo de accién se siguié la metodologia descrita
en el nimero 7.8, después se realizaron 2 experimentos, donde los anillos de aorta
con endotelio fueron preincubados durante 15 minutos con los inhibidores, L-NAME
(10 pM) un inhibidor inespecifico de la 6xido nitrico sintasa (VIkovicova et al., 2008)
e indometacina inhibidor de la cicloxigenasa COX (10 uM) (Carregaro et al., 2008).
Posteriormente, el tejido se contrajo con NA (0.1 uM) y se agregaron las

concentraciones de prueba del PP EHAAmM como se muestra en la figura 8.
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Figura 8.- Determinacion del mecanismo de accion del PP EHAAm, preincubados con L-NAME (10
MM) e Indometacina (10 uM) en anillos de aorta de rata.

8.7.2.- Determinacién vasorrelajante del PP EHAAmM sobre el efecto contractil
de CaCl2 en anillos de aorta de rata sin endotelio

Con la finalidad de conocer si el efecto relajante del compuesto era producido
mediante el impedimento del influjo de Ca?* hacia las células del musculo liso,
después del periodo de equilibrio y sensibilizacion los anillos de aorta fueron lavados
con solucién de Krebs 80 mM sin calcio durante 15 minutos y posteriormente se
agrego CacClz (80 uM a 27 mM) de forma acumulativa a la camara de incubacién
con el objetivo de construir una curva control concentracién-respuesta. De forma
similar, pero en distintos anillos de aorta, se incubaron durante 15 minutos las
muestras de prueba (PP EHAAmM) y posteriormente se agregd CaClz (80 uM a 27
mM). Finalmente, se comparo el efecto contractil de CaClz en ausencia y presencia

del compuesto (Figura 9).
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Figura 9.- Influencia de la actividad vasorrelajante de las muestras de prueba sobre el efecto
contractil de CaCl..

8.8.- Modelo antihipertensivo agudo

Debido a los excelentes resultados del efecto vasorrelajante se decidié
realizar la prueba de manera in vivo en el modelo antihipertensivo agudo. Para la
evaluacion del efecto antihipertensivo agudo del PP EHAAm se formaron dos
grupos de experimentacion con ratas de la cepa SHR, un grupo fue administrado
por via intragastrica con el vehiculo (tween 80 al 10%) y el segundo grupo se le
administré el PP EHAAmM (100 mg/Kg). Se tomaron los registros a la hora 0, 1, 3, 5
y 7 de la presion arterial sistélica (PSIS), diastolica (PDIA) y frecuencia cardiaca
(FC) de ambos grupos con un pletistbmetro LE 5001 (Figura 10), HARVARD
APPARATUS®, LE programa Chart V4.2 de Powerlab ADInstruments® (Hernandez
et al., 2013).

&
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Figura 10.- Determinacion del efecto antihipertensivo agudo del EHAAmM en un modelo in vivo en
ratas SHR.
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9.- Resultados y discusion
9.1.- Rendimiento

La especie medicinal Agastache mexicana es una planta que es utilizada en
la medicina tradicional para el tratamiento de diversas enfermedades metabdlicas,
psicoldgicas y respiratorias, entre otras. Esta planta, que es conocida en la medicina
tradicional como toronjil, es una fuente importante de entidades quimicas con
diversas propiedades farmacoldgicas dentro de las que destacan los acidos ursdlico
y oleandlico, acacetina, apigenina (Flores et al., 2016) y tilianina (Hernandez et al.,
2009; Garcia et al., 2016). En nuestro grupo de trabajo se demostré6 que esta
especie medicinal muestra actividad antihipertensiva en modelos ex vivo e in vivo
(Hernandez et al., 2009; 2013; Flores et al., 2016). De manera adicional, los &cidos
ursolico y oleandlico junto con la tilianina, obtenidos de A. mexicana, han mostrado
efectos antidiabético, antihipertensivo y antidislipidémico en modelos animales
diversos (Ramirez et al., 2011; Garcia et al., 2016). Por este motivo, en el presente
proyecto se decidié determinar el efecto del extracto hidroalcohdlico, y el precipitado
obtenido del mismo, en un modelo animal de obesidad con dieta de cafeteria (dieta
hipercal6rica) para poder establecer si las muestras de prueba son capaces de
controlar los niveles plasmaticos de glucosa, la presion arterial, las dislipidemias y
las alteraciones metabdlicas y proinflamatorias comunes en los pacientes obesos.
De manera adicional, se pretendia establecer la capacidad de dichas muestras para

prevenir o revertir la resistencia a la insulina generada.

En este contexto, los modelos animales de obesidad o sobrepeso con dieta
de cafeteria alteran de manera significativa los niveles de triglicéridos en plasma,
colesterol total, HDL, los niveles de glucosa, LDL, entre otras. Todo este
desequilibrio comienza a verse reflejado en el desarrollo de diversos dafios
metabdlicos como: la resistencia a la insulina, esteatosis hepatica, dislipidemias,
altos niveles de presion arterial, aumento de tejido adiposo, ateroesclerosis, asi
como la presencia de citocinas pro-inflamatorias. Se pretende que estos
desequilibrios metabdlicos presentados en el modelo de obesidad en ratones, se

asemeje al proceso que sufren los humanos al padecer obesidad y sus alteraciones
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subsecuentes para poder probar diversos compuestos que sean multitarget para las
diversos blancos donde se deba general un efecto (Tapp et al., L 2010; Sampey et
al., 2011, Fuentes, 2016).

Asi, en primer término se realiz6 el macerado hidroalcohdlico de Agastache
mexicana donde se encontrd y separé el precipitado (PP EHAAmM), una vez obtenido
el PP EHAAm se realizaron los célculos correspondientes para saber su rendimiento
respecto al total de la planta utilizada, segiin como se reporté en estudios previos
(Cruz, 2016). Como se observa en la tabla 10, el rendimiento para el PP EHAAmM
obtenido de 2 Kg de planta fue del 0.73%.

Tabla 10.- Rendimiento del PP EHAAmM
Planta Agastache mexicana 2000 g

Precipitado del extracto
hidroalcohdlico de Agastache | 0.7327 %
mexicana EHAAmM

9.2.- Dieta de cafeteria.

Al realizar el experimento de la dieta de cafeteria se realizaron evaluaciones
constantes durante el periodo de dieta de cafeteria y realizar la comparacién con un

grupo de dieta estandar esto con la finalidad de monitorear la efectividad del modelo.

Se realizé el calculo de las calorias consumidas de los grupos de dieta
estandar y DCF, donde se observa que en el primer mes el grupo normal presenta
782.66 calorias por encima del consumo de los ratones con dieta de cafeteria, en
los siguientes meses no hay diferencia significativa del consumo entre ellos (Figura
11).

Por otro lado, se determiné el consumo de agua entre los animales con dieta
estandar (agua de garrafon) y los de dieta de cafeteria (agua con sacarosa), en la
figura 12 se muestra la misma tendencia de consumo de agua entre estos dos

grupos durante los 6 meses.
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Figura 11.- Consumo de calorias de cada mes, comparando el grupo normal y
el grupo dieta de cafeteria Anova de dos vias, post-hok Bonferroni * p<0.01.
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Figura 12.- Consumo de agua durante 6 meses, comparando el grupo normal y
el grupo dieta de cafeteria. Anova de dos vias, post-hok Bonferroni * p<0.01.

Por ultimo, se determind el % de variacion de peso de los grupos de dieta
estandar y de dieta de cafeteria (Figura 13), donde se tiene como resultado que
durante los 6 meses transcurridos con las diferentes dietas no se observa ninguna

diferencia significativa, esto se encuentra estrechamente relacionado con el
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consumo de calorias, ya que sus consumos no presentan una variacion notable

entre ellos.
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Figura 13.- Relacién del porcentaje de variacion del peso durante 6
meses del modelo. Anova de dos vias, post-hok Bonferroni * p<0.001

Se graficé la concentracion de glucemia postprandial del grupo de dieta
estandar y de dieta de cafeteria de cada mes durante los 6 meses, en esta gréafica

nos indica que no existe diferencia significativa entre estos dos grupos (Figura 14).
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Figura 14.- Monitoreo de glucosa durante 6 meses. Anova de dos vias,
post-hok Bonferroni * p<0.001
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Una vez concluidos los 6 meses, se decidio realizar una curva de tolerancia
a glucosa (CTG) para observar el comportamiento del metabolismo de glucosa
comparando el grupo normal y el grupo de dieta de cafeteria, en esta CTG que se
muestra en la figura 15, donde se observa que el grupo de dieta estandar tuvo un
pico hiperglicémico mayor que el grupo DCF y esta diferencia significativa la
encontramos desde la media hora hasta la hora. Esto nos podria indicar que el
metabolismo del grupo de dieta de cafeteria se esta viendo afectado por la dieta
consumida y quiza se esté dando el proceso de hiperinsulinemia por esta razén no

se esta permitiendo llegar al pico hiperglicémico.
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Figura 15.- Curva de tolerancia a glucosa del sexto mes. Anova de dos vias,
post-hok Bonferroni * p<0.01.

Como se desprende de los resultados mostrados anteriormente, el modelo
de obesidad inducido por dieta de cafeteria en ratones CD1 que se pretendié
establecer no resultd, ya que no mostr6 un aumento de peso con diferencia
significativa con respecto al grupo que recibié dieta estandar, tampoco consumieron
mas calorias, cambiaron los valores del perfil bioquimico en sangre, no se alter¢ la
presion arterial y tampoco hubieron cambios en las curvas de tolerancia a la glucosa
entre ellos. Esto puede estar relacionado con el tipo de roedor y la cepa utilizada,

ya gue los ratones tienden a tener mayor resistencia ante el dafio inducido por la
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dieta hipercaldrica, o que posiblemente los tiempos que se utilizaron para inducir el

dafio metabdlico no fueron los suficientes (Ayala, et al., 2008 ).

En este sentido, decidimos determinar los efecto antihiperglicémico y
antidiabético agudo, asi como el efecto vasorrelajante y el mecanismo de accion y
finalmente la actividad antihipertensiva en modelos animales ex vivo e in vivo del

precipitado obtenido del extracto hidroalcohodlico de A. mexicana.

9.3.- Curva de tolerancia a glucosa en ratones normoglucémicos

En la figura 16 se observa que el precipitado obtenido a partir del extracto
hidroalcohdlico de A. mexicana (PP EHAAmM) mostré un efecto antihiperglicémico a
la media hora y a la hora posterior a la administracion de glucosa, disminuyendo de
manera significativa (p<0.01) el pico hiperglicémico y comparado con el vehiculo
utilizado, lo que sugiere que los componentes del extracto podrian estar bloqueando
el transporte de glucosa del intestino al torrente sanguineo ya sea a través del
blogueo del Glut-2 o a través del bloqueo de la bomba sodio glucosa . Por otro lado,
el EHAAmM mostré un disminucién significativa del area bajo la curva (p<0.01),
especialmente posterior a la hora de la administracion, y el efecto fue similar al
mostrado por el precipitado, evidenciando la participacion de mecanismos

extrapancreaticos relacionados con la estimulacion de la accion de la insulina.
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Figura 16.- Comparacion del efecto antihiperglicémico del EHAAmM y el PP EHAAmM
con el control positivo (glibenclamida) y el vehiculo. ** p<0.01 vs vehiculo.

9.4.- Antidiabético ensayo agudo

Con base en que tanto el extracto hidroalcohdlico y el precitado mostraron un
efecto antihiperglicémico significativo y un potencial efecto sensibilizador de la
funcién de la insulina, se decidio determinar el efecto antidiabético en el modelo de
ratén diabetizado con STZ-nicotinamida (Ramirez et al 2011; Chavez et al 2018).
En la figura 17 se muestra el efecto antidiabético del EHAAmM y su PP EHAAm,
EHAAmM tiene una diferencia estadisticamente significativa en comparacion con el
vehiculo, y se observé un efecto mayor al que muestra glibenclamida (utilizada
como control positivo) desde la primera hora y durante todo el experimento, y
aungque ambas muestras de prueba resultaron similares en su efecto, el PP EHAAmM
mostré mayor efecto que el extracto. Esta actividad abona informacién acerca del
efecto antidiabético producido por una potencial sensibilizacion de la funcion de la
insulina, posiblemente mediado por la activacion de PPARy y que

consecuentemente favorece la translocacion del Glut-4 en tejido adiposo y musculo
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(Chavez et al., 2018), o probablemente a través de la inhibicion de PTP-1B (Ramirez
et al., 2011), o quizé relacionado con la activacion de AMPK (Gutiérrez et al., 2017).
Es necesario realizar otros experimentos para corroborar las hipétesis planteadas.

EHAAmM y PP EHAAmM

-~ Vehiculo (Tween 80 al 10%)
& Glibenclamida (3 mg/kg)
-~ EHAAmM (100 mg/Kg)

-+ PP EHAAmM (100 mg/KQg)

b B

3 5

=
s

Tiempo (H)

% de variacion de glucemia ( mg/dL)

Figura 17.- Comparacion del efecto antidiabético del EHAAmM su PP EHAAm con el control
positivo (glibenclamida) y el vehiculo. *** p<0.01 vs vehiculo.

9.5.- Determinacion del efecto vasorrelajante ex vivo

En la figura 18 y tabla 9, se compara, en anillos de aorta en presencia y
ausencia de endotelio el efecto del PP EHAAm, donde se observé que este
precipitado tuvo un mejor porcentaje de relajacién en presencia de endotelio. Es
importante destacar que en estudios previos se determiné el efecto vasorrelajante
de los acidos ursolico y oleandlico (Aguirre et al., 2006; Ramirez et al., 2012), de la
acacetina (Flores et al., 2016) y de la tilianina (Hernandez et al., 2009) y que
mostraron efectos vasorrelajantes significativos, lo que explica que las mezclas de
los compuestos obtenidos en el precipitado presenten una excelente relajacion y
una potenciacion en la actividad. Como se puede observar, el PP EHAAmM mostré

efecto vasorrelajante parcialmente dependiente de endotelio, o que sugiere
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mecanismos de accion relacionados con la liberacion de factores relajantes
derivados de endotelio como es el NO, el Hz2S, la PGI2 o el factor hiperpolarizante
derivado de endotelio (Hernandez et al., 2009). Por otro lado, la componente
relajante que no es dependiente de endotelio podria estar relacionado con el
blogueo o apertura de canales i6nicos, o con la interaccibn con segundos

mensajeros (Hernandez et al., 2009).
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Figura 18.- Comparacion del efecto vasorrelajante del PP EHAAm en anillos de
aorta aislada de rata en presencia y ausencia de endotelio. **p<0.01 ***p<0.001.

Tabla 9.- Comparacién de la eficacia y potencia del PP EHAAmM en presencia y ausencia
de endotelio y sus respectivos controles obtenidos en el ensayo ex vivo

Comparacion de la eficacia y potencia del PP EHAAm con los respectivos controles
PP EHAAmM (E-) @ PP EHAAm (E+) CARBACOL NIFEDIPINA

EFICACIA (%) 100 £ 2.73 100 + 0.44 74.06 £5.7| 9712.48

CEso (pg/ml) = 157.32+9.10 4.46+0.68 0.082+6.7 0.01+3.37
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9.6.- Mecanismo de acciéon dependiente de endotelio

Como podemos observar en la figura 19, se presenta un bloqueo parcial del
efecto relajante en presencia de L-NAME, desplazando la curva concentracion-
respuesta a la derecha en presencia del inhibidor, donde la potencia del PP EHAAmM
disminuye con respecto a la curva control, ademas podemos apreciar que el efecto
es dependiente de la concentracion. Estos resultado nos indican que el efecto del
PP EHAAmM se ve reducido en ausencia de la produccién de NO sugiriéndonos de
una posible activacion de la eNOS para una produccion biolégica de NO. Por otro
lado, en presencia de indometacina no se observé diferencia significativa en
comparacioén con la curva control lo que nos sugiere que el PP EHAAmM no presenta

actividad significativa en inducir la sintesis de PGI2.
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Figura 19.- Efecto vasorrelajante del PP EHAAmM en presencia de Indometacina
y L-NAME en anillos de aorta aislada de rata en presencia de endotelio. **p<0.01
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9.7.- Determinacién vasorrelajante del PP EHAAmM sobre el efecto
contractil de CaCl; en anillos de aorta de rata sin endotelio

En la figura 20 podemos observar que a la concentracion efectiva media el
PP EHAAmM se impide completamente la contraccion inducida con CacClz, lo que
sugiere que existe un impedimento del flujo de Ca?* hacia el interior de las células
del musculo liso, esto nos indica que este es uno de los principales mecanismos de
accion del precipitado en anillos de aorta sin endotelio. De la misma manera, se
probd una concentracion mas baja del PP EHAAm (-1/2 log), sin embargo, el efecto
contractil se observa en las concentraciones mayores de CaClz, mostrandose asi
que el efecto es dependiente de la concentracion. Ambas concentraciones del

precipitado tuvieron un efecto significativo como bloqueadores de canales de Ca?*.

100 + —=— CONTROL (Control CaCl E-)
—e— PP EHAAmM (157,32 pg/ml E-)
A PP EHAAmM (50,33 pg/ml E-)

50

% de contraccion

(mM]

Figura 20.- Curva concentracion respuesta a la contraccién inducida con CaClz en
ausencia de endotelio. ***p<0.001
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9.8.- Modelo antihipertensivo agudo

En el estudio antihipertensivo agudo (Figura 21), se observO una
disminucion notable en la presion sistélica desde la primera hora, y este efecto fue
sostenido hasta la séptima hora (p<0.001). Por otro lado, para el caso de la presion
diastolica, al transcurrir la primera hora se encuentra una disminucion significativa,
sin embargo, posterior a ese tiempo se observa una tendencia a mantener los
valores de presion arterial bajos, pero este efecto no fue significativo al compararlo
con el control (p<0.05). Esta actividad se le puede atribuir a los compuestos que ya
se tienen identificados en este precipitado que son el &cidos ursolico y oleandlico,
tilianina y acacetina (Flores et al., 2016), y esto con base en los antecedentes
previos descritos para cada compuesto (Aguirre et al., 2006; Rios et al., 2012).
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Figura 21.- Ensayo agudo antihipertensivo con ratas SHR del PP EHAAmM. Anova de dos vias,
post-hok Bonferroni * p<0.01 ***p<0.001.
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10.- Concusion

El PP EHAAmM mostré actividad antidiabética cuyo mecanismo de accion

podria estar relacionado a un proceso insulino-sensiblilizador.

El PP EHAAm presentd in vitro un efecto significativo vasorrelajante
dependiente de la concentracibn. Su mecanismo de accion es parcialmente
dependiente de endotelio, y por otro lado, podria estar actuando como bloqueador
de canales de Ca?*.

El PP EHAAm tiene una actividad antihipertensiva in vivo en ratas SHR

significativa.
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11.- Perspectivas

e Determinar el mecanismo de accion antidiabético del PP EHAAmM.
e Determinar la toxicidad aguda y subaguda del PP EHAAm.

e Determinar y caracterizar cada uno de los compuestos contenidos en el PP
EHAAmM.

e Determinar el efecto del PP EHAAmM en un modelo antihipertensivo subagudo

con ratas SHR.
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