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RESUMEN

El presente trabajo es una contribucion al descubrimiento de nuevos candidatos terapéuticos
para la diabetes tipo 2 cuyo objetivo fue evaluar siete plantas medicinales cubanas:
Allophylus cominia (L.) Sw, Ocimum tenuiflorum, Persea americana Mill, Jatropha aethiopica,
Momordica charantia y Sechium edule (variedades verde y blanca), sobre dianas
moleculares involucradas en la fisiopatologia de la enfermedad: Proteina Tirosina Fosfatasa
1B (PTP-1B), Dipeptidil Peptidasa IV (DPP-IV), captacion de glucosa en adipocitos 3T3-L1
en ausencia de insulina y en un cultivo primario de adipocitos de rata en presencia de
insulina, como marcadores de la insulino resistencia e identificacion de compuestos lideres,
para seleccionar aquellas promisorias para el desarrollo de nuevos productos antidiabéticos.
Se obtuvieron extractos acuosos y fracciones de cada una de las plantas en escala de
polaridad. El efecto inhibitorio de la actividad enzimatica y la captacion intracelular de
glucosa fueron evaluados en los blancos referidos. Ademas, se evaluo el efecto antioxidante
sobre radicales DPPH y el estado REDOX celular, de importancia en la progresion de la
enfermedad. Se identificaron los compuestos activos de las plantas promisorias por
Resonancia Magnética Nuclear uni y bidimensional y por Cromatografia Liquida de Alta
Resolucién acoplada a Espectrometria de Masas. Los mejores resultados fueron los
obtenidos con A cominia, P americana y O tenuiflorum dado que mostraron un marcado
efecto inhibidor de PTP1B; estimularon la captacion de glucosa intracelular y evidenciaron
un potente efecto antioxidante. A cominia a su vez mostré un efecto inhibitorio sobre DPPIV
y disminuyd la concentracion efectiva media de insulina requerida para el transporte de

glucosa al interior del adipocito. Se identific la planta A cominia como la mas promisoria y
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se seleccionaron el extracto acuoso y dos de sus fracciones activas (AcF 6 y AcF 10) como
candidatos terapéuticos al mostrar mejores resultados de forma integral. También se evalu6
el efecto antiinflamatorio sobre la fosfolipasa A2 de secrecion (FLA-2s) y la ciclooxigenasa-
2 (COX-2) de un extracto de A cominia, el que mostré un efecto inhibidor de esta ultima
enzima. Para evidenciar la respuesta in vivo del extracto acuoso de A cominia se utilizé un
modelo roedor especifico de diabetes tipo 2 (n-STZ) que permitidé observar el efecto sobre la
disminucion de los niveles de glucemia hasta valores normales. Estos resultados sustentan,
en parte, el mecanismo de accién molecular antidiabético de las plantas seleccionadas, con
énfasis en A cominia y refuerzan los estudios previos sobre esta planta refrendada en la
Patente: Certificado No. 22 898. OCPI, Cuba No. 1001/2003. Aplicacion PCT Internacional:
PCT/CU 03/00008, obtenida en nuestro centro. Se identificaron como compuestos activos
en las fracciones: A cominia (F6), los flavonoides: mearnsitrina, quercitrina, quercetina-3-
aldsido y naringenina-7-glucosido; A cominia (F10), los taninos: 3-O-metil acido elagico-4-O-
alfa-ramnopiranésido, chebulamina, galocatequina y [8,8'-bi-2H-1-benzopirano]-2,2'-
diona,7-(acetiloxi)-3-[(2-ox0-2H-1-benzopirano-7-il)oxi]-7'-[(2,3,4-tri-O-acetil-6-deoxi-a-L-

manopiranosil)oxi]-(S); P americana (F10) también contenia taninos y en O tenuiflorum (F2)
se detectaron fenoles, terpenoides y acidos grasos. La investigacidon aporta nuevos
conocimientos sobre las propiedades antidiabéticas, al mas alto nivel cientifico, de un grupo
de plantas medicinales cubanas evaluadas sobre dianas terapéuticas moleculares de
diabetes tipo 2, seleccionandose A cominia como la mas promisoria para continuar estudios
como candidato a medicamento, todo lo cual abre nuevas perspectivas para el tratamiento
de esta importante afeccion a partir de fuentes naturales nacionales. La investigacion se
desarrollé6 con la ejecucion de varios proyectos nacionales e internacionales. Ha sido
presentada en eventos internacionales. Cuenta con publicaciones de varios articulos
cientificos en revistas arbitradas de la especialidad. Fue objeto de dos Premios Provinciales

en el 2013: CITMA y Relevante en el XVI Férum de Ciencia y Técnica.

Palabras claves: Dianas terapéuticas de Diabetes tipo 2, inhibidores de PTP 1B, inhibidores
de DPPIV, captacion de glucosa en adipocitos, actividad antioxidante, actividad
antiinflamatoria, modelo neonatal de diabetes tipo 2, actividad antidiabética, plantas

medicinales cubanas, fitoquimica, RMN, HPLC, Espectrometria de Masas.

Introduccién

La Diabetes mellitus (DM) es la mas relevante y compleja enfermedad metabdlica que afecta
a un elevado numero de personas en todo el mundo, incluyendo a los paises en desarrollo.

La diabetes tipo 2, la cual se caracteriza por la resistencia a la insulina, es la clase mas
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frecuente asociada con la obesidad, y representa del 90-95% de los casos, particularmente
en Cuba representa la octava causa de muerte.! Existen esquemas terapéuticos oficiales
emitidos por el MINSAP para el tratamiento de la DM tipo 2. No obstante, persisten en
muchos casos problemas en el control de la glucemia en los mismos. De ahi la necesidad
de la busqueda de nuevos productos eficaces, seguros y asequibles a la poblacién para el
tratamiento de esta enfermedad, con énfasis en los de origen natural. Actualmente la
comunidad internacional apunta hacia la busqueda de inhibidores de las enzimas Proteina
Tirosina Fosfatasa 1B (PTP1B) y DipeptidilPeptidasa IV (DPPIV), las cuales constituyen
dianas terapéuticas en la busqueda de nuevos farmacos para el tratamiento de esta

dolencia.?3

En la actualidad existe un reconocimiento al empleo de fuentes naturales para la obtencién
de medicamentos y en especial la fitoterapia, justificado en muchos casos por razones
econdmicas, de eficacia y seguridad. Mas de 800 plantas han sido identificadas como
potenciales en el tratamiento de la DM, pero solamente unas pocas han sido evaluadas

médica y cientificamente para determinar su eficacia.
Objetivos

Evaluar sobre dianas terapéuticas de diabetes tipo 2 un grupo de plantas medicinales:
Allophylus cominia (L.) Sw, Ocimum tenuiflorum, Persea americana Mill, Jatropha aethiopica,
Momordica charantia y Sechium edule (variedades verde y blanca), algunas de ellas
reportadas por la etnomedicina cubana como remedios antidiabéticos y seleccionar las mas
promisorias con vistas al futuro desarrollo de nuevos fitomedicamentos para el tratamiento
de esta entidad, asi como identificar en las mismas los compuestos activos responsables de

este efecto farmacoldégico.
Disefio metodoldgico
Fraccionamiento de los extractos vegetales.

Se obtuvieron diez fracciones, a partir del fraccionamiento del extracto acuoso liofilizado
usando una mezcla de solventes organicos, con incremento de la polaridad, hasta
obtener 10 fracciones (F1-F10) por cada planta evaluada: n-hexano 100% (F1), 1,2 di-
cloro-metano 100% (F2), 1,2 di-cloro-metano 75%: 2-butanol 25% (F3), 1,2 di-cloro-
metano 50%: 2-butanol 50% (F4), 1,2 di-cloro-metano 25%: 2-butanol 75% (F5), 2-
butanol 100% (F6), 2-butanol 75%: metanol 25% (F7), 2-butanol 50%: metanol 50% (F8),
2-butanol 25%: metanol 75% (F9) y metanol 50%: agua 50 % (F10).



Evaluacion de las muestras obtenidas en modelos in vitro e in vivo.

Se utilizaron modelos in vitro para la evaluacion biolégica de la actividad sobre los blancos
estudiados: inhibicién de PTP1B # y DPPIV; ® captacion de glucosa en adipocitos en linea
celular 3T3-L1 en ausencia de insulina y en un cultivo primario de adipocitos de rata en
presencia de insulina; © efecto antioxidante sobre radicales DPPH 7 y estado REDOX
celular en fibroblastos L929.8 Asi como se evalud en el extracto acuoso de A cominia el
efecto antiinflamatorio sobre la inhibicion de la fosfolipasa A2 de secrecion (FLA-2s) ° y
la ciclooxigenasa-2 (COX-2) '° y el efecto antidiabético (glucosa plasmatica) en un
modelo in vivo roedor de diabetes tipo2 (n-STZ)."" Todos métodos de actualidad en el

tema.
Identificacién de los compuestos activos de aquellas plantas promisorias.

Se utilizaron técnicas espectroscopicas de RMN uni y bidimensional, asi como
cromatografia CLAR (HPLC) acoplada a Espectrometria de Masas para dilucidar la

estructura quimica de los compuestos activos.
Resultados
Evaluacion de la actividad inhibidora de la enzima PTP1B.

Los extractos acuosos de las siete plantas estudiadas, mostraron en tres de ellas, una
fuerte actividad inhibidora de la enzima PTP1B: A cominia (Cls0=2.3 ug/mL), P americana
(Cl50=2.9 pg/mL) y O tenuiflorum (Cls0=38 pg/mL), exhibiendo un efecto dependiente de
la concentracion. La enzima PTP1B inhibe los mecanismos de transduccion de sefiales
involucrados en la activacion del receptor de la insulina, por lo que este efecto constituye
un aspecto muy importante que se traducira en una mejora de la resistencia a la insulina
que padecen los diabéticos tipo 2 y por lo tanto resultan candidatos terapéuticos

promisorios para el desarrollo de nuevos medicamentos para el tratamiento de la misma.
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Del total de las 70 fracciones evaluadas, 14 de ellas mostraron también una potente actividad
inhibidora de PTP1B, con los siguientes valores de porcentajes de inhibicion: AcF6 (89.3%),
AcF9 (90.7%), AcF10 (88.7% ),OtF2 (94.2%), PaF3 (98.9%), PaF4 (89.7%), PaF6 (99.3%),
PaF7 (95.5%), PaF8 (89.0%), PaF9 (96.2%), PaF10 (95.1%), SegF2 (91.0%), SewF2
(94.0%), SewF3 (89.2%).Tres de ellas evidenciaron mayor actividad inhibidora de PTP1B,
en relacién a la concentracion requerida con los siguientes valores de Clso: AcF9 (4.4 pg/mL),
AcF10 (3.8 pyg/mL) y PaF10 (3.0 pg/mL).

Determinacion de la actividad inhibidora de la enzima DPPIV.

Se evidencié una moderada actividad inhibidora de la enzima DPPIV por parte de la especie
A cominia (Cls0=218.6 yg/mL), exhibiendo un efecto dependiente de la concentracién. La
fraccion AcF6 fue la que resultd mas activa, mostrando un porcentaje de inhibicion del 52.0%.
La enzima DPPIV es una proteasa que se libera en el intestino en respuesta a la ingestion
de alimentos e hidroliza las hormonas incretinas responsables de mantener la homeostasis
de la glucosa regulando la secrecion de las hormonas pancreaticas insulina y glucagén, por
tanto los inhibidores de la misma constituyen candidatos terapéuticos promisorios para el

desarrollo de nuevos medicamentos para el tratamiento de la diabetes tipo 2.
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Evaluacion de la actividad de captacion de glucosa en adipocitos de la linea celular

3T3-L1 en ausencia de insulina.

De los extractos acuosos de las siete plantas evaluadas, tres de ellos, exhibieron un
aumento significativo de la captacion de glucosa en adipocitos de la linea celular 3T3-L1,
en ausencia de insulina. Los valores de los porcentajes de incremento de entrada de
glucosa a la célula adiposa sobre el control fueron: P americana (191%), A cominia
(161%), y O tenuiflorum (139%). Asi mismo, de las 70 fracciones evaluadas, tres de ellas

exhibieron una potente estimulacion de la captacion intracelular de glucosa en adipocitos,



mostrando los siguientes porcentajes de incremento de entrada de glucosa a la célula
adiposa sobre el control: AcF10 (341%), AcF6 (315%) y PaF10 (257%).

Estos resultados indican que los extractos vegetales activos en este ensayo estimulan el
transporte de la glucosa al interior celular, permitiendo su utilizacion como fuente de energia
de los organismos vivos y disminuyendo las consecuencias indeseables de la hiperglicemia,
todo lo cual contribuye en su conjunto a mantener la homeostasis de este azucar en el

organismo y a que cumpla las importantes funciones metabdlicas de las cuales es

responsable.
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Evaluacion de la actividad antioxidante a nivel de reacciones quimicas y celular.
Evaluacion de la actividad antioxidante a nivel de reacciones quimicas.

De los siete extractos vegetales estudiados, tres de ellos mostraron una potente actividad
antioxidantea través del secuestro de radicales DPPH, lo cual evidencia sus propiedades
reductoras. Los valores de los porcentajes de inhibicion en la produccion de radicales DPPH
a una concentracion final de 100 yg/mL fueron: O tenuiflorum (94 %), P americana (94 %)y
A cominia (83 %).

De las 70 fracciones evaluadas, 12 de ellas mostraron una potente actividad antioxidante a
través del secuestro de radicales DPPH, con los siguientes valores de porcentajes de
inhibicion en la generacion de esta especie radicalaria: AcF1 (94.4%), AcF3 (97.3%), AcF6
(100%), AcF7 (100%), AcF8 (100%), AcF9 (100%), AcF10 (100%), OtF8 (91.6%), OtF9
(86.6%), OtF10 (88.4%), PaF9 (100%) y PaF10 (100%).
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Evaluacion de la actividad antioxidante a nivel celular.

Los siete extractos vegetales estudiados mostraron una potente actividad antioxidante a
través de la reduccion del estrés oxidativo intracelular en fibroblastos de la linea celular L929.
Los valores de la concentracion inhibitoria media (Clso) del dafio oxidativo celular fueron: P
americana (0.19 pg/mL), A cominia (0.43 pg/mL) y O tenuiflorum (0.66 pg/mL).

De las 70 fracciones evaluadas, 12 de ellas mostraron una potente actividad antioxidante a
través de la reduccion del estrés oxidativo intracelular en fibroblastos, con los siguientes
valores de porcentajes de inhibicion: AcF6 (85.8%), AcF7 (96.3%), AcF8 (95.9%), AcF9
(85.5%), AcF10 (79.5%), OtF8 (100%), OtF7 (99.5%), OtF9 (100%), OtF10 (80.9%), PaF6
(93.5%), PaF8 (81.7%), PaF10 (67.8%). Se conoce que el estrés oxidativo es uno de los
factores que interviene en la progresion de las complicaciones de esta enfermedad por lo
que este efecto antioxidante encontrado en el presente estudio le brinda efectos
farmacolégicos adicionales promisorios los que redundaran en la calidad de vida de los

pacientes diabéticos.
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Evaluacion de la actividad de captacion de glucosa del extracto acuoso de A cominia

en un cultivo primario de adipocitos de rata en presencia de insulina.



El extracto acuoso de A cominia disminuyd la resistencia a la insulina, incrementando la
captaciéon de glucosa en la célula adiposa con respecto al efecto en presencia de insulina
solamente, a la vez que disminuyd la concentracién efectiva media (CEso) de insulina,
indicada en el grafico por las lineas discontinuas, requerida para que tenga lugar el
transporte de glucosa en los adipocitos, lo cual indica que este extracto mimetiza la accion

de la insulina.
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Evaluaciéon de la actividad antiinflamatoria del extracto acuoso de A cominia sobre las
enzimas FLA2y COX-2.

El extracto cloroférmico de A cominia, a una concentracion final de 100 pg/mL, mostr6é una
potente actividad antiinflamatoria, evidenciado por la inhibicién de la actividad de la
ciclooxigenasa-2 (COX-2) en un 80%. En la fisiopatologia de la Diabetes mellitus tipo 2, se
presenta un estado inflamatorio crénico, por tanto los compuestos con actividad
antiinflamatoria contribuyen positivamente a mitigar las complicaciones asociadas a esta

enfermedad.

Tabla 1. Actividad inhibitoria de COX-2 y FLA-2s del extracto cloroférmico de hojas de
Allophylus cominia(L) Sw.

Tratamiento Inhibicion COX-2 (%) Inhibicion FLA-2s
(100ug/ml) ICs0 (Mmg/ml)

Extracto cloroférmico 80 --

A. cominia




Determinacion de la actividad antidiabética del extracto acuoso de A cominia en un

modelo roedor in vivo de diabetes tipo 2.

Se demostro cientificamente que el extracto acuoso de A cominia (L.) Sw disminuye los
niveles plasmaticos de glucosa en un modelo experimental especifico desarrollado en
ratas diabéticas tipo 2 (n-STZ). La administracién oral diaria del mismo en tres dosis
diferentes (0.25, 0.5 y 1.0 g/kg) durante 21 dias a los animales diabéticos redujo
significativamente las concentraciones de glucosa en sangre con respecto al grupo
diabético sin tratamiento. El empleo de las dos dosis superiores permitié restablecer los

valores glicémicos normales.
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Figura 7: Efecto de la administracion reiterada del extracto acuoso de hojas de A cominia
sobre la concentracion de glucosa en sangre en un modelo de ratas diabéticas tipo 2. Los
datos son expresados como la media + EEM de 7 animales por grupo. Letras diferentes
representan diferencias significativas entre grupos (p < 0.05). Grupo control: animales
normales tratados con buffer citrato; control diabético: animales diabéticos tipo 2 tratados
con estreptozotocina a los 2 dias de nacidos; grupos Ac: animales diabéticos tratados con

diferentes dosis del extracto de A cominia (0.25, 0.5y 1.0 g/kg).

Identificacion de la estructura quimica de los compuestos responsables de la
actividad antidiabética en las fracciones activas.
El andlisis integral de los diferentes espectros obtenidos por RMN y espectrometria de
masas acoplada a HPLC, permiti¢ identificar como compuestos activos en las fracciones: A
cominia (F6) los flavonoides: Mearnsitrina (A), Quercitrina (B), Quercetina-3-alosido y
Naringenina-7-glucosido (C), A cominia(F10), los taninos: 3-O-metil acido elagico-4-O-alfa-
ramnopiranosido (féormula molecular: C21H2803 y masa molecular: 463.0888 g/mol),
chebulamina (C27H24019 y 652.1330 g/mol), galocatequina (Cs7H29017y 745.1410 g/mol) y
[8,8'-bi-2H-1-benzopirano]-2,2'-diona, 7-(acetiloxi)-3-[(2-ox0-2H-1-benzopirano-7-il)oxi]-7'-
[(2,3,4-tri-O-acetil-6-deoxi-a-L-manopiranosil)oxi]- (S) (Cs1H32017 y 796.1645 g/mol); P
9



americana (F10) también contiene taninos y en O tenuiflorum (F2) se detectaron fenoles,
terpenoides y acidos grasos.

Discusion

Los resultados del presente trabajo mostraron que de las siete plantas estudiadas, las tres
plantas seleccionadas como promisorias, Allophylus cominia (L.) Sw, Persea americana Mill
y Ocimum tenuiflorum, inhibieron la actividad enzimatica de PTP 1B, estimularon la captacion
de glucosa en la célula adiposa y mostraron propiedades antioxidantes. Allophylus cominia
(L.) Sw seleccionada como la planta candidata, también inhibi6 la actividad de la enzima
DPPIV, disminuyo la concentracion efectiva media de insulina requerida para el transporte
de glucosa en la célula adiposa, disminuy6 los niveles plasmaticos de glucosa hasta valores
normales en un modelo in vivo de diabetes tipo 2 y mostrd propiedades antiinflamatorias. En
la planta A cominia, los compuestos responsables del efecto antidiabético, fueron los
flavonoides identificados en la fraccidn 6 y los taninos presentes en la fraccion 10, este ultimo
grupo de compuesto también estuvo presente en la fraccion 10 de P americanay en la planta
O tenuiflorum estos efectos estan asociados a la presencia de fenoles, terpenoides y acidos
grasos, compuestos detectados en la fraccion 2. En correspondencia con los resultados
obtenidos en el presente trabajo, la literatura cientifica refiere que estos compuestos activos
identificados en las plantas promisorias tienen propiedades antidiabéticas. Asi varios
trabajos informan que diferentes tipos de compuestos muestran actividad inhibidora de
PTP1B: los flavonoides quercitrina y norbergenina y el acido graso, acido oleandlico,
aislados de la planta Ardisia japonica,'? tres compuestos diterpenos obtenidos del extracto
metanodlico de las raices de Salvia miltiorrhiza '3 y triterpenos aislados del extracto
metanolico de hojas de Diospyros kaki (Persimmon). '* Varios trabajos describen que los
taninos y flavonoides tienen propiedades antidiabéticas por incrementar la captacion de
glucosa mediante la induccion de la translocacion del transportador de glucosa 4 (GLUT4)
desde el compartimiento intracelular a la membrana plasmatica.’®'” Los flavonoides
presentes en la fraccion 6 de A cominia son los responsables del efecto inhibitorio de DPPIV,
otros trabajos describen este efecto para este tipo de compuestos en otros extractos
vegetales.'® La integracion de los resultados obtenidos con la planta A cominia indican que
el efecto hipoglicemiante observado con el extracto acuoso de hojas de esta planta en un
modelo in vivo de diabetes tipo 2 estd mediado por la inhibiciéon de las enzimas PTP1B y
DPPIV y la habilidad para estimular la entrada de glucosa a la célula adiposa en ausencia y
presencia de insulina, todo lo cual disminuye la resistencia a la insulina y por tanto la
hiperglicemia que caracteriza a la diabetes tipo 2. A su vez, las propiedades antioxidantes y

antiinflamatorias mostradas por este extracto también contribuyen positivamente a disminuir
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el estrés oxidativo y la inflamacion cronica, ambos fendmenos presentes en la fisiopatologia
de esta enfermedad. De ahi que se seleccione a A cominia, como un candidato novedoso
promisorio para el desarrollo de nuevos medicamentos para el tratamiento de la diabetes

tipo 2 a partir de fuentes naturales.

Conclusiones

Las evaluaciones farmacolégicas moleculares de siete plantas cubanas con potencialidad
antidiabética sobre blancos terapéuticos relevantes de la diabetes tipo 2, permitieron
seleccionar a Allophylus cominia (L.) Sw, Persea americana Mill y Ocimum tenuiflorum como
las plantas mas promisorias y a Allophylus cominia (L.) Sw como la planta candidata para
continuar estudios para el desarrollo de futuros medicamentos antidiabéticos, a la vez que
se identificaron algunos de los principales compuestos responsables de este efecto

farmacoldgico.
Recomendaciones

Recomendamos la continuidad de los estudios con el extracto acuoso de las hojas de la
planta Allophylus cominia (L.) Sw o sus constituyentes activos, para el desarrollo de
fitofarmacos, como una medicina natural alternativa, para el tratamiento de la diabetes tipo
2.
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