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RESUMEN

Introduccion: La diabetes es una enfermedad cronica que afecta a un porcentaje
elevado de la poblacién y su prevalencia va en aumento. En la diabetes existen
dafios a nivel hepatico, donde se presenta higado graso, condicion que puede
evolucionar a cirrosis y cancer de higado, y en muerte de células B-pancreéticas.
Los farmacos controlan los niveles circulantes de glucosa pero no protegen a los
tejidos contra el dafio producido por estrés oxidativo generado por hiperglucemia, lo
que si ofrecen los extractos acuosos de plantas medicinales. Un claro ejemplo es la
Hierba de la calavera (Cuphea procumbens), la cual presenta un efecto
hipoglucemiante. Objetivo: Evaluar el efecto protector a través de analisis
histologico de la administracion crénica de metformina y extracto acuoso de Hierba
de la calavera (Cuphea procumbens) en ratas diabéticas en comparacion con
sanas. Materiales y Métodos: Pancreas e higado de los grupo de estudio: 1)
Sanos, 2) DM 2+ Metformina, 3) DM 2 + Extracto acuoso (EACP), en formol al 10%.
Se procesaron en el equipo histokinette, el cual preparo los 6rganos para proceder
a su corte en el microtomo a 7 micrometros y su montaje en laminillas. Se tifieron
con Hematoxilina-Eosina y se observaron con microscopia éptica con 100X y 400X.
Resultados: En el analisis histologico de higado en ratas diabéticas tratadas con
metformina se observaron alteraciones como higado graso, esteatosis simple. En
cuanto a la morfologia celular se observaron Hepatocitos con degeneracion
balonante, ademés de un infiltrado inflamatorio correspondiente a una inflamacion
cronica. En el caso de las ratas diabéticas tratadas con EACP se observaron
caracteristicas histolégicas y morfoldgicas de las células similares a las ratas sanas.
En el caso del pancreas se observo una disminucion importante de la cantidad de
células beta pancraticas en DM2 + Metformina en comparacion con ratas sanas y
DM2 + EACP conservandose la cantidad de células beta en ratas con DM2 tratadas
con EACP. Conclusiones: El tratamiento crénico de extracto acuoso de Cuphea
procumbens presenta un efecto protector en las células hepaticas y células beta en
ratas diabéticas tipo 2.

Palabras clave: Diabetes, histologia, higado, pancreas, plantas medicinales.
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ABSTRACT

Introduction: Diabetes is a chronic disease that affects a high percentage of the
population and its prevalence is increasing. In diabetes there are liver damage,
where fatty liver occurs, this condition can evolve to cirrhosis and liver cancer, and
death of B-pancreatic cells. The drugs control the circulating glucose levels but do
not protect the tissues against the damage caused by oxidative stress generated by
hyperglycemia, which the aqueous extracts of medicinal plants do offer. A clear
example is the creeping waxweed (Cuphea procumbens), which has a hypoglycemic
effect. Objective: To evaluate the protective effect through histological analysis of
the chronic administration of metformin and aqueous extract of Cuphea procumbens
in diabetic rats compared to healthy rats. Materials and Methods: Pancreas and
liver from the study groups: 1) Healthy, 2) DM 2+ Metformin, 3) DM 2 + Aqueous
extract (EACP), in 10% formalin. They were processed in the histokinette equipment,
which prepared the organs to proceed to its cutting in the microtome at 7
micrometers and its assembly in lamellae. They were stained with Hematoxylin-
Eosin and observed with 100X and 400X optical microscopy. Results: In the
histological analysis of liver in diabetic rats treated with metformin, alterations such
as fatty liver, simple steatosis were observed. Regarding cell morphology,
hepatocytes with balonant degeneration were observed, in addition to an
inflammatory infiltrate corresponding to chronic inflammation. In the case of diabetic
rats treated with EACP, histological and morphological characteristics of cells similar
to healthy rats were observed. In the case of the pancreas, a significant decrease in
the amount of pancreatic beta cells in DM2 + Metformin was observed compared to
healthy rats and DM2 + EACP, while the amount of beta cells was preserved in DM2
rats treated with EACP. Conclusions: The chronic treatment of aqueous extract of
Cuphea procumbens has a protective effect on liver cells and beta cells in type 2
diabetic rats.

Keywords: Diabetes, histology, liver, pancreas, medicinal plants.
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I. INTRODUCCION.

Para todo investigador o simple estudioso de un tema médico, en ocasiones, el
antecedente historico resulta esencial para la comprension cabal del mismo, asi
como para preveer o imaginar su evolucion futura. Muchas veces los sucesos
relacionados con un problema médico en cuestion se hallan diseminados o son
insuficientes, lo que favorece que no pocas veces el investigador parta de un hecho
no bien fundamentado histéricamente u obvie el mismo por carecer de esta
informacion. En el caso de la diabetes mellitus, enfermedad tan antigua como
nuestra civilizacion, los hitos en su historia son numerosos, y muchos de importancia
relevante para la ciencia. Las descripciones o investigaciones en torno a esta
enfermedad a través del tiempo han sido realizadas en muchos casos por grandes
hombres de ciencias que sus nombres han trascendido a la posteridad. En la época
contemporanea los estudios sobre los multiples aspectos de este mal han
proporcionado que no pocos cientificos alcancen renombre mundial y que incluso
hayan merecido varios Premios Nobel (Alvarez Aldama, D. y Rodriguez Bebert, Y.

2009).

El conocimiento de la antigiiedad de ciertas enfermedades ademas de su frecuencia
y persistencia en determinada region, época o poblacién contribuye, en el presente,
a plantear nuevos mecanismos de prevencidbn y ayuda a las poblaciones
susceptibles de sufrir esos problemas de salud. Se sabe que el origen y
mantenimiento de las enfermedades y en general de los desérdenes fisioldgicos, es

un proceso de alta complejidad y no reside exclusivamente en factores bioldgicos,
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sino que esta asociada causalmente a factores del ambiente fisico, a la estructura

social, y a la conducta humana (Gonzélez Cortés, A., 1980).

La diabetes mellitus era ya conocida antes de la era cristiana. En el manuscrito
descubierto por Ebers en Egipto, correspondiente al siglo XV antes de Cristo, se
describen sintomas que parecen corresponder a la diabetes. Fue Areteo de
Capadocia quien, en el siglo Il de la era cristiana, le dio a esta afeccion el nombre
de diabetes, que significa en griego sifon, refiriéndose al signo mas llamativo que
es la eliminacion exagerada de agua por el rifion, con lo cual queria expresar que el
agua entraba y salida del organismo del diabético sin fijarse en él. En el siglo Il
Galeno también se refirié a la diabetes. En los siglos posteriores no se encuentran
en los escritos médicos referencias a esta enfermedad hasta que, en el siglo X,
Avicena habla con clara precision de esta afeccion en su famoso Canon de la
Medicina. Tras un largo intervalo fue Tomas Willis quien, en 1679, hizo una
descripcidon magistral de la diabetes, quedando desde entonces reconocida por su
sintomatologia como entidad clinica. Fue él quien, refiriéndose al sabor dulce de la
orina, le dio el nombre de diabetes mellitus (sabor a miel) (Alvarez Aldama, D.,

Rodriguez Bebert, Y., 2009).

En 1775 Dopson identificO la presencia de glucosa en la orina. La primera
observacion necropsica en un diabético fue realizada por Cawley y publicada en el
“London Medical Journal” en 1788. Casi en la misma época el inglés Rollo consiguio
mejorias notables con un régimen rico en proteinas y grasas y limitado en hidratos

de carbono. Los primeros trabajos experimentales relacionados con el metabolismo
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de los glucidos fueron realizados por Claude Bernard quien descubrid, en 1848, el
glucégeno hepatico y provocé la aparicion de glucosa en la orina excitando los
centros bulbares mediante pinchaduras (Alvarez Aldama, D., Rodriguez Bebert, Y.,

2009).

En la segunda mitad del siglo XIX el gran clinico francés Bouchardat sefialo la
importancia de la obesidad y de la vida sedentaria en el origen de la diabetes y
marcé las normas para el tratamiento dietético, basandolo en la restriccion de los
glicidos y en el bajo valor caldérico de la dieta. Los trabajos clinicos vy
anatomopatologicos adquirieron gran importancia a fines del siglo pasado, en
manos de Frerichs, Cantani, Naunyn, Lanceraux, etc. y culminaron con las
experiencias de pancreatectomia en el perro, realizadas por Mering y Minkowski en

1889 (Chena J. A. 2001).

La busqueda de la presunta hormona producida por las células descritas en el
pancreas, en 1869, por Langerhans, se inicié de inmediato. Hedon, Gley, Laguesse
y Sabolev estuvieron muy cerca del ansiado triunfo, pero éste correspondio, en
1921, a los jovenes canadienses Banting y Best, quienes consiguieron aislar la
insulina y demostrar su efecto hipoglucemiante. Este descubrimiento significé una
de las mas grandes conquistas medicas del siglo actual, porque transformé el
porvenir y la vida de los diabéticos y abri6 amplios horizontes en el campo
experimental y biolégico para el estudio de la diabetes y del metabolismo de los

glucidos (Alvarez Aldama, D., Rodriguez Bebert, Y., 2009).
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1.1 DIABETES.

1.1.1 Problemética de la diabetes: prevalencia mundial, en México, en el
estado de Michoacén y el gasto que representa en el presupuesto del sector
salud.

Segun las estimaciones, 422 millones de adultos en todo el mundo tenian diabetes
en 2014, frente a los 108 millones de 1980. La prevalencia mundial (normalizada
por edades) de la diabetes casi se ha duplicado desde ese afio, pues ha pasado del
4,7% al 8,5% en la poblacion adulta. Ello supone también un incremento en los
factores de riesgo conexos, como el sobrepeso o la obesidad. En la Gltima década,
la prevalencia de la diabetes ha aumentado més deprisa en los paises de ingresos
bajos y medianos que en los de ingresos altos. En 2012, la diabetes provoco 1,5
millones de muertes. Un nivel de glucosa en la sangre superior al deseable provoco
otros 2,2 millones de muertes, al incrementar los riesgos de enfermedades
cardiovasculares y de otro tipo. Un 43% de estos 3,7 millones de muertes ocurren
en personas con menos de 70 afos. El porcentaje de muertes atribuibles a una
glucemia elevada o la diabetes en menores de 70 afos de edad es superior en los

paises de ingresos bajos y medianos que en los de ingresos altos (OMS, 2016).
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Fig. 1 Cifras de la diabetes en el mundo (tomado de Atlas de la Diabetes, 2017)

La Encuesta Nacional de Salud y Nutricion de Medio Camino 2016 exploroé el estado
de diversas enfermedades cronicas en México. Entre ellas, la diabetes en la

poblacién mexicana mayor de 20 afios de edad (OMENT, 2016).

Se encontr6 que la prevalencia de diabetes en el pais pasé de 9.2% en 2012 a 9.4%
en 2016, esto en base a un diagndstico previo de la enfermedad. Entre esta

poblacion:

e Las mujeres reportan mayores valores de diabetes (10.3%) que los hombres
(8.4%). Esta tendencia se observa tanto en localidades urbanas (10.5% en
mujeres y 8.2% en hombres) como en rurales (9.5% en mujeres, 8.9% en

hombres).
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« La mayor prevalencia de diabetes se observa entre los hombres de 60 a 69 afios
(27.7%), y las mujeres de este mismo rango de edad (32.7%) y de 70 a 79 afios

(29.8%) (OMENT, 2016).

De los adultos que reportaron un diagnéstico médico previo de diabetes, se encontro

lo siguiente:

e EI 87.7% de los adultos con diabetes recibe un tratamiento para controlar la
diabetes, cifra que aumentd ligeramente de la cifra de 85% en 2012.

e Eluso de insulina como tratamiento aumenté de 6.5% en 2012 a 11.1% en 2016,
asi como el uso conjunto de insulina y pastillas (6.6% en 2012 a 8.8% en 2016).

e Solo 2 de cada 10 adultos con diabetes se realiz6 una revision de pies en el
altimo afio (20.9%), esto es, en 21.1% de las mujeres y 20.5% de los hombres.

« La medicion de hemoglobina glicosilada, que aporta informacion acerca del
control de la glucosa de los ultimos 3 meses, se realiz6 en 15.2% de los pacientes
(12.1% de los hombres y 17.5% de las mujeres) en el afio previo.

e« Las complicaciones reportadas por los adultos diabéticos fueron: visién
disminuida (54.5%), dafio en la retina (11.2%), pérdida de la vista (9.9%) y
Ulceras (9.1%) en una de cada 10 personas diagnosticadas. Las amputaciones
se observaron en 5.5%.

e Como complicaciones adicionales se reporté ardor, dolor o pérdida de
sensibilidad en la planta de los pies en 4 de cada 10 diabéticos (41.2%), mientras

gue 2 de cada 10 no pueden caminar mas de 6 minutos sin sentir fatiga (20.4%).
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Por ultimo, 46.4% de los adultos con diabetes no realiza alguna medida

preventiva para retrasar o evitar complicaciones (OMENT, 2016).

La diabetes en México Spactes D¢ 108

Al menos 10 millones de habitantes estan diagnosticados con la enfermedad. muerencada  Pacientes

2 horas.
0 - Es la primera causa de
9 luga r muertes en el pais. gﬁamuy mal T
a nivel mundial 38 rilovos Skng F
ocupa el pais en 53;53 otras enfermedades se diagnostican.  Ontrolado
; 2 .
ngmero de casos > Hipertesisida cada hora. =
> Nefropatia " =
> Neuropatia (5) 38.4% —
> Arteriosclerosis estd mal -
® ® 6 & & o controlado
%
millones de pesos del presupuesto de laOMS  5.9% —e
6 de cada 10 personas con el mal nunca se habian medido el & el costo d? l_ﬂ es lo que representa la estd bien
azlicar en la sangre hasta llegar a la consulta. diabetes en México enfermedad controlado

Fig. 2 Control de diabetes en México (tomado de Instituto Nacional de Salud
Publica, 2016)

En México, las estimaciones existentes son muy variables con calculos de costos
de atencién por paciente que van desde 700 hasta 3,200 délares anuales
(Rodriguez-Bolafios R. A. y col, 2010), lo que se traduce en 5 a 14% del gasto en
salud destinado a la atencion de esta enfermedad y sus complicaciones, inversion
gque de acuerdo con la Federacion Internacional de Diabetes se relaciona
directamente con la tasa de mortalidad por esta causa (Federacion International de
Diabetes, 2012).

En México, la mortalidad por diabetes mellitus se ha incrementado constantemente
desde 1998 hasta 2014, llegando hasta las 94,029 defunciones, y se posicioné
como la causa numero uno de mortalidad a nivel nacional, segun datos del Instituto

Nacional de Estadistica, Geografia e Historia (INEGI) desde 2013. (INEGI, 2014).
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Tabla 1. Principales causas de muerte en México

Causa de muerte Numero de defunciones (%)

Causa de muerte Numero de defunciones (%)
1. Diabetes Mellitus 80,788 (24.7 %)
2. Enfermedades cardiovasculares 71,072 (21.73 %)
3. Enfermedades cerebrovasculares 31, 236 (9.55 %)
4. Cirrosis y enfermedades 28,392 (8.68 %)
hepaticas

5. Homicidios / Violencia 27,213 (8.32 %)
6. Enfermedad pulmonar 27,213 (8.32 %)
7. Hipertension 18,942 (5.79 %)
8. Accidentes vehiculares 16,615 (5.08 %)
9. Enfermedades respiratorias 16,401 (5.01 %)
10. Nefritis y Enfermedades renales 13,858 (4.24 %)

(INEGI, 2013)
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En Michoacan, existe una tasa de prevalencia de entre el 7.6 y el 8 por ciento de
diabetes, que comparado con otros estados es menor, ya que existen entidades
donde la cifra alcanza hasta un 12 por ciento. Es decir, que, por cada 100 personas
7 tienen esta enfermedad.

Los especialistas precisan que, del total de la poblacién con diabetes, solo el 25 por
ciento cuenta con metas de control, es decir, que puede hacer una vida sin
complicaciones, ya que de lo contrario puede derivar en ceguera 0 alguna

amputacion (Agencia Quadratin. 2018).
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Fig. 4 Distribucion de pacientes por control de la enfermedad (OMENT. 2019)
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Gasto que representa la diabetes mellitus.
El costo a nivel mundial, asi como las enfermedades concomitantes y
complicaciones de la diabetes asciende a los $376,000 mil millones de dolares. Para

2030 este numero ascendera a los 490,000 mil millones de ddlares (FDI, 2010).

1.1.2 Definicién

La diabetes es una grave enfermedad cronica que se desencadena cuando el
pancreas no produce suficiente insulina (una hormona que regula el nivel de
glucosa, en la sangre), o cuando el organismo no puede utilizar con eficacia la
insulina que produce (OMS, 2016).

La diabetes es un importante problema de salud publica y una de las cuatro
enfermedades no transmisibles (ENT) seleccionadas por los dirigentes mundiales
para intervenir con caracter prioritario. En las Ultimas décadas han aumentado sin
pausa el numero de casos y la prevalencia de la enfermedad (OMS, 2016).

La diabetes mellitus (DM) engloba varios padecimientos cronico-degenerativos que
actualmente han ido en aumento y constituyen un serio problema de salud publica
(Olvera Granados, C. P, y col. 2008).

Las hiperglucemias se clasifican principalmente en la DM de tipo 1 (también llamada
insulinodependiente, juvenil o de inicio en la infancia) se caracteriza por una
produccion deficiente de insulina y requiere la administracion diaria de esta
hormona. Se desconoce aun la causa de la diabetes de tipo 1 y no se puede prevenir
con el conocimiento actual. Sus sintomas consisten, entre otros, en excrecion
excesiva de orina (poliuria), sed (polidipsia), hambre constante (polifagia), pérdida

de peso, trastornos visuales y cansancio. Estos sintomas pueden aparecer de forma
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subita. Por otro lado, la DM de tipo 2 (también llamada no insulinodependiente o de
inicio en la edad adulta) se debe a una utilizacion ineficaz de la insulina. Este tipo
representa la mayoria de los casos mundiales y se debe en gran medida a un peso
corporal excesivo y a la inactividad fisica. Los sintomas pueden ser similares a los

de la diabetes de tipo 1, pero a menudo menos intensos (OMS, 2016).

1.1.2.1Sintomas
Los niveles altos de glucosa en la sangre pueden causar diversos sintomas, como:

e Vision borrosa

SINTOMAS DE LA DIABETES
e Sed excesiva (polidipsia) - & =
. _J- = 1 v'{
e Fatiga © L5 &
) . . . Orina frecuema y Pérdida de Sed excesva
e Miccion frecuente (poliuria) abundante peso
e Hambre (polifagia ite,
(polifagia) b P &
e Pérdida de peso = & Vision
. L. Falta de Hambre Cambios barrosa
L] Camblo de animo energia constante de animo

Fig. 5 Sintomas de la diabetes (Tomado de ADA,
2018).

Debido a que la diabetes tipo 2 se desarrolla lentamente, algunas personas con
niveles altos de glucemia son completamente asintomaticas. Los sintomas de la
diabetes tipo 1 se desarrollan en un periodo de tiempo corto y las personas pueden

estar muy enfermas para el momento del diagndéstico (OMS, 2016).

1.1.3 Tipos de diabetes.
Hay tres grandes tipos de diabetes. Las causas y los factores de riesgo son

diferentes para cada tipo (Asociacion Americana de Diabetes (ADA), 2018):
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e Diabetes tipo 1: puede ocurrir a cualquier edad, pero se diagnostica con

mayor frecuencia en los nifios, los adolescentes o adultos jévenes. En esta

enfermedad, el cuerpo no produce o produce poca insulina y se necesitan

inyecciones diarias de esta hormona. La causa exacta se desconoce

(Asociacion Americana de Diabetes, 2018).
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Fig. 6 Diabetes tipo 1 (Tomado de Atlas de la Diabetes de la FID, 2013)

e Diabetes tipo 2: corresponde a la mayoria de los casos de diabetes.

Generalmente se presenta en la edad adulta, aunque ahora se esta

diagnosticando en adolescentes y adultos jévenes debido a las altas tasas

de obesidad. Muchas personas con este tipo de diabetes no saben que

padecen esta enfermedad (Asociacion Americana de Diabetes, 2018).
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Fig. 7 Diabetes tipo 2 y Diabetes gestacional (Tomado de Atlas de la Diabetes de la

FID, 2013).
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e Diabetes gestacional: la glucosa es alta en la sangre que se presenta en
cualguier momento durante el embarazo en una mujer que no tiene diabetes

(Asociacion Americana de Diabetes, 2018).

1.1.4 Complicaciones metabdlicas a largo plazo.

La diabetes mellitus es una enfermedad metabdlica en la cual los niveles de glucosa
en la sangre aumentan. El metabolismo es un conjunto de reacciones quimicas que
transcurren en todos los seres vivos, en orden al mantenimiento de la vida, al
crecimiento de los individuos y a la reproduccion de los mismos. Los diabéticos
presentan un trastorno del metabolismo de los carbohidratos, las grasas y las
proteinas, debido a diversos factores: puede resultar como consecuencia de una
invasion viral, puede deberse a una predisposicion genética, la obesidad puede ser
un factor de riesgo, y puede tener como causa otros factores o la combinacién de
varios de ellos (pancreatitis, pancreatectomia, patologia en glandula tiroides y en
glandulas suprarrenales, etc.) (Carrillo Aguado, J. L., Perales Acosta, L. H. R.,

2000).

En la diabetes tipo 1 las alteraciones del metabolismo se deben a la destruccion de
las células B del pancreas. A medida que ésta progresa, los niveles de insulina
decrecen produciendo un aumento en la concentracion de glucosa en la sangre:
» La falta de la hormona produce una disminucién de la entrada de glucosa al
musculo y al tejido adiposo.
= Por otro lado, la disminucién de insulina en el higado, asi como el relativo

exceso de glucagén, producen un aumento en la degradacion del glucégeno
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y de la glucogénesis, lo que ocasiona un incremento adicional de la glucosa
sanguinea.

» El exceso en la concentracion de glucosa en sangre sobrepasa la capacidad
de reabsorcion en el rifidn y como consecuencia se elimina la glucosa por
orina arrastrando consigo agua y sales.

» La escasez de glucosa como fuente de energia da como consecuencia la
necesidad de utilizar las grasas y degradar las proteinas, principalmente
musculares, para la obtencion de amino&cidos.

» La degradacion proteica aumenta la produccién de urea y un balance
negativo de nitrogeno y la lipélisis también se favorece por la falta de glucosa
en el adipocito, ademas, el aumento relativo de glucagon produce la salida
de &cidos grasos, parte de los cuales se utilizan como combustible y /o se

transforman a cuerpos ceténicos en el higado (Fernandez M., 1996).

En la forma mas avanzada de la diabetes tipo 1, el catabolismo del glucégeno,
proteinas y en especial de lipidos, sobrepasa las necesidades nutricionales del
paciente y ocasiona un exceso de cuerpos cetdnicos, provocando cetoacidosis y
coma diabético. La cetoacidosis es una caracteristica clinica diferencial entre la
diabetes tipo 1 y 2; la diferencia radica en la cantidad de insulina producida entre
los dos tipos del padecimiento, aparentemente, la pequefia cantidad de insulina
producida en la diabetes de tipo 2 es capaz de bloquear la produccién de acidos
grasos a partir de la lipdlisis, lo que evita la sobreproduccion de cuerpos cetonicos

(Brito M., y col. 1996).
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En general, los desarreglos metabdlicos en la diabetes tipo 1 se explican por la falta
de insulina, sin embargo, las bases metabdlicas de la diabetes tipo 2 no son tan

evidentes (Fernandez M., 1996).

Bajo el término de complicaciones crénicas de la DM se agrupa un conjunto de
procesos causados a largo plazo por las alteraciones metabdlicas caracteristicas de
la DM. Una clasificacion de dichas complicaciones se puede observar en la siguiente

tabla 2 (L6pez de la Torre, M. y col., 1997):

Tabla 2. Clasificacion de las complicaciones crénicas de la diabetes mellitus.

1. Complicaciones microvasculares
e Nefropatia diabética.
e Neuropatia diabética.
¢ Retinopatia diabética.
2. Complicaciones macrovasculares
e Arteriopatia periférica.
e Enfermedad cerebrovascular.
e Cardiopatia isquémica.
Miocardiopatia diabética.
3. Complicaciones no vasculares
e Oculares: glaucoma, cataratas.
e Renales: necrosis papilar renal, infecciones urinarias.
e Cutaneas.
e Determinadas formas de neuropatia.
(Lépez de la Torre, M. y col., 1997).

Las alteraciones metabdlicas de la Diabetes mellitus son:

1) La microangiopatia, esto es, los problemas circulatorios causados por el dafio
de la pared de vasos sanguineos pequefos por glicosilacion proteica (aumento de
glucosa en la sangre que se combina con las proteinas debido a un tratamiento

inadecuado) que altera las funciones de la capa interna de los vasos sanguineos,
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matando a las células por falta de oxigeno y los tejidos se empiezan a lesionar,
alterdndose su funcién, por ejemplo: insuficiencia renal, retinopatia, y gangrena en
miembros inferiores (gangrena seca, debido a que no hay microbios, y himeda en
caso de infeccion) (Carrillo Aguado, J. L., Perales Acosta, L. H. R., 2000).

2) La macroangiopatia, que afecta la pared de los grandes vasos, y forma
ateroesclerosis, placas de ateromas que cierran la circulacion. En este caso, la
glicosilacion se produce sobre las lipoproteinas, se obstruye la luz o flujo del vaso,
una placa de ateroma obstruye un tramo del vaso por dentro (algo parecido a lo que
ocurre cuando hay colesterol, en cuyo caso es arterioesclerosis) y puede producir

infarto al miocardio (Carrillo Aguado, J. L., Perales Acosta, L. H. R., 2000).

Las complicaciones principales de la diabetes mellitus son:

a) Retinopatia. Causada por la microangiopatia (segun explicamos lineas arriba),
que altera todas las células del organismo. El exceso de glucosa provoca
glicosilaciéon de las proteinas y altera la retina. Se presentan pequefias hemorragias
en la parte inferior de la retina, que la van desprendiendo de su sitio anatomico y se
pierde la vision. Es una complicacién a largo plazo, que tarda aproximadamente 15
afios en presentarse. Hay que tener mucho cuidado en mantener los niveles
adecuados de glucosa para retardarla o evitarla, ya que provoca ceguera
irreversible. El control se favorece con determinaciones trimestrales de hemoglobina
glicosilada.

b) Nefropatia, alteracion patolégica del rifibn, que por la microangiopatia cae
progresivamente en insuficiencia renal hasta que alcanza una fase terminal, que

deriva en la muerte. Es debido a esta complicacién que se aplican tratamientos
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como didlisis 0 hemodialisis y trasplantes renales para corregir la falla del rifién. Hay
dos rifilones, se puede vivir con uno, pero en el caso de la microangiopatia, se
lesionan ambos rifiones.

c) Coma diabético. El mal manejo en el control del nivel adecuado de glucosa en
la sangre deriva en falta de insulina o en insulina de baja calidad, lo que ocasiona
el aumento del nivel de la glucosa plasmética, que no es introducida en la célula. La
célula es como una fabrica que necesita de combustible, y si el energético (glucosa)
no es aprovechado, se encuentra situado fuera de la célula, lo que aumenta la
presion osmatica, que atrae el agua de la célula, la deshidrata y la obliga a quemar
las grasas por falta de otros nutrientes. Lo que ocurre en seguida es la obtencion de
glicerol y &cidos grasos libres (por la degradacion de las grasas), que metabolizan
a la formacion de cuerpos ceténicos de naturaleza acida y sobreviene un
desequilibrio del pH (potencial de hidrégeno, que indica el equilibrio o la dominacion
de acidos o bases en un ambiente dado), lo que altera la homedstasis o equilibrio
general del organismo. La glucosa en sangre atrae agua, que es eliminada por el
rifidn, lo que produce deshidratacion y sale el azlcar en la orina, que es mucha, lo
que le provoca polifagia y polidipsia al paciente, debido a una necesidad de
recuperar energia. La alteracion metabdlica producida asi se denomina cetoacidosis
diabética, y cuando altera el sistema nervioso y provoca una encefalopatia, se
produce una pérdida de conciencia, que se denomina estado de coma. Cuando a
través del coma diabético se llega a la muerte, se trata de un coma hiperglucémico.
d) Infarto al miocardio. Este es debido a la obstruccion de alguna de las arterias
coronarias por placas de ateroma, provocando hipoxia y muerte en una zona del

musculo cardiaco, lo que en consecuencia altera la funcion primordial del corazon.
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e) Coma hipoglucémico. Otra alteracion metabdlica aguda de la diabetes mellitus
ocurre cuando se inyecta insulina o se dan medicamentos hipoglucemiantes (que
bajan el nivel del azlcar en la sangre) en exceso, la glucosa se metaboliza en las
células y se baja el nivel de glucosa en sangre. Se cae en un coma por hipoglicemia,
mas peligroso aun que el coma diabético, por baja cantidad de azlcar. El paciente
esta inconsciente, tembloroso, causado por excesiva dosificacion de insulina o
hipoglucemiantes. El diagnostico se determina con una glicemia, donde se
establece una baja alarmante en el nivel de glucosa (Carrillo Aguado, J. L., Perales

Acosta, L. H. R., 2000).

1.1.5 Diabetes y estrés oxidativo.

El estrés oxidativo (EOx) es un proceso caracterizado por un desequilibrio
bioquimico entre la produccion de radicales libres (RL) o especies reactivas con
respecto a los antioxidantes a favor de los primeros con implicaciones en la
homeostasis del organismo por dafio a nivel celular, tisular y sistémico. EI EOx ha
sido asociado con el mecanismo fisiopatolégico de mas de 100 enfermedades
cronico-degenerativas, entre las que se pueden destacar a la ateroesclerosis, el
cancer, la artritis reumatoide, enfermedad de Alzheimer y la DM (Rosado Pérez, J.
y col. 2007).

Los RL no son moléculas que deban considerarse estrictamente como dafiinas, ya
que se generan de manera natural durante el metabolismo, el proceso de
respiracion, en la fagocitosis, en las reacciones donde intervienen enzimas de la
familia de las NADPH oxidasas asociadas al metabolismo del acido araquidonico

como la ciclooxigenasa, la lipooxigenasa, el citocromo P450 y como respuesta a la
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exposicién a exdgenos como los rayos UV, radiaciones ionizantes, la contaminacién
ambiental, el humo de cigarrillo, el ejercicio excesivo, entre otros (Rosado Pérez, J.
y col. 2007).

Los principales RL que se originan son los derivados de la respiracion aerobia y se
denominan especies reactivas de oxigeno (EROs), los cuales se forman por la
reduccion secuencial del oxigeno, originando primero al ion radical superéxido,
posteriormente al peroxido de hidrogeno (que no es un radical como tal, pero es una
especie muy oxidante) y finalmente al radical hidroxilo que es el mas reactivo de

todos (Figura 8) (Halliwell, y col., 1992).

05 +1e 05" +_1__e+2|_’j H202 _:1_6_’ OH_.+1gi—2tL2H20

0,850, SOD »H0, —CATy 2H,0 + O,
+ Fe*?
2GSH
L-arginina NOS. NO ° OH® +OH +Fe™ 2H,0 + O,

ONOO™ —> OH® +NO»

Fig. 8 Reaccion de reduccion secuencial del oxigeno con la generacion de
radicales libres de oxigeno (Modificado de: Halliwell, y col., 1992).
El producto final de la cadena de reacciones, puede ser la molécula de agua, en
cuyo caso hay menores posibilidades de dafio al organismo; sin embargo,
considerando que este es un sistema dindmico, es probable que se den otras

interacciones bioquimicas que conduzcan a la generacién y acumulacién de RL en
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lugar de desintoxicar a las células; condiciones como la presencia de iones
metélicos reductores, compuestos derivados de nitrdgeno o deficiencia en los
donadores de electrones necesarios para remover o estabilizar a los RL puede
causar un exceso de éstos (Figura 8) (Halliwell, y col. 1992).

El medio por el cual el organismo contrarresta la accion potencialmente nociva de
las especies oxidantes son los sistemas antioxidantes y su eficiencia depende de
su capacidad de actuacion tanto intra como extracelularmente. Asi, un antioxidante
se define como aquella sustancia que presente en bajas concentraciones en
relacion a un sustrato oxidable, previene o retarda la oxidacién de tal sustrato. Los
antioxidantes utilizan varios mecanismos de accién y con base en esto se han

clasificado en primarios y secundarios (Tabla 3) (Rosado Pérez, J. y col. 2007).

Tabla 3. Clasificacion de los diferentes antioxidantes.

Antioxidantes primarios.  Antioxidantes secundarios

Enzimas Proteinas
Superoxido dismutasa Transferrina Vitamina C
(SOD) Vitamina E
Glutatién peroxidasa Ceruloplasmina Vitamina A y carotenos
(GPx)
Catalasa (CAT) Albumina Acido arico
Metalotioneinas Bilirrubinas
Albamina
Melatonina
Estrogenos

(Rosado Pérez, J. y col. 2007)

Los antioxidantes primarios actian en la prevencion de la formacion de los RL y en
la captura de compuestos que propician su transformacion en radicales mas
dafinos. Entre éstos encontramos a los enddégenos como las enzimas superoxido

dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y glutation peroxidasa (GPx), la SOD dismutasa

-35-



al radical anion superoxido en peréxido de hidrégeno, el cual a su vez es
descompuesto por la CAT o la GPx hasta agua; entre este tipo de antioxidantes
también encontramos a las proteinas atrapadoras de metales que evitan la
interaccion de los radicales ya formados con los cationes metéalicos para proteger a
las células de generacién del radical mas dafino que es el hidroxilo (Niki E., 1999).
Los antioxidantes secundarios actian una vez formado el radical, evitan su
propagacion al cederle electrones y convertir a si mismos en un radical menos
reactivo y mas facil de eliminar, entre éstos hay enddégenos como los estrogenos,

acido urico y bilirrubinas o exdégenos como las vitaminas (Niki E, 1999).

1.1.5.1 Mecanismos por los que se incrementa el estrés oxidativo (--
hiperglucemia--)

En la tabla 4 se presentan algunas evidencias de la presencia de EOx en los sujetos
diabéticos y su incremento en el caso de presentar complicaciones (Rosado Pérez,
J. y col. 2007).

Tabla 4. Evidencias de la relacién entre el estrés oxidativo y la diabetes

mellitus con y sin complicaciones.

Autor- Objetivo Universo de Parametros Hallazgos
afno estudio determinados
Caplés 'y Evaluar niveles de Humanos MDA-TBA, Niveles de MDA
cols. 2001  marcadores de actividad de significativamente
EOx en diabéticos. SOD, CATy mayores en
GSH. diabéticos, CAT Y
GSH menores y
SOD menor sin
significancia.
Davidsony Determinar RL Humanos Radicales libres, Sujetos con DM
cols. 2002  usando resonancia Hidroperéxidos, = mayores niveles de
spin electrén en MDA-TBA, RL y de
diabéticos. vitamina E, hidroperoxidos, no
vitamina C hubo diferencia en
MDA,; Vit. E
Vander Jagt Evaluar Humanos sanos, Organoperoxidos, Organoperoxidos
y cols. 2001 marcadores de diabéticos MDA-TBA, mayores en sujetos
s/complicaciones, vitamina E, con DM, niveles de
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Varvarovska
y cols.

Bhatias y
cols. 2003

Ziegler y
cols. 2004

Saxenay
cols. 2005

Sakai y
cols. 2003

Blanco-
Hernandez
y cols. 2004

EOx en sujetos
con DM1.

Confirmar
presencia de EOx
en niflos con DM.

Evaluar EOx en
pacientes con DM2
cony sin
neuropatia.

Evaluar
marcadores de
EOx y relacion con
neuropatia.

Evaluar EOx e
hipertrigliceridemia
postpandrial en
sujetos con DM2.

Evaluar efecto de
especies reactivas
de oxigeno (ERO)
sobre secrecién de
insulina en células
beta pancreéticas.

Determinar grado de
EOx en adultos
mayores con DM2
VS sanos.

diabéticos c/
complicaciones.

Nifios sanos,
ninos con DM.

Humanos sanos,
diabéticos
c/neuropatia,
diabéticos s/
neuropatia.

Humanos sanos,
diabéticos
¢/neuropatia,
diabéticos
s/neuropatia.

Humanos sanos,
diabéticos
c/complicacion
macrovascular y
diabéticos si
ésta.

Cultivo celular
MINSG, islotes
pancreaticos de
rata y humano.

Ancianos con y
sin DM2

vitamina C y GSH
en leucocitos.

Actividad de
SOD, GSH, dafio
al ADN (ruptura
de hebras),
capacidad de
reparacion.

MDA, nitritos,
nitratos, actividad
de SOD, GHS,
CAT.

8-
isoprostaglandina
anién superoxido,
peroxinitrilo,
vitamina C,
vitamina E.

TBAR, actividad
de GSH y SOD
eritrocitaria.

ERO, secrecion
de insulina.

MDA-TBA,
actividad SOD,
GPx y capacidad
antioxidante total
(AT).

TBARS y Vit. E sin
diferencia, Vit. C y
GSH menor en
diabéticos al
comparar con
sanos.

Menor actividad de
SOD y GSH en los
diabéticos, no
diferencia en el
dafio al ADN, mayor
capacidad de
reparacion en
diabéticos.

MDA mayor en
diabéticos vs
controles, en sanos
nitritos menores y
mayor SOD y CAT;
CAT y GSH menor
en DM c/nefropatia
VS sanos y vs DM
s/nefropatia.

EOx es mayor en
sujetos con DM vs
sanos,
independientemente
de la neuropatia,
mayor grado de
EOx en sujetos con
neuropatia.

Menor actividad de
SOD y GSH en
diabéticos, TBAR
mayor en sujetos
con complicaciones
VS sujetos sin
complicaciones o
sanos.
Hiperglucemia
inducida genera
ERO
mitocondriales,
éstos inhiben la
primera fase de
secrecion de
insulina en células
beta.

Actividad de SOD y
AT menor en
ancianos con DM2.

EOx: estrés oxidativo; MDA-TBA: malondialdehido-acido tiobarbitdrico; SOD: superoxido dismutasa;
GSH: glutation; CAT: catalasa; RL: radicales libres; DM: diabetes mellitus; GPx: glutation peroxidasa.

(Rosado Pérez, J. y col. 2007)

-37 -



Como muestran las evidencias, el equilibrio entre oxidantes y antioxidantes se ve
alterado en los sujetos diabéticos, independientemente del grupo de estudio, ya que
se observa una disminucion en la actividad de los antioxidantes, mientras se da un
incremento de los productos de oxidacién, el cual es detectable con técnicas mas
finas o cuando existe mayor dafio e incluso complicaciones. Al respecto, se ha
propuesto la determinacion de los marcadores biolégicos de estrés oxidativo (EOX)
en los sujetos diabéticos como parte del protocolo diagndstico y prondstico, ademas
de recomendar el uso de antioxidantes con fines preventivos y terapéuticos en estos
enfermos (Villa Caballero L. y col., 2000). En este sentido, el estrés oxidativo (EOXx)
presente en los sujetos diabéticos se asocia con la hiperglucemia crénica que
caracteriza a esta enfermedad, ya que ante un exceso de glucosa circulante se
activan varias vias metabodlicas no muy usuales en el organismo, lo que conduce a
la generacion de otros metabolitos entre los cuales se encuentran RL de oxigeno
(Ceriello A. 2003).

De lo anterior, se han descrito varias rutas metabdlicas vinculadas con el estrés
oxidativo (EOx) e implicadas en las complicaciones de la diabetes mellitus 2, entre
ellas encontramos la ruta del sorbitol (0 de la aldosa-reductasa), la de la
glucosilacion no enzimética de proteinas, la auto-oxidacién de la glucosa, la
modificacién de la actividad de la protein-cinasa C, la pseudohipoxia, el metabolismo

alterado de lipoproteinas y la alteracion via citocinas (Gugliucci, 2000).

De entre todas las mencionadas, las vias de la auto-oxidacion de la glucosa, la del
sorbitol y la glucosilacion no enzimatica de proteinas han sido las mas estudiadas

(Figura 9).
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Riperglucemia crénica
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de tejidos
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TEstr&s oxidativo T Estrés oxidativo TRadcaIes libres

1 Estrés Sxidativo

Fig. 9 Principales vias metabdlicas activadas por la hiperglucemia cronica
vinculadas con el desarrollo de estrés oxidativo en sujetos diabéticos (Gugliucci,
2000).

Durante la auto-oxidacién de la glucosa se generan productos oxidantes a partir de
la enolizacién de la glucosa (forma aciclica, principalmente en solucion alcalina), de
entre ellos se ha demostrado que el gliceraldehido en presencia de metales
pesados, como el Fe*?, puede formar el radical anién superoxido, y éste, como se
ilustra en la figura 8 puede ser convertido en agua a través de las enzimas
antioxidantes o generar otros radicales mas dafinos dependiendo de las

condiciones (Robertson P. R. y col., 2004).

Con relacion a la via del sorbitol, se propone que, dados los niveles altos de glucosa
circulantes en la sangre, se sigue la via metabdlica de la enzima aldosa reductasa,
ésta es de baja afinidad a concentraciones normales de glucosa, genera sorbitol a

partir de la glucosa y utiliza al NADPH (nicotinamida adenindinucleétido fosfato)
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como cofactor. Debido a que el potencial antioxidante del glutation depende del
suministro de NADPH (pues lo requiere para su regeneracion), el flujo de este
cofactor por otra via, como la del sorbitol, altera el balance oxidantes-antioxidantes
hacia el lado de los primeros propiciando estrés oxidativo (EOx) (Gugliucci A., 2000).
Ademas, se ha demostrado que el sorbitol asi generado tiene efectos sobre la
fisiologia de las células, que toman libremente la glucosa (y que contienen la enzima
aldosa reductasa) como son el lente del cristalino, las neuronas, los glébulos rojos
y las nefronas, que sufren cambios osmoticos y en la permeabilidad por el
incremento de sorbitol, propiciandose la opacidad en el cristalino, la disminucién en
la velocidad de conduccion nerviosa, alteraciones de las funciones de la nefrona,

etc. complicaciones tipicas de los pacientes diabéticos (Triana M. M., 2001).

1.1.5.2 Productos de Glicacién Avanzada

Los productos finales de glicacion avanzada (advanced glycation end products,
AGESs) son un grupo heterogéneo de moléculas generadas por medio de reacciones
no enzimaticas de glicacién y de oxidacion de proteinas, lipidos y acidos nucleicos
(Carvajal, C., 2015).

Los AGEs son un espectro de compuestos heterogéneos que derivan de proteinas,
lipidos y acidos nucleicos que son glicados y oxidados en forma no enzimatica en
un proceso llamado reaccion de Maillard (Hegab, Z. y col., 2012). La glucosa tiene
un papel primordial en el proceso debido a su alta concentracion en el plasma,
aunque otros azucares reductores son implicados también (fructosa, galactosa,

manosa y xilosa) (Piarulli, F. y col., 2013).
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La reaccion de Maillard se inicia como una reaccién entre el grupo carbonilo de un
azucar reductor y el grupo amino libre de una proteina, de un lipido o de un &cido
nucleico y lleva a la formacion de una Base de Schiff inestable. Esta reaccién es
reversible y requiere de pocas horas para ocurrir (Watkins, N. G. y col., 1985).

A través de varias semanas estos compuestos labiles originan un producto Amadori
mas estable. Posteriormente y en plazo de meses a afios una pequefa parte de los
compuestos Amadori sufre otras reacciones irreversibles (oxidacion, deshidratacién
y degradacién) originando los AGEs, que son compuestos altamente estables
(Figura 10) (Schalkwijk, C. & Miyata, T., 2012). En las proteinas los AGE se forman
sobre residuos de lisina o arginina predominantemente (Ramasamy, R.y col., 2012).
Ademas de la reaccion de Maillard otras vias pueden originar los AGEs, como por
ejemplo la auto-oxidacion de la glucosa y la peroxidacién de los lipidos que originan
derivados dicarbonilicos a partir de un incremento del estrés oxidativo (Luevano, C.

& Chapman, K., 2010).

CQOH C-H R
HO HO HO
—
OH —_— OH H
+ HO —*  AGEs
NH2 JN—H
OH proteina protein
Proteina azlcar Base de Schiff Amadori

Fig. 10 Representacion esquematica de la reaccion de Maillard (Schalkwijk, C. &
Miyata, T., 2012)
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Quimicamente hablando es una reaccion que sucede en tres etapas, la primera
etapa se da por la adicion de un grupo amino primario (de una proteina o de
fosfolipidos) al grupo carbonilo del azucar, formandose una base de Schiff, este es
un compuesto poco estable pero si no disminuye la concentracion de glucosa
circulante puede avanzar hacia la segunda etapa de la reaccioén con la formacién
de un compuesto que se ha llamado genéricamente como compuesto de Amadori,
en el cual se da nuevamente un re-arreglo interno para mayor estabilidad pero que
genera mas carbonilos reactivos; hasta este punto la reaccion es todavia reversible
y puede regresar hacia la base de Schiff e incluso hasta la parte inicial si disminuye
la concentracion de glucosa; sin embargo, si la reaccion no se revierte, los grupos
carbonilos de los productos de Amadori son capaces de reaccionar nuevamente con
grupos amino de proteinas y originar moléculas mas grandes por el
entrecruzamiento del azlcar con otras proteinas (tercera etapa), los compuestos
asi generados se han denominado productos finales de glicosilacion no enzimatica
0 AGEs que son estructuras fluorescentes, que se forman lentamente en reacciones
fuertemente desplazadas hacia la derecha, es decir hacia la formacion de los
productos y que se ven propiciadas por la presencia de oxigeno y metales
reductores (Flecha L. G., y col., 2000).

Esta reaccion puede afectar la funcionalidad de las células, ya que la glicosilacion
afecta la actividad biologica de las proteinas, por medio de tres mecanismos
generales: la modificacion de proteinas extracelulares (de bajo recambio), el
desencadenamiento de procesos intracelulares por unidbn a receptores
extracelulares y alteraciones de proteinas intracelulares (Vlassara H., Palace M. R.,

2002).
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En los sujetos diabéticos, donde se conjuntan las condiciones para que se generen
los AGEs, se ha descrito la unidén de éstos a receptores especificos del tipo de las
gammaglobulinas, en la superficie celular de macréfagos, monocitos y células
endoteliales, desencadenando la liberacion de RL de oxigeno y EOx (Flecha L. G.,
y col., 2000).

Es asi como la hiperglucemia cronica se ha vinculado con el EOx en los pacientes
diabéticos, en los cuales se han descrito niveles elevados de marcadores de
oxidacion, ademas de asociacion con el control glucémico y los AGEs (Flecha L. G.,
y col., 2000).

Por otro lado, se ha vinculado al EOx con los niveles bajos de insulina en los
pacientes diabéticos, ya que se ha demostrado que las células beta del pancreas
no son inmunes al dafio por los RL, asi que ya instalada la enfermedad es posible
que empeore la situacion del sujeto diabético, dado que disminuye la secrecion de
insulina en el pancreas por interferencia de los RL sobre el proceso normal de
produccion y secrecion de insulina (Rosado-Pérez, J., Mendoza-Nufiez V. M., 2007).
1.2. Efectos sobre los mecanismos de defensa contra el estrés oxidativo.

Antioxidantes primarios y secundarios.

Como se menciona anteriormente el estrés oxidativo (EOx) es un proceso
caracterizado por un desequilibrio bioquimico entre la produccién de radicales libres
(RL) o especies reactivas con respecto a los antioxidantes a favor de las primeras
con implicaciones en la homeostasis del organismo por dafio a nivel celular, tisular
y sistémico. (Rosado Pérez, J. y col. 2007).

Por lo que las reacciones de oxidacion son esenciales en los procesos metabdlicos

celulares, ya que dichas reacciones involucran la transferencia de electrones que
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producen RL (Sohal R. E., 1993). Esta situacién es incompatible con la vida, a
menos que existan en las células mecanismos de defensa que neutralicen los RL.
A estas defensas se les denomina antioxidantes y se considera como tal a cualquier
sustancia que en concentraciones normales posea una afinidad mayor que
cualquier otra molécula para interaccionar con un RL. El antioxidante al colisionar
con él, le cede un electrén oxidandose y transformandose en un RL débil no toxico
(Turnes J. 1994), (Rodriguez C, y col. 1995), (Montero E., 1996).

No todos los antioxidantes actian de esta manera, los llamados enziméticos,
catalizan o aceleran reacciones quimicas que utilizan sustratos que reaccionan con
los RL. De lo dicho anteriormente se deduce que los antioxidantes pueden ser
enzimaticos o no. Estos se clasifican en enddgenos (se encuentran en el organismo
y son sintetizados por sus células) y exdgenos (ingresan a través de la dieta) (tabla
5) (Mayor-Oxilia, R. 2010).

Tabla 5. Clasificacion de los antioxidantes.

Exdégenos Endbgenos
No enzimaticos.
Vitamina E (VE) Glutatién. Coenzima Q
Vitamina C (VC) Acido tidtico.
Betacaroteno (BC) Enzimaticos. Cofactor.
Superéxido dismutasa (SOD), cobre,
Flavonoides manganeso, zinc. Catalasa (CAT),
hierro
Licopeno Glutatién peroxidasa (GPX)
Selenio

(Mayor-Oxilia, R. 2010)
A. Vitamina C: Neutraliza el oxigeno singulete. Captura radicales hidroxilo. Regenera la forma oxidada de
la vitamina E.
Vitamina E: Neutraliza el oxigeno singulete. Captura radicales hidroxilo. Captura aniéon superoxido.
Neutraliza peréxidos.
Betacarotenos: Neutraliza el oxigeno singulete ( &tomo de oxigeno en un estado excitado).
SOD: Eliminan el anién superodxido.
CAT y GPX: Previene la reduccion del peréxido de hidrogeno para formar el radical hidroxilo (Jiménez
I. y col. 2000).

w

moo
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Dentro de los antioxidantes es importante destacar a ciertos oligoelementos cuya
incorporacion al organismo es necesaria por constituir parte del ndcleo activo de las
enzimas antioxidantes. Estos oligoelementos son: cobre, zinc, selenio, magnesio y

hierro (Jiménez I. y col. 2000).

1.2.1 Mecanismo de defensa antioxidante del organismo.

Los mecanismos de defensa del organismo son variados, pero no suficientes para
prevenir la oxidacion. Un mecanismo de caida del antioxidante produciria un
desbalance que podria causar efectos, llamado estrés oxidativo (Speisky H., 2006).
En la tabla 6 se observa la funcidon de las enzimas, que representan la importancia

en la defensa antioxidante en la mayoria de las células expuestas al oxigeno (Veiga

E. y col, 1997).
Tabla 6. Mecanismos de defensa.
Mecanismo de Referencias Funcion Participante
defensa.
Conjunto de proteinas. Si  Favorece la remocidon e Enzimas
bien los alimentos no de radicales libres de o Glutation
contribuyen a las especies pro peroxidasa
Enzimatico enzimas, contribuyen a oxidante. e Catalasa
los micros minerales e Superéxido
requeridos para la dismutasa
biosintesis de tales
enzimas.
Conjunto de moléculas ¢ o-tocoferol
gue interactda con los (Vitamina E)
radicales libres. La mayor e Acido ascérbico
parte de las moléculas Defensa antioxidante (Vitamina C)
No enzimaticos contribuyen a la defensa en el organismo. e Beta caroteno o
antioxidante, proviene de Provitamina A
nuestra alimentacion. e Proteinas
transportadoras de
metales de
transicion.

e Captadores de
radicales libres
(polifenoles)

(Veiga E. y col. 1997).
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1.3. Pancreas

1.3.1 Descripcion del pancreas

El pancreas es una glandula con forma de pera, que ocupa una posicion profunda
en el abdomen a nivel de la primera y segunda vértebras lumbares y por detras del
estbmago, proximo al intestino delgado, el higado, el bazo, y la vesicula biliar.
Forma parte del contenido del espacio retroperitoneal. Mide entre 15y 23 cm de
largo, 4 de ancho y 5 de grueso, con un peso que oscila entre 70 y 150 g. Se divide
en varias regiones llamadas cabeza, cuello, cuerpo y cola. Esta en intimo contacto
con estructuras vasculares vitales como la vena cava inferior, la arteria aorta, y las
arterias que irrigan el intestino y el higado (Carrato Mena, A., 2017).

El pancreas posee cuatro partes bien diferencias: 1) La cabeza, que es la parte
ancha que se encuentra en la parte derecha. 2) El cuello, que es la parte que une
el cuerpo a la cabeza y se encuentra bajo el duodeno. 3) El cuerpo, que es la parte
central del pancreas con forma de prisma de 3 caras. 4) La cola, que es la
prolongacion del cuerpo y se extiende hasta el bazo

Es un érgano muy dificil de palpar y en consecuencia no siempre se detectan sus

anomalias a través de un examen fisico (Carrato Mena, A., 2017).
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Fig. 11 Ubicacion del pancreas en el cuerpo humano (Carrato Mena, A., 2017).

El pancreas tiene una parte exocrina cuya funcion es digestiva y una parte endocrina

con funciones metabdlicas (Carrato Mena, A., 2017):

= Funcion exocrina: Es fundamental en el proceso de la digestion. El
pancreas secreta enzimas (las mas conocidas la amilasa y lipasa) cuya
funcién consiste en descomponer quimicamente las grasas y proteinas
ingeridas en pequefas porciones que pueden ser absorbidas por el intestino.
Por lo tanto, una de las primeras consecuencias de procesos que afectan la
correcta excrecion de estos enzimas, como determinados tumores
pancreaticos o la pancreatitis cronica, es una rapida pérdida de peso y
tendencia a la diarrea por falta de absorcion de grasas y proteinas y
presencia de grasas en las heces, respectivamente. La funcion exocrina se
encuentra presente en todo el pancreas, aunque con un claro predominio en

la cabeza pancreética (Carrato Mena, A., 2017).
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*» Funcion endocrina o de produccion de hormonas: La mas importante de
ellas es la insulina, fundamental para la regulacion de los niveles de glucosa
en la sangre. Las células responsables de la produccion de estas hormonas
no se encuentran distribuidas de forma homogénea por todo el pancreas,
sino que se concentran en grupos de células que se denominan islotes de
Langerhans. A diferencia de la funcion exocrina, la funcién endocrina se
concentra principalmente en el cuerpo y la cola del pancreas, si bien pueden
hallarse “islotes de Langerhans” en todo el pancreas. Estos islotes de
Langerhans o islotes pancreaticos son unos acumulos de células que se
encargan de producir hormonas como la insulina y el glucagén, con funcion

netamente endocrina (Carrato Mena, A., 2017).

1.3.2 Tipos y funciones de las células que conforman al pancreas

El pancreas esta cubierto por una capa de tejido conectivo, rico en células
mesoteliales, con finos tabiques que dividen a la glandula en I6bulos. Las células de
los islotes estan delimitadas en forma incompleta por una capa delgada de tejido
conectivo reticular que se continda en el interior de los islotes en escasa cantidad
(Ross, M., y col. 1997)

El tejido endocrino adulto contiene cuatro tipos celulares diferentes, con mayor
densidad en la zona de la cola. Estas células son: 1) Células productoras de insulina
0 B, que representan 70%; 2) Células productoras de glucagdn o a, que representan
20%; 3) Células productoras de somatostatina o 8, que representan entre 5 a 10%,
y 4) Las células productoras del polipéptido pancreatico o PP, que abarcan

alrededor de 2% (Olvera G. C. P. y col. 2008).
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Existen algunos tipos celulares secundarios, las células productoras del polipéptido
intestinal vasoactivo (VIP o células DI) y las células secretoras mixtas (EC o
enterocromafines). Estos grupos estan contenidos en una estructura altamente
organizada, donde las células 3 estan en el interior del islote y el resto de los grupos
celulares se encuentra en la periferia. La organizacion del aporte vascular permite
llevar la sangre del nucleo a la periferia y se le conoce como BAD (3-a-0) por su
forma centrifuga de aporte vascular (Olvera G. C. P. y col. 2008).

Otro tipo celular, recientemente encontrado en la periferia del islote pancreatico, es
el parecido a las células neuronales de Schwann, ocupan menos de 1% y se cree
que podrian ser importantes en la regeneracion pancreatica (Olvera G. C. P. y col.

2008).

Conducto Conducto pancreatico prinapal

biliar

Pancreas exocrino

Las células acinosas producen y
secretan enzimas digestivas y
bicarbonato que son transportados
al sistema ductal hada el intestino

uodenc Chara del R4
Duodeno Cabeza del pancreas

Pancreas endocrino B

Tipo celular Homona P

@ v 15-20%

@ 60-80% Insulina

@3 5-10% Somatostatina

OPP = 2% Polipéptido pancreético

Células de Schwann (< | 96) odificado de Vinik et ai, 2004

Fig. 12 Representacion de la anatomia e histologia pancreética (Olvera G. C. P.y

col. 2008).
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Se postula que existen dos fases en la embriogénesis pancreatica: la primera
transicion y la segunda transicion (Brandan, N. C. y col. 2011).

En la primera transicion, a partir de células madre pluripotenciales del endodermo
se inicia la diferenciacién en células madre exocrinas, que formaran conductos y
acinos, y en células madre precursoras de las células neuroendocrinas.

En la segunda transicion se inicia el proceso de diferenciacion desde la célula
pluripotencial neuroendocrina en los distintos tipos celulares endocrinos: células q,
B, 6, PP y €. Este proceso esta modulado por factores de transcripcién que
favorecen la diferenciacion endocrina (Pdx1, PAX, neurogenina 3) y otros que la

bloquean (sefales de Nocth) (Brandan, N. C. y col. 2011).

- Qo H
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4:””,’ ‘\E* =
Ngn3 (Neurogenina 3) g
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Células \ ———
e NeuroD1 2
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‘://"’/;;/’ 3
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PP | §:
8 ————  Polipéptide P

Fig. 13 Representacion de la embriogénesis pancreatica (Brandan, N. C. y col.

2011).
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1.3.3. Dafios en Pancreas provocados por la diabetes

El pancreas es un 6rgano situado en el abdomen donde se encuentra un grupo de
células, llamadas células beta, que desempefian un papel esencial en el control de

los niveles de glucosa en sangre (FMD, 2015).

Las células beta tienen la capacidad de detectar cambios en los niveles de glucosa
en sangre, de forma que cuando aumenta la glucosa, estas células incrementan la
produccion de insulina. En el ser humano, la insulina es la Unica hormona que puede

hacer descender los niveles de glucosa en sangre (FMD, 2015).

De una u otra manera, la alteracién de la funcion de las células beta esta presente

en todos los tipos de diabetes mellitus (FMD, 2015).

En la diabetes tipo 1 las células beta son destruidas y, por tanto, se produce una
carencia absoluta de insulina. En la diabetes tipo 2, el factor inicial es la resistencia
a la insulina. En este caso, las células beta, al principio, si producen insulina
adecuadamente, pero esta insulina no es capaz de ejercer correctamente su accion
y actuar sobre el masculo, higado o tejido graso para disminuir la glucosa en la

sangre (FMD, 2015).

1.3.4 Pérdida de Islotes pancreaticos en DM-1
Los mecanismos de destruccion o muerte de las células B-pancreaticas son
diversos, pero involucran una respuesta autoinmune mediada por anticuerpos

especificos contra proteinas de las células 3, asi como la actividad directa de células
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inmunes, como células T citotoxicas (CTc) y natural killer (NK) (Cervantes-Villagrana

R. D., Presno-Bernal J. M. 2013).

En el diagndstico de diabetes tipo 1, los primeros anticuerpos detectados son contra
insulina. Los auto anticuerpos pueden ser transferidos desde la madre diabética tipo
1 al feto durante el embarazo. Los anticuerpos contra insulina permanecen en el
neonato por un afo, y los dirigidos contra GAD (descarboxilasa del &cido glutamico),
hasta mas de 18 meses. La destruccion de las células B se asocia principalmente
con la activacion de dos vias apoptéticas: la via por la perforina-granzima y la via

del ligando Fas (FasL) (Cervantes-Villagrana R. D., Presno-Bernal J. M. 2013).

1.3.4.1 Via por la perforina/granzima.

Los linfocitos T citotoxicos son capaces de matar a células que contienen patégenos
mediante la activacion de los receptores de muerte y disparar el proceso apoptético.
Sin embargo, existe otra via mediante la cual crean inicialmente un poro en la
membrana e introducen una molécula que activaran la via apoptética en el propio
citosol. Los linfocitos T citotdéxicos poseen unos granulos que contienen dos tipos
de proteinas: las perforinas y las granzimas. El contenido de estos granulos es
excitado cuando el linfocito detecta la presencia de una célula infectada o cuando
la reconoce como tumoral. La perforina se insertara en la membrana de la célula
diana y creard un poro por el cual entraran en el citoplasma las granzimas. La
granzima (hay dos tipos, Ay B) activara a las caspasas-10 y 3 y también estimulara
a la mitocondria para que se inicie el proceso apoptotico como si de una sefial

interna se tratara (Megias, M. y col. 2017).
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Fig. 14 Principales vias de iniciacién de la apoptosis (Megias, M., 2017).

1.3.4.2 Via del ligando Fas (FasL):

El ligando Fas (FasL o CD95L) es una citoquina que se une al receptor Fas, son
proteinas pertenecientes a la familia FNT, que juega un papel primordial en la
induccion de apoptosis celular (Mountz J. D. y col. 1999). Se expresa en linfocitos T
activados, en células NK, en neuronas y en astrocitos.

Es la molécula efectora mas importante de los linfocitos T citotoxicos y esta
implicada tanto en fendbmenos de tolerancia inmunolégica como en el suicidio de
células T maduras estimuladas por antigeno; esto ultimo con el fin de limitar las
respuestas inmunes.

La relacion FasL- Fas provoca el acoplamiento de la proteina adaptadora FADD
(proteina con region de muerte asociada a Fas) y a su vez esta proteina se une a la
caspasa iniciadora pro-caspasa 8 integrando asi al complejo sefializador de
induccion. Lo que conlleva a fragmentacién de ADN y posteriormente a muerte
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celular. Las células B expresan Fas en respuesta al ataque de las células

inmunoldgicas auto reactivas (Magnusson C, Vaux DL. 1999).

oceluar
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B
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Fig. 15 Modelo de sefalizacién mediado por Fas (Apoptosis y Ciclo celular. 2009).

1.3.5 Pérdida de Islotes de DM-2.

La mayoria de los triglicéridos del cuerpo se encuentran en el tejido adiposo (>95%),
y la lipolisis determina el suministro de acidos grasos sistémicos; la insulina y las
catecolaminas son los principales reguladores de este proceso. La insulina tiene un
efecto anti-lipolitico, y durante la diabetes se pierde, incrementa la lipdlisis e induce
hipertrigliceridemia mediante la produccion de lipoproteina de muy baja densidad
(VLDL), proceso que contribuye a la aterogénesis (Cervantes-Villagrana R. D.,
Presno-Bernal J. M. 2013). Las cadenas largas de acidos grasos en el plasma
normalmente son reguladas por la insulina, y durante la resistencia a la insulina,
incrementan y producen toxicidad de células B (lipotoxicidad), que junto con la
toxicidad de la glucosa dan el fenémeno diabético (glucolipotoxicidad) (Cervantes-

Villagrana R. D., Presno-Bernal J. M. 2013).
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El tejido adiposo tiene la capacidad de liberar diversas proteinas diabetogénicas
como el TNF, la IL-6, leptina, adipocitocinas, resistina y acidos grasos libres, los
cuales incrementan en la obesidad y pueden afectar a las células 3, mientras que
la adiponectina disminuye. La leptina es una hormona sintetizada en el tejido
adiposo; actua en el centro de saciedad localizado en el hipotalamo, donde
disminuye el apetito al inducir la sensacion de saciedad; durante la obesidad, el
receptor para leptina en el sistema nervioso se desensibiliza, lo cual evita la
saciedad y favorece el incremento gradual en la ingesta de alimento (Cervantes-
Villagrana R. D., Presno-Bernal J. M. 2013).

Mientras tanto, en el pancreas la leptina puede inducir apoptosis en las células 3
porque inhibe la biosintesis de insulina, incrementa reacciones inflamatorias y
produce estrés oxidativo. Durante la diabetes autoinmune, la administracion de
leptina acelera el proceso diabetogénico, fendmeno que relaciona a la obesidad con
la diabetes. La resistina produce aumento de citocinas como la IL-6 y TNF al activar
el NFkB, mientras que la adiponectina es anti-inflamatorio por supresion de
fosforilacion de IkB y, por lo tanto, inactivacion de NFkB (Cervantes-Villagrana R.
D., Presno-Bernal J. M. 2013).

En general, la pérdida en el equilibrio en la concentracion local y sistémica de
citocinas deletéreas y protectoras de la funcién de las células B culmina con la
muerte celular.

La lipdlisis es el proceso en el que los triglicéridos son hidrolizados a mono- y di
glicéridos intermedios hasta acidos grasos y glicerol mediante la activacion de la
lipasa sensible a hormona (HSL). La insulina estimula la lipasa de lipoproteina

(LPL), que se encarga de fraccionar en particulas a las lipoproteinas unidas a
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triglicérido para que, de esta manera, puedan incorporarse al tejido adiposo
(Cervantes-Villagrana R. D., Presno-Bernal J. M. 2013).

Algunos &cidos grasos libres y lipoproteinas son pro-apoptéticos para la célula B,
otros son protectores, de tal manera que la exposicidén prolongada (por ejemplo, de
palmitato) parece ser altamente tdxica, mientras que el acido graso mono saturado
(como el oleato) protege a la célula 3 de apoptosis inducida por el palmitato y la

glucosa (Donath M. Y.y col. 2005).

1.4 Higado.

1.4.1 Descripcion del higado.

El higado es el 6rgano mas grande del cuerpo humano y uno de los mas importantes
en cuanto a la actividad metabdlica que desarrolla en el organismo. El higado esta
situado en la parte superior derecha de la cavidad abdominal, debajo del diafragma
y por encima del estbmago, el rifion derecho y los intestinos (Fig. 16). (Franciscus,

A., Highleyman, L. 2012).

IS —s?
coéti,vb‘~—~ \\J}

biliar

Fig. 16 Ubicacion del higado (Franciscus, A., Highleyman, L. 2012).
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El higado es un 6rgano de color marrdn rojizo oscuro con forma de cono que pesa

alrededor de 1200 a 1550 g (Fig. 17) (Lena Sibulesky, M. D., 2013).

Higado lderecho Higado izquierdo
|

Ligamento falciforme

Fig. 17 Anatomia morfologica del higado (Lena Sibulesky, M. D., 2013).

El higado recibe irrigacion sanguinea a través de las siguientes dos fuentes: 1) La
sangre oxigenada que circula hacia el higado por la arteria hepética y 2) La sangre
rica en nutrientes que llega al higado por la vena porta hepatica (Limardo, A. C.,

2011).

El higado contiene aproximadamente el 13% de la sangre total del cuerpo en todo
momento. Consta de dos I6bulos principales. Estos estan formados cada uno por
ocho segmentos que contienen 1,000 Iébulos (lobulillos) (Fig. 18). Estos se
conectan con pequefios conductos (tubos) que, a su vez, se conectan con
conductos mas grandes que forman el conducto hepatico comun. El conducto
hepatico comuan transporta la bilis producida por las células hepaticas hacia la
vesicula biliar y el duodeno (la primera parte del intestino delgado), a través del

conducto biliar comun, lo que se muestra en la Fig. 18 (Lena Sibulesky, M. D., 2013).

-57-



Fig. 19 Esquema de los tipos de lobulillos en el higado: clasico, portal y acino
hepético. (Ross, M. H. 2008)

Los segmentos se numeran en el sentido de las agujas del reloj. Los segmentos I
y lll, conocidos como segmento anterior y posterior del I6bulo izquierdo,
respectivamente, también reciben el nombre conjunto de “segmento lateral
izquierdo del higado” y “lébulo izquierdo topografico”. El segmento IV es el

segmento medial del I6bulo izquierdo. Los segmentos II, Il y IV forman
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conjuntamente el I6bulo izquierdo funcional del higado. A su vez, el I6bulo derecho
funcional esta formado por los segmentos V y VIII (segmentos anteriores) y los
segmentos VI y VII (segmentos posteriores). El segmento |, o I6bulo caudado, se

encuentra en la parte posterior (Fig. 20) (Lena Sibulesky, M. D., 2013).

LSobulo derecho LSbulo izqguierdo

Posterior Antenor nMedial Laters! zqguserdo

Fig. 20 Anatomia segmentaria del higado (Lena Sibulesky, M. D., 2013).

1.4.2 Funciones hepaticas
El higado regula la composicion quimica de la sangre de numerosas formas. De
manera adicional, produce y secreta la bilis, la cual se almacena y concentra en la
vesicula biliar antes de su descarga en el duodeno (Garcia Martin, M., Zurita Molina,
A., 2010).
Entre sus innumerables funciones se destacan (Fig. 21):
1) Almacenamiento de glucégeno;
2) Sintesis de acidos grasos (AG) y conversidn a cetonas, formacion de
lipoproteinas, colesterol y fosfolipidos;
3) Sintesis de proteinas plasmaticas, conversibn y desaminacién de
aminoacidos y formacién de urea;

4) Metabolismo y almacén de vitaminas;

-59-



5) Sintesis, liberacion y degradacion factores de coagulacion;

6) Catabolismo y excrecién de hormonas;

7) Detoxificacion de sustancias enddgenas (Bilirrubina), bacterias,
subproductos y sustancias exdgenas (farmacos);

8) Formacion de bilis: secretora y excretora;

9) Mantenimiento del balance hidro-electrolitico y

10)Barrera defensiva por medio de células del SER (Garcia Martin, M., Zurita

Molina, A., 2010).

El higado regula la composicion quimica de la sangre de numerosas formas. De
manera adicional, produce y secreta la bilis, la cual se almacena y concentra en la

vesicula biliar antes de su descarga en el duodeno (Manterola, C. y col. 2017).

| = Sintesis de colesterol
| = Produccion de triglicéridos

) + Gluconeogénesis

« Albumina * Glucogenolisis
« Lipoproteinas ‘ | * Glucoggngge’nesis |
+ Fibrinégeno
‘ Digeslion
de
alimentos |

* Protrombina
* Globulinas Sintesis factores
* Proconvertina coagulacion
= F. Antihemofilico
» F. Stuarnt-Prower

Neutraliza « Glucogeno
toxinas de + Vitamina B12
farmacos y * Hierro

hemoglobina | » Cobre, etc.
SE e Amonio en urea ] e

Fig. 21 Esquema de la fisiologia del higado (Manterola, C. y col. 2017).
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1.4.3 Tipos y funciones de las células que conforman el higado.

Aungue el higado es el 6érgano interno mas grande, tiene, en cierto sentido, s6lo una
a dos células de grosor; ello se debe a que las células hepéticas, o hepatocitos,
forman placas hepaticas que tienen un grosor de una a dos células. Las placas
estan separadas unas de otras por grandes espacios capilares llamados
sinusoides (planos, ramificados, ubicados entre las placas hepéticas).

Los hepatocitos son las células del higado y forman aproximadamente el 80 % de
este 6rgano. Se disponen formando laminas de una célula de espesor que se unen
unas con otras formando estructuras tridimensionales a modo de esponja (Megias,
M. y col. 2018). Tienen una vida relativamente larga, puesto que son renovadas
aproximadamente cada 5 meses, aunque depende de si hay procesos de
regeneraciéon o no. Cuando hay dafios en el higado los hepatocitos tienen una gran
capacidad de proliferacién y regeneracion de la parte dafiada (Megias, M. y col.

2018).

1.4.3.1 Morfologia del hepatocito

Se suele decir que los hepatocitos son células poliédricas, es decir, que tienen
varias caras. Normalmente 6 caras, aunque el numero es variable (Fig. 22). Las
caras pueden estar en contacto con un espacio sinusoidal o con otro hepatocito.
Son células grandes, de unos20 a 30 pumde diametro. Poseen nucleos
redondeados y centrados en la célula, y en higados adultos muchos hepatocitos

(hasta un 25 % del total) presentan dos nucleos (Megias, M. y col. 2018).
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Fig. 22 Fotomicrografia del hepatocito (Ross, M. H. 2008).

La mayoria de los nucleos de los hepatocitos son tetraploides, es decir, tienen el
doble de contenido de ADN gque una célula normal diploide. El tamafio de los
nacleos es variable y esta relacionado con el grado de poliploidia, la cual aumentan
con la edad del individuo. Poseen heterocromatina dispersa y uno o mas nucléolos
bien patentes. Es raro encontrar hepatocitos en mitosis (1 mitosis por cada 10000 0
20000 hepatocitos), pero si son frecuentes cuando hay algin proceso
de regeneracion hepatica. El aspecto del citoplasma es variable y depende de su
estado fisiologico, sobre todo influido por la presencia de almacenes de grasa o

glucégeno (Megias, M. y col. 2018).

El citoplasma del hepatocito posee pequefias y abundantes mitocondrias, 800 a
1000 por célula. Se ha estimado que una célula hepética puede contener unos
50 complejos de Golgi, que suelen formar pilas de 3 a 5 cisternas con las zonas

laterales de las cisternas ensanchadas y con cuerpos densos. Las pilas de cisternas
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estan un tanto esparcidas, localizadas sobre todo en las proximidades de los
canaliculos biliares (Megias, M. y col. 2018).

Los hepatocitos contienen una gran cantidad de peroxisomas (entre 200 y 300),
mAas que otros tipos celulares. En las proximidades de los canaliculos biliares
también se pueden observar numerosos lisosomas, pero también en el resto del

citoplasma (Ross, M. H. 2008).
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Fig. 23 Esquema de la ultra estructura de un hepatocito (Megias, M. y col. 2018).

Los hepatocitos poseen abundantes depoésitos de glucégeno, inclusiones
lipidicas (el aspecto granular en las tinciones de hematoxilina y eosina se deben al
hueco que dejan dichos depédsitos e inclusiones) y cuerpos residuales con
lipofucsina. Uno de los organulos que destaca por su abundancia es el reticulo
endoplasmatico liso, aunque su cantidad depende del estado metabdlico. Donde
hay depodsitos de glucégeno suele haber abundante reticulo endoplasmatico liso.
Dentro de un lobulillo hepatico suele haber diferencias morfologicas entre los

hepatocitos periféricos y los centrales debido al riego sanguineo (Fig. 23). Por
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ejemplo, tras la comida los hepatocitos periféricos son los primeros en almacenar
glucégeno y los dltimos en movilizarlo por la demanda fisiologica del cuerpo.
Mientras que la acumulacién de grasa es primero en las células centrales del
lobulillo, que también suelen tener mas reticulo endoplasmatico liso (el reticulo
rugoso tiene un 50 % mas de superficie que el liso en las zonas periféricas y medias

del lobulillo) (Megias, M. y col. 2018).

1.4.3.2 Funciones del hepatocito

La principal funcion de los hepatocitos es metabolizar sustancias procedentes de la
digestion. Esto es posible porque el higado se encuentra irrigado por las venas
porta, que recogen las moléculas resultantes de la digestion del intestino. Aparte de
terminar de degradar sustancias digeridas, también tienen un papel importante en
la detoxificacion de moléculas potencialmente dafiinas para el organismo. Por otra
parte, los hepatocitos sintetizan y secretan la bilis, la cual sera liberada en el tubo
digestivo para ayudar en la digestion. Para ello se encuentran en un lugar
privilegiado, formando una capa entre los canales sinosuidales (que traen las
sustancias del digestivo) y los canaliculos biliares (que transportan la bilis) (Megias,

M. y col. 2018).

Entre otras funciones se encentran:
+ Niveles de glucosa. Los hepatocitos captan la glucosa de la digestion y la
almacenan en forma de glucogeno, que sera movilizado cuando el organismo
necesite energia. El glucdégeno se localiza normalmente proximo al reticulo

endoplasmatico puesto que es en este organulo donde se encuentra la enzima
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glucosa-6-fosfatasa, encargada de convertir glucosa-6-fosfato, resultante de
la degradacién del glucégeno, en glucosa libre que puede salir de la célula y
pasar al torrente sanguineo.

Sintesis de moléculas. Sintetizan sales biliares, las cuales serdn necesarias
para la digestion de las grasas. En el reticulo endoplasmético liso se
encuentran numerosas enzimas relacionadas con la sintesis del colesterol y
otros lipidos. Pero, ademas, los hepatocitos sintetizan las lipoproteinas
necesarias para transportar lipidos por la sangre. También sintetizan
fibrinbgeno para la coagulacion de la sangre cuando hay heridas, asi como
albuminas plasmaticas. Como metabolito resultante del metabolismo de la
degradacion de las proteinas producen urea, que si se acumula en el
organismo puede ser peligrosa. También almacenan vitaminas Ay B, y

heparina.

Metabolismo lipidico. En los numerosos peroxisomas que poseen los

hepatocitos se produce la beta-oxidacion.

Detoxificacién. Los hepatocitos reciben directamente las sustancias
nutritivas de la digestion, pero también son los primeros en recibir sustancias
potencialmente téxicas. El etanol consumido en las bebidas alcohdlicas es
degradado principalmente en el higado, mas concretamente en los
abundantes peroxisomas que estas células poseen. Aproximadamente la
mitad del alcohol ingerido es convertido en acetaldehido en los peroxisomas

de los hepatocitos. En el reticulo endoplasmatico liso se encuentran enzimas
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que participan en la eliminacion de toxinas y farmacos. Cuando hay que
eliminar muchas de estas sustancias al mismo tiempo, por ejemplo, durante
un tratamiento farmacolégico o por consumo continuado de alcohol, el
reticulo puede convertirse en el organulo mas voluminoso de la célula. La
eliminacion de farmacos es normalmente por conjugacion de éstos con otras
moléculas. Por ejemplo, la glucoroniltransferesa se puede conjugar con los

barbituricos.

Almacén y regulacion del hierro. Los hepatocitos funcionan como
almacenes de hierro, el cual se acumula en depésitos en el citosol unido a
ferritina. Pueden captar hierro en diversas formas: unido a transferrina, no
unido a transferrina, en grupos hemo y en grupos no hemo. El unido a
transferrina lo hace mediante endocitosis mediada por el receptor TRF1. La
acidificacion de las endosomas provoca que la transferrina libere el hierro
Fe3*, que se convierte en Fe?* y es sacado al citosol por DMT1 (transportador
de metales divalentes). El hierro de los grupos hemo también se incorpora
por endocitosis y el grupo hemo-hierro atraviesa la membrana de los
endosomas por el transportador HRG1. Sin embargo, la mayor parte del
hierro se incorpora directamente desde el plasma por el transportador ZIP14
localizado en la membrana de los hepatocitos que dan hacia los sinusoides.
Una vez en el citosol, el hierro se almacena en depdsitos citosolicos unido a
ferritina, puesto que el ion libre es téxico. La liberacion de hierro desde el
medio interno hacia el exterior del hepatocito es mediante el transportador

ferroportina localizado en la membrana sinusoidal (Megias, M. y col. 2018).
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Ademas del hepatocito, el higado esta conformado por otras células como, por
ejemplo, célula biliar, célula endotelial, célula de Kupffer, células estelares de Ito,
miofibroblasto:

e Célulabiliar: constituye el 90% de todas las células del higado y se distribuyen
formando hileras dobles alrededor del espacio portal. Entre las hileras dobles
se encuentra el espacio sinusoidal constituido por canales a través de los
cuales fluye la sangre. Entre las células hepéaticas se encuentra el canaliculo
biliar, a través del cual el higado elimina diversas sustancias de desecho y
para coadyuvar al proceso digestivo.

e Células endoteliales: responden a estimulos para aumentar o disminuir el
flujo de sangre. Las células endoteliales estan separadas de los hepatocitos
por una lamina basal discontinua y espacio subendotelial, espacio o de Disse.

e Células de Kupffer: son como auténticos soldados que eliminan microbios.
Las células de Kupffer son macrofagos “anclados” al espacio de Disse se
hallan en la superficie luminal de las células endoteliales. Su funcion principal
es metabolizar los hematies (eritrocitos) viejos, digerir la hemoglobina,
secrecion de proteinas y la destruccion de bacterias.

e Células estelares de Ito: son lipocitos (acumulan gotas de grasa) asociadas
al espacio de Disse. Contienen inclusiones lipidicas ricas en vitamina A.
desempefian la funcibn de captacion, almacenamiento y liberacién de
retinoides y secrecién de varias proteinas. Eventualmente pueden activarse y
transformarse en "miofibroblastos" y producir coldgena (proteina que se

deposita en forma excesiva en la cirrosis hepatica).
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1.5 Dafios Hepaticos provocados por la diabetes (higado graso, cirrosis y

cancer)

Se han identificado varias vias criticas que causan dafio hepético en pacientes
diabéticos. La resistencia a la insulina, la principal causa de hiperglucemia e
hiperinsulinemia compensatoria, es el factor causante predominante. Como una
coleccion de tejidos sensibles a la insulina, el higado se encuentra entre los 6rganos
primarios susceptibles a los efectos del estrés oxidativo inducido por la
hiperglucemia, que puede provocar lesiones en el tejido hepatico (Jamaludin M. y

col. 2016).

A esto le sigue el desajuste del metabolismo de las proteinas, los carbohidratos y
los lipidos, lo que lleva a un aumento del estrés oxidativo y desencadena aun mas
la cascada inflamatoria. Tanto el estrés oxidativo como las respuestas inflamatorias
actian como agentes dafinos al agravar la condicion patoloégica de la DM

(Jamaludin M. y col. 2016).

En algunos casos, la DM causa una acumulacion excesiva de células grasas en el
higado, lo que resulta en un higado graso y, en consecuencia, NAFLD.
Posteriormente, 2-3% de los pacientes con NAFLD experimentan inflamacion
hepatica, necrosis y fibrosis, que son sintomas de una afeccién conocida como
esteatohepatitis no alcohdlica (NASH, por sus siglas en inglés). Los higados
lesionados o fibréticos se volveran cirréticos, formaran CHC y, eventualmente,

ingresaran en insuficiencia hepatica (figura 24) (Jamaludin M. y col. 2016).
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Fig. 24 Progresion del dafio hepatico (Jamaludin M. y col. 2016).

En la diabetes mellitus, la resistencia a la insulina y la hiperinsulinemia causan la
enfermedad del higado graso no alcohdlico y progresan a esteatohepatitis no
alcohdlica (NASH), que se manifiesta como inflamacion y necrosis. La NASH
prolongada conducira a fibrosis hepatica, conocida como cirrosis, finalmente a
carcinomas hepatocelulares y enfermedad hepatica en etapa terminal. NASH=
esteatohepatitis no alcoholica; PT= triada portal; CV= vena central (Jamaludin M. y

col. 2016).
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1.6 Mecanismos de dafio hepético por la diabetes

El higado desempefia un papel vital en la regulacion de los niveles de glucosa en
estados fisioldgicos y patoldgicos como la diabetes mellitus (Jamaludin M. y col.
2016).

En la diabetes mellitus tipo 2, la resistencia a la insulina en el higado causara
hiperglucemia y una mayor distorsion del metabolismo de la glucosa. Incluso en
condiciones de hiperglucemia severas, el higado no detecta la disponibilidad de
glucosa y produce més a través de la accion combinada de unas pocas enzimas
como la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, fructosa-1,6-difosfato, hexocinasa y
glucoquinasa (Jamaludin M. y col. 2016).

El higado también regula la homeostasis de la glucosa mediante la modulacion de
la expresion de varios tipos de genes que codifican proteinas secretoras (es decir,
hepatocinas). Diferentes tipos de hepatocinas a través de diferentes vias activan
mecanismos de retroalimentacion positiva o negativa para controlar el proceso del
metabolismo. Existen tres hepatocinas dominantes: fetuin-A, betatrofina / proteina
similar a la angiopoyetina 8 (ANGPTLB8) y factor de crecimiento de fibroblastos 21
(FGF21). La Fetuin-A produce un aumento de la inflamacién y resistencia a la
insulina al inhibir la tirosina quinasa receptora de insulina en el tejido muscular
esquelético y los hepatocitos. Por el contrario, ANGPTLS8 es conocido por su accién
de proliferacién en las células beta del pancreas, mientras que el FGF21 es
reconocido como una hormona sensibilizadora de la insulina. Estas hepatocinas
exacerban significativamente la condicion diabética, especialmente en la diabetes
mellitus tipo 2, mediante la regulacion de la inflamacion subclinica (Jamaludin M. y

col. 2016).
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Ciertos estudios realizados mencionan que la sefial aberrante que promueve la
produccion de glucosa en el higado durante la diabetes mellitus supuestamente
también aumenta la oxidacion de los acidos grasos debido a la falta de demanda de
combustible. Sin embargo, otra investigacién ha encontrado que el higado deja de
oxidar los &cidos grasos y los usa en su lugar para sintetizar triglicéridos que luego

se acumulan de manera anormal en el higado (Jamaludin M. y col. 2016).

Por otra parte, en la diabetes mellitus tipo 1, la deficiencia de insulina regula al
alza la lipasa sensible a las hormonas en los tejidos adiposos, lo que posteriormente
provoca un aumento de la lipdlisis y la circulacién de acidos grasos libres, que
posteriormente se acumulan en el higado. Estos procesos mejoran la captacion
hepética de lipoproteinas de muy baja densidad y la sintesis de triglicéridos. Al
mismo tiempo, los niveles elevados de glucagén inhiben la produccién de
triglicéridos hepéticos. Por lo tanto, la acumulacion de grasa en el higado puede
deberse a un desequilibrio en la absorcién, sintesis, exportacion y oxidacion de
acidos grasos libres en el higado. Vale la pena sefialar que una acumulaciéon de
adipocitos en el higado causara resistencia a la insulina hepatica. Las condiciones
ambientales y los rasgos genéticos también contribuyen a la expresion fenotipica
de la resistencia a la insulina; estos factores actian en combinacion con la
hiperinsulinemia para aumentar la masa grasay la lipolisis y elevar el nivel de acidos
grasos libres. Al mismo tiempo, la sefalizacion de la insulina se reduce de manera
dependiente de la dosis, lo que eventualmente aumenta la glucosa hepatica y la

lipotoxicidad (Jamaludin M. y col. 2016).
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Sin embargo, las modificaciones de la secrecidbn de adipocitocina en la
hiperinsulinemia se producen al desencadenar la expresién génica de citoquinas
pro-inflamatorias, como la leptina y el factor de necrosis tumoral a (TNF-a); estas
modificaciones no solo estan involucradas en el desarrollo de la resistencia a la
insulina, sino que también interfieren con la sefalizacion de la insulina, empeorando
asi la diabetes mellitus. Un aumento en las adipocitocinas puede contribuir al estrés
oxidativo mitocondrial y desencadenar la formacion de radicales libres y
peroxisoma. Un aumento en el estrés oxidativo mitocondrial también causara dafio
por mutacion del ADN y desencadenara una serie de efectos perjudiciales sobre la
cadena respiratoria mitocondrial al producir especies reactivas de oxigeno (ROS).
Este circulo vicioso escalard exponencialmente a un nivel incompatible, que sera
contrarrestado por retroalimentacion fisioldgica normal y por lo tanto conducira a

dafio hepatico (Jamaludin M. y col. 2016).

La hiperinsulinemia puede disminuir la adiponectina, lo que conduce a la lipogénesis
hepatica y disminuye alin mas la oxidacion de acidos grasos libres. Por lo tanto, la
hiperinsulinemia puede actuar como un importante contribuyente a la progresion del
dafio hepatico. Los hepatocitos inflamatorios y necréticos y las adipocitocinas
liberaran varios tipos de mediadores quimicos que activaran las células estrelladas
para producir el factor de crecimiento del tejido conectivo y el colageno y causaran

una acumulacion en la matriz extracelular, favoreciendo asi la fibrosis (fig. 25).
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Fig. 25 Diagrama que muestra el mecanismo del dafio hepético en la diabetes
mellitus (Jamaludin M. y col. 2016).

I ANTECEDENTES

2.1 Plantas medicinales

De acuerdo con la OMS una planta medicinal es definida como cualquier especie
vegetal que contiene sustancias que pueden ser empleadas para propoésitos
terapéuticos o cuyos principios activos pueden servir de precursores para la sintesis

de nuevos farmacos (Cruz Hernandez D., Lopez Silva V. N., 2002).
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Se estan utilizando méas de 1000 especies de plantas para el tratamiento de la
diabetes mellitus tipo 2 en todo el mundo (Trojan-Rodrigues M. y col. 2011). En las
partes del mundo donde la poblacién tiene acceso restringido al sistema de salud,
el uso de plantas medicinales para el tratamiento de la DMT2 esta muy extendido.
La diabetes es un sindrome tan presente en la cotidianidad de la poblacion
mexicana que practicamente todos tenemos a nuestro derredor un familiar, un
amigo o un conocido que padece esta enfermedad. Es natural que esta misma
poblacion busque algunas opciones terapéuticas a la atencion médica cientifica que
por principio no puede ofrecer la curacion (Trojan-Rodrigues M. y col. 2011).

En muchos casos, se sabe muy poco sobre el mecanismo de accion de las plantas
antidiabéticas usadas tradicionalmente, lo que evita que se utilicen en la atencion
estandar de la diabetes (Coman, C. y col. 2012).

Las ventajas del empleo de las plantas radican en que, junto a sus principios activos,
existen en muchos casos otros constituyentes de accion sinérgica, que potencian
su accion y las hacen mas completa y duradera que el principio o principios activos

aislados.

Las plantas medicinales son beneficiosas porque:
e Son muy accesibles en cuanto a la recoleccion y su uso.
e Ejercen una accion global sobre el organismo a causa de la interaccion de
Sus principios activos.
e El efecto puede ser mas lento que el de los medicamentos convencionales

pero es mas duradero.
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e Tienden a estimular acciones de proteccion y regulacion de las funciones del
organismo y presentan menores efectos secundarios, lo que permite
tratamientos mas largos.

e Sirven de complemento a tratamientos con medicamentos convencionales.

e Tienen relacion con el medio cultural, es decir, con la concepcidon del mundo
y del ser humano que se tiene en cada region.

e No implica gasto de dinero, ni de mucho tiempo para su preparacion.

e No requieren de conocimientos ni de ninguna habilidad especial para ser
aplicadas.

e Al hacer uso de las plantas la gente adquiere sus propios recursos
econoémicos.

e Son eficaces, durante afios han resuelto muchos de los problemas de salud

en las comunidades (Olaya & Méndez, 2003).

2.2 Compuestos hipoglucemiantes y antioxidantes de plantas medicinales

La diabetes es una enfermedad crénica que afecta a un porcentaje elevado de la
poblacién y su prevalencia va en aumento. Por ello, ademas de las medidas
preventivas y el uso de farmacos dirigidos a reducir la glucemia, es importante que
éstos presenten pocos efectos adversos. En este sentido, el empleo de fitoterapia
en el tratamiento de la diabetes puede ser de utilidad en combinacion con la
terapéutica convencional, pues hay plantas medicinales con actividad
hipoglucemiante comprobada, eficaces y con una baja incidencia de efectos

adversos en tratamientos prolongados (Martinez M. A., 2005).
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El término flavonoides denota un grupo muy amplio de compuestos polifendlicos
caracterizados por una estructura benzo-y-pirano, los cuales estan ampliamente
distribuidos en el reino vegetal y se encuentran de forma universal en las plantas
vasculares, en forma de glicésidos (Cartaya, O., Inés Reynaldo, C. 2001).

Los flavonoides provienen del latin flavus y significa de color entre amarillo y rojo,
como el de la miel o el del oro; y flavonoide, se refiere a un grupo aromatico,
pigmentos heterociclicos que contienen oxigeno ampliamente distribuido entre las
plantas, constituyendo la mayoria de los colores amarillo, rojo y azul de las plantas

y frutas (Escamilla Jiménez, C. I., y col. 2009).

2.2.1 Estructura quimica.

Los flavonoides estan compuestos de dos anillos fenilos (A y B), ligados mediante
un anillo pirano (C). Lo cual nos deja en un esqueleto de difenilpiranos: C6-C3-C6
(figura 26), comun en la mayoria de los flavonoides. Y gracias a las variaciones del
pirano se logran clasificar como se muestra en la tabla 7 (Martinez Flérez S. y col,

2002).

Fiavonoide

Fig. 26 Estructura de flavonoide con numeracion y especificacion de cada
heterociclo (Martinez Flérez S. y col. 2002).
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Tabla 7. Clasificacion de los flavonoides.

Nombre

Descripcién

Ejemplo Estructura

Antocianidinas

Tiene un grupo —OH
unido en posicion 3,
pero ademas
poseen un doble
enlace entre los
carbonos 3 y 4 de
anillo C.

Antocianidina

posicibn 4 'y un
grupo —-OH en
posicion 3 del anillo
C

Flavanos Con un grupo —OH | Catequina
en posicion 3 del @
anillo C. O 0
OH
Flavonas Poseen un grupo | Diosmetina
carbonilo en o O
posicién 4 del anillo Q |
C y carecen del
grupo hidroxilo en 0
posicion C 3.
Flavonoles Grupo carbonilo en | Quercetina

2.2.2 Funciones antioxidantes

(Escamilla Jiménez, C. I., y col. 2009).

Los flavonoides se ubican principalmente en las hojas y en el exterior de las plantas,

apareciendo sélo rastros de ellos en las partes de la planta por encima de la

superficie del suelo (Escamilla Jiménez, C. |., y col. 2009).

La actividad antioxidante de los flavonoides resulta de una combinacion de sus

propiedades quelantes de hierro y secuestradoras de radicales libres, ademas de la

inhibicion de las oxidasas: lipooxigenasa, ciclooxigenasa, mieloperoxidasa y la

xantina oxidasa; evitando asi la formacion de especies reactivas de oxigeno y de

hidroxiperoxidos organicos (Escamilla Jiménez, C. 1., y col. 2009).
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2.2.3 Sintesis, absorcion y metabolismo

Los flavonoides se sintetizan en las plantas y participan en la fase dependiente de
luz de la fotosintesis, durante la cual catalizan el transporte de electrones. Su
formacion tiene lugar a partir de los aminoacidos aromaticos fenilalanina y tirosina
y también de unidades de acetato. La fenilalanina y la tirosina dan lugar al acido
cindmico y al acido parahidroxicindmico, que al condensarse con unidades de
acetato, originan la estructura cinamol de los flavonoides. Posteriormente se forman
los derivados glicosilados o sulfatados (Martinez Flérez S. y col. 2002).

El metabolismo de los flavonoides es intenso y una parte importante se excretan por
la orina. La transformacién de los flavonoides tiene lugar en dos localizaciones: en
primer lugar en el higado, por medio de reacciones de biotransformacion de fase |
en las que se introducen o exponen grupos polares; en segundo lugar en el colon
mediante reacciones de biotransformacion de fase Il, en las que los
microorganismos degradan los flavonoides no absorbidos. La conjugacion con el
acido glucurdnico, sulfatos, o glicina, parecen tener lugar tanto para los flavonoides

como para sus metabolitos procedentes del colon (Martinez Florez S, y col. 2002).

2.3 Efecto protector de los compuestos activos de plantas medicinales en
tejidos (pancreas e higado)

Desde tiempos antiguos, las plantas se utilizan para tratar muchas enfermedades.
India tiene alrededor de 45,000 especies de plantas y se ha afirmado que varios
miles poseen propiedades medicinales (Grover, J. K. y col. 2002).

Las plantas medicinales utilizadas para tratar condiciones hipoglucémicas o

hiperglucémicas son de gran interés para la comunidad etno-botanica, ya que se
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reconoce que contienen propiedades medicinales valiosas en diferentes partes de
la planta y varias plantas han mostrado un grado variable de actividad

hipoglucémica y antihiperglucémica (Grover, J. K. y col. 2002).

El creciente interés en los flavonoides se debe a la apreciacion de su amplia
actividad farmacologica. Pueden unirse a los polimeros biolégicos, tales como
enzimas, transportadores de hormonas, y ADN; quelar iones metalicos transitorios,
tales como Fe2+, Cu2+, Zn2+, catalizar el transporte de electrones, y depurar
radicales libres. Debido a este hecho se han descrito efectos protectores en
patologias tales como diabetes mellitus, cancer, cardiopatias, infecciones viricas,
Ulcera estomacal y duodenal, e inflamaciones. Otras actividades que merecen ser
destacadas son sus acciones antivirales y antialérgicas, asi como sus propiedades

antitrombodtica y antiinflamatorias (Martinez Flores S. y col. 2002).

En el higado se ha descrito que la Quercetina es capaz de inhibir la activacién de
las células estrelladas asi como la produccion de oxido nitrico, alterando vias de
expresion de proteinas celulares y en estudios in vitro se ha comprobado que
diversos flavonoides inhiben la expresion de la éxido nitrico sintetasa y la formacion
de 6xido nitrico en macréfagos estimulados por LPS (Martinez Flores S. y col. 2002).
Por otra parte, en el pancreas, los flavonoides ejercen en las células beta

pancreatica una proteccion.
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2.4 Descripcién taxondmica de Cuphea procumbens

Fig. 27 Planta y flor de Cuphea procumbens (Rzedowski, G. C. de y J. Rzedowski,
2005).
Cuphea procumbens pertenece a la familia LYTHRACEAE, es una planta herbacea
anual, hispido-glandulosa, con pelos largos predominando sobre pelos cortos, y
ademas con pelos diminutos aplicados muy dificiles de apreciar, hasta de 60 cm de
alto, tallo bastante ramificado; hojas opuestas, subsésiles o con un peciolo hasta 10
mm de largo, laminas lanceoladas, de 3 a
7 cm de largo por 0.5 a 2 cm de ancho,
apice obtuso o agudo, borde entero,
revoluto, base redondeada a cuneada,

nervio medio manifiesto sobre todo en el

envés; flores solitarias, interpeciolares,
sobre pedicelos de 3 a 10 (20) mm de largo, con un par de pequefas bractéolas

cerca de su apice; tubo calicinal amarillento con tintes morados, de 1.2 a 2 cm de
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largo, con el diente dorsal manifiestamente mayor que los demas, giba basal
conspicua, algo cocleada; 6 pétalos, violaceos a morados, unguiculados, con
frecuencia con la ufia casi filiforme, los 2 dorsales obovados, de 5 a 10 mm de largo;
con 11 estambres, por lo menos algunos de los filamentos lanosos cerca del apice;
con Ovulos de 11 a 35; capsula elipsoide, de unos 8 mm de largo; semillas
lenticulares, de 2.5 a 3 mm de largo (Fig. 27). (Rzedowski, G. C. de y J. Rzedowski,

2005).

Es una especie del Eje Neo volcanico, nativa de México. Introducida en Estados
Unidos y Bolivia. Su distribucion en México esta presente en el Ciudad de México,
Guanajuato, Hidalgo, Jalisco, Michoacan, Puebla, Oaxaca, Tlaxcala y Veracruz
(Villaseior y Espinosa, 1998). Los nombres comunes con los que se conoce a
Cuphea procumbens son (Graham, 1994): 1) Calavera, 2) Hierba de la Calavera,
3) Hierba del cancer, 4) Nube azul, 5) Atlanchana, 6) Macachampa de milpa, 7)

Pegajosa.

Habitat
Su habitad es el Bosque caducifolio. Se encuentra a su vez en campos cultivados
de suelo humedo, orillas de caminos, campos bajos inundables, en los margenes

de rios y en otros sitios cenagosos perturbados (Graham, 1994).

Ciclo de vida
Es una planta anual, florece y fructifica de julio a diciembre, especialmente en

septiembre y octubre; y en Veracruz de julio a diciembre (Graham, 1994).
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Usos
Se utiliza en la medicina popular, también ha sido utilizada para afecciones como

catarro, empacho y cancer (Rzedowski, G. C. de y J. Rzedowski, 2005).

En nuestro grupo de trabajo, existe un trabajo previo donde se realizé un andlisis de
actividad hipoglucemiante en DM tipo 1 y DM2 en animales de experimentacion a
los que se les administré extractos acuosos de la planta. Se comprob6 el efecto
hipoglucemiante en DM1 de un 28% y en DM2 normaliza las concentraciones

circulantes de glucosa (Orozco Montes F. M. y Fenton Navarro B, 2018).
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[l JUSTIFICACION

La diabetes y sus complicaciones son un problema de salud mundial por lo que
representan un alto porcentaje en los recursos del sector salud. Por lo que se estan
buscando alternativas terapéuticas que nos ayuden a coadyuvar los sintomas de

dicha enfermedad.

Por ello, ademas de las medidas preventivas y el uso de farmacos dirigidos a reducir
la glucemia, es muy importante que éstos presenten pocos efectos adversos al

organismo del diabético.

En este sentido, el empleo de la fitoterapia en el tratamiento de la diabetes puede
ser de gran utilidad en combinacion con la terapéutica convencional, pues existen
plantas medicinales con actividad hipoglucemiante comprobada, eficaz y con una

baja incidencia de efectos adversos en tratamientos prolongados.

En esta investigacion se analizaron distintas muestras de 6rganos (especificamente
higado y pancreas) para identificarlos diferentes cambios histolégicos haciendo una
comparacién en los grupos de estudio: ratas sanas, ratas con DM2 tratadas con
metformina y ratas con DM2 administradas con el extracto acuoso de la Hierva de
la Calavera (Cuphea procumbens), por lo que esta investigacion es de utilidad para
comprobar el efecto que tiene dicha planta en el organismo donde existe el dafio

provocado por la enfermedad.
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IV HIPOTESIS
El extracto acuoso de Cuphea procumbens proporciona un efecto protector en las

células beta pancreéticas y células hepaticas en ratas diabéticas.

V OBJETIVO GENERAL
Analizar los cambios histologicos en ratas diabéticas tratadas con metformina y con

extracto acuoso de hierba de la calavera en comparacion con ratas sanas.

VI OBJETIVOS PARTICULARES

Andlisis Histoldgico del pancreas de ratas sanas y de ratas diabéticas con tincion
de Hematoxilina-Eosina.

Conteo de namero de células beta en islotes de Langerhans en ratas diabéticas
tratadas con metformina Vs nimero encontrado en pancreas de ratas tratadas
con extracto actuoso.

Andlisis histoldgico del higado de ratas sanas Vs diabética

Evaluacion de las diferencias hepéticas de ratas diabéticas tratadas con

metformina Vs tratadas con extracto acuoso.
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VIl MATERIALES Y METODOS

7.1 Obtencion de 6rganos
El modelo experimental utilizado fue tratado con fructuosa al 60% durante un
periodo de 3 meses con administracion cronica, en el cual se valora como se
encuentra el animal con diabetes mellitus realizando las siguientes pruebas:

e Nivel de glucosa circulante
e Parametros de orina (12 parametros)

e Hemoglobina glicosilada

Por consiguiente se procedio a la recoleccion de 6rganos de acuerdo a los tiempos

establecidos para su obtencion (Tabla 8).

El higado se obtuvo de los siguientes grupos de estudio.
I.  Sanos (tiempo cero)
Il.  Sanos + Extracto Acuoso de Calavera (EACP) (15 dias, 30 dias, 60 dias
y 90 dias)
[ll.  DM2 + EACP (15 dias, 30 dias, 60 dias y 90 dias)
IV. DM2 + Metformina (15 dias, 30 dias, 60 dias y 90 dias)

El pancreas se obtuvo de los siguientes grupos de estudio
I.  Sanos (tiempo cero)
II. Sanos + EACP (15 dias, 60 dias)
[ll.  DM2 + EACP (15 dias, 60 dias)
IV. DM2 + Metformina (15 dias, 60 dias)
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Tabla 8. Grupos experimentales en estudio.

Grupos Administracién oral
experimentales Dia cero 15dias | 30 dias 60dias | 90dias
Sanos e X e X ° o X °
DM2 + Metformina o X ° o X °
DM2 + EACP o X ° ® X °
EACP: Extracto Acuoso de Calavera (Cuphea procumbens), ¢ = Higado, X = Pancreas

Los 6rganos obtenidos permanecieron en formol al 10 % (solucion fijadora), por un

periodo de 4 meses.

7.2 Procesamiento en el equipo HISTOKINETTE.
Pasado este tiempo, se procedio a realizar los respectivos cortes de los tejidos para

prepararlos para su procesamiento en el procesador de tejidos (Fig. 28).

Fig. 28 Corte y etiguetado de los 6rganos.

Posteriormente, se metieron en el equipo de deshidratacién, aclaramiento e
inclusién en parafina llamado procesador de tejidos o Histokinette (marca MICROM)

(Fig. 29).
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Fig. 29 Equipo Histokinette.

Con las siguientes condiciones partiendo del siguiente esquema de 15 horas:

Tabla 9. Tiempos de proceso en el Histokinette.

Tiempo cero 15 horas PM,

Fijado en formol neutro amortiguado que se cambia todos los
dias al 10 por 100, los tejidos son lavados en agua destilada

4h

por
Alcohol etilico al 70 por 100 1h
Alcohol etilico al 80 por-100 1h
Alcohol etilico al 96 por 100

1lh
Alcohol etilico al 100 por 100 ih
Alcohol etilico al 100 por 100

1lh
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Alcohol etilico al 100 por 100 ih
Xileno, -tolueno o cloroformo

1h
Xileno, tolueno o cloroformo

1h
Xileno, tolueno o cloroformo

1h
Parafina, histosec o paraplast

1h
Parafina, histosec o paraplast 1h

(L6épez Rodriguez, M., Sanchez Orozco A. 2018)

Transcurrido el tiempo de las muestras en el Histokinette (Fig. 30), se procedi6 a

realizar los bloques de parafina (Fig. 31), los cuales nos permitiran realizar los cortes

del tejido en estudio (higado, pancreas).

Fig. 31 Bloques de parafina.

Fig. 30 Casette con tejido después de salir del

equipo histokinette.
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Una vez que se han hecho los bloques de parafina se dejaron en solidificacion por

lo menos 24 horas antes de comenzar a realizar los cortes del tejido.

7.3 Cortes en el micrétomo.

Obtenidos los cubos de parafina se procedio a realizar los cortes del tejido (higado
0 pancreas) con ayuda del equipo micrétomo, se hicieron cortes de 7 micra de
espesor (Fig. 32), los cuales de montaron en laminillas para su respectiva
identificacion (Fig. 33).

Los tejidos deben ser cortados en laminas delgadas para posibilitar su observacion
con el microscopio, los instrumentos utilizados para la obtencién de cortes son los
micrétomos. Basicamente, todos los tipos de micrétomo constan de una navaja muy
afilada que seccionard el bloque histolégico de parafina y un mecanismo de avance
automatico regulable de a unos pocos micrones (usualmente entre 5y 8) (Lépez

Rodriguez, M., Sanchez Orozco A, 2018).

Fig. 32 Micrétomo
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7.4 Montaje en laminillas.
Los cortes asi obtenidos presentan pequefios pliegues y arrugas que pueden
eliminarse si se los flota en agua tibia, debido a la elevada tension superficial del
agua (Fig. 33). Luego de ello se recogen sobre delgadas laminas de vidrio llamada

portaobjetos (LOpez Rodriguez, M., Sdnchez Orozco A, 2018).

Fig. 33 Montaje en laminillas de los cortes.

7.5Tincion Hematoxilina-Eosina
Las estructuras contenidas en las preparaciones histolégicas, poseen poco
contraste o carecen de él completamente, por lo que no se pueden distinguir al
microscopio. Este inconveniente queda salvado por la propiedad que tienen los
distintos componentes celulares y tisulares de incorporar con variable intensidad
sustancias colorantes. En la Técnica Histologica corriente solo nos interesa dos
colorantes: Hematoxilina y Eosina (Panreac Quimica S.L.U. an ITW Company,

2017).
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Método de tincion de rutina en histologia y citologia. Es una tincién basada en dos
etapas, la primera una tinciéon nuclear por un colorante basico (hematoxilina) y la
segunda, una tincién citoplasmética por un colorante xantenico acido (eosina). La
hematoxilina en combinacién con sales de aluminio, hierro o cromo, forma un
colorante activo, la hemateina, formada por oxidacion de la hematoxilina. Este se
usa como colorante nuclear, tiiendo los nacleos de color azul/negro y aportando un
buen detalle de los mismos. Por este motivo, se suele usar junto con un colorante
citoplasmatico, generalmente la eosina, que aporta una gradacion entre el rosa, y el
rojo a las estructuras y matrices celulares de caracter catidonico (a las que la
hematoxilina no tifie o lo hace muy débilmente). Se consigue asi un buen contraste
de las preparaciones microscopicas facilitando su observacion (Lépez Rodriguez,
M., Sanchez Orozco A, 2018). La tincién de Hematoxilina-Eosina se llevo a cabo

con las siguientes condiciones partiendo del siguiente esquema de horas (Tabla 10):

Tabla 10. Tincién con Hematoxilinay Eosina

PASO REACTIVO TIEMPO OBSERVACIONES
1 XILOL 1 3 min DESPARAFINAR
2 XILOL 2 3 min DESPARAFINAR
3 XILOL 3 3 min DESPARAFINAR
SECAR AL MEDIO AMBIENTE
4 ALCOHOL ABSOLUTO 3 min HIDRATACION
5 ALCOHOL 96° 3 min HIDRATACION
6 ALCOHOL 80° 3 min HIDRATACION
7 ALCOHOL 70° 3 min HIDRATACION
8 ALCOHOL 50° 3 min HIDRATACION
9 AGUA DESTILADA PASE HIDRATACION
10 HEMATOXILINA DE HARRIS 5 min COLORACION BASOFILICA
11 AGUA DESTILADA PASE ENJUAGE
12 AGUA AMONIACAL 10 pases FIJAR COLORANTE AL NUCLEO
13 ALCOHOL ACIDO 1 min (3 LIBERAR EXEDENTE “H” DEL CITOPLASMA
pases)
14 ALCOHOL 70° PASE LIBERAR EL ALCOHOL ACIDO
15 ALCOHOL 70° 3 min PREPARAR LA MUESTRA PARA EL
SIGUIENTE COLORANTE
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16 EOSINA ALCOHOLICA 5 min COLORACION ACIDOFiILICA

17 ALCOHOL 70° 3 min DESHIDRATACION DE LA MUESTRA
18 ALCOHOL 80° 3 min DESHIDRATACION DE LA MUESTRA
19 ALCOHOL 96° 3 min DESHIDRATACION DE LA MUESTRA
20 ALCOHOL ABSOLUTO 3 min SECAR ANTES No. 19

SECAR AL MEDIO AMBIENTE

21

XILOL 3 5 min

HACER EL TEJIDO MISIBLE A LA RESINA

22

XILOL 4 5 min

HACER EL TEJIDO MISIBLE A LA RESINA

(Lopez Rodriguez, M., Sanchez Orozco A., 2018).

7.6Conteo celular.

Se realizé la observacidn y conteo de las células beta en los cortes histolégicos del

pancreas, realizando un analisis estadistico en cual se hizo un promedio del numero

de células beta pancreética.

7.7Parametros histolégicos

Recordar que en todos los tejidos son pardmetros a estudiar genéricamente para

facilitaros el reconociendo del tejido:

v La existencia de los tejidos basicos, sus caracteristicas fundamentales y los

criterios de clasificacion de cada uno de ellos.

La celularidad, si existe un solo tipo o varios tipos celulares; la forma de las

células y su tamafio; las caracteristicas nucleares, nimero y posicion en el

citoplasma, la afinidad del citoplasma por los colorantes, las diferenciaciones

celulares de superficie y su relacién con las células vecinas.

La existencia de matriz intercelular o su falta; la naturaleza y cuantia en

relacion con la celularidad; las particularidades y modificaciones en cuanto a

su grado de hidratacién, la disposicion espacial de sus componentes, o la

existencia de mineralizacion.
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v' Las adaptaciones funcionales de los conjuntos celulares; su grado de
actividad o estado de reposo; la existencia de estructuras modificadas por el
envejecimiento o la inmadurez del tejido; y las particularidades por el
organismo donante.

v Y en cualquier caso no olvidar que se trata de cortes histolégicos y hay que
pensar en la estructura tridimensional y como esta puede mostrar distintos
aspectos segun la seccién, asi como la indeseable presencia de artefactos

de la técnica histoldgica.

7.8Analisis estadistico
Se realiz6 por medio de estadistica descriptiva donde se utilizaron las medidas de
tendencia central y dispersion de valores (media + Desviacion Estandar). Asimismo,
en caso de ser normal la distribucion de datos, se realiz6 un analisis de varianza
(ANOVA), para determinar las diferencias significativas (p <0.05) se realizé un

analisis post-hoc con la prueba de Tukey.
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VIII RESULTADOS

Se realizaron comparaciones entre los grupos de experimentacion a los cuales se

les aplico el tratamiento en diferentes tiempos, tanto en pancreas como en higado:

= Grupo sano (tiempo cero, 15 dias, 30 dias, 60 dias, 90 dias).
= Grupo DM2 + Metformina (tiempo cero, 15 dias, 30 dias, 60 dias, 90 dias).

= Grupo DM2 + EACP (tiempo cero, 15 dias, 30 dias, 60 dias, 90 dias).

8.1 Pancreas:

Se realiz6 un andlisis histopatologico del pancreas de los animales seleccionados,
por cada grupo de experimentacion, en la figura 34 se muestra la disposicion del
tejido en el cuerpo del animal; en la figura 35 se muestra uno de los cortes

histolégicos de pancreas realizado al grupo sano en experimentacion.

Rata
Vista lateral  «

Fig. 34 Disposicion del pancreas en el cuerpo de la rata (Méller Bredo, R. &
Vazquez Odo, N. 2011).
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Islotes de
Langerhans

Acinos
pancreaticos

m

Fig. 35 Corte histolégico de pancreas sano.

Se observa un tejido pancreatico conservado con los acinos pancreéticos bien
formados. Los islotes de Langerhans estan formados por cordones celulares que se
unen y en conjunto forman una red entre cuyas mallas se encuentran numerosos
capilares sanguineos. En la figura 36 se observa un esquema ilustrativo de la
disposicion de las células que conforman los acinos y las células que lo constituyen,

al igual que un corte histolégico del pancreas.

Células
exocrinas

Células
endocrinas

Islotes de
Langerhans

Células alfa
Células beta

Células D

Fig. 36 Islotes y células del pancreas (Loya L. G. 2012)
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A continuacion, se presentan los resultados obtenidos al realizar el conteo de
células B en los grupos de experimentacién (Tabla 11, Figura 37: A, By C).

Se puede apreciar que en las ratas sanas se conservl el numero de células B-
pancreéticas a lo largo del estudio. En el grupo de ratas diabéticas tratadas con
metformina se observo una disminucion en el nimero de células en los tiempos 15
y 60 dias. Por ultimo, en el grupo de ratas diabéticas tratadas con el extracto de
hierba de la calavera (EACP), se observo una pequefia disminucion no significativa
a los 15 dias y en los 60 dias se aprecia que el nimero es menor pero no es

significativamente diferente respecto al tiempo cero (Tabla 11).

Tabla 11. Células B-pancreaticas en los grupos de estudio.

T=0 T=15 T=60
Sanas 232+63.5*a 200£20* a 206+12* a
DM+M 219494 * a 153+15** b 150+14 * b
DM+ EACP 284.5+95 * a 221+20* a 253.6£59 ** a

Los valores representan la media de 6 islotes pancreaticos de 6 ratas. *, **:
Representan diferencias significativas entre los tiempos. Las letras representan
diferencias significativas entre grupos. p<0.05

En la Figura 37 se muestran los Islotes de Langerhans Pancreaticos en Tiempo
Cero de Grupos experimentales. Se observan un mayor numero de células B-
pancreaticas en ratas sanas en comparacion con diabéticas en tiempo cero (Fig.

37).
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Figura 37. Islotes pancreaticos de los grupos de estudio en tiempo cero. A) Sanas,
B) D+M, C) D+EACP. 400X. Las flechas sefialan los nucleos de las células [3-

pancreaticas.

En la Figura 38 se muestran los Islotes de Langerhans Pancreaticos en Tiempo 15

dias de los Grupos experimentales.

Figura 38. Islotes pancreaticos de los grupos de estudio en tiempo 15 dias. A)
Sanas, B) D+M, C) D+EACP. 400X. Las flechas sefialan los nucleos de las células

B-pancreaticas.

Se conserva el numero de células B-pancreéticas en ratas sanas en comparacion
con diabéticas, en las diabéticas tratadas con metformina se nota una diferencia
significativa al observar una disminucion de células pancreéaticas como se observan
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en las micrografias, mientras que en las ratas tratadas con EACP no hay diferencia
significativa al mantener el nimero de células pancreéticas al compararlas con las

sanas.

En la Figura 39 se muestran los Islotes de Langerhans Pancreéticos en tiempo 60

dias de los Grupos experimentales.

Figura 39. Islotes pancreaticos de los grupos de estudio en tiempo 60 dias. A)
Sanas, B) D+M, C) D+EACP. 400X. Las flechas sefialan los nucleos de las células

B-pancreaticas.

Al igual que en el tiempo 15, se puede observar que el numero de células B-
pancreaticas en ratas sanas se conserva en comparacion con diabéticas, en las
diabéticas tratadas con metformina se nota una diferencia significativa al observar
una disminucion de células pancreaticas como se observan en las micrografias,
mientras que en las ratas tratadas con EACP no hay diferencia significativa al

mantener el nimero de células pancreaticas al compararlas con las sanas.
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8.2 Higado:

Se realiz6 un andlisis histopatoldgico del higado de los animales seleccionados, por
cada grupo de experimentacion, en la Figura 40 se muestra la disposicion del tejido
en el cuerpo del animal; en la figura 41 se muestra uno de los cortes histolégicos de

higado realizado al grupo sano en experimentacion.

higado
) 2

« -
<-—estomage :az
s %,

- pancreas

=

Fig. 41 Corte histolégico de higado sano (Jamaludin M. y col., 2016).
Las estructuras mas comunes que se pueden identificar en un corte histolégico (Fig.

42) en el higado son las siguientes:
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Fig. 42 Estructuras en el corte de higado, 400X.

Al igual que en el pancreas, se realizd un andlisis histopatolégico del higado del
grupo de animales en estudio en los tiempos: cero, 15, 30, 60 y 90 dias

respectivamente y se observé a 100X y 400X. Lo que se muestra a continuacion.

En la Figura 43 se muestran las micrografias obtenidas de los cortes histoldgicos
de higado, correspondientes al tiempo cero en los grupos de estudio. Se puede
observar que en los grupos de ratas tratadas con metformina y con el extracto
acuoso de Cuphea procumbens (EACP) se presenta una inflamacion inicial leve, en
la cual se comienza a distorsionar la disposicion de los hepatocitos en comparacion

con el corte de la rata sana en la cual se observan la disposicion de los hepatocitos.
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Lo,

Fig. 43. Micrografias Hepéaticas de los grupos de estudio. Se presentan
micrografias con 100X y 400X. Grupos SANO, METFORMINA, EACP, tiempo
Cero.
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En las imagenes posteriores se muestran los cortes de los animales en estudio de
los tiempos 15 dias (Fig. 44), 30 dias (Fig. 45), 60 dias (Fig. 46) y 90 dias (Fig.47);
en el andlisis histologico de las ratas tratadas con metformina se observd que a
partir de los 15 dias en adelante hay presencia de inflamacion en el tejido por lo que
no se puede distinguir la disposicion y morfologia de los hepatocitos en el trascurso

del tiempo.

Entre los tiempos 60 y 90 dias, en las ratas tratadas con metformina, se observa la
acumulacion de grasa en los hepatocitos, la cual podemos observar como espacios

blancos lo que nos confirma la existencia de Esteatosis hepatica (Fig. 46 y Fig. 47)

En cuanto a las ratas diabéticas tratadas con extracto acuoso de Cuphea
procumbens (EACP), se observa que el dafio hepatico es menor en comparacion
con las ratas diabéticas tratadas con metformina al observar que el tejido hepético

se conserva mejor ante el dafio provocado por la enfermedad (Figura 46).
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DM2 + EACP
Fig. 44. Micrografias Hepaticas de los grupos de estudio. Se presentan

micrografias con 100X y 400X. Grupos SANO, METFORMINA, EACP, tiempo 15
dias.
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DM2 + EACP
Fig. 45 Micrografias Hepéaticas de los grupos de estudio. Se presentan

micrografias con 100X y 400X. Grupos SANO, METFORMINA, EACP, tiempo 30

dias.
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DM2 + EACP
Fig. 46. Micrografias Hepaticas de los grupos de estudio. Se presentan

micrografias con 100X y 400X. Grupos SANO, METFORMINA, EACP, tiempo 60

dias.

-105 -



“+

v

-

- ’ 4
.

DM2 + METF.

DM2 + EACP
aticas de los grupos de estudio. Se presentan

100Xy 400X. Grupos SANO, METFORMINA

Hep

1as

’

Fig. 47. Micrograf

EACP, tiempo 90

micrografias con

dia

- 106 -



IX DISCUSION
La diabetes se esta convirtiendo rapidamente en la epidemia del siglo XXI y es un
reto de salud global. Como se ha venido mencionando la diabetes mellitus es una
enfermedad crdénica degenerativa que se caracteriza por una concentracion elevada
de glucosa en sangre (OMS, 2016).
Por ello, en la diabetes se presentan problemas sistémicos, debido a elevadas
concentraciones de carbohidratos que generan productos de glicacion avanzada en
distintos 6rganos, como por ejemplo en ojos (perdida de la vision), corazén
(arritmias), sistema circulatorio (falta de circulacion que conlleva al pie diabético y
como consecuencia la amputacion de miembros), rifiones (insuficiencia renal
cronica), higado (cetoacidosis, higado graso) y pancreas (falla en la secrecién de
insulina) (Asociacibn Americana de Diabetes, 2018; Asociacidon Americana de
Diabetes, 2019). Debido a esto, se hizo un andlisis del efecto de la hierba de la
calavera en los principales tejidos afectados en la diabetes que son el pancreas e
higado.
En este trabajo se utilizaron animales con diabetes tipo 2, inducido con fructuosa al
60% que se administraron durante un periodo de 3 meses para que se presente la
enfermedad, en éste periodo no se le administraron tratamientos.
Se utilizaron tres grupos: Sanos, diabéticos (DM2) tratados con metformina y
diabéticos tratados con el extracto acuoso de la hierba de la calavera (EACP). Estos
grupos corresponden a una investigacion previa de nuestro grupo de trabajo
(Orozco M. F. M.y Fenton N. B. 2018) del efecto hipoglucemiante de la planta Hierba
de la Calavera (Cuphea procumbens).

A continuacion, se discuten los resultados obtenidos en los tejidos analizados.
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Pancreas.

En la diabetes (todos los tipos) existe dafo en las células B-pancreéticas. Los
mecanismos de destruccion o muerte son diversos, pero involucran una respuesta
autoinmune mediada por anticuerpos especificos contra proteinas de las células j3,
asi como la actividad directa de células inmunes, como células T citotoxicas (CTc)
y natural killer (NK) (Cervantes Villagrana R. D., Presno-Bernal J. M. 2013).

En el diagndstico de diabetes tipo 1, los primeros anticuerpos detectados son contra
la insulina. La destruccion de las células 3 se asocia principalmente con la activacion
de dos vias apoptoticas: la via por la perforina-granzima y la via del ligando Fas
(FasL) (Mandrup Poulsen T, 2001). Estos inductores apoptéticos son sintetizados
en células T citotoxicas (CTc) y natural killer (NK); la perforina, la granzima y algunas
citocinas inflamatorias son liberadas sobre la superficie de la célula objetivo
(Mandrup Poulsen T, 2001). Por otro lado, el FasL se localiza como una proteina
integral en la membrana de la célula T y reconoce a un receptor de la muerte
conocido como Fas o CD95, el cual se encuentra implicado en el desarrollo de
diabetes tipo 1y 2 (Henkler F. y col. 2005).

En cuanto a la diabetes tipo 2, la mayoria de los triglicéridos del cuerpo se
encuentran en el tejido adiposo (>95%), y la lipdlisis determina el suministro de
acidos grasos sistémicos; la insulina y las catecolaminas son los principales
reguladores de este proceso. La insulina tiene un efecto anti-lipolitico, y durante la
diabetes se pierde, incrementa la lipdlisis e induce hipertrigliceridemia mediante la
produccion de lipoproteina de muy baja densidad (VLDL), proceso que contribuye a
la aterogénesis (Coppack S. W. y col. 1996). Las cadenas largas de acidos grasos

en el plasma normalmente son reguladas por la insulina, y durante la resistencia a
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la insulina, incrementan y producen toxicidad de células [3 (lipotoxicidad), que junto
con la toxicidad de la glucosa dan el fendbmeno diabético (glucolipotoxicidad)
(Maedler K. 2008, Kluth O. y col. 2011).

En el pancreas, la diabetes tipo 2 es el factor inicial de la resistencia a la insulina,
en este caso, las células beta, al principio, si producen insulina adecuadamente,
pero esta insulina no es capaz de ejercer correctamente su accion y actuar sobre el
musculo, higado o tejido graso para disminuir la glucosa en la sangre (FMD, 2015).
Se ha demostrado que la disfuncién de la célula B pancreatica es un defecto
importante en la patogénesis de la diabetes mellitus tipo 2. Kulkarni y col,
demostraron en modelos de ratones con inactivacién especifica del receptor de
insulina en la célula B, que los defectos en la sefalizacién de esta hormona se
asocian con disfuncién de célula B. Por ende si en la diabetes mellitus tipo 2 existe
una resistencia de la célula 3 a la accion de la insulina, se podria asumir que un
fendmeno similar ocurre en las células a, lo cual llevaria a una incapacidad para

controlar la secrecion de glucagon mediada por insulina (Kulkarni R. N. y col. 1999).

En el andlisis del corte del tejido del pancreas, en el cual se hizo el conteo del
namero de células beta del pancreas en los diferentes grupos de estudio,
comparando cada grupo en los distintos tiempos se observd que en el grupo sano
no hay diferencia significativa al observar que el promedio de células 3- pancreaticas
se mantiene conforme transcurre el tiempo. Mientras que en los grupos tratado con
metformina y con el extracto acuoso de Cuphea procumbens (EACP), existe una
diferencia significativa al presentar una disminucion de células beta del pancreas en

el grupo de estudio tratado con metformina. Mientras que en el grupo de estudio
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tratado con el extracto acuoso de Cuphea procumbens se conserva el niumero
aproximado de células beta del pancreas en comparacién con el grupo sano.
La metformina es un farmaco oral perteneciente a la familia de las biguanidas, con
un potente efecto sensibilizante a la insulina, y es un tratamiento efectivo para
muchos pacientes con diabetes de tipo 2. No se metaboliza, sino que se elimina
rapidamente del citoplasma a través del rifion (Olivera Gonzélez, S. y col. 2010), es
por ello que se utiliza como primera opcion el sistema de salud de México (Castro
Serna D. y Castro Martinez M. G. 2006). Su accién actla por tres mecanismos,
retrasa la absorcion intestinal de glucosa, reduce la produccion hepatica de glucosa
y en el masculo incrementa la sensibilidad a insulina y mejora la captacion de
glucosa periférica y su utilizacion y retrasa la absorcidon intestinal de glucosa
(Vademécum, 2016). El tratamiento a largo plazo con metformina ha mostrado ser
seguro, tolerable y que ejerce efectos protectores contra enfermedades
macrovasculares en diabetes tipo 2 (Gelin L y col. 2018). Se ha demostrado que la
metformina tiene numerosos efectos benéficos en islotes aislados de pacientes con
DM2, incluyendo: Un incremento en el numero de granulos, expresion de mRNA de
insulina y la secrecion de insulina estimulada por la glucosa, y también una
reduccion en la apoptosis y en el estrés oxidativo (Marchetti P y col., 2004)
La metformina inhibe la hiperplasia celular compensatoria en células B-pancreaticas
inducida por dietas altas en grasas por 8 semanas en ratones, pero a largo plazo en
60 semanas no lo inhibe (Tajima K. y col. 2017).

Lo anterior explica los resultados observados en ratas diabéticas con
metformina a lo largo de la administracion cronica y podemos sefialar que son

congruentes con los hallazgos previos.
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Los resultados nos muestran una proteccion y conservacion de las células beta en
el grupo tratado con el extracto acuoso de la planta Cuphea procumbens, esto
debido a que presenta metabolitos secundarios como los polifenoles, fenoles y
flavonoides, que tienen propiedades que reducen el dafio en el tejido, los cuales
permiten conservar intacta la estructura y funciéon (Martinez Flores S. y col. 2002).
Se ha reportado ampliamente los efectos benéficos de los polifenoles. En particular,
se sabe que en el pancreas presentan un efecto protector sobre las células beta
gue se dafian en la diabetes debido a la hiperglucemia. Este efecto es por medio de
los siguientes mecanismos: generan la disminucién de induccién de citocinas por
dafo en las células. Aumento de la secrecion de Insulina y Aumento de las vias de
AMPK y aumento de IRS2 (Kim Y col. 2016).

Los compuestos naturales aumentan la secrecion de insulina, previenen la
apoptosis de células beta pancreaticas y modulan la diferenciacion y proliferacion
de las células beta (Oh, Y. S. 2015).

Evidencia reciente reporta que los flavonoides pueden disparan y amplificar las vias
de secrecion de la insulina en las células beta pancreaticas (Ghorbani A y col,
2019).

Es por ello, que el creciente interés en los flavonoides se debe a la apreciacion de
su amplia actividad farmacolégica. Pueden unirse a los polimeros biolédgicos, tales
como enzimas, transportadores de hormonas, y ADN; quelar iones metalicos
transitorios, tales como Fe?*, Cu?*, Zn?*, catalizar el transporte de electrones, y
depurar radicales libres. Debido a este hecho se han descrito efectos protectores
en patologias tales como diabetes mellitus, cancer, cardiopatias, infecciones viricas,

Ulcera estomacal y duodenal, e inflamaciones (Martinez Flores S. y col. 2002).
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La planta Cuphea procumbens presenta un alto contenido de metabolitos
secundarios: Polifenoles 126.07 + 44.14 mg Floroglucinol/g, Flavonoides: 125.86 +
0.05 mg QE/g, Fenoles: 617.44 + 33.44 mg GA/g (Orozco, 2018). Lo que explica las

propiedades protectoras observadas.

Lamentablemente no se logré obtener tejido del grupo en estudio de los tiempos 60
y 90 dias, debido a que se utilizé para realizar el andlisis de estrés oxidativo, por lo

que el tejido no alcanzo para realizar la histologia del mismo tiempo.

Higado

Por otra parte, en el analisis histolégico del higado en las ratas diabéticas tratadas
con metformina, en los primeros tiempos (15 dias, 30 dias) se observa inflamacion
cronica en el tejido por lo que impide que se distinga la disposicién y morfologia de
los hepatocitos, en comparacién con el grupo sano.

En el modelo que se utilizé en éste trabajo, se realiz6 la instalacion de la diabetes
tras la administracién de fructosa por tres meses (Dupas, J. y col. 2016). Es un
modelo ampliamente utilizado que muestra la evolucién de la enfermedad de forma
similar a lo que ocurre en humanos como es la resistencia a la insulina, la
hiperinsulinemia compensatoria y el desarrollo de la hipertensién (Delbosc, S. 2005,
Tran, L. T. 2009).

Por esta razon, el higado de los animales diabéticos analizados en el tiempo cero,
ya presentaron dafos crénicos en el tejido, como se aprecia en la Figura 43. En el

caso de la metformina, se sabe que reduce la esteatosis hepatica y la inflamacion
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(Woo S. L. y col. 2014). Se observé una pequeiia reduccién en la esteatosis y una
reduccion en la inflamacién conforme fue avanzando el tiempo del tratamiento.

Si bien sabemos que el higado es un érgano metabdlicamente complejo, ya que es
el mas importante para el control de los niveles sanguineos de glucosa, lipidos y
aminoacidos. Se puede considerar que el higado funciona como centro de
reprocesamiento de estas sustancias nutritivas (Gonzalo Benito, H. 2012).

Se ha demostrado que la acumulacion de tejido adiposo a nivel visceral esta
asociada con un defecto con la accion de la insulina (Bergman R. N. y col, 1998) el
tejido adiposo libera un cantidad excesiva de acidos grasos libres que interfieren
con la sefalizacion de insulina (Boucher J. y col. 2014). Es més la resistencia a la
insulina se encuentra asociada con un bajo grado de inflamacion del tejido adiposo
con un aumento de produccion y secrecion de moléculas inflamatorias como son
TNF-a, interleucina 6 que tiene efectos sistémicos en o6rganos periféricos que
interfieren de manera inhibitoria a la sefial de la insulina (Xu H. y col, 2003). En la
diabetes y en el sindrome metabdlico se encuentra el higado graso no alcohdlico
(Kim D, y col., 2018).

La metformina reduce la resistencia a la insulina en pacientes diabéticos
principalmente al inhibir la cadena respiratoria mitocondrial en hepatocitos al reducir
la produccion de glucosa hepética, lo que lleva a un descenso en las
concentraciones de glucosa sanguineas (Viollet B et al 2012, Madiraju A. y col.
2014).

Se han propuesto varios mecanismos para explicar la accion inhibitoria de la
metformina en la gluconeogénesis hepatica, incluyendo cambios en actividad de las

enzimas o una reduccion en la captura de sustratos para la gluconeogénesis. La
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accion preferencial de la metformina en los hepatocitos es debido a la expresién
predominante de un transportador organico de cationes (organic cation transporter
1 OCT1), que se sabe facilita la captura de metformina. Ademas, se ha demostrado
gue el complejo 1 de la cadena respiratoria y no AMPK es el blanco principal de la
metformina (Viollet, B, et al 2012).

Respecto al efecto de la metformina en la histologia hepética, recientemente se ha
reportado que no tienen mejora las caracteristicas histoldgicas ni bioquimicas en la
esteatopatitis no alcohdlica, en nifios, adolescentes o adultos (Farah S. y col. 2019).

Lo que coincide perfectamente con nuestros resultados.

En el caso de los animales tratados con EACP de igual manera se observo en
tiempo cero inflamacion y esteatosis, conforme fue avanzando el tratamiento cronico
se pudo observar una disminucion de la inflamacién y esteatosis en los 15, 30, 60 y
90 dias (Figuras 44 a la 47).

Esto se puede explicar por la presencia de metabolitos secundarios activos en los
extractos. Las diferentes clases de agentes que protegen el higado diabético o
disminuyen la gravedad de la lesion mediada por la hiperglucemia incluyen
flavonoides, catequinas y otros compuestos polifendlicos, la curcumina y sus
derivados, ciertas vitaminas, hormonas y medicamentos, oligoelementos,
antioxidantes prototipicos y aminoacidos. Algunos de los cambios pronunciados
mediados por los antioxidantes en el higado expuestos a la hiperglucemia incluyen
disminucion del estrés oxidativo, y alteraciones en el metabolismo de carbohidratos
y lipidos. Otros mecanismos a través de los cuales los agentes mejoran la lesion

hepatica mediada por la hiperglucemia incluyen la disminucion del dafio oxidativo
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del ADN vy las proteinas, la restauracion de la integridad estructural y funcional
mitocondrial, la disminucion de la inflamacién y la mejora de la sefializacion de la
insulina. Por lo tanto, los antioxidantes pueden ser un modo importante de defensa
para mantener las funciones hepaticas normales en la diabetes. (Dey, A.,
Laksmanan, J. 2013).

Los polifenoles son un grupo muy grande y heterogeneo de compuestos
fitoquimicos de origen vegetal y se dividen en flavonoides, acidos fendlicos,
estilbenos y lignanos. Se ha demostrado que los polifenoles tienen propiedades
antioxidantes y anti-inflamatorias con efectos benéficos en el inicio y progresion de
enfermedades metabdlicas en la reduccion de la presion sanguinea y el peso
corporal (Amiot M. J. y col, 2016; Hussain T. y col, 2016; Russo B. y col, 2019).

El metabolismo de los flavonoides es intenso y una parte importante se excretan por
la orina. La transformacién de los flavonoides tiene lugar en dos localizaciones: en
primer lugar en el higado, por medio de reacciones de biotransformacion de fase |
en las que se introducen o exponen grupos polares; en segundo lugar en el colon
mediante reacciones de biotransformacion de fase I, en las que los
microorganismos degradan los flavonoides no absorbidos (Martinez Flores S. y col.
2002).

En éste trabajo se demuestra que los extractos acuosos de la hierba de calavera
presentan efectos protectores en pancreas e higado de animales diabéticos. Lo que
nos lleva a proponer que en un futuro, una vez que se haya demostrado su eficiencia
y seguridad en personas, se pueda considerar como alternativa para el apoyo de

tratamientos farmacoldgicos personalizados para pacientes con diabetes.
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X CONCLUSIONES

a)

b)

d)

El tratamiento crénico de extracto acuoso de Cuphea procumbens presenta
un efecto protector en las células hepaticas y células beta del pancreas en

ratas con diabetes tipo 2.

Los resultados permitieron evidenciar que el grupo de ratas diabéticas
presenta una diferencia significativamente al presentar una disminucion de
las células beta del pancreas en comparacion a los grupos sano y extracto

acuoso de Cuphea procumbens (EACP).

Se identific6 en el higado de las ratas diabéticas tratadas con metformina
inflamacion crénica conforme el paso del tratamiento cronico, observando
dafio en el tejido provocando esteatosis hepética, en comparacion con las

sanas y las tratadas con el extracto acuoso de la hierba de la Calavera.

La administraciéon crénica del EACP generd una disminucion de esteatosis e

inflamacion.
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XI PERSPECTIVAS

e Identificar el compuesto responsable del efecto protector de Cuphea

procumbens.

e Evaluar el efecto hipoglucemiante y protector de Cuphea procumbens en

otros 6rganos como por ejemplo corazon y rifion.
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