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RESUMEN

Actualmente mas de 400 plantas y sus extractos, han sido ampliamente utilizadas
para el tratamiento de Ia Diabetes. El empleo de la medicina tradicional tiene ciertas
ventajas, ya que permite disthinuic el costo y algunos de los.efectas. secundarios
producidos par los farmacas quimicas.

El empleo dé nopal (Opuntia spp.) en el tratamiento de esta erfermedad es
conocido por nuestros antepasados. Alrededor del 95% de los pacientes diabéticos
en México presentan la diabetes no dependiente de insulina, en la cual, ‘existen
alteraciones en la cascada de transduccion de sefiales de esta hormona y. provoca
una disminucion en.el transporte. de glucosa en tejidos dependientes de insulina.

En base a lo-anterior, el objetivo. de este trabajo fue evaluar el efectd del nopal
sobre la cascada de, transduccion de .sefales de Ja insuling,. asi. como. su. efecto
como coadyuvante en un modelo de diabetes.

En la primera fase se observd que la .concentracion de nopal (equivalente al
consumg de '100g/dia par un adulto), dlsmlnuyo significativamente Ia concentracion
sanguinea de glucosa en estado de ayuno en ratas Zuckér -genéticamente
diabéticas. A partir de la curva de tolerancia a la glucosa el pico hiperglicémico se
observé a los 15 minutos-de -administrado éste carbohidrato, obténiéndoese-valorés
de 310 mg/dL y 457 mg/dL para los animales tratados con licuado de nopat-(1.42
a@/Kg) y controles (agua) respectivamente. El agente hlpogllcem|ante Mellitrén (56
mg/Kg) no tuvo nlngun efecto en los niveles de glucosa sanguinea, pero si se
observo una accion antagénica al efecto del nopal cuando fueron ‘administrados -de
manera conjunta. Con respecto a los niveles de triglicéridos, los animales tratados
con licuado de nopal mostraron una disminucidn del 77% comparadd con el grupo
control, En cuanto a la expresion de las proteinas que participan en la sefalizacién
de la insulipa, el licuado.de nopal no tuvo.ninguna influencia en.la expresién'de IR
e IRS-1, asi como en la.actividad de p-Akt.

Se propone que existe un mecanismo adicional al de disminucién de la absorcion
de glucosa evaluado a través de las.determinaciones en ayuno y al de la cascada
de transduccion de sefales a-través de las proteinas IR, IRS-1y la actividad de Akt,
mediante el cual el nopal ejerce su actividad antihiperglicémica.




INTRODUCCION

México vive un estado de transicién en muchos aspectos, inciuyendo alimentacion
y salud. La poblacién muestra una tendencia a consumir dietas modemas, las
cuales contienen un exceso de energia, abundancia de proteinas, azucares, grasas
y colesterol, ademas de una baja cantidad de fibra. Todas estas caracteristicas,
aunadas al sedentarismo, se asocian con un incremento en la obesidad y
enfermedades relacionadas como ateroesclerosis, hipertension, ciertos tipos de
cancer y diabetes.

En México, la diabetes es la tercera causa de muerte después de las afecciones
cardiacas y el cancer. Aproximadamente 8 millones de habitantes son diabéticos,
entre los cuales predomina la diabetes tipo li, abarcando del 90 al 95% del total de
pacientes. Esta enfermedad acelera su incidencia por los malos habitos de
alimentacién, la falta de ejercicio y sobre todo la obesidad. La diabetes tipo Il puede
manejarse a menudo satisfactoriamente con ejercicio y terapia nutricional. Los
pacientes con dicho tipo de diabetes se caracterizan por dos defectos metabdlicos:
1) una alteracién en la secrecién de insulina que se produce en forma retardada o
insuficiente por la carga de glucosa y 2) una incapacidad de los tejidos periféricos
para responder a la insulina (resistencia a la insulina). Dichos pacientes presentan
alteraciones en la cascada de transduccion de sefiales de la insulina, tales como
una disminucién en la fosforilacién de los residuos de tirosina del receptor de
insulina (IR), sustrato del receptor de insulina (IRS-1) y una disminucién de los
transportadores de giucosa (GLUT4) en la superficie celular.

La diabetes no es una enfermedad que se localice en una sola regién del cuerpo,
sino que afecta a varios érganos vitales y desencadena complicaciones como
ceguera, amputaciones, presién alta, enfermedades renales, dentales,
complicaciones en el embarazo, etc. Esta patologia puede ser controlada para
disminuir dichas complicaciones y con ello tener una mejor calidad de vida. Sin
embargo, el costo de algunos de los medicamentos es inaccesible para muchos
pacientes, por lo que una gran parte de la poblacién opta por el uso de la medicina

tradicional.




Desde hace muchos afios, nuestros antecesores utilizaban diferentes plantas para
curar ciertas enfermedades. El nopal era considerado, ademas de un alimento
frecuente, un remedio eficaz contra la diabetes, enfermedad que ya desde esa
época se padecia.

El efecto hipoglicemiante producido por el nopal, es desde hace muchos arios
conocido y estudiado. Sin embargo, poco se conoce acerca de la dosis a la cual
debe utilizarse, asi como su mecanismo de accion y su capacidad coadyuvante con
los farmacos mas cominmente usados en nuestro pais.

Los componentes de las plantas con actividad hipoglicemiante actian a diferente
nivel: a) inhibiendo la absorcidon de glucosa, b) actuando como insulina, c)
estimulando la secrecién de la insulina y/fo d) mejorando la cascada de
transduccién de sefiales de esta hormona. El conocer su mecanismo de accion nos
permite darles el mejor uso para el tratamiento de la enfermedad. Por otro ladoe, en
muchas ocasiones los pacientes utilizan un tratamiento farmacolégico en conjunto
con medicina tradicional. Esto podria traer yna serie de consecuencias tales como
los efectos sinergistas produciendo una hipoglicemia muy severa o un efecto
antagénico, en el cual se altera la capacidad hipoglicemiante del farmaeo. En el
caso del nopal, a pesar de ser el producto natural més ufilizado en México, no
existén estudios en los cuales se evalle el efecto coadyuvante utilizando farmacos

de uso comun en nuestro pais.




ANTECEDENTES

l. Generalidades de la Diabetes Mellitus

La diabetes Mellitus es un trastomo crénico que afecta al metabolismo de los
hidratos de carbono, las grasas y las proteinas. Un rasgo caracteristico de esta
enfermedad es la hiperglicemia, ja cual refleja una alteracién en la utilizacion de la
glucosa como resultado de una respuesta defectuosa o deficiente de la secrecion
de insulina.

En 1997 en México, el grupo de enfermedades no transmisibles representd el 69%
del total de causas de mortalidad. De ellas, el 30% lo integraban la diabetes, las
enfermedades hipertensivas, cerebrovasculares e isquémicas del corazén (Kuri,
2001). La diabetes ha ascendido del cuarto lugar en 1996 al tercero como causa de
mortalidad, con 38 muertes por cada 100 000 habitantes (Figura 1).
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Figura 1. Principales causas de mortalidad en México, 1997 (Kuri, 2001). En esta
figura se presentan las diferentes enfermedades causantes de muerte en nuestro
pais.




La tasa de mortalidad de enfermedades crénico - degenerativas ha incrementado
en las Ultimas décadas. En tiempos anteriores las enfermedades infecto —
contagiosas representaban el mayor numero de muertes. Sin embargo, estudios
mas recientes han demostrado que a partir de la década de los 60, la tasa de
mortalidad aumenté para las enfermedades crénico — degenerativas, como la
diabetes Mellitus (Figura 2).
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Figura 2. Tasa de mortalidad de diabetes en México por cada 100, 000 habitantes
(Kuri, 2001).

En la Encuesta Nacional de Enfermedades Crobnicas realizada en 1993, se estiméd

una prevalencia de diabetes de 8.2 % entre la pobidcion de 20 a 65 arios de edad,
y del 20% en el grupo de 60 a 69 afios.

Desafortunadamente, la incidencia de diabetes en México es de las més altas en el
mundo y los individuos en edad productiva (entre los 35 y 60 afios de edad)
constituyen el grupo mas afectado. Mas del 50% de los pacientes diabéticos
registrados en la Secretaria de Salud pertenecen a este grupo de edad.




1.1 Clasificaci6n de la Diabetes

1.1.1 Diabetes Tipo |

Este tipo de diabetes es conocida como diabetes Meliitus dependiente de la
insulina (Insulin Dependent Diabetes Mellitus, IDDM) o diabetes juvenil. La diabetes
tipd | constituye del 5% y al 10% de todos los casos diagnosticados de diabetes.
Los factores de riesgo estan menos definidos para la diabetes de tipo | que para el
tipo 11, pero factores de autoirtmunidad, genéticos y ambientales estan involucrados
en el desarrolio de este tipo de patologia. Usualimente la diabetes juyenil ocurre
antes de los 25 arios de edad y es el resultado de la muerte parcial de ¢élulas
pancredticas seguida de un ataque viral/autoinmune. La diabetes tipo | esta
caracterizada por la incapacidad de las células B pancredaticas para producir y

secretar insulina (Versphol, 2002).

1.1.2 Diabetes Gestacional

Se desarrolla entre el 2% y 5% de todos los embarazos, pero desaparece al firfal
del mismo. El incremento de peso exagerado que se desarrolla durante el
embarazo esta asociado con un alto riesgo de desarrollar este tipo de digbetes. Las
mujeres que han tenido diabetes gestacional tienen un riesgo mas alto de
desarmollar diabetes de tipo Il en el futuro (Mathews, 2000).

Las concentraciones de aminoacidos en madres con diabetes Mellitus gestacional
son similares a embafrazadas normales, sin émbargo los aminoacidos de cadena
ramificada (valina, leucina, ilsoleucina) se incrementan después de una noche de
" ayuno en mujeres diabéticas gestacionales, comparadas con mujeres normales.
Sin tratamiento, en éste tipo de embarazos, puede encontrarse mortalidad matemna,
fetal, pérdida perinatal (aborto espontaneo, macrosomia fetal, sindrome de estrés
respiratorio neonatal) y malformaciones congénitas, ademas de altos niveles de
complicaciones obstétricas al momento del parto (Chiasson y col., 1989).

1.1.3 Diabetes Tipo Il




También conocida como diabetes Mellitus no dependiente de insulina (Non Insulin
Dependent Diabetes Melliitus, NIDDM) o diabetes de adulto, Ia‘ diabetes tipo Il
constituye entre el 90% y 95% de todos los casos diagnosticados de diabetes. Los
factores de riesgo para este tipo de diabetes incluyen: envejecimiento, obesidad,
historia familiar de diabetes, desarrollo de la misma durante el embarazo,
intolerancia a la glucosa, inactividad fisica y origen racial/étnico, entre otros.
En investigaciones recientes se ha demostrado que para el desarrolio de este tipo
de diabetes, se requiere tanto un defecto de las células pancreéticas B, como de
una reduccion de la sensibilidad de los tejidos a la insulina antes de que la diabetes
no insulinodependiente fenotipica quede de manifiesto (Shalev, 1999).
En la NIDDM, los pacientes se caracterizan por dos defectos metabdlicos:
1. Una alteracién en Ja secrecién de insulina que se produce en forma
retardada o insuficiente para la carga de glucosa.
2. Una incapacijdad de los tejidos periféricos para responder a la insulina
(resistencia a la insulina).
El problema se complica por la frecuencia con que los pacientes con diabetes tipo Il
presentan obesidad. La obesidad, incluso en ausencia de diabetes, se caracteriza
por resistencia a 1a insulina e hjperinsulinemia (Robbins, 1996).

.2 Complicaciones de la Diabetes

Las muertes que ocurren cada afio en México a causa de la diabetes Mellitus estan
relacionadas fundamentalmente con las complicaciones, entre las que destacan por
su frecuencia la nefropatia, seguida de los trastomos de la circulacién periférica,
enfermedades de corazén, derrame cerebral, presion alta, ceguera, amputaciones,
etc. Cabe senalar que la letalidad por complicaciones agudas ha disminuido con el
uso de Ila insulina y de los hipoglicemiantes orales, los cuales han pemnitido la
sobrevida de los enfermos por mas tiempo, pero a la vez han propiciado el
incremento de otro tipo de complicaciones, tales como nausea, diarrea, pérdida del
apetito, malestar estomacal, alergias en la piel, mareos (Kuri, 2001).

Il. Insulina




111 Sintesis biolégica de la insulina

Las células B de los islotes pancreaticas sintetizan insulina a partir de un precursor
de cadena unica de 110 amino&cidos llamado preproinsulina.

Después de la translocacién a través de la membrana del reticulo endoplasmico
rugoso, el péptido sefial N-terminal de 24 aminoacidos de la preproinsulina se
desdobla con rapidez hasta formar proinsulina (Zhang y col., 1999). Aqui, la
molécula se pliega y se forman enlaces disulfuro. En el momento de la conversién
de la proinsulina hurmana en insulina, en el complejo de Golgi, se eliminan mediante
protedlisis cuatro aminoacidos bésicos y el conector restante o péptido C. Esto da
lugar a las dos cadenas de péptidos (A y B) de la molécula de insulina, que
contiene un enlace disulfuro intrasubunidad y dos intersubunidad (Figura 3).
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Figura 3. Sintesis de la insulina. Las células B pancreaticas sintetizan insulina a
partir de preproinsulina. Esta molécula se pliega y se forman puentes de disulfuro
para constituirse en proinsulina y finalmente formar las cadenas A y B.

Las cadenas A y B estdn compuestas de 21 y 30 residuos de aminoacidos
respectivamente; de este modo, el peso molecular es de 5 800 Da. Aun cuando la
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secuencia de aminoacidos de la insulina se ha conservado altamente en el
transcurso de la evolucién, hay variaciones importantes con respecto a otras
especies de mamiferos en la sucesiéon de aminoacidos. Estas diferencias explican
la potencia biolégica asi como de la inmunogenicidad de insulinas de diferente
origen (De Meyts, 1994).

Il.2 Regulacién de la secrecién de insulina

La setrgcion de insulina es un proceso regulado de manera estrecha, disefiado
para proporcionar concentraciones estables de glucosa en la sangre tanto en ayuno
como en la alimentacién. Esta regulacién se Idgra por medio de la interrelacion
coordinada de diversos nutrimentos, hommonas gastrointéstinales (gastrina,
secretina, péptido inhibitorio gastrico), hormonas pancreaticas y neurotransmisores
del sistema nervioso auténomo (hdrmona del crecimiento, cortisol). La glucosa, los
aminoacidos, los acidos grasos y los cuerpos ceténicos favorecen la secrecion de
insulina. Los islotes de Langerhans del pancreas poseen una abundante
innervacién tanto adrenérgica como colinérgica. La estimulacién de receptores oo-
adrenérgicos inhiben la secreciéon de insulina, mientras que los agonistas de los
receptores P.-adrenérgicos vy la estimulacién del nervio vago, aumentan su
liberacion.

La glutosa es el principal estimulo para la secrecién de insulina en Ios seres
humanos. La glucosa es mas eficaz para desencadenar la secrecion de insulina
cuando se toma por via oral que cuando se administra por via intravenosa. Esto
resulta cierto porque la ingestidn de glucosa (o alimentos) induce ld liberacién de
hormonas gastrointestinales, estimulando asi la actividad vagal. La secrecion de
insulina es bifasica cuando es desencadenada por glucosa: la primera fase alcanza
un maximo después de uno a dos minutos y es de corta duracién, en tanto la
segunda fase tiene inicio tardio pero duracién mas prolongada (horas).

La glucosa entra en la célula B pancreatica mediante transporte facilitado, mediado

por GLUT2, un subtipo especifico de transportador de glucosa que no dependeé de

insulina para su activacién. A continuacion, la glucocinasa lleva a cabo la




_fosforilacién de la glucosa. En contraste con atras hexocinasas que poseen una
amplia distribucion en los tejidos, la expresion de la glucocinasa se limita de
manera primaria a las células y los tejidos que participan en la regulacién del
metabolismo de la glucosa, como es el caso del higado y de las celulas B
pancreaticas (Osman y col., 2000).

La glucosa se metaboliza y genera adenosintrifosfato (ATP). El cual, cierra los
canales de K* sensibies al ATP. La disminucién resultante en la salida de dicho ién
despotariza la membrana gelular, abriendo los canales de Ca®", y desencadenando
a su vez la liberacién de insulina por medio del proceso de exocitosis (Figura 4).
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Figura 4. Liberacién de la insulina por la célula 8 (Ruiz y col., 2002). La disminucion
de la concentracion de ATP produce una despolarizacién de los canales de K*
sensibles a esta molécula, provocando un incremento de la entrada de calcio a la

célula, liberando insulina por medio de exocitosis.

La respuesta termina cuando un grupo separado de canales de K* dependientes de
voltaje, activados por la despolarizacion de la membrana, permite una salida
suficiente de K para restaurar el patencial de membrana a su valor inicial. Si la

concentracion extracelular de glucosa permanece alta, el ciclo se repite y se libera

més insulina. El control ptincipal de la secrecién de insulina es ejercido por un




efecto de retroalimentacién por la concentracibn de glucosa sanguinea
directamente sobre el pancreas (Ganong, 1998).

11.3 Distribucion y degradacién de la insulina

La insulina circula en la sangre como el monémero libre, su volumen de distribucion
se aproxima al volumen del liquido extracelular. Después de ingefir una comida, se
observa un aumento rapido en la coricentracién de insulina en la sangre porta,
seguida por un incremento paralelo pero mas pequefio en la circulacion periférica.
La vida media de la insulina en plasma es de cinco a seis minutos en‘sujetos
normales y en pacientes con diabetes no complicada (Sodoyez y col., 1983).

La insulina se desintegra principalmente en higado, rifiones y musculo. Alrededor
del 50% de la insulina que llega al higado por medio de la vena porta se destruye y
nunca llega a la circulaciéon general. La insulina se filtra en los glomérulos renales y
se resorbe en los tlbules, lo que también la desintegra.

1.4 Acciones celulares de la insulina

La insulina desencadena una amplia gama de respuestas bioldgicas. Los tejidos
blancos de importancia para la regulaciéon de la homeostasis de la glucosa por la
insulina son higado, musculo y adiposo. Sin embargo, la insulina también ejerce
potentes efectos reguladares sobre otros tipos de célula. La insulina es la hormona
primaria gue se encarga de controlar la captacion, la utilizacion y el
almacenamiento de nutrimentos celulares. Las acciones anabdlicas de la insulina
comprenden la estimulacion del uso y almacenamiento intracelular de glucosa,
aminoacidos y acidos grasos, en tanto que bloquea procesos catabdlicos, como la
degradacion de glucégeno, grasa y proteinas.

I.5 Regulacién del transporte de glucosa

La estimylacion del transporte de glucosa hacia los tejidos muscular y adiposo es
un componente crucial de la respuesta fisiolégica a la insulina. La glucosa entra en
las células por medio de difusion facilitada. Hasta la fecha, se ha logrado clonar y

secuenciar el DNA que codifica para una familia de seis transpottadores de glucosa
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de mamiferos. Se cree que cinco de estos (GLUT1 a GLUTS) participan en la
difusién facilitada (independiente de Ng*) de glucosa hacia las células. GLUTE es
un seudogén y GLUT7 se encuentra en el reticulo endoplasmico el cual permite el
flujo de saliga de glucosa después de su desfosforilaciQn por la glucosa-6-
fosfatasa. Los transportadores de glucosa son glucoproteinas de membrana
integrales, con masas moleculares de 50 kDa y cada uno posee 12 dominios o-
helicoidales transmembranales (Ganong, 1998).

La insulina estimula el transporte de giucpsa al favorecer la translocaciéon de
vesiculas intracelulates que contienen los transportadores de glucosa GLUT4 y
GLUT1 hacia la membrana plasmatica en tejido muscular, adiposo y en higado.
Este efecto es reversible; los transportadores vuelven al fondo comun intracelular
en el momento en que se elimina la insulina (Cuadro 1).

Cuadro 1. Caracteristicas de los Transportadores de Glucosa (Ganong, 1998).

TRANSPORTADOR FUNCION PRINCIPALES LUGARES
DE EXPRESION
GLUT 1 - Captacién basal de la glucosa | Placenta, encéfalo,

eritrocitos, rifiones, colon,
tejido adiposo y musculo.

GLUT 2 Sensor de la glucosa de las|Células B de los islotes,
células B, transporte hacia el|higado, células epiteliales
exterior de las células epiteliales |del intestino delgado vy

del intestino rifones
GLUT 3 ‘Captacién basal de glucosa Encéfalo, placenta, rifiones,
etc.
GLUT 4 Captacién de glucosa|Musculo  esquelético  y
estimulada por insulina cardiaco, tejido adiposo
GLUT 5 Absorcién de fructosa Yeyuno
GLUT 7 Transporte de glucosa-6-fosfato Higado

en el reticulo endaplasmico.
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Los aminoacidos de los transportadores parecen formar canales a través de los
cuales puede entrar la glucosa a la célula, probablemente de la siguiente manera:
1) la glucosa se une al transportador del lado extemo,
2) el complejo de transportador y glucosa cambian de conformacion,
3) el transportador libera a la glucosa déentro del citoplasma de la célula y por
ualtimo
4) ) el transportador no ocupado cambia su conformacidn, en el cual el sitio de
unién a la glucosa queda hacia el exterior de la célula.

El transporte de glucosa es un paso limitante para la insulina éstimulada en la
utilizacion de glucosa en musculo esquelético y es un sitio potencialmente
importante en la resistencia a la insulina en la obesidad y en la NIDDM. La
estructura y expresion del transportador de glucosa, GLUT4, es normal en muchos
individuos con obesidad o NIDDM, pero la translocacion de GLUT4 no esta
determinada y esto es esencial para la funcionalidad de GLUT4. Un elemento
crucial en la resistencia a la insulina, en la obesidad y NIDDM es la disminucién en
la translocacion y funcion de GLUT4 (Kelley y col., 1996).

I.6 Transporte de glucosa en tejidos dependientes de insulina

En tejidos dependientes de insulina tales como higado, tejido muscular y tejido
adiposo, se requiere de esta hormona para llevar a cabo el transporte de glucosa
en dichas células.

11.6.1 Receptor de Insulina (iR)

La insulina inicia sus efectos por medio de la unidén a un receptor especifico de
superficie celular. Estos receptores se encuentran en casi todas las células de
mamiferos (Ganong, 1998). El nimero de receptores varia desde 40 por célula en
los eritrocitos, hasta 300 000 por célula en los adipocitos y hepatocitos.

El receptor de insulina es una glucoproteina transmembranal compuesta de dos
subunidades o de 135 kDa y dos subunidades p de 95 kDa. Las subunidades estan
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unidas por medio de enlaces disulfuro para formar un heterotetramero p-o-o-p. Las
subunidades o son por completo extracelulares y contienen el dominio de unién a
insulina, en tanto las subunidades B son proteinas transmembranales que poseen
actividad de cinasas de tirosina (Goodman, 1996). Cuando la insulina se une a la

subunidad « de IR, éxiste un cambio conformacional en el receptor y se estimula la

actividad cinasa de la subunidad p.

La insulina unida a estas células en la superficie de receptor es rapidamente
intemalizada y degradada dentro del aparato endosomal (Di Guglielmo y col.,
1998).

11.6.2 Sustrato del receptor de insulina (IRS)

El receptor autofosforilado fosforila a sustratos proteicos endogenos incluyendo
IRS-1, IRS-2, IRS-3 e IRS-4 en muiltiples residuos de tirosina. IRS-1 es el sustrato
principal del receptor de insulina, es una proteina citosdlica con peso molecular de
185 kDa, la cual contiene 22 sitios que pueden ser fosforilados en tirosina y por lo
menos 8 de éstos se fosforilan después de una estimulacion con insulina (Kahn y°
col., 2001).

La proteina tirosina fosfatasa 1B es responsable de la regulacién negativa de Ia
sefializacion de ia insulina al desfosforilar residuos en el receptor de insulina
(Salmeen y col., 2000).

11.6.3 Cinasa de fosfoinositidos (PI3K)

El IRS-1 fosforilado sirve como una proteina “dique” para otras proteinas que
contienen los llamados dominios de homologia Src2 (SH2). Unas de estas
proteinas de dominio SH2 es la cinasa de fosfoinositidos PI3K, la cual es un
heterodimero que consta de una subunidad catalitica de 110 kDa y una subunidad
reguladorg de 85 kDa (p85). La subunidad p85 contiene dos dominios SH2, a las
cuales se une el IRS-1. PI3K fosforila fosfoinositidos de membrana y los productos
de dicha fosforilacion activan a la proteina cinasa D (PKD).
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11.6.4 Proteina cinasa B (PKB)

Los productas de la accién enzimatica de PI3K, tales como Pl 3, 4, 5 trifosfato
activan a PKD-1 y PKD-2, los cuales a su vez fosforilan a PKB en residuos de
serina y treonina.

PKB, también llamada Akt, es una proteina que pesa 60 kDa. Akt tiene dos sitios de
fosforilacion: el sitio 1 en la treonina 308 y el sitio 2 en la serina 473. A este
respecto, dicha fosforilacion correlaciona con la translocacion de los GLUT4 a la
superficie celular (Figura 5).

Estudios revelan que la sefial de transduccion a través de esta via es de 4 a 40
minutos (Krook y col., 2000).

Insulina

Figura 8. Regulacion de la insulina en la translocacion de GLUT4. IR = receptor de
insulina; IRS = sustrato del receptor de insulina; PI3 = fosfoinositol-3,4,5-Trifosfato;
PI3K = fosfoinositol-3-cinasa; PDK = cinasa activada por fosfoinositidos; PKB =
Proteina cinasa B. La insulina se une a su receptor y desericadena una serie de
reacciones que copllevari a la liberacién de los transportadores GLUT4 de las
vesiculas intracelulares y a la formacién de ¢anales de estos transportadores que
permiten el ingreso de glucosa al interior de la célula.

I1.7 Resistencia a la Insulina

La resistencia a insulina es un sindrome provocado por anomalias en la cascada de
transduccién de senales de la insulina, lo cual produce entre otras cosas una
disminucion en el transporté de glucosa al interior de la célula (Ploug y col., 1998).

14




Las causas celulares de resistencia se dividen en defectos de unién y en defectos
subsecuentes. En los defectos de unién pueden existir alteraciones en el nimero
de receptores, en |a afinidad de la insulina a su receptor 0 en ambos parametros.
En los defectos posreceptores, se presentan anomalidades biolégicas de proteinas
efectoras (Masao y col,, 1999). La resistencia a la insulina es una caracteristica
frecuente de la obesidad en la diabetes no dependiente de insufina (tipo |l o
NIDDM) y de algunas enfermedades cardiovastulares (Henry, 2003).

El masculo esquelético es el sitio primario de insulina que estimula la glucosa, el
cual cuenta con el 70 — 80% de glucosa postprandial. Estudios in vivo revelan que
la resistencia a la insulina en musculo esquelético es el primer defecto asociado
con diabetes tipo Il. Las bases moleculares para el desarrollo de la resistencia a la
insulina queda poco claro, a pesar de que estas alteraciones se han observado en
el musculé aislado de personas obesds y personas diabéticas tipo Il (Kim y col.,
2000).

Ill. Modelos de animales para el estudio de la diabetes

Actualmente existen varios modelos de estudios que nos permiten conocer el
comportamiento de esta enfermedad, entre los cuales podemes citar a la diabetes
inducida con estreptozotocina. Este compuesto tiene la capacidad de destruir las
células B pancreéticas que dependiendo de la dosis, el dafio producido puede ser
parcial o total. Cuando se genera dafio total este modelo es utilizado para evaluar
la diabetes tipo |. Las ratas Zucker genéticamente diabéticas es el modelo mas
utiizado para los estudios de diabetes tipo Il. Estos animales presentan
alteraciones en el cromosoma 5, especificamente en el gen fa y esto trae camo
consecuencia un incremento en la obesidad, en el contenido de triglicéridos y
colesterol. Los rmachos obesos muestran resistencia a la insulina y diabetes tipo Il
entre la séptima y décima semana de edad.

La seleccién del modelo de animal esta determinada por la informacion que se
requiera obtener de dichos estudios (Versphol, 2002).
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V. Tratamiento de la diabetes

Existen varios farmacos utilizados para el tratamiento de la diabetes entre los
cuales podemos citar a los a) inhibidores de alfa-glucosidasas, b) megjitinidas, C)

sulfonilureas y d) biguanidas.

IV.1 Biguanidas

Una de las biguanidas mas ampliamente utilizada es la metformina, la cual es un
agente con una potente propiedad antihiperglicémica. La metformina es eficaz en
la reduccion de Hiperglicemia en la diabetes Mellitus tipo Il y posee actividad similar
a las sulfonilureas, tiazolidenodionas asi como a la insulina (Wiemesperger y
Bailey, 1999).

IV.1.1 Propiedddes de la metformina

Las propiedades antihiperglicémicas de la metformina son principalmente atribuidas
a la disminucion de la produccién hepética de glycosa, especialmente la
gluconeogénesis y al incremento de la insulina en el tejido periférico (Stumvoll y
col., 1995). Los mecanismos precisos de la accidén hipoglicémica de la metformina
no han sido esclarecidos. El farmaco probablemente interrumpe el proceso
' mitocondrial oxidativo en el higado, asi como también interrympe el metabblismo
del calcio intracelular en tejides sensibles a la insulina (higado, musculo
esquelético, y adipocitos) y en el tejido cardiovascular (Jarvinen y col., 1999).

El tratamiento con insulina y un agente hipoglicemiante, como la metformina, en
pacientes con diabetes tipo [l pueden carregir varias de las primeras
anormalidades fisiopatoldgicas en este sindrome metabdlico (Giannarelli y col.,
2003). En los pacientes diabéticos, la metformina muestra una proteccién
cardipvascular, ademas, de los efectos antihiperglicemiantes (Kirpichnikov, 2002).

IV.1.2 Farmacocinética de la metformina
La metformina se absorbe principalmente a partir del intestino delgado. El farmaco
es estable, no se une a proteinas plasméaticas, se excréta sin cambios en la orina.
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Tiene vida media de 1.3 a 4.5 horas. La dosis diaria maxima recomendada de
metformina es de 3 g, tomados en tres dosis con las comidas (Bailey, 1992).

La metformina aumenta varias de las acciones biolégicas de la insulina, incluyendo
transporte de glucosa y sintesis de glucdgeno y lipidos, en personas con
predisposicién de resistencia 4 la insulina (Stepensky y col., 2002).

IV.1.3 Mellitrén

La terapia combinada con metformina es a menudo superior a la terapia con un
solo agente hipoglicemiante (DeFronzo y col., 1995). A este respecto, Mellitron es
la combinacion de dos agentes hipoglicemiantes orales: metformina y
clorpropamida. E! primero pertenece al grupo de las biguanidas, el segundo es una
sulfonilurea. Este compuesto tiene un efecto hipoglicemiante agudo actuando sobre
la célula B del pancreas en un estimulo de la secrecidn de insulina. El agente
posee, ademés, un efecto hipoglicemiante cronico que se debe a la potenciacién
de la accién de la insulina, a través de un aumento del nimero de receptores para
la insulina o de su unién a ellos en los tejidos sensibles a la misma (DeFronzo,
1999).

Los tratamientos farmacoldogicos estdn basados en dos tipos de drogas: la
inyeccién de insuling y los agentes hipoglicemiantes como las biguanidas y
sulfonilureas (Hundat y col., 2000). El uso de drogas orales es limitado debido a las
posibles reacciones adversas que pueden causar incompatibilidad con otros
mecanismos y Hegar a ser menos efectivos con el uso prolongado. La inyeccién de
insulina decrementa la glucemia, pero no mantiene fisiologicamente los niveles
normales de glucosa en sangre. Por otro lado, la prevalencia de este desorden
metabdlico estéd incrementandose rapidamente y los tratamientos actuales para
algunos pacientes resultan demasiado costosos (Scheen, 2003). Para algunas
enfermedades como la diabetes, el uso de plantas medicinales resulta una
altemativa altamente atractiva para el tratamiento de dicha enfermedad.
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V. El nopal como terapia herbolaria

Las dietas' humanas basadas en plantas contienen una diversidad de compuestos
fitoquimicos, los cuales no pueden ser considerados nutrientes, pero aparecen para
jugar un rol en el tratamiento de ciertas enfermedades. A estas sustancias se les
denominan agentes nutracéuticos. En algunos casos donde el proceso de la
enfermedad es parcialmente incomprendido, algunos elementos de proteccién
pueden relacionarse a un compuesto simple o estructuraimente similar a un grupo
de compuestos en la dieta.

En investigaciones sobre los efectos de agentes nutracéuticos eh la expresién de
genes involucrados, se ha demostrado que estos agentes pueden resultar
auxiliares en el tratamiento de enfermedades tales como la obesidad, diabetes,
aterosclerosis, hipertension y cancer (Orzechowski y col., 2002).

En México existe una diversidad de plantas usadas para el tratamiento de la
diabetes, entre las cuales podemos citar al diente de ledn, la sabila, el guarumo, la
chaya, la trompetilla, la hierba dorada, el cuajilote, asi como el nopal.

Se ha demostrado que una especie de nopal (Opuntia streptacantha Lemaire)
posee una accién hipoglicemiante tanto en animales de expetimentacion con
hiperglicemia, como en humanos con diabetes Mellitus no dependiente de insulina
(Frati y col., 1991).

V.1 Caracteristicas del nopal

Los nopales son plantas camosas, arbustivas de 1-6 m de altura, con tallos o
ramas (pencas) oblongas, aplanadas y de coldr verde. El conocimiento y uso de los
nopales en México deben haberlo iniciado los primeros pobladores, hace mas de
25 000 afios. Estas plantas deben haber sido los primeros recursos de subsistencia
y asentamiento de estos pobladores.

V.2 Composlcién quimica
Los nopales y tunas de nopal son ricos en agua, fibra, vitamina C, calcio y potasio.

Como es una planta fibrosa, el nopal contiene altos niveles de ambas fibras. Las
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fibras solubles presentes en el nopal incluyen mucilagos, pectina y gomas. Las

fibras insolubles incluyen celulosa (Cuadro 2).

Cuadro 2. Composicion quimica por 100 g
de nopal (Villegas y de Gante, 1995).

Componénte Nopal (penca)
Energia (kcal) 27-37
Proteina (g) 11-1.7
Extracto etéreo 0.4
Hidratos de carbono 5.6-8.8
Cenizas (9) 0.9
Caicio (mg) 93-110
Fosforo (mg) 20
Hierro (mg) 0.5
Vitamina A (1g eq) 41-50
Tiamina (mg) 0.04
Niacina (mg) 0.02
Acido ascérbico (mg) 19
Riboflavinas (mg) | 0.04

Se consideran fibras de la dieta a las sustancias vegetales que no digieren las
enzimas gastrointestinales humanas. No se absorben y por lo tanto no
proporcionan energia.

Segtin la composicién de las fibras, se producen determinados efectos metabdlicos,
asi, pectina, mucilagos y gomas reducen algunos lipidos séricos (colesterol y
triglicéridos) y la glucemia. La celulosa reduce la glucemia pero tiene poca accion
sobre los lipidos mientras que la lignina tiene afinidad por las sales biliares y el
colesterol (Frati y col., 1989b). La diabetes Mellitus en adultos puede ser una de las
enfermedades de la civilizacién relacionadas con la deficiencia de fibra dietética. La
viscosidad, ocasionada por la fibra dietética soluble, parece retardar y reducir la ‘
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absorcion de la glucosa sanguinea. La fibra dietética es hipacolesterémica en
humanos y ademas incrementa la excrecion fecal de sales biliares. La fibra actua
como una barrera fisica y acelera los mevimientos intestinales ocasionando una
reduccidh en la absorcion de los alimentos. También puede ligar al colesterol
propiciando una mayor excrecion fecal. La excrecion del colesterol y sus
etabolitos se incrementa después del consumo de alimentos ricos en fibra
dietética (Cardenas y col., 1998).

V.3 Capacidad hipoglicemiante del nopal

En humanos sanos se ha observado que la ingestion de nopal atenua la
hiperglicemia que sigue a una carga de glucosa por via bucal. En individuos con
diabetes Mellitus no dependiente de insulina, la ingesta cotidiana de tallos de nopal
logra, en pocos dias, reducir la glucemia en ayunas. Asi mismo, la administracién
de la savia del nopal a largo plazo ha contribuido a mejorar el control de la diabetes
(Cardenas y col., 1998).

Los estudios en animales indican que de los varios extractos de nopal (licuado
entero, jugo y savia) tienen accioén hipoglicemiante en animales de experimentacion
con hiperglicemia, el preparado con mayor accion es el licuado entero de nopal. En
experimentos realizados por Frati y col., (1 991), se encontré6 que el | efecto
hipoglicemiante maximo se obtiene entre 3 y 4 horas después de la ingesta de
nopal. Este efecto hipoglicemiante podria deberse a diversos mecanismos tales

como cambios en las hormonas reguladoras de la glucemia, en la sensibilidad

celular a la insulina, en el consumo de glucosa o su almacenamiento como

glucdgeno hepatico, o incluso en la conversion de glucosa en fructosa.

La actividad hipoglicemiante de un extracto purificado del nopal (Opuntia fuliginosa)
fue evaluada en ratas diabéticas inducidas con estreptozotocina. Los niveles de
glucosa en sangre fueron reducidos a valores normales por la combinacién de la
insulina y el extracto de Opuntia como tratamiento. Mas aun, cuando la insulina fue
retirada del tratamiento combinado, el extracto de nopal fue capaz de mantener los
niveles normoglicémicos en las ratas diabéticas (Trejo y col., 1096).
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El efecto hipoglicémico de nopal se le ha atribuido principaimente a las fibras
dietarias. ActGan cambiando las caracteristicas fisicas del contefido intestinal y
modificando la absor¢ién de algunas sustancias como fa glucosa y asi mismo
disminuyen la magnitud de la hipogiucemia posprandiat (Frati y col., 1989c).

Por otro lado, esta fibra soluble es capaz, ademés, de disminuir los niveles de
colesterol en animales y humanos con hiperlipidemia (Wolfram y col., 2002). La
disminucién del colesterol depende.aparentemenzte de la absorcién de las sales
biliares por las fibras vegetales, ya que al administrarlas aumenta la excrecion fecal
de sales biliates y colesterol (Frati y col., 1989a).

Sin embargo, es probable que el efecto de la fibra no explique todas las acciones
del nopal. Aunque tanto en animales como en humanos, la administracion del
extracto de nopal mejora la tolerancia a la glucosa parenteral, subcutanea e
intravenosa, no significa qué el extracto no ejerza una disminucion de I6s hiveles de
glucosa sanguinea simplemente por reducir la absorcion de glucosa a nivel
gastrointestinal. Estudios han revelado que en animales diabéticos Ila
administracién de extracto de nopal modificé la tolerancia a la glucosa parenteral,
mientras que en humanos con diabetes Mellitus tipo I, la ingestidon de 500g de
O.streptacantha Lemaire redujo en forma aguda {a glicemia en ayunas. En ambos
casos se descarto el efecto de la fibra, pues no se administraron ¢arbohidratos por
via oral (Frati y col., 1989b). Por lo tanto, se puede sugerir que la cactacea posee
dos formas de accién. Una forma de accion puede estar mediada por las fibras
dietarias y otra con un mecanismo de accién diferente. En esta ultima, existe una
mejora de la resistencia a la insulina en la cual podria estar involucrada la cascada
de transduccion de sefales de esta hormona.

En base a lo anteriormente expuesto, es importante evaluar la actividad
hipogluc¢emiante y antihiperglicémica del nopal en ratas genéticamente diabéticas y
determinar el eéfecto coadyuvante del nopal durante la administraciéon de un
medicamento comunmente utilizado para el tratamiento de esta enfermedad.

1
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OBJETIVOS

GENERAL

Evaluar la actividad hipoglucemiante, antihiperglicémica y coadyuvante del
nopal (Opuntia spp.) en ratas diabéticas Zucker, asi como su efecto en la cascada
de transduccién de sefales de la insulina.

ESPECIFICOS

o Determinar la capacidad hipoglucemiante del nopal en ratas Zucker.

e Evaluar la actividad antihiperglicémica del nopal mediante una curva de
tolerancia a la glucosé.

e Estudiar la accién coadyuvante del nopal sobre los niveles de glucosa en
ratas genéticamente diabéticas tratadas con Mellitron.

e Cuantificar la expresién y la actividad de IR e IRS-1, asi como la actividad
de Akt en musculo esquelético de ratas diabéticas tratadas con un licuado de
nopal.
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METODOLOGIA
I. MATERIALES

.1 Bioldgico

Se trabajé con ratas machos Zucker de 4 semanas de edad (Harlan®). Los
animales se aclimataron durante 4 semanas antes de iniciar el experimento y se
alimentaron cen Nutricubos (Harlan®) y agua ad /ibitum.

1.2 Quimico

Los reactivos para electroforesis fueron Bio-Rad. Los anticuerpos utilizados para el
andlisis dé Inmuno blot fueron: actina (Goat polyclonal 1gG), p-Akt 1 (rabbit
polyelonal 1gG), IRS-1 (mouse monoclonal 1gG), IR (Mouse monoclonal IgG), todos
adquiridos de Santa Cruz Biotechnology. Los anticuerpos secundarios fueron de
Zymed Laboratories.

El kit de quimioluminiscencia fue el BM chemiluminescence blotting substrate
(POD) de Roche diagnostics.

Il. METODOS
1.1 Clasificacion de grupos

Los animales fueron asignados al azar en cuatro grupos:
- ratas control tratadas con vehiculo de licuado de nopal (agua)

ratas tratadas con Mellitrén (17 y 56.6 mg/kg)

ratas tratadas con nopal (0.71 g/kg y 1.42 g/kg)

ratas tratadas con ngpal y Mellitrén (1.42 gkg y 56.6 mg/kg
respectivamente).
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Il.2 Tratamiénto

En la primera fase del tratamiento, los animales consumieron diariamente licuado
de nopal en el agua de uso durante 36 dias. En la segunda fase los animales
recibieron licuado de nopal y Mellitrén en el agua de uso por 31 dias. La dosis de
nopal y Mellitron es el equivalente al consumo de 100g y tres tabletas,
respectivamente, para un paciente de 70 Kg.

II.3 Determinaciones

L.as ratas se pesaron cada semana y se les determiné la concentracién de glucosa
sanguinea en ayuno. La curva de tolerancia a la glucosa se realizé a los quince
dias de iniciado el tratamiento.

I1.3.1 Curva de tolerancia a la glucosa

Primeramente, las ratas fueron sometidas a un ayuno por 12 horas y se tomaron
muestras de sangre antes de iniciar el experimento (tiempo 0). Posteriormente, los
animales recibieron una carga de glucosa al 70% (3.7 ml por animal) y se tomaron
muestras de sangre a los 5, 15, 30, 60 y 120 minutos. Los hiveles de glucosa
sanguinea se determinaron utilizando un glucémetro marca Roche.

11.3.2 Determinacién de la expresion de IR, IRS-1 y actividad de Akt

Preparacién de la muestra

Las ratas permanecieron en ayuno por 12 horas, se anestesiaron con pentobarbital
sodico (80 mg/kg) por via intraperitoneal y posteriormente se les inyecté insulina
(3 Unidades), por via cardiaca. Se tomaron muestras de tejido muscular a los 0, 3,
5y 15 minutos. Las muestras se congelaron inmediatamente en nitrégenc liquido y
posteriormente se almacenaron a — 70° C hasta su utilizacién.

El tejido muscular congelado se homogenizé6 con una solucién amortiguadora
conteniendo: Hepes 50 mM (pH 7.5), NaCl 150 mM, NaPP 10 mM, NasVO, 2 mM,
MgCh 1 mM, CaCl, 1 mM, NaF 10 mM, EDTA 2 mM, PMSF (Fluoruro de
fenilmetilsulfonilo) 2 mM, leupeptina 5 mg/ml, NP40 1% vy glicerol 10%. EI
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homogenizado se incubé 45 minutos a 4° C con agitacién y después se centrifugo
a 65.34 g dyrante 30 minutos. Al sobrenandante se le determind la concentracion

de proteina por el método de Lowry.

Electroforesis en geles de poliacrilamida con Duodesil Sulfato de Sodio (SDS-
PAGE)

El extracto proteico (40 pg) se mezclé 1:1 (viv) con la solucién digestora de
muestra. Las mezclas se incubaron a 60°C en bafio maria por 30 minutos y fueron
posteriormente sometidas a electroforesis en geles de poliacrilamida (7%) con SDS,
a voltaje constante (120 volts) durante 1 hora. La electroforesis se rectificd por la
tincién del gel con Azul de Coomasie G-250.

Western-Blot

Después de la electroforesis; las muestras fueron transferidas a las membranas de
PVDF a 15 volts durante 1 hora en un Transfer Cell Semi-Dry (BIO-RAD).

Las membranas se bloquearon con una solucién amortiguadora TBS 10% por toda
la noche a 4 2C, se incubaron con un primer anticuerpo durante 2 horas a
temperatura ambiente y se realizaron lavados con solucién TBS-T. Posteriormente,

se incubaron con un segundo anticuerpo conjugado con peroxidasa (1:1000) en

solucién de bloqueo de electrotransferencia a temperatura ambiente por 45

minutos. Finalmente, las membranas se lavaron con TBS-T, se incubd con la
solucién de quimioluminiscencia en oscuridad (5 — 15 segundos) y finalmente se
visualizo al exponer las membranas a placas fotograficas (Fuji Medical X-ray Film).
En el proceso de revelado de las placas se usaron soluciones comerciales
(KODAK) y las bandas se cuantificaron en un fotodocumentador (KODAK 1D Image
Analysis Software). Ver Anexos.




Control de la concentracion de proteina en Western-Blot

Para comprobar que la concentracion de proteina cargada (80 pg) en el gel es la
misma para todas las muestras, se llevé a cabo un Westeimn-blot para actina,
utilizando un anticuerpo paliclonal anti-actina.

2.4 Andlisis Estadistico

Los resultados son presentados como medias + Desviacion Media del Error

(S.E.M). Para el analisis de las diferencias, se llevé a cabo una comparaciéon de

medias por la prueba de rangos multiples de Tukey.




RESULTADOS

l. Tratamiento con nopal

Para evaluar el efecto del nopal sobre los niveles de glucosa en rafas Zucker, el
licuado de nopal fue incorporado directamente en el agua de beber. Por o tanto, las
concéntraciones de esta cactacea estén determinadas en base al consumo diario

del liquido por rata.

1.1 Efecto sobre la concentracién de glucosa

En la figura 6 se muestran los niveles de glucosa sanguinea con respecto a los dias
de tratamiento. En base a los resultados se observa que las ratas que consumieron
nopal a la concentracién de 0.71 g/Kg no mostraron ninguna diferencia estadistica
significativa en los niveles de glucosa sanguinea comparados con el grupo control
después de doce dias de iniciado el tratamiento. Por lo que se incrementd la
concentracion de nopal a 1.42 g/Kg durante el resto del experimento. Este
incremento en la concentracién de nopal provocd niveles de glucosa menores en
los animales tratados en todos los tiempos determinados y una diferencia
estadistica significativa.

En el cuadra 3 se muestra el cambio (%) de glucosa en sangre de ratas Zucker
tratadas con licuado de nopal durante 36 dias. Se puede observar que el
tratamiento con nopal (0.71 g/Kg) durante 10 dias redujo én un 7.21% la
concentracién de glucosa, comparada con su valor inicial (95.5 + 9.06). Durante el
tiempo restante de experimentacién, los incrementos en porcentaje de glucosa
oscilaron entre 9 — 15%, excepto el dia 24.

En cuanto al grupo control, el porcentaje de glucosa aumentd un 86.64% después
de 15 digs de tratamiento, manteniéndose arriba del 40% durante el resto del

periodo experimental.
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Figura 6. Determinacién de glucosa en sangre de ratas Zucker tratadas diariamente
con licuado de nopal durante 36 dias.
Los valores son presentados como media + SEM, n= 4.

4 Indica el dia al cual se increment6 la concentracién de nopal de 0.71 g/Kg a 1.42 g/Kg.
* P< 0.05, por la prueba de Tukey

Cuadro 3. Porcentaje de cambio de glucosa sanguinea de
ratas Zucker tratadas con licuado de nopal (0.71 g/Kg).

DIAS DE
TRATAMIENTO 10 15 24 29 36
GRUPO
CONTROL 205 8664 8459 4760 4589
INOPAL 721 1043 40.80 1549  9.3§
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1.2 Efecto sobre el peso corporal
La ganancia de peso de los animales tratados con el licuado de nopal fue similar al

grupo control para cada uno de los tiempos determinados. Al final del experimento,
lds ratas control y las tratadas con nopal presentaron un incremento de peso de

202.02 + 35.43g y 205.29 + 34.61g, respectivamente (Figura 7).
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Figura 7. Incremento de peso corporal de ratas Zucker tratadas con licuado de
nopal durante 29 dias.

Los valores son presentados como media + SEM, n = 5.
{ Indica el dia (12vo) al cual se incréementé la concentracién de nopal de 0.71 g/Kg a 1.42

g/Kg.
* P< (.05, por fa prueba de Tukey

1.3 Efécto sobre la curva de tolerancia a la glucosa
En la figura 8 se muestran los resyltados obtenidos de la curva de tolerancia a 1a

glucosa (CTG) én las ratas Zucker tratadas con el licuado de nopal durante 34

dias.

29




Esta grafica muestra que los valores iniciales al minuto O del grupo control y grupo
nopal son similares. El pico maximo de hiperglicemia en el gtupo control se obtuvo
a los 15 minutos (457 + 41 mg/dL) mientras que en los animales tratadog con nopal
la concentracion fue solamente de 312 + 81 mg/dL a este tiempo. Sin embargo, a
los 30 y 60 minutos los niveles de glucosa sanguinea son similares en ambos
grupos. A los 120 minutos los animales tratados con licuado de nopal presentaron
menores valores de glucosa que el grupo control (280 + 32,5 mg/dL y 355 + 33

mg/dL, respectivamente).
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Figura 8. Curva de tolerancia a la glucosa en ratas Zucker a los 34 dias del
tratamiento con licuado de nopal.
Los valores son presentados como media + D.E., n=5.
4.9 g/Kg de glucosa por intubacion gastrica.
* P< 0.05, por la prueba de Tukey
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1. Tratamiento Nopal - Mellitron

1.1 Determinacion de glucosa

Para evaluar el efecto coadyuvante del licuado de nopal con Mellitron (metformina +
clorpropamida) en ratas Zucker se trataron a estos animales durante 31 dias,
incorporando ambos compuestos en el agua de beber. En la figura 9 se presentan
los niveles de glucosa sanguinea en ayuno con respecto al tiempo. Durante los
primeros doce dias de tratamiento con Mellitron no se observé ningiin cambio en
los niveles de glucosa de los animales tratados con este medicamento (17 mg/kg),
por lo que a partir de ese dia se increment6 la dosis del farmaco (56.6 mg/kg). Sin
embargo, a pesar de este incremento no se observo el efecto hipoglicémico
caracteristico de dicho farmaco. Cabe sefialar que no se consideraron dosis

mayores ya que se podrian causar efectos toxicologicos en et animal.

El grupo tratado con nopal present, en promedio, los valores mas bajos de
glucosa (valor inicial 134.66 + 2.02 mg/dL, valor al final del tratamiento 906 + 0.6
mg/dL), mostrando una diferencia estadistica significativa los dias 22 y 28-con
respecto al control sin farmaco. Para el efecto coadyuvante, a los dias 28y 31 se

observa un efecto antagénico del farmaco para el nopal.

11.2 Efecto del Nopal — Mellitrén sobre el peso corporal

En la figura 10 se presenta el incremento en peso durante los 31 dias que durd el
tratamiento con licuado de nopal y Meliitrén. Se puede observar que este
incremento fue menor cuando se administré el licuado de nopal con Meliitron,
aungue no fue estadisticamente significativo con respecto al grupo control.

L os valores del peso corporal de las ratas al final del tratamiento fueron 568 + 20.3
mg/dL g, 593 + 8.51 mg/dL g, 649 + 4 mg/dL gy 628 + 11.79 mg/dL g para los
animales control sin tratamiento, centrol tratado con Mellitrén, tratado con licuado

de nopal y grupo tratado con licuado de nopal y Mellitron, respectivamente. Y
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aunque se aumenté la dosis de Meliitrén (56.6 mg/Kg) al doceavo dia, esta

congcentracién no produjo ningtn efecto sobre el peso deé los animales.
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Figura 9. Determinacién de glucosa en sangre de ratas Zucker tratadas con
licuado de Nopal-Mellitron.

Los valores son presentados como media + SEM, n=5.

Control ST = control sin tratamienfo (agua)

Control T = control tratado (agua + Mellitrén)

Nopal ST = nopal sin tratamiento (licuado de nopal)

Nopal T = nopal tratado (licuado de nopal + Mellitr6n)

4 Indica el dfa al cual se increment6 la dosis de Mellitrén a 56.6 mg/Kg

* Indica que hay diferencia significativa con respecto al grupo control sin tratamiento por
la prueba de Tukey (P< 0.05).
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Figura 10. Incremento de peso corporal de ratas Zucker tratadas con licuado de
nopal (1.42 g/Kg) - Mellitrén (17 mg/Kg) como agua de uso, durante 29
dias.

Los valores son presentados como media + SEM, n = 5.
Control ST = control sin tratamiento (agua)
Control T = control tratado (agua + Mellitrén)
Nopal ST = nopal sin tratamiento (licuado de nopal)
Nopal T = nopal tratado (licuado de nopal + Mellitrén)
4 Indica el dia al cual se increment6 la dosis de Mellitron (56.6 mg/Kg).
* Indica que hay diferencia significativa con respecto al grupo control sin tratamiento por
la prueba de Tukey (P< 0.05).

1.3 Efecto del Nopal — Mellitr6n sobre los triglicéridos

Los triglicéridos estan relacionados con el estado de resistencia a la insulina, razén
por la cual se determiné su concentracién en el plasma de los animales tratados
con nopal y/o Mellitrén.
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Los niveles de triglicéridos (TG) fueron de 7 nmol/L y 2.8 nmol/L para ios grupos
control sin tratamiento y control tratados con Mellitron, respectivamente.

A pesar que el redicamento no disminuyd los niveles de glucosa sanguinea, los
TG fueron disminuidos en los animales tratados con Mellitrén (65.27% del grupo
control tratado y 52.77% del grupo tratado con licuade de nopal, con respectp al
grupo control sin tratamiento). Asi mismo, el consumo de nopal disminuy6
significativamente los niveles de TG (80.55% para el grupo sin tratamiento y
52.77% para el grupo tratado con licuado de nopal y Mellitrén, respectivamente)

con respecto al grupo control sin tratamiento.
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Figura 11. Determinacioén de triglicéridos en ratas Zucker tratadas con Mellitron
(56.6 mg/Kg)

Los valores son presentados como media + SEM, n=5.
* Indica que hay diferencia significativa con respecto al grupo control sin tratamiento por
la prueba de Tukey (P< 0.05).
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ll. Efecto del Nopal — Mellitrén sobre algunas proteinas de la cascada de

sefalizacion de la insulina

1.1 Proteina IR

Para determinar el efecto del nopal sobre la cascada de transduccién de senales se
evalud la expresién de IR e IRS-1 que son las primeras proteinas participantes en
la cascada de transduccion. El mésculo esquelético fue aislado, homogenizado e
inmunoprecipitado con anticuerpo anti-IR. En la parte superior de la figura 12, se
muestra un gel representativo de la expresion de la proteina IR en el musculo
esquelético de ratas Zucker, con actina como control de concentracién. En base al
analisis estadistico de los resultados, no se observé diferencia significativa para
ninguno de los tratamientos comparados con el control tratado con Mellitrdn.

IR

Actina
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Figura 12. Expresién de la proteina IR en musculo esquelético de ratas Zucker.

Cada barra presenta la media + D.E. ( n =4)
Control ST = control sin tratamiento (agua)
Nopal ST = grupo nopal sin tratamiento (licuado de nopal)
T = grupo nopal tratado (licuado de nopal + Meliitron)
* Indica que hay diferencia significativa con respecto al grupo control sin tratamiento por
la prueba de Tukey (P< 0.05).
En la parte superior de la figura se muestran las bandas representativas de Westem-blot
para la proteina IR y Actina.
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Ii.2 Proteinha IRS-1

La figura 13 muestra la expresién de la proteina IRS-1 en ratas Zucker de los
grupos control y grupo tratado con nopal. Como se puede observar, el efecto fue
similar a IR, ya que no se presentd diferencia estadistica en la expresiéon de los

grupos tratados comparados con el grupo control.
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Figura 13. Expresion de IRS-1 en musculo esquelético de ratas Zucker.

Cada barra representa la media + D.E. (n = 4).

Control ST = control sin tratamiento (agua)

Nopal ST = grupo nopal sin tratamiento (licuado de nopal)

T = grupo nopal tratado (licuado de nopal + Mellitr6n)

* Indica que hay diferencia significativa con respecto al grupo control sin tratarhiento por
la prueba de Tukey (P< 0.05).
En la parte superior de la figura se muestran las bandas representativas de Western-blot
para la proteina IRS-1 y Actina.

1.3 Proteina p-Akt

La actividad de Akt estd determinada por su fosforilacion en residuos de serina, la
cual precede a su vez de las fosforilaciones en tirosina de algunas proteinas de la
cascada de transduccion de sefiales de la insulina. Por lo tanto, primero se evalué
el tiempo en el cual se muestra la maxima fosforilacion de las proteinas en residuos
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de tirosina después de la estimulacién con insulina. Para ello, los animales se
anestesiaron, se les inyectd insulina via puncién cardiaca y posteriormente se
tomaron muestras de musculo a los 0, 3 y 15 minutos. Finalmente, los residuos de
tirosina fosforilados se determinaron mediante Western-blot.

En base a estds resultados, se obtuvo que la mejor expresién en la fosforilaciéon de

p-Tyr se presentd a los 3 minutos (Figura 14).

Residuos de tirosina
fosforilados

vy

CONTROLES
0 3 16
(minutos)

Figura 14. Fosforilacion de proteinas en residuos de tirosina, estimuladas con
insulina en musculo esquelético de ratas Zucker a diferentes tiempos.

En la figura 15 se muestra la actividad de la proteina p-Akt en el musculo
esquelético de ratas Zucker. Se puede observar que el licuado de nopal aumenta
ligeramente la actividad de esta proteina, tanto en el grupo tratado solamente con
nopal como en el grupo tratado con Meliitrén (1.31 + 0.03 y 1.22 + 0.03 unidades
arbitrarias, respectivamente) comparado con el grupo contral sin tratamiento (1.1 +
0.17 unidades arbitrarias). Sin embargo, dicho incremento en la actividad de la
proteina p-Akt no es estadisticamente significativa.
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Figura 15. Actividad de p-Akt 1 en mudsculo esquelético de ratas Zucker.

Cada barra representa la media + D.E. (n = 4)
Control ST = control sin tratamiento (agua)
Nopal ST = grupo nopal sin tratamiento (licuado de nopal)
T = grupo nopal tratado (licuado de nopal + Mellitrén)
* Indica que hay diferencia significativa con respecto al grupo control sin tratamiento por
la prueba de Tukey (P< 0.05).
En la parte superior de la figura se muestran las bandas representativas de Westem-blot
para la proteina p-Akt y Actina.
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DISCUSION

Una caracteristica de las ratas Zucker es su condicién hiperglicémica dependiente
de la edad, la cual s€ presenta después de las 8-10 semanas de vida del animal.
En este estudio Jos animales eran normoglicémicos (97 + 5.4 mg/dL) al inicio del
experimento. A las 10 semanas de edad, las ratas control presentaron
hiperglicemia (180 + 3.9 mg/dL), la cual fue disminuida con el tratamiento de, nopal
(135 +4.98 mg/dL).

Durante los 12 primeros dias de tratamiento con nopal no se observé una diferencia
estadistica significativa. Lo anteriar pudo. deberse a la baja concentracién de nopal
o al estado normoglicémijco de los animales, ya que en estudios realizados por Frat
y col., (1990) con individuos sangs se démostro que s6I¢ al inducir hiperglicemia se
muestra una disminucidn en la concentracién.de glucosa sanguinea. Esto sugiere
que el nopal tiene caracterigticas importantes que deben ser consideradas para el
tratamiento de la diabetes,.con ventajas sobre los farmacos actualmente utilizados
debido aque estos producen hipoglicemia en individuos sanos.

Los estudjos realizados en este experimento se lievaron a cabo en condiciones de
ayuno del animal.” Durante el ayuno el organismo depende de la produccion
hepéatica de este carbohidrato para mantener los niveles de glucosa a través de
glucogendlisis y gluconeogénesis y de la utilizacion periférica de la glucosa (Trejo y
col., 1996). Se ha.propuesto que el efecto del nopal es debido a la presencia de las
fibras digtarias, las cuales pueden actuar interfiriendo o disminuyendo la absorcién
intestinal de glucosa. Sin embargo, dichas. fibras no tienen la capacidad de
disminuir las niveles de glucdsa sanguinea en ayuno, la que sugiere que pueda
existir un mecanismo adicional a través del cual el nopal ejerce su accion.

En cuanto al efecto que tiene el nopal saobre el peso corporél, se sabe que éste ha
sido recomendado para el tratamiento de la obesidad (Frati y col., 1989a). Una
disminucién-del peso corporal trae como consecuencia una mejora de la resistencia
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a insulina, la cual es una caracteristica de las ratas Zucker. Sin embargo, la
concentracién de nopal utilizada en este estudio no tiene influencia sobre la
ganancia de peso de estos animales. Estos resultados son similares a los
reportados por Bwititi y col, (2000), guienes informan que ratas djabéticas
inducidas quimicamente con estreptozotocina y tratadas con nopal (120 mg/100g)
durante cinco semanas no presentaron una diferencia de peso corporal con
respecto a las ratas no tratadas.

Al realizar la curva de tolerancia a la glucosa se observé que la ingesta de. licuado
de nopal causé una disminucion significativa en el pico hiperglicémico y/o el area
bajo la curva durante la CTG. Con estos resultados se corrobora la capacidad anti-
hiperglicémica de esta cactacea. En lo referente a la concentracig¢n de esta planta,
estudios hechos por Frati y col., 1988, demuestran que en pruebas de tolerancia a
la glucosa los efectos producidos_por la ingesta de 100 o 500 g de nopal no existe
diferencia estadistica significativa entre estas concentraciones. Por lo tanto, el
consuma de 100 g de nopal es suficiente para observar una disminucién en la
concentracién de glucosa en sangre en condiciones de hiperglicemia, tal y como se
observé en el presente estudio.

Pata evaluar el efecto del tratamiento conjunto del nopal con un agente
hipoglicemiante, los animales fueron tratadgos con uno de los famacos mas
utilizados para el control de esta enfermedad, El Melliitron, el cual es un agente
hipoglicemiante compuesta de una sulfonilurea y una biguanida (clorpropamida y
metformina, . respectivamente). En el presente estudio el grupo de animalés tratados
con el famaco np mostraron ninguna disminucién de los niveles de glucosa
sanguinea. Se ha reportado que Ja.metformina incorporada en el agua de beber
tiene capacidad hipoglicemiante en ratas Zucker a la concentracion de 120 mg/kg
(Song y col., 2000). Sin embargo, la- maxima concentracién sugerida para. un efecto
hipoglucemiante de la metformina es de 14 mglkg (DeFronzo, 1999), la cual fue
administrada durante 12 .dias en el presente. estudio, no observandose el. efecto

deseado. Par lo que se incrementd la concentracién del farmaco a 56 mg/kg. Sin
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embargo, aun a esta concentracién no fue posible obtener una disminucién en los
niveles de glucosa sanguinea. Cabe sefialar que concentraciones mas altas
pueden producir efectos adversos en los animales, los cuales podrian confundir el
efecto del nopal.

Es importante mencionar que el Meliitrén antagoniza el efecto producido por el
nopal. Los componentes del Mellitron actGan incrementando la respuesta a la
insulina, lo que sugiere que el nopal podria tener cierta participacion en la
sefalizacion de la insulina.

Un incremento de lipidos en la circulaciéon altera el metabolismo de la glucosa tanto
en su oxidacion como en su almacenamiento, lo que podria traer como
consecuencia un estado de resistencia a insulina. Por otro lado, la disminucién de
estos lipidos promueve una mejora en la respuesta a esta hormmona (Pan y col.,
1997), lo cual cormrelaciona con el efecto hipoglicemiante observado en los animales
tratados con nopal.

Asi mismo el Mellitrén disminuyé los niveles de triglicéridos administrado sélo y en
conjunto con el nopal. Se ha demostrado que en ratas Zucker diabéticas tratadas
durante 12 semanas con metformina, se disminuyen significativamente los niveles
de triglicéridos y acidos grasos libres (Sreenan y col., 1996).

Durante el tratamiento con nopal y Mellitron se presenté un incremento en los
niveles de triglicéridos, comparado con el tratamiento Unico de nopal. Es importante
considerar estos efectos, ya que el tratamiento combinado adémés de no disminuir
los niveles de glucosa incrementa la hipertrigliceridemia en un estado de diabetes.
Se ha reportado que el efecto hipoglicemiante del nopal no se debe a una mayor
liberacibn de insulina, ya que aparece incluso éen animales post-
pancreatectomizadas, aunque requiere de la presencia de cuando menos
pequefias concentraciones de insulina, ya que no ocurre el efecto hipoglicemiante

en animales tratados con estreptozotocina. Asi mismo, el efecto no es atribuible a
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la fibra dietaria, -puesto que el nopal tiene la ¢capacidad de disminuir los-niveles de
glucosa en curvas de tolerancia a la glucosa parenteral (Frati y col,, 1990). Otro de
los mecanismos de accién de los agentes hipoglicemiantes es mejorar la cascada
de transduccidon de sefiales de la insulina, por lo que también se realizaron
determinaciones de algunas de las proteinas que participan en esta via.

Los resultados obtenidos en el presente estudio muestran que la expresién de la
proteina IR, IRS-1 y la actividad de Akt, medida a través de su fésforilacion, no
cambian con el tratamiento de nopal comparado con el grupo control.

Se sabe que la fosforilacién en tirosina de IR e IRS-1, la actividad de Pl 3-cinasa y
la fosforilacion en serina de Akt/PKB se ven disminuidas en los animales obesos
Zucker (Zhen y col, 1999). Sin embargo, durante el tratamiento con algunos
agentes hipoglucemiantes tales como las tiazolidenodionas y el ejercicio, se mejora
la tolerancia a la glucosa, lo cual correlaciona‘ con un incremento en la
concentracion de IRS-1 y la fosforilacion de Akt. Cabe mencionar que estos
farmacos, las tiazolidenodionas, no tienen la capacidad de disminuir los niveles de
triglicéridos en plasma.

Los fibratos son compuestos que mejoran la sensibilidad a la insulina y disminuyen
los triglicéridos en plasma. Tanto las tiazolidenodionas como los fibratos, actdan
sobre el receptor nuclear activado por el proliferador de los peroxisomas (PPAR),
PPARy y PPAR«, réspectivamente. PPARa.  aumenta los niveles de oxidacion de
acidos grasos en el peroxisoma, reduce la expresion en higado de la ApoClll, el
principal componente de las particulas VLDL, asi como también reduce la
expresion de PEPCK (fosfoenol piruvato carboxicinasa) en higado. Lo anterior trae
como consecuencia una disminuciéon en la gluconeogénesis hepatica. En tejido
adiposo las tiazolidenodionas y los fibratos regulan la expresion de PEPCK
incrementando la resterificacién de los acidos grasos libres y disminuyendo los
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lipidos circulantes, lo que produce una mejora de la resistencia a insulina (Brand y
cok, 2003).

Por lo tanto, e} control glicémico puede ser llevado a cabo de manera independiente
a la cascada de sefializacion de la insulina. Uno de los mecanismos podria ser la
activacion de los PPAR, los cuales regulan la transcripcion de genes involucrados
en el metabolismo de lipidos y glucosa dentro de la célula (Mezei y col., 2003).
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CONCLUSIONES

« La concentracién de nopal licuado de 0.71 g/Kg no mostrd reduccion
significativa en los niveles de glucosa con respecto al grupo. control. Sin
embargo, a la concentracién de 1.42 g/Kg se produjo una disminucion de los
niveles de glucosa para todos los tiempos estudiados.

e El incremento de peso de ratas Zucker con el tratarmiento de licuado de
nopal a la dosis de 1.42 giKg no mostré una diferencia estadistica
significativa con respecto al grupo control.

e La ingesta de. licuado de nopal causdé una disminucién en el pico
hiperglicémico durante la CTG.

e El grupo de animales tratados con Mellitrén (56 mg/Kg) no mostraron
ninguna disminucién de los niveles de glucosa sanguinea, e incluso
muestran una tendencia a antagonizar el efecto def nopal.

o El consumo de nopal (1.42 g/Kg) disminuyé en 77,21% los niveles de TG en
las ratas Zucker obesas, pero en el tratamiento con Nopal — Mellitrén este
efecto es antagonico.

e La maxima fosforilacion de tirosina en proteinas del mdsculo se detectd a los
tres minutos después de la administracién de insulina.

« No se observé ninglin incremento en Ja expresién de las proteinas IR e IRS-
1 en el musculo de animales tratados con ndpal y nopal-Mellitrén.

e La actividad -de la proteina Akt evaluada a través de sus fosforilaciones en
serina mostrd un ligero incremento en las ratas Zucker tratadas con licuado
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de nopal (1.47 g/Kg de peso corporal). Sin embargo, este no fue
estadisticamente significativo comparado con el control.

En las practicas medicinales tradicionales el nopal ha sido ampliamente
utilizado para controlar la diabetes Mellitus. En este estudio se demostré la
capacidad antihiperglicémica del nopal a la dosis de 100 mg/Kg
(correspondiente a 1.42 g/Kg utilizado en este experimento). Mas aun, los
resultados obtenidos en este estudio sugieren que es importante considerar
que el empleo combinado del nopal con algunos farmacos puede
antagonizar su efecto de disminuir los niveles de glucosa sanguinea.
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ANEXOS

1. Soluciones para Western — Blot

A.TBS
Tris (3M) - HCIpH=8 10 ml
NaCl 5M 30 ml

Aforar g un litro con agua destilada

B. TTBS
Tris (3M) - HCIpH=8 1.0 ml
NaCli 5M 3.0mi
Tween20 1.0 mi

Aforar a un litro con agua destilada

C. Solucién Bloqueante 10% (para bloquear la membrana y para preparar los
anticuerpos)

Solucion bloquearite 10.0 mi

TBS 90.0 ml

D. Solucién bloqueante 5%
Solucién bloqueante 5.00 mi
TBS 95.0 ml

E. Anticuerpos

e Proteina P- Akt 1
- Primer anticuerpo 0.4 pl por cada 2 mi (1:5000)
- Secundo anticuerpo (anti-cabra) 1.0 pl por cada 2 mi (1:2000)
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e Proteina IRS-1

- Primer anticuerpo 0.5 ul por cada 2 mi (1:4000)
- Segundo anticuerpo (anti-ratén) 1.0 ul por cada 2 mli (1:2000)
)
e Proteina IR
- Primer anticuerpo 0.5 ul por cada 2 mi (1:4000)
- S8egundo anticuerpo (anti-ratén) 1.0 ul por cada 2 mi (1:2000)

¢ Proteina Actina
- Primer anticuerpo 0.2 ul por cada 2 mi (1:10,000)
- Segundo anticuerpo (anti-cabra) 1.0 ul por cada 2 mi (1:2000)

Nota: los anticuerpos se aforan con la solucién de TBS

2. Solucién de Quimioluminiscencia
Reactivo A 15 yl por cada 1.5 mi
Reactivo B 1485 pl por cada 1.5 ml

Nota: Este reactivo se debe proteger de la luz
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