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Resumen.

Objetivo: El objetivo del presente estudio fue evaluar, en tilapias (Oreochromis
niloticus) con hiperglucemia, el efecto hipoglucemiante del extracto acuoso de
Ocimum tenuiflorum. Métodos: La hiperglucemia en O. niloticus fue inducida por la
adicion de glucosa a los peces al agua del estanque. Un extracto acuoso de
Ocimum tenuiflorum se prepard por ebullicion de hojas frescas. Se evaluaron las
dosis de extracto 0, 40, 80, 200 y 400 mg por litro de agua del estanque.
Resultados: La concentracion de glucosa en sangre en tilapias con hiperglucemia
inducida fue un promedio de 50% mayor que el grupo control. Los niveles de
glucosa en sangre en tilapias, después de la induccion de la hiperglucemia, fueron
mas altos que en el grupo control durante 90 minutos después del tratamiento. El
tratamiento con el extracto acuoso de O. tenuiflorum disminuyd los niveles de

glucosa en suero de tilapias hiperglucémicas hasta que fue similar a la del grupo
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de control y fue dependiente de la dosis. Conclusion: Los resultados indicaron que
O. tenuiflorum contiene actividad hipoglucemiante. Para nuestro conocimiento,
este es el primer informe sobre el uso de peces como un modelo de diabetes de

probar los extractos naturales de plantas.

1. Introduccion:

Actualmente hay mas de 346 millones diabéticos en todo el mundo y esta cifra es
probable que aumente en un 50% o0 mas en el afio 2020 debido al aumento de un
estilo de vida sedentario, el consumo de dietas ricas en energia, y la obesidad (1).
Proporcionar asistencia sanitaria médica moderna en todo el mundo sigue siendo
un objetivo lejano, debido a las limitaciones econémicas. Por lo tanto, es necesario
seguir buscando nuevos medicamentos mas eficaces, y la fitoterapia puede ser un

objetivo ideal (2).

Aunque los suplementos naturales son ampliamente utilizados en todo el mundo
para tratar la diabetes, algunos de ellos han sido cientificamente validados (3). La
validacion de la efectividad de las hierbas y otras plantas medicinales para el
tratamiento de la diabetes en modelos animales de mamiferos no tiene prioridad y
es muy costoso, lo que resulta en un vacio en el proceso de desarrollo de
farmacos. Los peces son organismos que como modelo vertebrado puede cerrar
esta brecha. Recientemente, el pez cebra se ha propuesto como un modelo para
la regulacién de los niveles de glucosa, mediante la exposicion de organismos

adultos y de larvas a compuestos con actividad hipoglucemiante conocida (4).

Ocimum tenuiflorum (Ocimum sanctum), un miembro de la familia Lamiaceae
(Labiatae), es una hierba tropical, de hasta 18 centimetros de alto, que se extiende
como un arbusto bajo. La planta crece en forma silvestre en Cuba, pero también
es ampliamente cultivada en los jardines. El extracto acuoso de O. tenuiflorum se
usa como hipoglucemiante en Cuba (5). En este estudio se investigo el efecto del
extracto de O. tenuiflorum acuoso en el nivel de glucosa en sangre en tilapias

(Oreochromis niloticus) como un nuevo modelo, en peces, para la diabetes.



2. Materiales y métodos

2.1 Peces
El Departamento de Pesca de Camagiey, Cuba suministré tilapias jévenes
(Oreochromis niloticus) con peso 46,6 + 4,8 g. Los animales se mantuvieron en el
laboratorio a 27 + 2 °© C en agua aireada y en foto-periodos con duracion 14 h de
luz: 10 h oscuridad. Fueron alimentadas ad libitum con pellets para peces con 30%
de proteina (Malta Cleyton-, México).

2.2 Induccidn de la hiperglucemia en tilapia
Se prepararon cinco grupos con siete animales en cada uno. Se mantuvieron en el
estanque de agua durante 30 minutos. Las concentraciones de glucosa utilizadas
fueron 0, 25, 50, 75y 100 g / L. Luego los peces se pasaron a agua limpiay se
les tomaron las muestras de sangre.

2.3 Curso temporal hiperglucémico en tilapia
Se organizaron dos grupos con 45 animales cada uno. Uno de los grupos fue
utilizado como control y al otro se le indujo hiperglucemia mediante la adicion de
glucosa al estanque de los peces a 50 g/ L. Los peces se mantuvieron durante 30
minutos en esas condiciones y se tomaron muestras de sangre a los 0, 15, 30, 60,
90 y 120 minutos. Después los peces se pasaron a agua limpia. Se tomaron
muestras de sangre también antes de la induccion de la hiperglucemia.

2.4 Laplantay la preparacion del extracto
Las plantas de O. tenuiflorum se recogieron en el organopoénico "La Victoria",
Carretera Central, La Habana, Cuba, y fue identificado por el profesor Jorge E.
Gutiérrez del Departamento de Botanica de la Universidad de La Habana, Cuba.
Una muestra fue depositada en la coleccién del herbario del Jardin Botanico
Nacional, La Habana, Cuba (ejemplar de muestra no. HAJB 87 101).
El extracto acuoso fue preparado por ebullicion, durante 15 min, de 120 g de hojas
frescas en aproximadamente 1 L de agua destilada. El extracto se filtrg, se ajusto
el volumen a un litro y se utilizé inmediatamente. Parte del extracto se colocé en
el horno (40 ° C) para determinar el peso en seco.

2.5 Evaluacion del extracto O. tenuiflorum



Se organizaron cuatro grupos con siete animales cada uno. Un grupo, sin
tratamiento, se us6 como control y se indujo hiperglucemia en los otros tres
durante 30 minutos de incubacion con glucosa a una concentracion de 50 g / L.
Luego los animales fueron trasladados a agua limpia. Los animales del segundo
grupo se inyectaron con la insulina humana (Roche). El tercer grupo se incorporo
a un estanque con el extracto de O. tenuiflorum a 200 mg/L. El dltimo grupo
permanecid en agua limpia sin tratamiento adicional. Después de 1 hora se

tomaron muestras de sangre a todos los animales.

2.6 Prueba de dosis de extracto O. tenuiflorum
Se organizaron seis grupos con siete animales cada uno. Un grupo, sin
tratamiento, se usé como control y se indujo hiperglucemia en los otros cinco.
Después de 30 minutos de incubacién con glucosa a 50 g / L los animales fueron
trasladados a agua limpia. Cada grupo fue tratado con las dosis de extracto de
hoja O. tenuiflorum 0, 40, 80, 200 y 400 mg / L respectivamente. EIl ultimo grupo
se incubd en agua limpia sin tratamiento adicional. Después de 1 hora se tomaron
muestras de sangre a todos los animales.

2.7 Las muestras de sangre y las mediciones de glucosa en suero
Se extrajo, de la vena caudal de cada pez, cerca de 150 pL de sangre. Las
muestras se incubaron a 37°C durante 10 minutos. Se obtuvo el suero por
centrifugacion a 2000g durante 5 min. Los niveles de glucosa fueron estimadas
por fotocolorimetria con el uso de un juego de reactivos disponible
comercialmente basado en el método de glucosa oxidasa (Quimefa ®, Cuba).
2.8 Andlisis de los datos
Todos los datos se procesaron y se evaluaron por medio de un analisis de la
varianza (ANOVA). Las diferencias se detectaron mediante Student-Newman-
Keuls test post-hoc.

3. Resultados:
La adicion de glucosa al agua de estanque donde se encontraban las tilapias (O.

niloticus) indujo hiperglucemia en ellas. En el estanque que contenia 25 g / L de



glucosa disueltos el agua aumentd la concentracion del monosacarido en la
sangre de los animales en un 27% en comparacion con el grupo control. La
glucemia de las tilapias mostr6é saturacién cuando se afiadieron mas de 50 g de
glucosa por litro de agua. Un aumento medio del 50% en la concentracion de
glucosa en sangre, en comparacion con el grupo de control, se observo cuando se
afadio al estanque entre 50 y 100 g / L de glucosa (Figura 1).

Incluso después de 90 minutos de la induccion de la hiperglucemia en O. niloticus,
los niveles de glucosa en suero eran mayores que en el grupo control. El valor
elevado de glucosa en sangre (6,76 £ 0,49 mmol/L) se obtuvo a los 15 minutos
después del comienzo del periodo de induccion. El nivel de glucosa en sangre se
mantuvo alto durante 60 minutos después de la incubacion de los peces en el
medio enriquecido con el monosacarido, aunque la glucemia disminuy6 a 4,48 +
0,24 mmol/L, aun era significativamente mayor que el grupo control (3,18 + 0,29
mmol/L). Dos horas después de la induccion de la hiperglucemia, la glucosa sérica
se redujo a valores similares a los del grupo de control (Figura2).
La administracion del extracto acuoso de hojas de O. tenuiflorum mostré una
reduccion significativa de los niveles séricos de glucosa en los animales
hiperglucémicos. Los valores de glucosa en suero de tilapia tratadas con el
extracto vegetal (3,26 + 0,62 mmol / L) fueron similares a los del grupo de control
(3,54 + 0,55 mmol / L). La glucosa en el suero de los animales inyectados con la
insulina humana también se redujo a valores similares al grupo de control (3,11 +
0,58 mmol/L). EIl grupo hiperglucémico que no recibio tratamiento adicional tenian
niveles séricos de sangre significativamente superior a los del grupo control (5,39
+ 1,18 mmol/L).

Los resultados mostraron que los extractos de hojas de O. tenuiflorum poseen un
potencial significativo hipoglucemiante en el modelo de tilapia hiperglucémica y
fue dependiente de la dosis. Los valores de glucosa en suero de tilapia tratadas
con 200 mg/L (3,25 + 0,57 mmol / L) y 400 mg / L (3,33 £ 0,55 mmol / L) de
extracto de la planta fueron similares a los del grupo de control (3,09 + 0,82 mmol /
L). Sin embargo, el grupo hiperglucémico que recibié6 80 mg / L de tratamiento

tenia niveles séricos de sangre significativamente mayores a los del grupo control



(4,51 + 0,34 mmol / L), pero menor que el grupo de hiperglucemia que no recibio
tratamiento adicional (6,33 + 0,71 mmol / L). La dosis de 40 mg / L de extracto de
O. tenuiflorum no disminuy0 los niveles de glucosa de la sangre en los animales

con hiperglucemia inducida (6,26 = 0,68 mmol / L).
4. Discusion:

Aunque los hipoglucemiantes orales y la insulina a menudo tienen éxito en el
tratamiento de la diabetes, estos producen efectos secundarios importantes y no
alteran significativamente el curso de las complicaciones diabéticas (6). Las
hierbas medicinales se espera que tengan un grado de eficacia similar sin los
efectos secundarios indeseables asociados al tratamiento farmacoldgico
convencional (7). Idealmente, se deben realizar ensayos preclinicos in vivo antes

de usar tratamientos con hierbas medicinales (4).

Existen varios modelos animales para estudiar la diabetes. La mayoria utilizan
primates, mamiferos pequefios, ratones o ratas, en el que la diabetes se induce
quimicamente a través de la inyeccion de estreptozotocina o alloxan. Los
productos quimicos utilizados para inducir la diabetes dependiente de la insulina
tienen efectos secundarios indeseables en rifidn, pulmoén e higado. Se producen
tumores de higado (estreptozotocina) y necrosis renal (aloxano), que ilustra la
falta de especificidad de estos farmacos lo que puede afectar los niveles de

glucosa en sangre (8).

En el presente trabajo, la hiperglucemia se indujo en tilapias mediante la adicion
de glucosa al agua del estanque de los peces. Esto estd de acuerdo con la
induccion de la hiperglucemia en de pez cebra adulto que se ha propuesto como
un modelo para estudiar la retinopatia diabética (9). Estos autores encontraron
que el pez cebra incubado en soluciones de glucosa por encima de 50 g / L sufrian
dafios o incluso muerte en el transcurso de cuatro horas. Para inducir la
hiperglucemia en las tilapias se incubaron los peces por sé6lo 30 minutos y no hubo

fallecimiento de los peces.



Las larvas del pez cebra puede ser un modelo adecuado para el examen de
metabolismo de la glucosa, si se utiliza la enzima fosfoenolpiruvato carboxiquinasa
como un indicador de los niveles de glucosa en sangre (6). Debido a que es mas
grande, la tilapia, tiene una ventaja sobre el pez cebra para el estudio de los
niveles de glucosa y érganos. Los datos presentados en este trabajo indican que
este animal es un modelo adecuado para probar las hierbas medicinales que
tienen actividad hipoglucemiante. La decision de cuél es el modelo de la diabetes
que se utilizard para un protocolo en particular esta influenciada principalmente

por los recursos locales (5).

La disminucién de la glucosa en suero observada después de la administracion de
la insulina humana en tilapia (O. niloticus), esta de acuerdo con la homologia
estructural entre las insulinas humana y de peces. La insulina de peces se ha
demostrado ser funcional en ratones y seres humanos (10). Sin embargo, la
tilapia transgénica que expresa ‘“insulina de tilapia humanizada" ha sido
examinada como una manera de evitar la produccion de anticuerpos anti-

insulina(11).

En el presente estudio, el extracto acuoso de hojas de O. tenuiflorum produjo un
descenso significativo de los niveles de glucosa en sangre de tilapias
hiperglucémicas. Diferentes extractos de plantas de la familia Lamiaceae
(Labiatae) también han demostrado tener actividad hipoglucemiante. La inyeccién
intraperitoneal, en ratas normales y diabéticas, de extracto un metandlico de
Ocimum gratissimum deja significativamente reducido el nivel de glucosa en
plasma en un 56% y 68%, respectivamente (12). El extracto etandlico de hojas de
Ocimum sanctum mostré efecto hipoglucemiante en conejos albinos (26%) en
condiciones normales (2). La administracibn de extracto acuoso de Ocimum
canum disminuyé los niveles de glucosa en sangre en ratones C57BL/KsJ

diabéticos y no diabéticos-(13, 14).



En este trabajo, se observé que los extractos de hojas de O. tenuiflorum poseen
una significativa actividad hipoglucemiante dosis-dependiente en tilapias
hiperglucémicas. El hecho de que no se observo toxicidad ni letalidad en ninguna
de las dosis del extracto de O. tenuiflorum explica el amplio margen de seguridad
de los extractos dentro del rango de dosis. Esto se corresponde con lo observado
al utilizar los extractos acuosos de las hojas de Ocimum sactum y Ocimum

lamiifolium que mostraron actividades antipiréticas en ratones (15).

Este es el primer informe que demuestra la actividad de disminucién de glucosa en

suero del extracto acuoso de la hoja de O. tenuiflorum en peces hiperglucémicos.

Son necesarios estudios adicionales para revelar el mecanismo de accion de este
extracto en la disminucion del nivel de glucosa en sangre. El nuevo modelo de
tilapia que proponemos puede ayudar a acelerar estos estudios y extractos de

plantas de prueba.
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Figura 1:Induccién de hiperglucemia en tilapia (O. niloticus) después de la adicién de glucosa al agua del estanque de las
tilapias. El monosacérido se afiadié a las concentraciones 0, 25, 50, 75 and 100 g/L, respectivamente. Después de 30
minutos los peces se transfirieron a agua limpia y se tomaron muestras de sangre. Las letras indican diferencias

estadisticas (P < 0.05). Las barras T indican el SEM a cada punto (n=7) .
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Figura 2: Variacion de los niveles de glucosa en el suero de tilapias (O.niloticus) después de inducida la hiperglucemia. El
monosacarido se afiadio al estanque a 50 g/L en el grupo experimental: 30 min después se transfirieron los animales a agua
limpia. Las muestras de sangre los minutos 0, 15, 30, 60, 90 después de la adiciéon de glucosa para inducir hiperglucemia.
El grupo control no recibié tratamiento. Las flechas indican el comienzo (1) y el final (Il) del periodo de induccion. Las letras
indican diferencias estadisticas (P< 0.05). Las barras indica el SEM en cada punto (n=5).



