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RESUMEN

EFECTO DEL GEL DE ALOE VERA SOBRE LA RESISTENCIA A LA INSULINA EN UN MODELO MURINO

Introduccién: La resistencia a la insulina (Rl) se define como una disminucion en la
respuesta biologica a la accion de la insulina. Es una patologia ampliamente distribuida en el
mundo que precede a la diabetes mellitus tipo 2 (DM2) y se asocia con todas las patologias que
conforman el sindrome metabdlico. Su tratamiento es una de las principales metas para la
medicina actual. Aloe vera se utiliza con fines curativos hace miles de afios. Sus efecios
inmunomodulador e hipoglucémiante en DM2 se han comprobado cientificamente, pero nunca se
ha estudiado su influencia sobre la RI.

Objetivo: Ei propdsito de este trabajo fue investigar el efecto de un extracto de gel de Aloe
vera enriquecido en polifenoles (AVEP) sobre la Rl inducida experimentalmente por desnutricion
intrauterina y bajo peso al nacimiento en ratones ICR.

Material y Métodos: Para la induccion experimental de Ia Rl se restringio en 50% el
consumo de alimento a hembras prefadas, a partir del 12° dia de gestacion, con lo cual se
obtuvieron crias con bajo peso al nacimiento y proclividad a la Rl en la vida adulta. A los 6 meses
de edad los ratones que disminuyeron < 30% los niveles de glucosa, en las curvas de tolerancia a
la insulina (CTI), fueron considerados insulino-resistentes y seleccionados para el estudio. Se
obtuvieron 25 machos con RI, que fueron asignados aleatoriamente a uno de tres tratamientos: i)
Control: agua bidestilada (n = 9); ii) Control positivo: Pioglitazona, 50 mg/kg (n = 8); vy iii)
Experimental: AVEP, 350 mg/kg (n = 8), administrados diariamente, via intragastrica, durante 4
semanas. Se midio el peso corporal y el consumo de alimento por semana, las concentraciones
de glucosa e insulina plasmatica y CTl, al inicio y al final del tratamiento. También se calcularon
Jos valores de HOMA-IR y HOMA-B.

Resultados: El AvEP disminuyd el peso corporal (p<0.008), los niveles de glucosa (p<0.005)
y protegid a los animales contra el deterioro que se observa en los resultados de HOMA-IR en el
grupo control (p<0.05). En la CTI el grupo control presento los niveles mas altos de glucosa,
comparados con los ratones tratados con AvEP y pioglitazona (p<0.05). El AVEP elevo los valores
de HOMA-B en dos y tres veces mas comparado con los grupos control y pioglitazona,
respectivamente (p<0.005). En conclusion, el AvEP disminuye la glucemia y el deterioro en el
metabolismo de la glucosa producido por la Rl.

Palabras Clave: Resistencia a la Insulina; Gel de Aloe vera; Aloin A; Aloe-emodin.
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SUMMARY

EFFECT OF ALOE VERA GEL EXTRACT ON INSULIN RESISTANCE IN A MURINE MODEL

Introduction: Insulin resistance (IR) is defined as an impaired biological response to the
action of insulin. Insulin resistance, which precedes type 2 diabetes meliitus, is a widespread
pathology associated with all features of the metabolic syndrome. Finding an adequate
treatment for this pathology is an important goal in medicine. Aloe vera has been used for
healing purposes for thousands of years, because of its immunomodulatory and hypoglycemic
effects. In spite of the fact that Alce vera actions have been scientifically proven, this plant has
never been studied on IR,

Objective: The purpose of the present research was to investigate the effect of an extract
from Aloe vera gel containing a high concentration of polyphenols (PEAv) on experimentally
induced insulin resistance by intrauterine malnutrition and low birth weight in ICR mice.

Materials and Methods: Experimental IR was induced with 50% restriction in food
intake in pregnant females from the twelfth day of gestation, this resulted in pups with low birth
weight and IR tendency in adult life. At the age of six months, insulin tolerance curve tests
(ITC) were performed, the mice that diminished their plasmatic glucose levels in 30% or less,
were considered insulin-resistant and selected for the experiment. The 25 male mice with IR,
were randomly distributed to one of three treatments: i} Control group: bidestilled water (n = 9);
ii) Positive control: Pioglitazone, 50 mg/kg (n = 8); and iii) Experimental group: PEAv, 350
ma/kg (n = 8). The treatment was daily administered, intragastric via, for 4 weeks. Body weight
and food intake by week, plasma concentrations of insulin and glucose were measured, also
ITC tests were performed at the beginning and in the end. The values of HOMA-IR and HOMA-
§8 were calculated.

Results: PEAv was able to decrease body weight (p<0.008) and blood glucose levels
(p<0.005). In addition, the PEAv extract protected the animals against unfavorable results on
HOMA-IR, which was observed in the control group {p<0.05). The highest glucose levels
during the ITC test were observed in the control group when compared to the PEAv extract
and pioglitazone treated mice {p<0.05). The HOMA-B values were two and three times higher
in the PEAv group than in pioglitazone and control groups respectively (p<0.005). In
conclusion, PEAv diminished plasmatic glucose levels and protected mice from metabolic
impairment due to IR.

Keywords: Insulin resistance; Aloe vera gel; Aloin A; Aloe-emodin.
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ANTECEDENTES

RESISTENCIA A LA INSULINA

La resistencia a la insulina (RI) es un proceso bioquimico-molecular
que se caracteriza por una menor eficiencia biolégica de esta hormona para

actuar sobre sus diversos 6rganos blanco (ADA, 1998).

El concepto de RI fue descrito por Himsworth en 1936, quien propuso
que la disfuncion caracteristica en muchos diabeticos era la disminucion de
la sensibilidad a la insulina y no la deficiencia de ella (Saltiel, 2000). Sin
embargo, esta hipdtesis no fue considerada seriamente hasta los 60's,
cuando se demostré que los pacientes con diabetes tipo 2 presentan
mayores niveles de insulina circulante que las personas sanas (Saltiel, 2000).
Posteriormente, a fines de la década de los 80’s, Reaven (1988) propuso que
la Rl es el sustrato fisiopatolégico sobre el cual se desarrolla el Sindrome

Metabdlico.

La Rl es un fenémeno muy complejo (Pessin, 2000), cuyas causas y
efectos aun estan lejos de ser bien comprendidos (Nigro et al.,, 2006); se
encuentra asociado a diferentes alteraciones metabodlicas y enfermedades,
que incluyen: obesidad (Karter, 1996), hiperinsulinemia (Weyer, 1999),

dislipidemias (Goff, 2000), cancer (Facchini et al.,, 2001) y un estado
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proinflamatorio (Shoelson et al., 2006), entre otros. Se calcula que entre el 83
y 96% de los pacientes con diabetes mellitus tipo 2 (DM2) son insulino-
resistentes (Ferrannini, 1998). Ademas, el 84% de las personas con
hipertrigliceridemia, 88% de los que presentan colesterol HDL bajo, 62.8% de
los pacientes con hiperuricemia y el 58% de los hipertensos padecen de RI

(Bonora et al., 1998).

ETioLOGIA

Aunque no se conoce la etiologia de la R1, se han encontrado algunos
factores predisponentes, como son: bajo peso al nacimiento, modificacién en
los habitos dietéticos tradicionales (migrantes), y la vida sedentaria (WHO,
2003). Actualmente se considera que el estado de Rl es producto de la
interaccion de factores généticos y factores ambientales, como la obesidad

(Khan y Flier, 2000).

Desnutricion intrauterina y resistencia a la insulina

Barker y colaboradores (1993) descubrieron la asociacién entre la
desnutricion fetal y la manifestacién de algunas enfermedades en la vida
adulta. Desde entonces, se han llevado a cabo varios estudios
epidemiolégicos en diferentes poblaciones del mundo (Ozanne, 1999), que

han confirmado la asociacién entre el bajo peso al nacimiento y un mayor

10
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riesgo de R, intolerancia a la glucosa y desarrollo de DM2 en la etapa adulta

(Lindsay, 1996).

Una posible explicacion de estos hechos es la hipétesis del fenotipo
economizador (Hales, 1992), la cual propone que las adaptaciones fetales al
ambiente intrauterino adverso y que reducen el crecimiento fetal, producen
cambios en la organogénesis, tales como disminucion en la capacidad de

secrecion de insulina y resistencia a la misma (Hales, 1997).

Los experimentos en modelos animales para comprobar la asociacion
entre la desnutricion fetal y el desarrolio de Rl y DM2 en la vida adulta han
sido muy consistentes con los conceptos propuestos para los humanos
(Ozanne, 1999). En ratones con antecedente de bajo peso al nacimiento por
desnutricion intrauterina, se ha comprobado el desarrollo de obesidad y RI, a

los seis meses de edad (Hernandez-Valencia, 2005).

FIsSiOPATOLOGIA

Descubierta por Banting y Best en 1922, la insulina es una hormona
anabolica producida en las células insulares p del pancreas. A pesar de los
periodos de digestidbn y ayuno, la concentracion plasmatica se mantiene

constante entre 4 y 7 mmol/L (5-20 pU/mL) en individuos sanos (Weyer et al.,

11
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2000). E! papel fisiologico de la insulina es muy amplio e incluye el
metabolismo de los tres macronutrientes (carbohidratos, lipidos y proteinas),

" asi como el crecimiento celular (Yu y Ginsberg, 2005).

Una vez que la insulina es secretada a la circuiacion general, llega a
todos los tejidos que contienen receptores para ella. El receptor de la insulina
es una proteina (tirosin cinasa) transmembranal, expresada como un
tetramero, con dos cadenas a y dos B. La hormona se une, con alta afinidad,
a regiones especificas de la subunidad a, iniciando asi la autofosforilacidén
del receptor y el cambio conformacional requerido para la activacion de los
diferentes sustratos del receptor (Roith y Zick, 2001). Actualmente se
conocen cuatro sustratos del receptor de insulina: SRI-1 (musculo), SRI-2
(higado, tejido adiposo y musculo) (Saltiel y Khan, 2001), SRI-3 y SR|4
(Sykiotis y Papavassiliou, 2001). Los sustratos del receptor dan continuidad a
la cascada intracelular en las vias de senalizacion, de las que existen dos
principales: i) La via de la MAP-k (proteina cinasa activada por mitégenos)
que interviene en la regulacidon de la mitosis y la expresion génica,
estimulando el crecimiento y la diferenciacion celular; i) La via del Pl3-k
(fosfatidil inositol 3-kinase) a través de la cual la insulina ejerce sus efectos
antilipdlisis, antiapoptosis, aumento de la sintesis de proteinas y de
glucégeno (Roith y Zick, 2001) y la expresion del receptor activador de

proliferacion de peroxisomas-gamma (PPAR-y) en tejido adiposo (Aleman et

12
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al., 2004). Ademas, activa a las proteinas transportadoras de glucosa (Roith
y Zick, 2001), las cuales facilitan la difusién de este monosacérido hacia el

" interior de 1a célula.

Los transportadores de glucosa son proteinas transmembranales
conocidas como GLUT y se han descrito cinco hasta la fecha (GLUT1 a
GLUT5). El movimiento intracelular del GLUT se inicia al terminar la
activacion de toda la via de sefalizacion de la insulina, con la unién y fusion
de esta proteina a la membrana celular. Por lo tanto, las GLUT son las
mediadoras finales del empleo de glucosa estimulada por la insulina bajo

circunstancias normales (Hernandez-Valencia, 2006).

Debido a que la sefnalizacion de la insulina involucra la activacion de
muitiples vias de comunicacion intracelular, la modificacion estructural o
funcional, en cualquiera de las proteinas participantes, desde el receptor
hasta el GLUT, puede llevar a la Rl (Hernandez-Valencia M, 2006). La
hiperinsulinemia aparece como consecuencia de la RI; es un hecho que las
personas resistentes a la insulina y algunos pacientes con DM2, tienen
mayores niveles de insulina circulante (Weyer et al., 2000; Nigro et al., 2006).
Finalmente, la importancia de esta patologia se refleja en su reconocimiento
como piedra angular del Sindrome Metabélico o Sindrome de Resistencia a

la insulina (Nigro et al., 2006).

13
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El espectro de alteraciones metabdlicas asociadas con RI se extiende
mucho mas alla de la hiperglucemia, a continuacion se describen las
interrelaciones que esta alteracion metabolica guarda con las principales

enfermedades cronico degenerativas y sus factores predisponentes.

Diabetes mellitus tipo 2

Se calcula que para el afo 2030 habra en el mundo 366 millones de
personas con DM2 (Wild et al, 2004). Actualmente, en México, alrededor de
7% de la poblacion entre 20 y 69 afos padece esta enfermedad; sin
embargo, en mayores de 50 afios la prevalencia asciende a 16% (Olaiz-

Femandez et al., 2006).

Se sabe que la Rl precede y predice a la DM2 (Shuiman, 2004). De
hecho, en muchos pacientes la Rl puede detectarse 10 a 20 afios antes de la
aparicion de la enfermedad (Warram, 1990). Probablemente ésta es la causa
de la presencia de complicaciones “tardias” al momento del diagndstico en

pacientes con DM2 (Matthaei et al., 2000).

Varios estudios epidemiolégicos prospectivos en grandes grupos de
poblacion indican que la DM2 progresa por una disminucién continua en la
accion de la insulina (Weyer, 1999). La carencia de sefalizacion de la

insulina disminuye el trasporte de glucosa en los tejidos periféricos, tales

14
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como el musculo esquelético y la grasa e incrementa la produccion
endogena de glucosa por el higado. La elevacion de glucosa en el plasma es
- censada por las células 3 del pancreas, las cuales compensan este defecto
incrementando la secrecion de insulina (hiperinsulinemia). Con la
estimulacion continua de secrecion de insulina causada por la Rl periférica,
la célula 3 se hipertrofia y con el tiempo falla, presentandose entonces la
intolerancia a la glucosa (Birnbaum, 2001) y, posteriormente, DM2

(Semenkovich, 20086).

La hiperinsulinemia y la alteracion en la respuesta pancreatica al
estimulo glucémico, donde la secrecion de insulina se encuentra disminuida
en la primera fase y elevada en la segunda y tercera, también se consideran

factores asociados y predictores importantes de DM2 (Weyer, 1999).

Obesidad

En los adolescentes de Estados Unidos de América la obesidad
representa el factor de riesgo mas importante para R, independientemente
del sexo, edad y raza (Lee et al.,, 2006). Lo mismo ocurre en paises de
Europa (Viner et al., 2005) y Asia (Sung et al., 2003), de donde se desprende

que existe una fuerte relacién entre ambas patologias.

15
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El tejido adiposo es altamente sensible a los efectos de la insulina, la
cual, en condiciones normales favorece el transporte de glucosa hacia los
- adipocitos (Kahn y Flier, 2000), origina hidrélisis de triglicéridos circulantes y
promueve la producciéon y accion de lipoprotein-lipasa (LPL) en el tejido
graso, mas que en el musculo estriado (Fielding y Frayn, 1998). El efecto
final de Ia insulina en el tejido adiposo es la esterificacion de acidos grasos
libres a triglicéridos, para su captacion y almacenamiento por los adipocitos;
mientras que, en los pacientes obesos la produccion de acidos grasos libres
aumenta, produciendo elevacion de las concentraciones intracelulares de los
mismos (Wellen y Hotamisligil, 2005). Como consecuencia, el musculo utiliza
mas grasa y menos glucosa como fuente energética, originando disminucion
en la captacion y utilizacion periférica de esta Gltima. Ademas, el incremento
de los acidos grasos intracelulares en el miocito dafia las vias de
sefializacion de la insulina a nivel del SRI-1 y Pi3-k (Dresner et al., 1999).
Todo lo anterior condiciona a Rl e hiperinsulinismo secundario (Boden y

Laakso, 2004).

La resistencia a la accién antilipolitica de la insulina en el tejido
adiposo resulta en liberacion excesiva de acidos grasos y glicerol, los cuales
sirven como sustrato para la gluconeogénesis (Nurjhan et al., 1992) y en
consecuencia, un incremento de fa produccién enddgena de glucosa (Foley,
1992) por el higado (Boden et ai, 2002). Ademas, debido a la

hiperinsulinemia, aumenta la accién de la LPL en el higado y mausculo
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esquelético (Yost et al., 1995), lo que condiciona el incremento intracelular de
acidos grasos y el subsecuente desarrollo de Rl en estos tejidos (Boden et

'~ al., 2002).

El hiperinsulinismo crénico disminuye el numero de receptores a la
insulina en todos los drganos blanco, pero principalmente en los tejidos
adiposo y muscular. También aumenta la expresién del factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a) (Hotamisligil et al., 1995) e inteleucina 6 (IL-6) en los

adipocitos (Kern et al., 2001). Ambos han sido relacionados con la RI.

Ademas, el tejido graso produce varias sustancias (adipocinas) que
intervienen en el efecto de la insulina. La leptina es secretada en proporcion
directa a la cantidad- de grasa corporal (Considine et al., 1996). En el
musculo regula la oxidacién de glucosa y acidos grasos (Muoio et al., 1997),
asi como la actividad de vaArios SRI (Szanto y Kahn, 2000). Ademas,
disminuye la lipogénesis tanto en higado como en tejido graso (Cohen et al.,

1996).

La adiponectina, cuya concentracion sérica es inversamente
proporcional a la Rl y los niveles de TNF-a (Hoffstedt et al, 2004), controla la
utilizaciéon de glucosa y la oxidacion de acidos grasos (Yamauchi et al, 2003),

e inhibe la lipogénesis en musculo esquelético e higado (Xu et al, 2003). Su
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administracién revierte la RI hepética (Berg et al., 2001) y sistémica en los

estados de obesidad (Yamauchi et al., 2001).

La resistina, secretada durante la maduracion de los preadipocitos,

produce hiperglucemia y Rl (Steppan et al., 2001).

Disfipidemias

| patrén mas comun de dislipidemia en la Rl es la elevacion de
triglicéridos (TG) (Sheu et al, 1993) y lipoproteinas de muy baja densidad
(VLDL) (Boden y Laakso, 2004), con disminucion de las lipoproteinas de alta

densidad (HDL) (Teno, 2000).

La insulina es el principal regulador de la sintesis y actividad de la
LPL, esta enzima es la encargada de hidrolizar los TG de las lipoproteinas
circulantes, que una vez convertidos a acidos grasos, son captados por el
tejido adiposo. Ademas, la LPL estimula la expresion de enzimas lipogénicas
intracelulares, para el almacenamiento de los acidos grasos en forma de TG
(Yi-Hao y Ginsberg, 2005). La LPL también regula negativamente a la
apolipoproteina B (ApoB), disminuyendo su secrecidon y estimulando su

degradacién (Fisher y Ginsberg, 2002).
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Durante la Rl disminuye la actividad de la LPL, ocasionando el
aumento en los acidos grasos circulantes por supresion de la lipolisis de TG y
“decremento en su captacion y almacenamiento por los adipocitos (Foley,
1992). La provision aumentada de lipidos incrementa la produccion vy
secrecion de TG en el higado, lo que, aunado a la estabilizacion de la ApoB,
mejora el ensamble y liberacion de particulas VLDL (Fisher y Ginsberg,
2002). Entonces, el exceso de acidos grasos Y la limitada degradacién de la
ApoB, explican la hipertrigliceridemia caracteristica de la Rl (Yi-Hao vy

Ginsberg, 2005).

El incremento en las concentraciones de triglicéridos ricos en
particulas VLDL contribuye al metabolismo anormal de las HDL en la RI
(Ginsberg, 2006). EI cambio de ésteres de colesterol de las HDL por
triglicéridos de las VLDL, resulta en VLDL enriguecidos en colesterol y HDL
enriquecidos con triglicéridos. Lo anterior, hace a las particulas de HDL un
mejor sustrato para la lipasa hepatica, la cual puede estar incrementada en la
RI; por lo que las HDL disminuyen, debido a su catabolismo aumentado

(Semenkovich, 2006).

Por otro lado, el incremento de acidos grasos causa Rl en higado y

musculo esquelético (Samuel et al, 2004), con lo cual se cierra el circulo

vicioso de Rl y alteracién metabdlica de lipidos.
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Afterosclerosis

Los factores especificos que desencadenan la ateroesclerosis aun no
han sido definidos totalmente, pero existe mucha evidencia que implica al
endotelio vascular como un tejido bianco de la insulina. Ademas, la
disfuncion endotelial es uno de los primeros signos detectables de la RI

(Nigro et al., 20086).

En condiciones normales, la insulina, via de PI3-k, media la migracion
de células endoteliales (Liu W et al, 2001) y, via MAP-k, regula la
angiogénesis (Kubota et al.,, 2003). También incrementa la expresién y
actividad de la sintasa de oxido nitrico (NOS) (Kuboki et al., 2000), a traves
de la cual, promueve la vasodilatacion e inhibe la proliferacion de células del
musculo liso vascular (MLV) (Nigro et al., 2006). Asimismo, la sefalizacion de
la insulina ejerce efectos protectores sobre los vasos, modulando la

respuesta al dafio vascular (Kubota et al., 2003).

Durante la Rl hay disfuncion endotelial por: i) disminucion en Ia
respuesta de vasodilatacion (Quifiones et al., 2004); ii) incremento en la
migracion de células del MLV, y iii) aumento en la expresion de moléculas de
adhesion celular (Montagnani et al., 2002); todo lo anterior facilita la aparicién
de lesiones ateromatosas. La hiperinsulinemia concomitante igualmente

acrecienta algunos procesos implicados en la aterogénesis, tales como: la
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proliferacion de las células del musculo liso vascular y el aumento del péptido
C (producto de la pro-insulina); esta ultima actua como estimulo quimiotactico
 para la adherencia y penetracion de linfocitos T a la pared de los vasos

(Walcher et al., 2004).

Por uitimo, la dislipidemia que acompania a la RI, también participa en
el desarrollo de aterosclerosis. El exceso de acidos grasos libres circulantes,
altos niveles de VLDL (Nigro et al., 2006) y la disminucion de las HDL
(encargados de la remocién del colesterol de la vasculatura) (Semenkovich,
2006), favorecen la oxidacién y acumulaciéon de las lipoproteinas de baja
densidad (LDL) en la pared vascular, donde se une a los proteoglicanos en la

matriz extracelular (Wight y Merrilees, 2004).

Inflarmacion

Los sistemas metabdlico e inmune han evolucionado de forma
cercana e interdependiente, y pueden regularse uno al otro (Wellen vy
Hotamisligil, 2005). Cualquier proceso ligado a la inflamacién crénica
disminuird la acciébn de la insulina, y la Rl resultante, conducira al
empeoramiento de la inflamacién en un circulo vicioso (Fernandez-Real y
Ricart, 2003). Diversos estudios clinicos y epidemiolégicos han mostrado que

hay una correlacion positiva entre la Rl y diferentes marcadores
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inflamatorios, entre ellos: la proteina C reactiva de alta sensibilidad (hsPCR)

(Frohlich et al., 2000), IL-6 y el TNF-a (Pittas et al., 2004).

Por ejemplo, la exposicion durante 24 horas a TNF-a produce
disminucion en la concentracion de receptores a la insulina, su sustrato SRI-
1y GLUT4 (Ruan et al., 2002). Mientras que, la neutralizacion de TNF-a,
mejora la sensibilidad a la insulina, aumentando la actividad de los

receptores de la hormona en los tejidos hepatico y muscular (Kern, 1997).

La IL-6 es una citocina secretada por células del sistema inmune y el
tejido adiposo, entre otros (Pittas et al., 2004). Se encuentra aumentada en
los estados de RI (Kern, 1997) y es predictora del desarrolio de DM2
(Pradhan et al.,, 2001). También inhibe la sefalizacibn de la insulina en
higado de ratén (Shi et al.,, 2006) y es capaz de aumentar los niveles

circulantes de glucosa en humanos (Tsigos et al., 1997).

En cuanto a las células del sistema inmune, se sabe que en la Rl los
macréfagos son mas susceptibles a la apoptosis (Liang et al., 2007). Los
linfocitos T no presentan receptores a la insulina, pero los pueden expresar
después del contacto con un antigeno (Helderman y Strom, 1979; Braciale et
al., 1982) y la estimulacion de estos receptores de la insulina mantiene

activados a los linfocitos T, incrementa sus efectos citotéxicos y les permite
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adaptarse a los requerimientos extra de energia (Helderman y Strom, 1979).
Sin embargo, la hiperinsulinemia disminuye el numero de receptores a la
“insulina en linfocitos T, ulterior a la presentacion de un antigeno (Helderman,

1981).

Hipertension arterial

La hipertension y la Rl frecuentemente se encuentran asociadas,
independientemente del peso o del indice de masa corporal (Ginsberg, 2000)
y conllevan el riesgo de enfermedad cardiovascular (Horiuchi et al., 2006).
Aunque no existe informacion que describa detalladamente la relacion entre
ambos (Ginsberg, 2000), parece haber mecanismos de retroalimentacion

entre las dos patologias.

Por ejemplo, la insulina activa al angiotensinégeno y la producciéon de
angiotensina I (Angll); ademas, regula la expresion de los receptores tipo 1
de la Angll (AT1) (Kamide et al., 2004) y la secrecion de 6xido nitrico (NO) en
las células endoteliales (Ginsberg, 2000). Entre sus multiples acciones, el NO
antagoniza los efectos de la Angll en el tono vascular, disminuyendo la
sintesis de enzima convetidora de angiotensina (ECA) (Takemoto et al,,
1997) y la expresion de los AT1 (lchiki et al,, 1998). Al mismo tiempo, se ha
demostrado que la Angll puede modular negativamente las acciones

mediadas por la insulina, a diferentes niveles de la via de senalizacion (Folli
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et al., 1997), posiblemente a través del estrés oxidativo producido por la

Angll (Horiuchi et al., 2006).

La hiperinsulinemia secundaria a la Rl promueve efectos
potencialmente hipertensivos, como retencién de agua y sodio en el rifion
(Resnick, 1992). También aumenta la sintesis del factor de crecimiento
semejante a la insulina-1 (IGF-1) y la densidad de sus receptores (Chisalita y
Arnqvist, 2004), con lo cual incrementa la produccidon de DNA, RNA y
proteinas, que inducen hipertrofia miocardica y vascular (Nigro et al., 2006),
en sinergismo con la Angll (Gustafsson et al,, 1999). Por lo tanto, existe la
posibilidad de que el remodelamiento cardiovascular presente en la
hipertension sea el resultado de las acciones concertadas entre la insulina y

los receptores AT1 y AT2 de la Angll (Horiuchi et al., 2006).

Finalmente, el tratamiento de la hipertension con inhibidores de la
ECA reduce la incidencia de DM2 (Ginsberg, 2000); ademas, los
antagonistas de los AT1, como el valsartan (Julius et al., 2004) y el losartan,
aumentan la sensibilidad a la insulina (Olsen et al., 2005); posiblemente por
un efecto sobre el sistema Renina-Angiotensina local del pancreas
(Jandeleit-Dahm et al., 2005), que parece estar sobrerregulado en modelos

animales de DM?2.
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TRATAMIENTO

La prevencion y tratamiento de la Rl y sus complicaciones, es una de
las principales metas de la medicina actual. La piedra angular de la terapia
en la RI consiste en lograr el control de peso y un adecuado seguimiento a
recomendaciones de la dieta y ejercicio (Schoonjans, 2000), ya que, se ha
demostrado que el ejercicio mejora la sensibilidad a la insulina,
independientemente de la disminucién de peso (Matthaei et al., 2000). Sin
embargo, estas medidas implican un cambio importante en el estilo de vida
de los pacientes que pocas veces es acatado y frecuentemente se hace

necesaria la administracion de medicamentos.

El tratamiento farmacolégico de la Rl se basa fundamentalmente en

tres grupos de medicamentos.

A) Inhibidores de la a-glucosidasa. Como la acarbosa, que bloquea
la absorcion de carbohidratos a nivel intestinal, con lo cual disminuye la Rl

(Meneilly et al., 2000).

B) Biguanidas. Representadas por metformina y fenformina;
ambas han demostrado su efectividad en disminuir la RIl, probablemente
actuando a nivel postreceptor de insulina, disminuyendo la absorcion de

glucosa y la produccion hepatica de esta ultima (Cleasby et al., 2004).
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C) Tiazolidinedionas. Son farmacos que sensibilizan al receptor de
la insulina a través de la activacion de los PPAR-y, modifican la expresion
genética del adipocito y aumentan la expresion de GLUT4 (Shintani et al.,
2001), lipoprotein lipasa (Nagashima et al., 2005), transportadores de acidos
grasos, PI3-k (Goetze et al., 2002) y adiponectina (Tsuchida et al., 2005);
mientras que, disminuyen la expresion de leptina (Goetze et al,, 2002), TNF-
a, e IL-6 (Gervois et al.,, 2004). Los representantes de este grupo son:
pioglitazona y rosiglitazona. El principal problema de estos medicamentos es

que su costo los hace poco accesibles a un gran nimero de pacientes.

La insulina es la principal hormona en el metabolismo de la energia,
coordina la utilizacion de los depositos de grasa en el higado, musculo y
tejido adiposo; la utilizacién de glucosa, su entrada al citoplasma y la
formacion de glucdégeno en el musculo para su almacenamiento (Nigro et al.,
2006). La alteracion en la sefializacion de insulina afecta al funcionamiento
celular en su conjunto y aunada a la epidemia de obesidad, esta patologia se
convierte en el principal reto de salud que actuaimente enfrenta la

humanidad.
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ALOF VERA

Las plantas han jugado un papel significativo en el mantenimiento de
la salud y el mejoramiento de la calidad de vida por miles de afios (Craig,
1999). Tanto asi, que la Organizacion Mundial de la Salud estima que
aproximadamente el 80% de las personas en el mundo confian en la
medicina tradicional para el cuidado primario de su salud (WHO, 1999). La
mayoria de las terapias involucran el uso de plantas en extractos o sus
componentes activos (Craig, 1999). Entre las plantas mas utilizadas (Vogler y
Ernst, 1999) y antiguas (Poggi, 2001) se encuentran los aloes, a los que se
atribuyen diversas propiedades curativas, hecho que ha motivado su estudio

cientifico (Grindlay y Reynolds, 1986).

La especie vegetal Aloe vera (L.) Burm. f. es una planta originaria
probablemente del norte de Africa, posteriormente introducida y naturalizada
en la region del Mediterraneo y en la mayoria de las regiones del tropico y
climas templados del mundo, incluyendo Meéxico (Argueta, 1994; WHO,

1999).

Aspectos botanicos

Es una planta perenne con tallo muy corto de donde salen las hojas de

color verde oscuro. Las hojas estan distribuidas en forma de roseta, son
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Figura 1. Aloe vera (L.) Burm. f.
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carnosas, con bordes dentados y espinosos, alcanzando una longitud de 50

cm, por 10 cm de ancho en la base y 7 cm de grosor (Argueta, 1994); estan

compuestas de tres capas: una proteccion coriacea exterior, una capa fibrosa

- donde se concentra la aloina - y un corazoén gelatinoso donde almacena sus

reservas de agua. Las flores de A. vera salen de un tallo y se presentan en

inflorescencias densas de color amarillo brillante (WHO, 1999).

Tabla 1. Clasificacion taxonomica de Aloe vera (Missouri Botanical Garden,

2007).

Reino:

Division:

Clase:

Orden:

Familia:

Género:

Especie:

Plantae
Magnoliophyta
Liliopsida
Liliales
Liliaceae

Aloe

Aloe vera (L.) Burm. f.

Se describe a: Aloe barbadensis Miller, Aloe vera Tourn. Ex. Linn., y

Aloe vulgaris Lamarck, como sinonimias. La especie es conocida con

diferentes nombres wvulgares: savila, zabila, huaja (otomi); posacmetl

(nahuatl); hunpets ‘k ‘inki y petk’inki (maya) (Argueta, 1994).
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Capa exterior

Figura 2. Corte transversal de la hoja de A. vera en donde se aprecian las
tres capas que la forman.

Figura 3. Las inflorescencias del A. vera
salen de un tallo largo (der.).
Arriba: Detalle de la flor.
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Compuestos quimicos

El exudado amarillo-café y amargo que fluye espontaneamente al
cortar la hoja, se conoce como jugo y tiene un alto contenido en compuestos
polifendlicos del tipo de las antraquinonas, principalmente aloin A (15 a 40%)
y aloe-emodin (WHO, 1999). Este ultimo con propiedades antitumorales

(Pecere et al., 2000).

Figura 4. El jugo rico en compuestos polifen6licos fluye espontaneamente al
cortar la hoja.
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La pulpa de la hoja recibe el nombre de gel, por su aspecto
mucilaginoso, producido por las células parenquimatosas de la hoja. El gel es
viscoso, incoloro, inodoro y de sabor ligeramente amargo (WHO, 1999). Esta
compuesto por 99% de agua y el peso seco representa de 1 a 1.2%,
aproximadamente. Los carbohidratos del gel constituyen cerca del 40% del
peso seco (Yaron, 1993), estan compuestos principalmente por manosa, y a
ellos se les atribuye el aspecto gelatinoso (Yaron, 1993), asi como sus
propiedades cicatrizantes (Chintra et al., 1998) e inmunoestimulantes (Qiu et
al., 2000). Las sustancias de naturaleza proteinica constituyen sélo el 6% de
los sélidos totales y presentan también actividades inmunomoduladoras y
antiinflamatorias (Winters y Bouthet, 1995). Ademas de estos compuestos, el
gel contiene aminoacidos, esteroles, enzimas (WHO, 1999), calcio, hierro,

fésforo, magnesio y manganeso, entre otros (Reynolds y Dweck, 1999).

Figura 5. El gel de A. vera se encuentra en la parte interna de la hoja y es

viscoso, incoloro e inodoro.
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Aspectos etnomédicos

La descripcibn mas antigua de la planta y sus propiedades
terapéuticas se remonta a 1 500 a.C., en el papiro de Ebers (Poggi, 2001). A.
vera es ampliamente utilizada desde entonces en Arabia (Ajabnoor, 1990),
India (Grover et al, 2002) y China (Tan y Vanitha, 2004), principalmente por
su actividad antinflamatoria y cicatrizante (Poggi, 2001), cualidades
cientificamente comprobadas en la actualidad (Winters y Bouthet, 1995;
Chintra et al.,, 1998). Entre sus multiples aplicaciones terapéuticas, se ha
utilizado como remedio para la diabetes mellitus; en la actualidad hay
reportes de su uso etnomédico con este fin por méxico-americanos en EEUU
(Brown et al, 2002), en México (Argueta, 1994), y en otros paises del Medio
Oriente (Riddle, 2004) y Asia (Yongchaiyudha et al., 1996; Grover et al.,

2002).

Aloe vera y diabetes mellitus tipo 2

La primera referencia de la utilizacion del gel de Aloe vera en el
tratamiento de la DM2, se remonta a la edad media. En un libro de recetas
del Monasterio de Reichenau, que data del siglo IX o X d.C., se encuentra
una férmula, atribuida a Galeno (200 d.C.), en la cual el gel de A. vera es el
principal ingrediente, y se prescribia presumiblemente para el tratamiento

sintomatico de lo que hoy conocemos como DM2 (Riddle, 2004).
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Agarwal (1984) fue el primero en describir cientificamente el efecto
hipoglucemiante del gel de A. vera en humanos. Desde entonces, se han
realizado s6lo dos ensayos clinicos en pacientes con diabetes, con buenos
resultados (Yongchaiyudha et al., 1996; Bunyapraphatsara et al., 1996).
También se reporta disminucion (44%) en las cifras de ftriglicéridos
(Yongchaiyudha et al., 1996). Desafortunadamente, estos estudios no son
concluyentes debido a la falta de aleatorizacion y cegamiento (Vogler y Ernst,

1999).

Estudios en ratas y ratones también han demostrado el efecto
hipoglucémico del gel de A. vera (Ajabnoor, 1990; Okyar et al., 2001), que es
mayor al de la glibenclamida cuando se administra a animales obesos
(Beppu et al., 1993). El gel de A. vera también presenta efecto hepato (Can
et al., 2004} y nefroprotector (Bolkent et al., 2004) en ratas diabéticas. Se ha
indicado que la capacidad hipoglucemiante de la planta, mejora
notablemente cuando se utiliza la hoja completa, no so6lo el gel (Beppu et al.,
1993; Okyar et al., 2001). Estos resultados son consistentes con los reportes
de la capacidad del aloe-emodin para disminuir la absorcién de glucosa en el
intestino y aumentar los niveles séricos de insulina en ratones con diabetes
experimental. El gel de A. vera también protege de la inflamaciéon y la
destruccion pancreatica provocada por bajas dosis repetidas de

estreptozotocina (Beppu et al., 2006).
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Una de las caracteristicas mas importantes de A. vera es que no se
reportan efectos colaterales o tdxicos por su uso, ni en humanos (Agarwal,
1985; Vogler y Ernst, 1999), ni en animales de experimentacion (Beppu et al,

1993, 2006).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La insulina es la principal hormona en el metabolismo de la energia y
cualquier alteracion en sus vias de sefalizacion provoca Rl, que afecta al
funcionamiento celular en su conjunto. Ademas la Rl se encuentra asociada
a DM2, hipertension, obesidad y estados inflamatorios subclinicos crénicos;
por lo que, las personas que la padecen presentan mayor riesgo de
enfermedad cardiovascular y muerte. Aunada a la epidemia de obesidad, la
R! y su tratamiento son el principal reto de salud que actualmente enfrenta la

humanidad.

Una de las principales dificultades de la investigacion en Rl reside en
los modelos experimentales, los cuales pueden ser costosos y no muy
semejantes a la patologia humana. Tratando de demostrar la asociacion
entre la desnutricion fetal y el desarrollo de alteraciones metabdlicas en la
vida adulta, se ha encontrado que animales de laboratorio, sometidos a

desnutriciéon intrauterina desarrollan Ri, similar a la humana.

La utilizacién de plantas como recurso terapéutico data desde el inicio
de la historia del hombre. Entre las mas antiguas se encuentra A. vera, que
es una planta de facil cultivo, para la cual no se han demostrado efectos

colaterales o toxicos y que se ha estudiado con éxito en humanos y animales
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de laboratorio por su facultad de disminuir las cifras de glucosa sanguinea en
la DM2. Su capacidad como hipoglucemiante ha sido cientificamente
demostrada y este efecto se atribuye tanto al gel como a los compuestos
polifendlicos, del tipo de las antraquinonas. Estos ultimos pueden ser
absorbidos cuando se administran por via oral, disminuyen la absorcion de
glucosa en el tracto digestivo y aumentan los niveles plasmaticos de insulina.
Aunque esta especie vegetal se ha utilizado por cientos de afios como
hipoglucemiante, nunca se ha estudiado su efecto sobre la Rl, por lo que nos

preguntamos:

.El extracto del gel de A. vera enriquecido en polifenoles, disminuye la

resistencia a la insulina?
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JUSTIFICACION

Debido a que la insulina es la principal hormona anabélica, la
disminucion en su actividad biolégica se acomparia de alteraciones en el
metabolismo de lipidos, carbohidratos y proteinas, ademas de trastornos en
la reproduccion celular. Al mismo tiempo, el proceso de R} se encuentra
intimamente relacionado con diferentes patologias que, a su vez, son
importantes factores de riesgo para el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares y constituyen las principales causas de muerte en muchos
paises del mundo. De aqui surge la importancia de la investigacion
encaminada a la prevencion y tratamiento de la RI. En afios recientes se ha
resaltado la importancia de la asociacion entre la Rl y diversas alteraciones
de tipo inflamatorio, esta interrelacion podria explicarse porque ambos
sistemas (inmune y de almacenamiento de la energia) son muy antiguos y

han evolucionado de forma interdependiente.

A. vera es una de las plantas de uso medicinal mas antiguo vy
abundante. Sus beneficios mas difundidos son: antiinflamatorio vy
antidiabético, al mismo tiempo que ambas propiedades han sido
ampliamente comprobadas desde el punto de vista cientifico. A. vera se
cultiva facilmente en la mayoria de las regiones tropicales y subtropicales del

mundo; ademas, su administracion, ya sea del extracto integro o de sus
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fracciones, no produce efectos colaterales o toxicos. Estas cualidades,
aunadas a sus efectos inmunomodulador e hipoglucemiante, hacen de A.

vera un candidato ideal para el estudio de su actividad sobre la RI.
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HIPOTESIS

El extracto de gel de A. vera enriquecido en polifenoles
disminuye la resistencia a la insulina en un modelo experimental de

ratones con bajo peso al nacimiento.
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OBJETIVOS

GENERAL

Estudiar el efecto del extracto del gel de A. vera enriquecido en

polifenoles sobre la resistencia a la insulina, inducida experimentalmente por

bajo peso al nacimiento, en ratones.

ESPECIFICOS

Medir la cantidad de aloin A y aloe-emodin presentes en el extracto de

gel de A. vera enriquecido en polifenoles.

Inducir resistencia a la insulina en ratones, ocasionada por

desnutricién intrauterina y bajo peso al nacimiento.

Comparar las curvas de tolerancia a la glucosa y las curvas de

tolerancia a la insulina de ratones normales con las de ratones desnutridos

en utero y bajo peso al nacimiento.
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Comparar las curvas de tolerancia a la insulina de ratones resistentes
a la insulina, tratados diariamente, durante cuairo semanas, con agua
‘bidestilada, pioglitazona o extracto de gel de A. vera enriquecido en

polifenoles.

Comparar los niveles de glucosa e insulina de ratones resistentes a la
insulina, administrados diariamente, durante cuatro semanas, con agua
bidestilada, pioglitazona o extracto de gel de A. vera enriquecido en

polifenoles.
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MATERIAL Y METODOS

Material vegetal

Las plantas fueron obtenidas de un area de cultivo controlado en la
poblaciéon de Xochitepec, Morelos. Se prepararon ejemplares de referencia
que fueron analizados e identificados en el Herbario de Plantas Medicinales
del Instituto de Antropologia e Historia, donde un ejemplar fue depositado

para referencia bajo el numero 2029.

Preparacion del extracto de gel de A. vera enriquecido en polifenoles

Las hojas maduras (10 kg), de 50 a 70 cm de longitud, fueron lavadas
con agua corriente y cortadas desde su base; se dejaron reposar en una
bandeja, durante 10 min, para colectar el jugo rico en compuestos
polifendlicos, principalmente aloin A y aloe-emodin. A continuacién, se
separd la cascara de la pulpa gelatinosa con una cuchara metdlica. Los
filetes de gel fueron homogeneizados, se afadid el jugo y la sustancia
mucilaginosa obtenida se filtr6 y evaporé hasta llevarlo a sequedad,
mediante un proceso de destilacidn a presion reducida a 30°C. El extracto

seco se almaceno a -20°C, en alicuotas de 105 mg, hasta su utilizacion.
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Cuantificacién de antraquinonas

Las muestras fueron analizadas en un cromatédgrafo de liquidos de
alta resolucién (HPLC). El equipo consisti6 de un Modulo de Separacion
Waters 2695, equipado con un detector de arreglo de diodos (PDA 996
Waters) y el programa Empower Chromatography Manager, version 1. El
analisis se realizé con una columna de fase reversa RP-18, Chromolith
(Merck). La fase mévil consistio en un gradiente lineal agua/acetonitrilo, con
concentracion inicial de 20% de acetronitrilo, que se incremento a 30% en 3
minutos; esta concentracion se mantuvo por 5 minutos y volvib a
incrementarse (2 min) hasta 50%. Finaiménte, se utilizaron 2 minutos para
regresar a las condiciones iniciales (20% acetonitrilo). El flujo se mantuvo a 1
mL/min. El volumen de inyeccion fue de 70 pL. La identificacion de los picos
cromatograficos se estim6 usando un barrido de 230 a 600 nm, fijando la

longitud de onda a 356 nm.

Como estandares se utilizaron: aloin A y aloe-emodin comerciales
(Sigma Chemical Co., USA), con grado de pureza 97 y 95%,
respectivamente, y tiempo de retencion de 3.91 min el primero y 6.33 min el
Ultimo. Para la determinacion cuantitativa de aloin A y aloe-emodin, se
construyeron curvas basadas en las areas de los picos de los
cromatogramas de HPLC, usando 4 puntos de dilucion en metanol para cada

compuesto: 125, 250, 500 y 1000 pg/mL (R? = 0.99 and 0.98 para aloin A and
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aloe-emodin, respectivamente). Todos los compuestos fueron detectados a
356 nm, usando volimenes de inyeccion de 70uL. Los experimentos se
realizaron por triplicado y los valores se expresaron en miligramos por peso
seco. La cantidad total de antraquinonas fue obtenida por la suma de las
cantidades presentes de aloin A y aloe-emodin. La muestra de A. vera se

inyectd a una concentracion de 4 mg/mi.

Animales

Se utilizaron ratones de la cepa ICR, ya que no presentan carga
genética o predisposicion fenotipica para DM2. Todos los animales fueron
criados y mantenidos en condiciones de bioterio, con un ciclo de 12 horas de
luz por 12 horas de oscuridad y temperatura controlada entre 22 y 25°C. A
excepcion de las hembras, en el apartado de induccién experimental de la
RI, los ratones tuvieron acceso libre al agua y alimento. El manejo de los
animales estudiados estuvo apegado a los estatutos del Comité para el
Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio (CICUAL) y a la Norma Oficial

Mexicana (NOM-062-ZO0O-1999), revisada en 2001.

Induccion experimental de resistencia a la insulina

Se utilizaron 20 ratones hembras de la cepa ICR con 3 meses de edad
(Harlan Meéxico, S.A. C.V.), las cuales fueron expuestas con machos de la

misma cepa y edad para su apareamiento. El inicio de la gestacién se
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determiné por la presencia de tapén mucoso vaginal. Las hembras prefiadas
se dividieron en dos grupos: i) Hembras gestantes alimentadas ad libitum
(dieta 2018, Harlan Teklad), durante todo el periodo gestacional. Estas
sirvieron para calcular la cantidad de comida que se proporcioné a las
madres del segundo grupo. ii) Hembras prefiadas que recibieron la misma
dieta, a libre demanda, hasta el 12° dia de gestacion, a partir del cual se les
proporcion6 solamente el 50% de sus requerimientos normales. Al dia
siguiente del nacimiento todas las crias fueron pesadas y se seleccionaron
los ratones que presentaron un déficit de peso igual o superior al 30% con
respecto a las crias del primer grupo. En ambos grupos se estandarizaron las
camadas a seis crias por hembra. Todos los productos fueron amamantados
por sus madres, las cuales recibieron alimento normal, ad libitum, a partir del
nacimiento de las crias. Los ratones controles y con bajo peso al nacimiento
fueron pesados cada dos semanas hasta los dos meses de edad v,

posteriormente, cada mes hasta cumplir seis meses.

Seleccion de los ratones resistentes a la insulina

A los tres y seis meses de edad se realizaron curvas de tolerancia a la
glucosa (CTG) y curvas de tolerancia a la insulina (CTl) a los ratones control
y con bajo peso al nacimiento. Las primeras curvas sirvieron para conocer si
la maniobra de desnutricion habia tenido éxito. Las CT! realizadas a los seis

meses de edad se utilizaron para seleccionar a los animales resistentes a la
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insulina. Los ratones con antecedente de bajo peso al nacimiento y que en la
CTI disminuyeron sus cifras de glucosa plasmatica en 30% o menos, fueron

‘seleccionados.

Procedimiento experimental

Se incluyeron en el estudio 25 ratones machos de la cepa ICR con RI
inducida de Ila forma descrita. Los animales fueron distribuidos
aleatoriamente en tres diferentes grupos de tratamiento: 1) Grupo control,
(n=9) recibieron 5 pl/g de agua bidestilada. 2) Control positivo, (n=8)
administrados con 50 mg/kg de pioglitazona (Zactos, tabletas de 15 mg,
Takeda Chemical Industries, Ltd., Japoén, y Eli Lilly and Company, Lilly
Corporate Center, USA). 3) Grupo experimental, (n=8) recibieron 350 mg/kg
de extracto de gel de A. vera enriquecido en polifenoles (AVEP). Los
tratamientos se disolvieron en agua bidestilada suficiente para alcanzar un
volumen de administracion de 5 pi/g, y suministrados diariamente, a las 9:00

a.m., por via intragastrica (sonda orogastrica), durante 4 semanas.

Antes del inicio y al final del tratamiento se realizaron CTl y se

tomaron muestras de sangre para la cuantificacion de insulina y glucosa

plasmaticas. Se registro6 el peso de los animales tres veces a la semana, en
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dias alternos; también, se cuantificé el alimento ingerido, durante tres dias

seguidos, cada semana.

Reactivos

La medicion de la glucosa plasmatica se realizé con el método de
glucosa-oxidasa, utilizando tiras reactivas (KDK Corporation, Japén; para
Bayer Corporation, Alemania) y un glucometro Ascencia Elite, de Bayer
(HealthCare Division, Bayer Corporation, Alemania). La insulina fue medida
con el método de ELISA, usando reactivos especificos para rata/ratoén, de

LINCO Research, USA.

Formulas

Los indices de resistencia a la insulina y el funcionamiento de las
células B del pancreas, fueron calculados con las férmulas del homeostasis

model assessment (HOMA) (Matthews et al, 1985).

Para medir la Rl se utilizo:

HOMA-IR = insulina en ayuno (WU mI'*) x glucosa en ayuno (mM)/22.5.

Para medir la funcién de células B se utilizé:
HOMA-B = (insulina en ayuno (pU mlI™*) x 20)/(glucosa en ayuno (mM)-

3.5).
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Procedimientos de analisis bioquimicos

Obtencion de sangre. Previo ayuno de 12 horas, se extrajeron 200 pL
de sangre de la vena caudal, que fueron colectados en tubos eppendorf de
0.5 mL. Los primeros 20 yL de sangre se utilizaron para la medicion de
glucosa. El resto de la muestra fue centrifugada a 1096 x g durante 7
minutos, para separar el suero, el cual permaneciéo almacenado a -70°C,
hasta su analisis. El suero se utilizd para la determinacion de insulina

plasmatica, antes y después de los tratamientos.

Curva de tolerancia a la glucosa. En ‘ratones con 12 horas de ayuno se
aplico, via intraperitoneal, 2 mg/kg de glucosa (Dextrosa al 50%, solucién
inyectable, Laboratorios Pisa S.A. de C.V., México). Para la determinacion de
los niveles de glucosa plasmatica se obtuvieron 20 pL de sangre, de la vena
caudal, antes (tiempo 0) y 15, 30, 60 y 120 minutos después de la

administracion de la dextrosa.

Curva de tolerancia a la insulina. Los animales fueron administrados,
via intraperitoneal, con 0.75 Ul/kg de insulina humana de accién rapida
(Humulin Regular, Lilly France, S.A., Francia). Para determinar las cifras de
glucosa plasmatica se tomaron muestras de sangre (20 pL) de la vena
caudal, antes (tiempo 0) y 15, 30 y 60 minutos después de la administracion

de insulina.
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Andlisis estadistico

Se realiz6 el analisis descriptivo de las CTG y las CTl de los ratones
desnutridos in utero y sus controles. También se describen las variaciones
del peso corporal y consumo de alimento por semana de tratamiento y los
valores finales de glucosa, insulina, HOMA-IR y HOMA-. Los resultados se

presentan como Media + Error estandar de la media (EEM).

Se utilizé la prueba de t de Student, de una cola y grupos
independientes, para comparar el peso al nacimiento y los diferentes puntos
de las CTG y CTI entre los ratones con bajo peso al nacimiento y controles.
El contraste de medias entre los tres grupos de tratamiento se realiz6 con la
prueba de Analisis de Varianza (ANOVA) de un factor y se uso6 la prueba de
Tukey para establecer las diferencias entre los grupos. En todos los casos se
consideré diferencia estadisticamente significativa cuando p < 0.05. La
totalidad de las pruebas estadisticas se efectuaron con el programa SPSS

para Windows, version 11.0.
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RESULTADOS

Induccion experimental de R

De las 20 hembras para cruza se aparearon solamente 18, de las
cuales 4 se destinaron al grupo control y 14 al grupo de desnutricion in utero.
De las madres desnutridas, solamente 10 (71%), tuvieron camadas cuyos
crios presentaron déficit de peso (34.8% respecto del grupo control). Se
obtuvieron 18 crias del grupo control (8 machos y 10 hembras) con peso
promedio de: 1.90 + 0.043 g y 60 crias (32 machos y 28 hembras)

catalogadas como bajo peso al nacimiento con 1.24 + 0.031g (p < 0.001).

En el lapso de seis meses en que fueron estudiados, los ratones
desnutridos no alcanzaron el peso de los animales normales. A los 3 meses
de edad, en la CTG, los machos con bajo peso al nacimiento presentaron
mayores niveles plasmaticos de glucosa a los 30, 60 y 120 minutos (336, 247
y 129 mg/dL, respectivamente), comparados con sus controles (272, 180 y
97 mg/dL), (p = 0.001). No obstante, en las CTl no hubo diferencias entre
ambos grupos. Como se observa en la Figura 6 (A y B) a los 6 meses de
edad, la Rl fue aparente en ambas pruebas, con elevaciones significativas en

los niveles de glucemia, incluso en todos los tiempos de la CTI.
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La maniobra de desnutricién surti6 mayor efecto en los machos, de los
cuales, el 78% (25) fueron catalogados como resistentes a la insulina; en

contraste, solamente el 10.7% (3) de las hembras presentaron alteracién

metabdlica.
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Figura 6A y 6B. Curvas de tolerancia a la glucosa (A) e insulina (B) en los ratones
con bajo peso al nacimiento y sus controles, a los seis meses de edad.
Los datos representan medias + EEM. ¢ = Desnutridos; o = Controles.
*=p<0.05;** = p<0.01; + = p< 0.001 (t de Student)
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Cantidad de antraquinonas en el AvVEP.

El analisis quimico mostré que el contenido de aloin A y aloe-emodin
en el AvEP fue de 181.5 mg/g y 3.6 mg/g de peso seco, respectivamente. El
contenido total de antraquinonas fue de 185.1 mg/g. Por lo tanto, la dosis
diaria de antraquinonas fue de: 63.5 mg/kg/dia de Aloin A y 1.26 mg/kg/dia

de Aloe-emodin.

Tabla 2. Efecto producido por la administracion diaria, intragastrica, durante
4 semanas de AVEP (350mg/kg) y pioglitazona (50 mg/kg) sobre el

peso corporal (g) de ratones resistentes a la insulina

Tratamientol/
Diferencias en el peso corporal Sem 1 Sem 2 Sem 3 Sem 4
respecto al inicio

Control -1.53 + 0.58 1.04 £0.23 -2.6510.31 -0.65 £ 0.56
Pioglitazona -0.09+0.74 162055 -0.78+£0.32 -0.92 + 0.17
AvVEP -3.09+0.60* -1.00%0.34 -1.02%0.25 -0.93 £ 0.28

AVEP: Extracto de ge! de A. vera enriquecido en polifenoles. Los datos son medias +
EEM de la diferencias en el peso corporal.
* p =0.008 vs. pioglitazona (ANOVA).
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Peso corporal e ingesta de alimentos

Como se ilustra en la Tabla 2, al inicio del tratamiento el AvEP fue
capaz de reducir el peso corporal en los animales. En la primera semana el
efecto fue estadisticamente diferente (p=0.008) del producido por la
pioglitazona. Mientras que, el grupo control mostr6 cambios inconsistentes
en el peso. EI AvEP también disminuyé la ingesta de alimento,

principalmente en la cuarta semana de tratamiento (p=0.001), (Tabla 3).

Tabla 3. Efecto producido por la administracion diaria, intragastrica, durante
4 semanas de AvEP (350mg/kg) y pioglitazona (50 mg/kg) sobre la

ingesta de alimento (g) en ratones resistentes a la insulina

Tratamiento \ ingesta Sem 1 Sem?2 Sem 3 Sem4
Control 4.31 £0.26 4.59 £ 0.22 4.30%0.20 5.07 £ 0.25
Pioglitazona 412+ 0.40 4131022 3.98 +0.17 4.21 £ 0.15*
AvEP 3.63+£0.36 4.05+0.26 3.98+0.24 3.96 £ 0.20*

AVEP: Extracto de gel de A. vera enriquecido en polifenoles. Los datos son medias +
EEM de la ingesta de alimento. * p = 0.001 vs. Control (ANOVA).
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Curva de tolerancia a la insulina

Durante las CTl, en las mediciones basal, 15 y 30 minutos, los niveles
de glucosa fueron similares en los animales tratados con AVEP (127 £ 5, 96 +
6y87 7.7 mg/dL) y pioglitazona (125 £ 5; 93 + 7 y 84 + 6.6 mg/dL). Sin
embargo, el grupo control presenté los niveles mas altos de glucosa (144 ¢
6.9, 119 £ 7.2, y 107 £ 8.2 mg/dL), con valores de p <0.05; <0.01 y <0.05,

respectivamente (Fig. 7).
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Figura 7. Efecto producido por la administracion diaria de AvVEP (350 mg/kg),
pioglitazona (50 mg/kg), o agua bidestilada (control), durante cuatro

semanas sobre la CTI (0.75 U/kg, i.p.), en ratones insulino-resistentes.
Los datos representan medias + EEM. ¢ = Control; m = AVEP; A =

Pioglitazona. * p<0.05; ** p<0.01.
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Tabla 4. Efecto producido por la administracién, intragastrica, durante 4
semanas de AVEP (350mg/kg) y pioglitazona (50mg/kg) en los
niveles séricos de glucosa e insulina; asi como en los valores de

HOMA-IR y HOMA-B en ratones ICR insulino-resistentes.

Glucosa? Insulina
Tratamiento HOMA-IR HOMA-
(mM/dL) (Uh
Control 7.310.10 23.6122 7.710.78 125+ 10
Pioglitazona 6.210.45 21.7+29 5.710.52 212163
AVEP 4.7 +0.10* 267126 5.510.50* 481 + 70*

AVEP: Extracto de gel de A. vera enriquecido en polifenoles. 4 12 hde ayuno. Los

datos representan medias y EEM. * p < 0.005 vs.pioglitazona y controi; ** p
< 0.05 vs. Control (ANOVA).

Glucosa e insulina plasmaticas

Los niveles de glucosa sanguinea, que antes del tratamiento fueron en
promedio de 5.4 mM/dL, después de 4 semanas de tratamiento aumentaron
significativamente en el grupo control, alcanzando 7.3 * 045 mM/dL,
(p<0.005). El tratamiento con pioglitazona no produjo cambios significativos
(6.2 £ 0.1 mM/dL); mientras que la administracion de AVEP provoco

disminucion en la glucemia a 4.7 + 0.1mM/dL, (p <0.005), (Tabla 4). Los
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niveles finales de insulina no mostraron diferencias estadisticamente

significativas.

HOMA-IR y HOMA-8

Mientras que el indice de HOMA-IR se incrementé en el grupo control
de 5.7+0.70 a 7.7+0.78 (p<0.05), los animales tratados con pioglitazona y
AVEP no mostraron cambios en este parametro (5.7 + 0.52 [NS] and 5.5 +
0.50 [NS], respectivamente). En cuanto al funcionamiento de la célula B del
pancreas, calculada con la férmula HOMA-B, se incremento
significativamente (p = 0.001) en el grupo tratado con AVEP, cuando lo

comparamos con los grupos control y pioglitazona (Tabla 4).
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DISCUSION

El modelo de desnutricion intrauterina en ratas y ratones se ha
utilizado, en afos recientes, para estudiar las alteraciones estructurales y
funcionales del pancreas, asi como en trastornos del metabolismo que
acompanan al sindrome de resistencia a la insulina. En este estudio, la
restriccion calérica a las madres gestantes resulté efectiva para producir
alteraciones metabdlicas, en las curvas de tolerancia a la glucosa y a la
insulina. Los cambios mostrados en los ratones con bajo peso al nacimiento,
rcoinciden con los resuitados obtenidos por Hernandez-Valencia et al. (2005)
y son consistentes con el estado de resistencia a la insulina, necesario para

la evaluacion del extracto del gel de A. vera.

En esta investigacion se confirmo6 la capacidad del AvEP para
disminuir los niveles de glucosa sanguinea y se evidencié un mayor efecto
que el producido por la pioglitazona. Las cifras de insulina plasmatica fueron
marginalmente mas elevadas en el grupo tratado con AvVEP; lo cual
concuerda con la capacidad del gel de A. vera para aumentar los niveles
séricos de la hormona en ratones con diabetes experimental (Beppu et al.,

2006).
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Las férmulas de HOMA-IR y HOMA- fueron disefadas para
humanos, pero empiezan a utilizarse en estudios que evaluan el efecto de
" algunos tratamientos sobre la resistencia a la insulina en animales,
principalmente en ratas (Pickavance et al., 2005). En los resultados de
HOMA-IR se observaron efectos similares de la pioglitazona y el AVEP;
ambos protegieron a los ratones dei deterioro metabdlico observado en los
animales del grupo control. Al aplicar la férmula HOMA-B (funcidon
pancreatica), el grupo tratado con AvEP mostrd dos y casi tres veces mejor
funcionamiento de las células insulares del pancreas, comparado con los
tratamientos de pioglitazona y control, respectivamente. Este resultado es
importante porque el deterioro en la funcién pancreatica, como consecuencia
de la hiperinsulinemia, es una de las causas en la aparicion de
hiperglucemia. Muchos estudios estan encaminados a la preservacion de la
funcion del pancreas, por lo que, estos resultados adquieren especial
importancia ya que reflejan el potencial del gel de A. vera en el tratamiento

de la Rl

Otro efecto benéfico del AVEP fue la disminuciéon del peso corporal
presente desde la primera semana de tratamiento. Se ha demostrado que los
medicamentos especificos para tratar la Rl (PPAR-q,y) conservan o
aumentan el peso. Teniendo en cuenta que el sobrepeso y la obesidad

representan un importante problema metabélico, asociado a la disminucion
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en la sensibilidad a la insulina; el efecto de disminucién de peso, aunado a la
mejoria en el parametro de glucosa sanguinea se considera favorable. No
obstante, los animales de los tres grupos de tratamiento redujeron su peso,
en el caso de los ratones del grupo control, puede explicarse por la
descompensacion metabdlica, demostrada en las mediciones finales de
glucosa y HOMA IR. El deterioro en el metabolismo de los controles se
atribuye a la evolucion natural de la RI, contra la cual no estaban protegidos
y que fue exacerbada por el estrés diario durante la administracion del

medicamento.

E! incremento sobre la ingesta de comida que se observd en los
ratones del grupo control, tambien puede explicarse por el desbalance
metabdlico, ya que la polifagia es uno de los sintomas de descompensacion.
Mientras tanto, los animales administrados con AVEP redujeron
significativamente su consumo de alimento en la cuarta semana, lo cual,
probablemente esta relacionado con la mejoria metabdlica demostrada por

disminucién de la glucemia en este grupo de tratamiento.

No sabemos como se produce el efecto benéfico del AVEP sobre la R,

pero existen por lo menos tres mecanismos a traves de los cuales el extracto

puede actuar:
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a) Como fibra dietética. Se ha comprobado que los carbohidratos
complejos disminuyen el peso y las cifras de glucosa sanguinea; al impedir
su absorcion en el tracto intestinal favorecen la disminucion postprandial de
glucosa e insulina (Wolever et al., 2004). El Aloin disminuye la absorcién de
glucosa en el intestino delgado (Beppu et al,, 2006). Ademas, la mayoria de
los compuestos presentes en el gel de los aloes son polisacaridos de alto

peso molecular y podrian actuar como fibra dietética.

b) Por su efecto antiinflamatorio. En la actualidad se conoce la
estrecha relacién que existe entre algunas citocinas proinflamatorias y la RI.
Hay sustancias antiinflamatorias, por ejemplo, el acido acetil-salicilico que
disminuye los niveles de glucosa y aumenta la sensibilidad a la insulina en
personas con diabetes. Por otro lado, el efecto antiinflamatorio de los aloes
ha sido de los mas ampliamente estudiados y comprobados; practicamente
todos los compuestos descritos en el gel y el jugo de A. vera poseen este
efecto. Por lo tanto, el mecanismo de accién del AvEP podria estar

relacionado con la capacidad antiinflamatoria de esta especie vegetal.

c) Como antioxidante. Los radicales libres y el estrés oxidativo han
sido implicados en el desarrollo de las enfermedades cronicas, incluida la
DM2. Se ha demostrado que el gel de A. vera posee efecto antioxidante, lo

cual se comprobd en ratas diabéticas (Can et al., 2004; Beppu et al., 2003).
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Debido a que se trata de una primera aproximacion del efecto del A.
vera sobre la RI, se utilizé un extracto integro de la parte mucilaginosa,
adicionado con el jugo drenado de la céscara, rico en antraquinonas. Por lo
tanto, no se investigd en este trabajo cual, o cuales de los compuestos
conocidos de esta planta, es el que posee el efecto. Sin embargo, pueden

hacerse algunas consideraciones:

Practicamente todos los componentes del A. vera poseen
propiedades, principalmente inmunomoduladoras, que pudieran disminuir la
RI. Los polisacaridos del gel y los compuestos polifendlicos del jugo, como el
aloin A y el aloe-emodin, pueden ser absorbidos en el tracto intestinal, y asi
ejercer su accién bioldgica. Por lo anterior, seria razonable pensar que varios
de los compuestos presentes en AvEP estén actuando sinérgicamente. No
obstante, estudios con A. vera fraccionado apuntan hacia los compuestos
fendlicos del tipo de las antraquinonas, por ejemplo: el aloin A y el aloe-
emodin, como los mas potentes para disminuir la presion arterial (Saleem et
al., 2001), la absorcién de glucosa (Beppu et al., 2006), modificar las cifras
de glucosa e insulina plasmatica en ratas con diabetes experimental (Beppu
et al., 2003; Beppu et al., 2006) y neutralizar radicales libres (Beppu et al.,
2003). Aunque el extracto utilizado en este experimento fue enniquecido en
polifenoles y presentd buen efecto, no se puede afirmar que el aloin Ay el
aloe-emodin sean los unicos compuestos activos para proteger del deterioro

metabdlico ocasionado por la RI.
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CONCLUSIONES

Los ratones con desnutricion intrauterina y bajo peso al nacimiento

desarrollan alteraciones en las CTG y CTI consistentes con la Rl y pueden

utilizarse para la investigacion de productos relacionados con esta patologia.

Se corroboro el efecto hipoglucémico del extracto de AvEP.

La administracion del extracto de AvEP disminuy6 la Rl e impidio el

deterioro en el metabolismo de la glucosa.

El consumo diario del extracto de AVEP mejor6 el funcionamiento de

las células B en ratones con RI, medido con la formula HOMA-p.
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PERSPECTIVAS

De acuerdo con los resultados obtenidos en esta investigaciéon se
considera importante continuar con el estudio del A. vera sobre la RI,

particularmente en los siguientes aspectos:

« Estudiar cual o cuales de los componentes encontrados en esta

especie vegetal ejercen su efecto sobre la Rl.

« Determinar si el extracto de A. vera posee efecto sobre el Sindrome

Metabadlico en su conjunto.

% Evaluar el efecto del A. vera y sus compuestos sobre el

funcionamiento del pancreas, en modelos animales de Rl y DM2.

% Establecer el efecto de A. vera sobre la obesidad y el tejido adiposo.

« Estudiar el efecto del A. vera sobre el metabolismo de los lipidos.

= Establecer el efecto de los diferentes compuestos de A. vera sobre

sustancias inflamatorias como TNF-a e IL-6.
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= Determinar si A. vera tiene algun potencial preventivo sobre el
desarrollo de complicaciones asociadas con la Rl como

aterosclerosis, enfermedades cardiovasculares y DM2
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Abstract: Insulin resistance, which precedes type 2 diabetes mellitus (T2ZDM}, is a widespread
pathology associated with the metabolic syndrome, myocardial ischemia, and hypestension.
Finding an adequate treatment for this pathology is an intpostant goal in medicine. The purpose
of the present resecarch was to investigate the effect of an extract from Afoe vera gel containing
a high concentration of polyphenols on experimentally induced insulin resistance in mice.
A polyphenol-rich Alee vera eximct (350 mg/kg) with known concentrations of aloin
(181.7 mg/g) and aloe-emodin (3.6 mg/g) was administered orally for a pertod of 4 weeks o
insulin resistant ICR mice. Pioglitazone (50 mg/kg) and bi-distilled water were used as positive
and negaiive controls respectively. Body weight, food intake. and plasma concenlrations of
insulin and glucose were measured and insulin tolerance tests were performed. The tasulin
resiseance value was calculated using the homeostasis model assessment for insulin resistance
(HOMA-IR) formula. Resulis showed that the polyphenol-rich extract from Aloe vera
was able to decrease significantly both body weight (p < 0.008} and blood glucose levels
(p < 0.005) and to protect animals against onfavorable results on HOMA-IR, which was
observed in the negative control group. The highest glucose levels during the insulin tolerance
curve test were in the negative control group when compared to the Aloe vera extraci and
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pioglitazone treated mice (p < 0.05). In conclusion, Alee vera gel could be effective for the
vontrol of insulin resistance.

Kevwonds: Aloe vera Gel; Aloin: Alpe-Emodin; Insulin Resistance; Medicinal Flants.

Introduction

Insulin resistance (IR), defined as an imipaired biological responase to the action of insulin
{ADA, 1998), is a precursor of type 2 diabetes mellitus {T2DM) with pleiotrophic effects,
including several metabolic syndrome features such as dyslipidaemia and the direct
promotion of atheroma formation (Jadhav et al., 2004). High IR prevalence increases with
age (Marques-Vidal ef al.. 2002) and is present in approximately 50% of persons with
hypercholesterolemia and/or hypertension (Bonora et af,, 1998).

IR predicts and proceeds by 10 years T2DM (Warram et al., 1990; Hanley er al., 2005).
Reaven (1988) proposed that this pathological condition is the foundation of the metabolic
syndrome, the most wide-spread pathelogy of new millennium (Reaven, 1988; 1DF, 2003).
In addition, IR is associated with myocardial ischemia (Serne et al., 1999) and polycystic
ovary syndrome (PCOS) (Dunaif, 1997) and is a major risk factor for cancer development
(Reaven, 2005).

The pharmacological treaiment of T2DM manages IR using peroxisome proliferator-
activated receptor (FFAR) gamma and alpha agonists. Since it is difficult to quantify insulin
resistance in daily practice (IDF, 2005), there are several methods to estimate it. such as
the homeostasis model assessment for insulin resistance formula (HOMA-IR} (Matthews
el al., 1985). The HOMA model vields an estimate of insulin sensitivity and beta cell
function (HOMA-B) from fasting plasma insulin and glucose concentrations (Matthews
el al., 1985). Recently, this model has also been used in laboratory animals {Tomie-Furuya
el al.. 2003).

Alge vera(L.) Burm. is a perennial plant of the Liliaceae family. The internal part of the
leaf. called gel, s colorless. mucilaginous, and has a slightly bitter flavor (WHO, 1999a). It
is composed mainly of large polysaccharide chains (Yaron, 1992). It also contains proteins
(Winters and Bouthet, 1995) and anthraquinones in low quantities (Vdzquez ¢r al., 1996:
Revnolds and Dweck. 1999). The vellow-brown, bitter-flavored exudate obtained afier
cutting the leaves is known as juice, and has a high content of polyphenolic compounds,
mainly aloin (15-40%) and alee-emodin (WHO, 1999b).

Reports suggest that Afoe vera has been used for T2DM control since the Middle Ages
(Riddle, 2004). At present, there are many reports of its nse by Mexican-Americans in the
United States of America (Brown et al., 2002}, as well as in Middle Eastern and Asian
couniries such as Saudi Arabia (Riddle, 2004}, India (Grover et al., 2002). and Thailand
{Yongchaiyudha et al., 1996). There are some investigations confirming the beneficial
properiies of Aloe vera gel and its polyphenolic compounds in the control of T2DM
and its comptications (Beppu et al.. 1993; 2003; 2006 Chintra ef ¢f.. 1998; Can ¢f al..
2004). Clinical trials in humans have also been conducted (Bunvapraphatsara ef al., 1996,
Yongchaivudha er al., 1996), showing promising resalts with litile side-effects.
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The objective of this study was to investigate the effect of a polyphenol-enriched Aloe
vera gel on IR, which is the pathophysiological basis on which T2DM and the metabolic
syndrome have their origin (Reaven, [998). The effect of Alpe vera gel was tested on
insulin resistant ICR male mice by measurements of body weight, food intake, insulin
resistance, fasting glucose, and insulin levels in plasma as well as the insulin tolerance {es

Materials and Methods
Plant Material

Whole fresh leaves of Aloe vera were collected from a controlled crop in Xochitepec,
Morelos State, Mexico. Plant material was identified and authenticated at the Medicinal
Plant Herbarium, Instituto Nacional de Antropologia e Historia (INAH-Herbarium). where
a voucher specimen was stored for reference under the code number 2029,

Preparation of the Polyphenol-Rich Extract from Aloe vera (PEAv)

Aloe vera leaves were washed and cut from the base, and the gelatinous pulp was extracted
with a metallic spoon. The juice containing the polyphenolic compounds was collected
after cutting and was added to the pulp and then homogenized, filtered, and evaporated to
dryness al 30°C by rolary evaporation. The powder oblained (soluble solidsy was kept in
3 ml containers at —20°C until use.

Anthraquinones Quantification

Samples were analyzed using high performance liquid chromatography (HPLC). The
HPLC equipment consisled of a Waters 2695 Separations Module System equipped with a
Waters 996 PDA UV detector and Empower Chromatography Manager version 1 software
{Waters). Analysis was performed with a Merck Chromolith RP-18 column. The mobile
phase consisled of linear water/acetonitrile gradient with an initial concentration of 204
acetonitrile that increased 10 30% in 3 min; this concentration was maintained for 5 min
and then continued to increase i 50% acetonitrile in 2 min, which was followed by a
re-equilibration step (to 20% acetonitrile) during 2 min prior to the next injection. The fiow
rale was maintained at | mL/min, the column temperature was maintained at 30°C, and
the injection volume was 20 pL. Identification of chromatographic peaks was estimated
using a PDA 230600 nm with a 356 nm detection wavelength. All solvents were HPLC
grade (Merck). AloinA of 97% purily by HPLC and aloe-emodin of 95% purity by HPLC
were supplied by Sigma Chemical Co. AloinA and aloe emodin showed reteation times
of 3.91 min and of 6.33 min, respectively.

For the quantitative determination of aloin A and aloe-emedin, commercial antraquinones
aloinA and alve-emodin were employed as standards. Calibration curves based on the

79



Anticulo

1040 Y.Y, PEREZ et al.

peak areas of the HPLC chromatograms were constructad using 4-point dilutions of each
compound: 125, 250, 500, and 1000 pg/mL in methanol (R = 0.99 and 0.98 for aloinA
and aloe-emaodin. respectively). All compounds were detected at 356 nm, vsing injection
volumes of 70 uL. Experiments were performed by triplicate, and values were expressed in
terms of dry weight in grams. Afoe veru sample injections (70 pL, 4 mg/ml) displayed the
concentrations of aloinA and aloe-emodin present in the sample. The total antraquinone
amount was oblained by addition of aloinA and aloe-emodin quantities.

Animals

Male ICR mice with low birth body weights induced experimentally by intrauterine
malnutrition (pregnant females received a 50% restriction in food intake) were used
(Hernandez-Valencia er al.. 2005). These mice were provided by the CIBIS animal
house. Animals were kept in an air-conditioned room with a 12-hour light-12-hour dark
cycle, with free access to water and food. Te select insulin resistant animals, an insulin
tolerance test was performed on fed animals at the age of 6 months. Mice with less than
30% diminished glycemia were considered insulin resistant and were included in the
experiment. Handling of the studied mice was conducted in agreement with the statutes
of the Institutional Commiittee for the Care and Use of the Animals (CICUAL) and by the
Official Mexican Rule (NOM-062-Z00-1999, revised in 2001).

Trectments

Twenty five animals were included and randomly assigned to three differcnt trestment
groups. Group 1 (n = 9), the control, received 5 ul/g of drinking water. Group 2 {n = 8},
the positive control, received 50 mg/kg of pioglitazone (Zactos, 15 mg tablets, Takeda
Chemical Industries, Ltd., Japan, and Eli Lilly and Company. Lilly Corporate Center,
USA). Group 3 (n = 8), the experimental group, received 350 mg/kg of polyphenol-rich
Aloe vera gel extract (PEAv). All trealments were administered daily by gastric tube at
9 am for 4 weeks. The extract and pioglitazone were dissolved in drinking water to reach a
vohune of administration equal to 5 pl/g of body weight.

Physical and Biochemical Analyses

The body weight of animals was measured three titnes per week, on altemnate days, while
food intake was measured during 3 continuous days each week. To obtain biochemical
analyses, blood samples {200 pL) were obtained from the fail vein. in 12-hour fasted
mice, prior to and at the end of treatment. Glucose was deterinined immediately, and the
remaining blood was centrifuged at 3,500 rpm for 7 min; the serum was separated and
stored at —20°C unti the insulin level determination.

Insulin was measured with the ELISA method specific for mice using Linco Research
Lab (USA) reagents. Glucose was quantitied by means of the enzymatic glucose-oxidase-
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peroxidase method using reactive strips and an Ascencia Elit glucometer (Bayer, Germany}.
The index of insulin resistance and B-cell funclion were calculated with the homeostasis
model assessment formulas (Matthews ¢7 al., 1985); for insulin resistance, HOMA-IR =
fasting insulin (pU mi-1) x tasting glucose (mM)22.5, and for P-cell function,
HOMA-B = (fasting insulin (pU ml-1) x 20)/(fasting glucose {mM})-3.5).

After 4 weeks of treatment, an insulin tolerance test (regular insulin 0.75 Ulkg,
Regular Humulin, Lilly France, S.A.. France) was performed on fed animals, Glucose
levels were measured on tail vein bloed (20 ul) at 0 min (basal) and at 15, 30, and 60 min
after intraperitoneal (i.p.) insulin injection.

Statistical Analysis

All results were expressed as mean * standard error of mean (SEM). Differences among
the groups were calculated using one-way ANOVA. The Tukey post-hoc test was applied
to determine the magnitude of these differences. Statistical significance was obtained when
p values were < (.05, All statistical tesis were carried out utilizing the SPSS program for
Windows version 11.0.

Results

The content of aloinA and aloe-emodin in PEAv were 181.5 and 3.6 mg/g. respectively.
The total content of anthraquinones was 185.1 mg/g.

As illustrated in Table |, from the beginning of the treatment, PEAy was able to reduce
body weight, This effect was statistically different {p = 0.008) from that produced by
piloglitazone alone in the first week. The controf group displayed inconsistent changes in
body weight. As illustrated in Table 2. food intake was reduced in the PEAv group. mainly
at the fourth treatment week,

Fasting blood glucose before treatment was 3.4 = 0.1 mM/L; after 4 weeks of
treatment, this value was significantly (p < 0.003) increased, reaching 7.3 + 0.45 mM/dL
in the control group. Treatment with pioglitazone did not result in a signifticant change
in this parameter (6.2 + 0.1 mMAIL), while treatment with the PEAv extract produced a
significant (p < 0.005) reduction in giycemia (4.7 £ 0.1mM/AL) (Table 3). Final insulin
levels demonstrated no statistically significant differences.

While insulin resistance increased m the control group from 5.7 £ 070w 7.7 £ 0.78
{p < 0.03), the pioglitazone and PEAv groups did not exhibit changes in this parameter
(5.7 £ 0.52 [p > 0.05)] and 5.5 x 0.50 [p > 0.05]. respectively). These results demonstrate
the ahility of PEA¥ to protect mice from the impairment observed in the control group
(Table 3). B-cell function calculated with the HOMA-B formula increased significantiv
{p=0.001}in the PEAv-treated group when compared with the beginning and final data of
bath the pioglitazone-treated and the control groups (Table 3).

The insulin tolerance test showed that the glucose levels, at times 0. 15, and 30 min,
were similar in the PEAv (127 £ 5.3, 96 + 6, and 87 = 7.7 mg/dL) and pioglitazone
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Table 1. Elfect of PEAy (350 mg/kg) ond Pioglitazone (50 mp/kg) Trentment on Body Weight (g} of Insulin
Resistant Mice

Treatment\Body Weight

K Week 1 Week 2 Week 3 Week 4
Differences
Control -1,83 £ 058 1.04 2023 265 2031 —.65 x(1.56
Pioglitazone 009074 —1.62 £ 0.55 .78 £0.32 .92 £ {117
PEAv —3.09 £0.6° -1 +0.34 -1.02+£0.25 —093+0.28

PEAv: Polyphenol-rich eatract from Aloe wnr gel. Data are means = SEM of differences on body weight,
*p =0.008 vs. control.

Tuble 2. Effect of PEAv 1350 mig/kg) and Pioglitazone {50 mg/ky) Treatment on Food Intake (g) in Insulin
Resistant Mice

Treatment\Food Intake Week 1 Week 2 Week 3 Week 4
Control 431 £0.26 4.59+022 43102 507 £0.25
Pioglitazone 412204 433+0.22 398 +0.17 121 £ 0157
PEAv 363 x0.56 4052026 198 +0.24 3.96+02"

PEAv: Polyphenol-rich extract from Aloe vera gel. Data represents median + SEM. “p = 0.001 vs. control.

Table 3. Effect of PEAv (350 mg/kg) and Pioglitazonce {50 mg/kg) Treatment on Blood Glucose, Insulin,
HOMA-IR and HOMA-f of FCR Insulin Resistant Mice

Treatment Glucose® knsulin® HOMA-IR HOMA-§
B Media + SEM Medin x SEM Media £ SEM Medin + SEM
Control 7320040 236x22 77 078 125210
Pioglitazone 6.2 245 21729 572082 212x63
PEAY 4720007 267126 55 £0.50" 481 £ 707

PEAv: Potyphenol-rich extract from Aloe vera gel. " In 1 2-hour fasted mice. 'p <0005 vs. pioglitazone amd corgrod
groups; — p < {03 v, controb.

160
*
3 1490 A
2 *%
g’ —&— Pioglitazone
g 120 ¢ ——PEAY
g —&—Control
=
O 100 -
80 T T T T T

(-]
-
1]
&
<
3

Time {min}

Figure 1. Effect produced by 4 weeks of daily administration of PEAv (350 mg/kg), poglitazone (50 mg/kg),
or drinking water (conteoly on the insulin tolerance curve (0.75 Urkg, b.p.1 in insulin resistant mice. “p < 0.05;
"p < {101, Data are means + SEM.
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(125 £ 5,931 7, and 84 x 6.6 mg/dL}. However. the control group had higher measurmeants
of glucose (144 £ 6.9, 1191 7.2, and 107 x 8.2 mg/AdL), witha p < 0.05, < 0.01, and < 0.05,
respectively (Fig. 1)

Discusston

The objective of this research was to investigate the effect of a polyphenol-enriched
Aloe vera gel exiract (PEAv) on insulin resistance. Insulin resistance was produced by
the intrauterine malputrition of ICR mice, which is in agreement with results obtained by
Herndndez-Valencia eral. {2005}, where ICR mice with iow birth body weight had, among
other alterations, insulin resistance.

In the present investigation, the ability of PEAv to decrease fasting glucose levels was
confirmed and was compared to that of pioglitazone. A similarity was found between
these two compounds; for example, both pioglitazone and PEAv protected mice from the
metabolic imbalances observed in the controi group. However, PEAy alone was able to raise
the HOMA-J value. The evident improvements produced by PEAv could be explained by
a reduction in blood glucose, a slight increment in plasma insalin levels, and a protective
effect on pancreatic J-cells. These results are in agreement with other reports regarding
polyphenolic compounds from Afoe vera (Beppu et al., 1993; 2006).

Aloe gel could be aiding mice with IR by acting as a dietary fiber. The beneficial etfect
of dietary fiber on body weight and blood glucose levels has been proven previously and
was observed in this study. Fiber acts as a delaying agent in food digestion and intestinal
absorption (Wolever ef al., 2004). Aloin, the glycosvlated phenol compound found both in
Aloe arborences gel and in high concentrations in PEAv, reduces glucose absorption in the
small intestine (Beppu ef al., 2006). In addition, the high molecular weight polysaccharides
present in the gel could also produce a fiber-like effect.

The beneficial effect of Aloe vera gel on the different manifestations of IR could be
related to jts anti-inflammatory capacity. It has been established that there is a relationship
between a pro-inflammatory state and IR. There is growing evidence that IR in liver,
muscle. and adipose tissue is not only associaled with pro-inflanimalory cytokines, bul
also is a direct result of this condition. Thus, it is nzasonable to suggest that reducing the
pro-inflamimatory state has beneficial effects on IR.

The antioxidants present in Aloe vera gel could also be of benefit in decreasing IR.
The beneficial effect on antioxidants on diabetic rats has been demonstrated (Beppu
et al., 2003: Can ¢t al., 2004). 1t has also been suggested that the action of antioxidants is
important in medicinal plants used in the control of T2DM ({Rajasekaran ef al., 2005).

The present investigation is the first to treat experimental TR with Aloe verg gel
Nevertheless, because a complefe extract was used, it is nol possible to define which
components of the Aloe vera gel are responsible for the effect, since all polysaccharides
and polyphenols administered orally can be absorbed. Because an immunomodulatory
effect has been verified in nearly all Aloe vera gel components. it is possible that several
compounds act synergistically through several different mechanisms. However, reports
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regarding fractionated Aloe vera gel point lowards polyphenois, such as aloin and aloe-
emodin, as the most powerful agents for diminishing glucose absorption and modifying
glucose and insulin levels in diabetic mice {Beppu ef al., 20006); in addition, they are also
free-radical scavengers (Beppu ef al., 2003). Further pharmacoiogical and phytochemical
studies are required to uncover the bioactive compounds that protect mice from insulin
sensitivity impairment.

In conclusion, the treatmeni of insulin resistant mice with a polyphenol-eariched Aloe
vera gel extract (PEAv) diminished their insulin resistance, as is shown by the decrease in
blood ghicose levels without a significant increment in plasma insulin levels. This herbal
exiract may be beneficial in combination with dietary measures and medications for the
control of T2DM patients with IR.
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