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GLOSARIO
Abaxial: Es un término botanico que se refiere a aquella parte de la planta que se encuentra

mas alejada de un eje dado (envés).

Adaxial: Organo o parte de un érgano mas proximo con respecto a un eje, en las hojas la

cara adaxial corresponde al (haz); se opone a abaxial.

Antioxidante: Sustancia que evita la oxidacion de otras sustancias, a través de su propia
oxidacion. Se consideran sustancias antioxidantes las vitaminas A, C y E, el zinc, el

selenio, etc.

Célula beta: Célula constituyente de los islotes de Langerhans, sintetizan y segregan la

insulina, una hormona que controla los niveles de glucosa en la sangre.

Disbetalipoproteinemia familiar: Es un trastorno transmitido de padres a hijos que

provoca altas cantidades de colesterol y triglicéridos en la sangre.

Enzima: Molécula organica de naturaleza proteica que interviene en todas las reacciones

del metabolismo acelerando su velocidad y favoreciendo las transformaciones bioquimicas.

Especies reactivas de oxigeno: Son generalmente moléculas muy pequefias altamente

reactivas debido a la presencia de una capa de electrones de valencia no apareada.

Estrés oxidativo: Pérdida del equilibrio entre la produccion de radicales libres o de
especies reactivas de oxigeno y los sistemas de defensa antioxidante, y que tiene efectos

deletéreos sobre los carbohidratos, los lipidos y las proteinas.
Fitoterapia: Uso de los principios activos contenidos en las plantas con fines terapéuticos.

Glicemia: Cantidad de glucosa contenida en la sangre (g/L).



Glicosilacion: Proceso bioguimico en el que se adiciona un glucido a otra molécula.

Hipercolesterolemia: Aumento del nivel de colesterol en sangre por encima de 2,5 g/L.

Hiperglicemia: Exceso de glucosa en la sangre por encima de 110 mg/dL.

Hipoglucemiante: Farmaco o sustancia que disminuye la concentracion de glucosa en el

organismo.

Hiperlipemia: Aumento de los niveles de lipidos en sangre.

Hiperquilomicronemia: Aumento de la concentracion plasmatica de quilomicrones. Tiene
lugar en la hiperlipoproteinemia tipo 1, por una deficiencia de la enzima lipoproteinlipasa y

en la tipo 5, donde se asocia con la elevacion de particulas VLDL.

Hipolipemiante: Sustancia o farmaco que reduce la concentracion de lipidos en la sangre.

Hipertrigliceridemia: Elevacidon anormal del nivel de triglicéridos en sangre.

Hormona: Molécula de naturaleza proteica, lipidica, etc. segregada por glandulas y
transportadas por la sangre hasta los érganos en los que ejerce su accién (activando o

inhibiendo su actividad).

Insulina: Hormona proteica segregada por las células B de los islotes de Langerhans del
pancreas cuya accion es antagonica a la del glucagén y la adrenalina. La insulina disminuye
la concentracion de glucosa en la sangre y favorece su transformacion a glucdgeno.

También actla sobre el metabolismo de los lipidos y las proteinas.

Metabolismo: Conjunto de reacciones quimicas y de procesos fisioldgicos que se

desarrollan en el organismo a fin de proporcionar la energia y las sustancias basicas para



formar, nutrir, reparar los tejidos y Organos y para producir sustancias esenciales

(hormonas, enzimas y anticuerpos).

Mitocondria: Organulo presente en todas las células eucariotas. Consta de una doble
membrana, una exterior lisa, muy permeable y rica en complejos enzimaticos, y una interior
fuertemente replegada. En las mitocondrias se lleva a cabo el ciclo de Krebs y la beta-

oxidacion de los &cidos grasos, lo que permite obtener energia en forma de ATP.
Polidipsia: Sed excesiva.

Polifagia: Hambre voraz excesiva.

Poliuria: Secrecion y emisién abundantes de orina.

Radical libre o prooxidante: Atomos o conjuntos de ellos que disponen de un electron sin

aparear, una condicion que les confiere inestabilidad y reactividad.

Tejido: Conjunto de células diferenciadas y especializadas en realizar una determinada
funcion. Las células que conforman un tejido pueden ser semejantes o pertenecer a modelos

distintos.

(Definiciones basadas en el: Diccionario Técnico cientifico online, 2015).
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ABREVIATURAS

AGE: (Advanced glyccation end products) Productos finales avanzados de glicacion.

ATP: Adenosintrifosfato.

Col: Colesterol.

cHDL: Colesterol HDL

cLDL: Colesterol LDL

DM: Diabetes mellitus.

DML1.: Diabetes mellitus tipo 1.

DM2: Diabetes mellitus tipo 2.

ER: Especies reactivas.

ERO: Especies reactivas oxigeno.

EOx: Estrés oxidativo.

FABP: (Fatty Acid Binding Protein). Proteina de union a acidos grasos.

HDL.: Lipoproteinas de alta densidad.

HTGL.: Hipertrigliceridemia.

H202: Perdxido de hidrégeno.

IDL: Lipoproteinas de densidad intermedia

LDL.: Lipoproteinas de baja densidad

LDL.: Lipoproteinas de baja densidad.
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O:2": Radical superéxido.

RCS: Especies reactivas de cobre.
RIS: Especies reactivas de hierro.
RNS: Especies reactivas de nitrogeno.

RL: Radical libre.

ROS: (Reactive oxygen species). Especies reactivas de oxigeno.

TAG: Triacilglicéridos.
TBARS: Especies reactivas al acido tiobarbitdrico.

VLDL: Lipoproteinas de muy baja densidad.
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RESUMEN

La Diabetes mellitus (DM) al presentarse se es incapaz de metabolizar completamente los
carbohidratos y los lipidos, debido a la insuficiencia en la produccién de insulina por parte
de las células beta (RB) del pancreas, lo cual lleva a un aumento en el estrés oxidativo y otras
complicaciones, que en su conjunto ocasionan la muerte. Damiana (Turnera diffusa) es una
planta recientemente estudiada por sus propiedades antioxidantes. Se determind la actividad
hipolipemiante, antioxidante en suero y en mitocondrias de rifion del extracto metanolico
de T. diffusa, ademas, se realizd una cromatografia de gases para la identificacion de los
compuestos presentes. Se utilizaron ratas Wistar macho, las cuales fueron divididas
aleatoriamente en 4 grupos de 5-6 ratas. Grupo I, control (C) (vehiculo, etanol 50%); Grupo
I, control + Turnera diffusa (C+Td) (30 mg / kg de peso); Grupo I, diabético (D)
(vehiculo, etanol 50%); Grupo IV, diabético + Turnera diffusa (D+Td) (30 mg / kg de
peso). Los resultados demostraron que al comparar el grupo D + Td vs. el grupo D, el
primero presentd una tendencia al reducir los niveles de colesterol (52.4 mg/dL vs. 60
mg/dL, respectivamente) y triacilglicéridos (76 mg/dL vs. 96.8 mg/dL respectivamente),
ademas, tiene capacidad de reducir la lipoperoxidacion en suero (5 nmolas/mL vs 7.4
nmolas/mL respectivamente) y en las mitocondrias de rifion no presentd un efecto
antioxidante (0.154 nmolas/mL vs 0.147 nmolas/mL, respectivamente). "El andlisis
cromatografico de gases-espectrometria de masas del extracto metandlico de T. diffusa
demostro la presencia de los siguientes compuestos™: eudesmol, guaiol, maltol, fitol y
limoneno con mayor importancia bioquimica. El extracto metandlico de T. diffusa presenta

actividad hipolipidémica y antioxidante en suero.
Palabras clave

Diabetes, Metabolismo, compuestos antioxidantes, radicales libres estres oxidativo.



ABSTRACT

Diabetes mellitus (DM) arising is unable to fully metabolize carbohydrates and lipids, due
to insufficient production of insulin by cells beta (3) of the pancreas, which leads to an
increase in oxidative stress and other complications, which together cause the death.
Damiana (Turnera diffusa) is a plant recently studied by its antioxidant properties.
Hypolipidemic and antioxidant activities were measured in serum and in Kkidney
mitochondria with the methanol extract of T. diffusa, also held a gas chromatography to the
identification of the compounds present. Male Wistar rats were randomly divided into 4
groups of 5-6 rats which were used. Group I, control (C) (vehicle, 50% ethanol); Group I,
control + Turnera diffusa (C+Td) (30 mg / kg of weight); Group I, diabetic (D) (vehicle,
50% ethanol); Group IV, diabetic + Turnera diffusa (D+Td) (30 mg / kg of weight). Results
showed by comparing Group D + Td vs. Group D first presented a hypolipidemic activity
by reducing cholesterol levels (52.4 mg/dL vs. 60 mg/dL respectively) and triacilglycerides
(76 mg/dL vs. 96.8 mg/dL respectively), also has the ability to reduce the lipoperoxidacion
in serum (5 nmolas/mL vs. 7.4 nmolas/mL respectively) and kidney mitochondria do not
present an antioxidant effect (0.154 nmolas/mL vs. 0.147 nmolas/mL respectively). "The
chromatographic mass spectrometry analysis of methanolic extract of T. diffusa showed the
presence of the following compounds™: eudesmol, guailol, maltol, phytol and limonene as
of biochemistry importance. Methanol extract of T. diffusa presents hypolipidemic and

antioxidant activity in serum.
Keywords

Diabetes, Metabolism, antioxidant compounds, free radicals, oxidative stress.



1. INTRODUCCION

1.1 Diabetes mellitus
La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad sistémica crénico-degenerativa de caracter
heterogéneo con grados variables de predisposicion hereditaria y con la participacion de

diversos factores ambientales (Rosado et al., 2007)

En la DM existe un aumento del estrés oxidativo y una disminucion de los sistemas de
defensa antioxidante, que se han implicado en la etiopatogenia de la enfermedad y en la
aparicion de complicaciones crénicas. La DM se caracteriza por hiperglucemia crénica
debido a la deficiencia en la produccion o accion de la insulina, con efectos sobre el
metabolismo intermedio de carbohidratos, lipidos y proteinas. Suelen distinguirse dos
formas principales de DM, la tipo 1 (DM1) y la tipo 2 (DM2). La DM1 es debida
principalmente a una reaccion de tipo autoinmune, donde se da una destruccion selectiva de
las células B del pancreas, productoras de insulina, cuya ausencia en el organismo conduce
a la hiperglucemia cronica, la cual s6lo se corrige con la administracion de insulina, de ahi
que se le denomine también DM dependiente de insulina. Por otro lado, la DM2 mantiene
una capacidad residual de secrecion de insulina acomparfiada de resistencia en los tejidos, la
cual no es superada por la cantidad de insulina producida y por lo tanto, lleva también a la
hiperglucemia cronica. La DM2 se presenta mayormente en los sujetos adultos y cursa con
resistencia periférica a la insulina, por lo que la terapia esta encaminada a reforzar la

sensibilidad a la hormona (Rosado et al., 2007).

El tratamiento de la DM2 es apoyado por medio de la medicina tradicional y
especificamente, a través de la fitoterapia empirica, que poco a poco ha tomado bases

cientificas mas solidas. Esta ultima opcion puede ser de beneficio considerable,
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especialmente, durante las primeras etapas de la enfermedad, porque existe evidencia
acerca de la eficacia en el empleo de fitomedicamentos o suplementos alimenticios sobre la
base de vegetales, con menos efectos secundarios, que son usados como parte de la

medicina alternativa (Castro et al., 2014).

1.2 Estrés oxidativo
El estrés oxidativo es un estado que se caracteriza por un desequilibrio entre la produccion
de especies reactivas del oxigeno y la capacidad antioxidante de las células. En el paso a la
vida oxigenada, las células se dotaron de sistemas antioxidantes que pueden ser enzimaticos
y no enzimaticos, en los que participan biomoléculas que generalmente poseen menor peso
molecular que las enzimas. Las especies reactivas del oxigeno se producen constantemente
en la mitocondria entre 2 a 5 % del oxigeno que entra en la cadena respiratoria, se reduce
de forma univalente para generar el radical superoxido. Las sustancias que participan en las
reacciones de los sistemas de defensa antioxidante, se inactivan o deterioran en
determinadas situaciones. Este deterioro puede ser causado por alguna enfermedad crénica
0 transitoria que provoca incrementos sustanciales en la produccion de oxidantes y

prooxidantes (Clapés et al., 2000).

El estrés oxidativo (EOx) se define como el desequilibrio bioquimico propiciado por la
produccion excesiva de especies reactivas (ER) y radicales libres (RL), que provocan dafio
oxidativo a las macromoléculas y que no puede ser contrarrestado por los sistemas
antioxidantes de defensa. Este dafio se relaciona con el envejecimiento y con mas de 100
padecimientos. El dafio celular que producen las ER y los RL ocurre en los enlaces de
proteinas, los fosfolipidos poliinsaturados de las membranas celulares, hidratos de carbono

y acidos nucleicos, lo que provoca gran variedad de cambios bioquimicos y fisiologicos en
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la célula, ocasionados por la activacion de una reaccion en cadena (Ramos et al., 2006). Las
proteinas sufren el dafio oxidativo por el ataque de radicales libres, la interaccion de las
especies reactivas de oxigeno (ERO) con las proteinas, da lugar a una oxidacion de los
restos laterales de aminodcidos, lo cual puede traducirse en una pérdida o modificacion de
la funcion bioldgica que desempefian (Gonzélez, 2001). Los RL contienen un electrdon (e-)
no apareado; esta caracteristica los hace sumamente reactivos y capaces de dafiar a otras
moléculas, lo que, a su vez, las convierte en moléculas muy reactivas, capaces de provocar
una reaccion en cadena que causa dafio oxidativo, a nivel tejido y celular. Las ER incluyen
a las especies de oxigeno (ERO), hierro (RIS), cobre (RCS), asi como a las de nitrdgeno
(RNS). Estas especies se forman como productos del metabolismo de los RL y, aunque no
todas son de esta clase, son moléculas oxidantes que se transforman facilmente en RL, lo

que les confiere la caracteristica de ser compuestos muy dafiinos para las células (Ramos et

al., 2006).

1.3 Diabetes mellitus y estrés oxidativo
En el estudio de las causas implicadas en la aparicion de esta patologia, se ha demostrado
que altos valores de glicemia conducen a un estrés oxidativo. Esto se debe a que la glucosa
se autooxida y da lugar a la formacién de alfacetoaldehidos, peréxido de hidrégeno (H202)
y radical superoxido (O2), entre otras ERO. También, se plantea que el descontrol de la
glicemia conduce al incremento de la velocidad de los procesos de glicosilacion y
oxidacion de lipidos y proteinas de membrana, lo que provoca cambios conformacionales
de estas macromoléculas y por lo tanto, el deterioro de sus funciones. Los productos que se
forman se conocen como AGE (productos finales de la glicosilacion avanzada del inglés

Advanced glyccation end products). Un nimero de estas sustancias que se forman de modo



irreversible son capaces de hacer enlaces covalentes con otras proteinas para potenciar asi

el dafio (Clapes et al., 2011).

En los pacientes que padecen de DM, se producen cambios en indicadores bioquimicos que
evidencian una situacion de estrés oxidativo: disminuyen las concentraciones plasmaticas
de vitaminas antioxidantes como la A y la E, se incrementa la concentracion sanguinea de
sustancias reactivas al acido tiobarbitarico (del inglés las siglas TBARS), se incrementa la
susceptibilidad de las lipoproteinas de baja densidad (LDL) a la oxidacion, menor

capacidad antioxidante total del plasma y se dafia el material genético (Clapés et al., 2000).

1.4 Lipidos
Los lipidos son un grupo heterogéneo de moléculas de carbono de cadena larga que
comparten ciertas propiedades de insolubilidad en agua, pero que presentan muchas otras
diferencias y caracteristicas individuales (Cuadro 1). Son moléculas hidr6fobas que pueden
originarse completamente o en parte a traves de condensaciones de tioésteres o unidades de
isopreno. Estos compuestos tienen funciones como: fuentes de energia, esqueleto de la
membrana celular, protectores de 6rganos, mediadores hormonales, entre otros (Fierro et

al., 2011).

Su importancia viene marcada por 4 caracteristicas fundamentales:

* Como reserva energética. Las largas cadenas hidrocarbonadas de los 4cidos grasos poseen
una gran capacidad para liberar una cantidad maxima de energia con la oxidacion; por
contener una importante cantidad de carbono en forma totalmente reducida. Los convierte

en la forma mas eficaz de almacenar energia. De hecho, constituyen reservas de energia



mucho mas eficaces que los hidratos de carbono. Este papel lo desempefian

fundamentalmente los triacilgliceroles, triacilglicéridos o grasas neutras.

* Como componentes de las membranas biologicas, participando activamente en multiples
procesos celulares, como transporte, regulacion y comunicacion celular. Esta funcion la
realizan fundamentalmente los fosfolipidos, los esfingolipidos y el colesterol, que
comparten la propiedad de ser anfipaticos; es decir, poseen un extremo hidrofilico, lo que
tiene gran importancia en la configuracion de la arquitectura tipica de las membranas

celulares.

» Como emulsionantes de otros compuestos para facilitar la digestion. Esto lo realizan los

acidos biliares.

* Por ultimo, participan en la regulacion metabolica, formando parte a nivel molecular de
hormonas, vitaminas, prostaglandinas, entre otras. Algunos, actan como sefales entre
células (eicosanoides y hormonas esteroideas) o como mensajeros intracelulares
(fosfatidilinositoles). Otros desempefian funciones como co-factores enziméticos de
oxidoreduccion (ubiquinonas), transportadores (dolicoles) y ancladores de proteinas de

membrana (Fierro et al., 2011).



Cuadro 1. Clasificacién de lipidos y ejemplos mas comunes (Fierro et al., 2011).

Categoria Ejemplo

Acidos grasos Acido oleico

Glicerolipidos Triglicéridos

Glicerofosfolipidos Fotidilcolina

Esfingolipidos Esfingosina

Esteroles Colesterol

Isoprenoides Farnesol

Glucolipidos UDP-3-0-(3 hidroxitetradecanol)-N-
acetilglucosamina

Policétidos Aflatoxina

1.5 Colesterol total
El colesterol es un alcohol de tipo esteroideo, blanco y que no puede disolverse en agua
(figura 1). Se trata de un esterol apreciable en los tejidos corporalesy en lasangre,
sobretodo en el higado, el pancreas, la médula espinal y el cerebro. Se forma en el higado a
partir de alimentos grasos y es necesario para el funcionamiento normal del organismo.
Esté presente en la membrana plasmatica (capa exterior) de todas las células del organismo

se desplaza por la sangre mediante unas moléculas denominadas lipoproteinas.

HC

Figura 1. Estructura de la molécula de Colesterol (Fierro et al., 2011).

1.6 Triacilglicéridos
Son compuestos formados por tres acidos grasos unidos a una molécula de glicerol, de

modo que por hidrolisis, se obtiene glicerol y acidos grasos (Figura 2). Son triésteres de
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acidos grasos con glicerol. La esterificacion reduce de forma significativa el caracter

hidréfilo de los grupos de cabeza de los &cidos grasos, lo que los hace insolubles en agua.

El almacenamiento de la grasa en forma de triacilglicéridos tiene lugar fundamentalmente
en los adipocitos, con la funcién fundamental de producir energia, mediante la oxidacion de

los acidos grasos para generar ATP (Fierro et al., 2011).

Figura 2. Estructura de la molécula de triacilglicérido (Fierro et al., 2011).

1.6.1 Biosintesis de los triacilglicéridos
Los triacilglicéridos son activamente sintetizados, tanto en las células hepéaticas como en las
adiposas. Para ello, se requieren dos precursores principales: glicerol-3-fosfato y acil-CoA.
El primero, se produce durante la glucdlisis por la accién de la glicerilfosfato-
deshidrogenasa o a través de la fosforilacion del glicerol y tras sufrir dos esterificaciones
sucesivas con acil-CoA, se convierte en diacilglicerol-3-fosfato o acido fosfatidico;
precursor tanto de los fosfolipidos como de los TAG. La ruta hacia los TAG exigira la
eliminacion hidrofilica del fosfato, seguida de una nueva transferencia de otro grupo acilo

procedente de un acil-CoA (Fierro et al., 2011).
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Figura 3. Relacion de la deficiencia de insulina y las alteraciones en el metabolismo de los

triglicéridos en la diabetes mellitus (Fierro et al., 2011).

La hipertrigliceridemia (HTGL) es la dislipemia mas comdn en la diabetes, ya sea originada
por deficiencia de insulina (tipo 1) o por resistencia a la insulina (tipo 2). La HTGL puede
empeorar cuando subyacen patologias primarias como la hipertrigliceridemia familiar, la
hiperlipemia familiar combinada o la disbetalipoproteinemia familiar, conduciendo a
elevaciones graves de TAG, con hiperquilomicronemia. La deficiente accién de la insulina
actla a varios niveles: a) favorece la lipolisis del tejido adiposo, liberando acidos grasos
libres a la circulacion; y b) disminuye la actividad de la lipoproteina lipasa (LPL),
realizando un catabolismo defectuoso de VLDL y quilomicrones (QM) (Figura 3). El

aumento de acidos grasos estimula la secrecion hepatica de VLDL y Apo B. De nuevo, el
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exceso de particulas de VLDL acarrea consigo una disminucion de las concentraciones de
colesterol-HDL (cHDL) y un aumento de las concentraciones de colesterol-LDL (cLDL)
derivadas del catabolismo de VLDL y densidad intermedia de lipoproteinas (IDL). Como la
composicion de esas lipoproteinas estd méas enriquecida en TAG, las particulas de IDL y
LDL pequefias y densas, no son adecuadamente reconocidas por los receptores B y E

hepéticos, derivando hacia otros tejidos y promoviendo, por tanto, la aterosclerosis (Fierro

etal., 2011).
VLDL
ricos
enTG
HDL ricas 4
enTG
A Lipasa
hepatica

|
4

LDL

macrofagos

Figura 4. Metabolismo de las VLDL en pacientes diabéticos (Fierro et al., 2011).
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1.7 Lipoproteinas
Son moléculas formadas como resultado de la asociacion de un lipido y una proteina, con la
peculiaridad de que conservan las caracteristicas fisicoquimicas de los dos compuestos.
Contienen de forma habitual lipidos polares o neutros, colesteroly sus ésteres. Se
encuentran como componente principal de las membranas celulares y de algunas hormonas.
Actian como unidades de transporte de lipidos en la sangre y cuentan con distintas
densidades; entre ellas se distinguen: los quilomicrones, las VLDL (Very Low Density
Lipoproteins), las LDL (Low Density Lipoproteins) y las HDL (High Density
Lipoproteins). Las células las reconocen mediante receptores especificos de membrana,
gracias a su contenido de apoproteinas (Apo), de las cuales se han caracterizado varios
tipos: Apo-A: I, Il y 1ll, Apo-B: B-48 y B-100, Apo-C: I, II, 11l, Apo-D, Apo-E, Apo-F y

Apo-G (Singleton et al., 1965; Guo et al., 2006).

Los quilomicrones transportan a los lipidos exdgenos desde el intestino hasta los tejidos
periféricos. Las VLDL transportan a los lipidos endogenos sintetizados en el higado hacia
los tejidos periféricos. Ambas lipoproteinas tienen en su estructura un elevado contenido de
TAG, los cuales se hidrolizan a glicerol y acidos grasos en la superficie interna de los
capilares en los tejidos periféricos, por accién de la lipoproteina lipasa (LPL). De las
VLDL, se obtienen las IDL y los quilomicrones se transforman en quilomicrones
remanentes. La Apo B100 se utiliza para la sintesis de LDL a partir de la IDL, siendo estas
lipoproteinas las que transportan el colesterol a los tejidos periféricos. Las HDL eliminan el
exceso de colesterol de los tejidos periféricos y lo devuelven al higado para su metabolismo

0 excrecién (Singleton et al., 1965; Guo et al., 2006).
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1.7.1 Transporte y utilizacion de las lipoproteinas

e Laviaexdgena (Figura 4).
Por esta via, se absorben, metabolizan y almacenan las grasas ingeridas a través de la dieta,

cuya principal lipoproteina son los quilomicrones.

.
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Figura 5. La via exogena (Fierro et al., 2011).

e Laviaenddgena

Por esta via se sintetizan y metabolizan lipoproteinas, sobretodo de origen hepético o
derivadas de otras lipoproteinas. El higado sintetiza VLDL, que luego se transformara en
IDL y estas a su vez en LDL (Figura 5). Mediante el transporte reverso del colesterol, las
HDL son capaces de captar el colesterol de los tejidos periféricos y devolverlo al higado,

proceso crucial para evitar la arteriosclerosis (Martinez et al., 2012).
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A través de la dieta, proporcionamos al organismo diversas particulas lipidicas (TAG,
colesterol y fosfolipidos). La accion de diferentes enzimas digestivas junto a las sales
biliares, las fuerzas mecénicas intestinales (peristaltismo) y el efecto ionizante del pH,
completan el proceso de digestion de la mayoria de los lipidos, transform&ndolos en
micelas capaces de atravesar la membrana del enterocito. Una vez absorbidos, se produce
un proceso de reesterificacion de las distintas particulas lipidicas, al mismo tiempo que se
sintetizan una serie de proteinas (apoproteinas) que se incorporan a los lipidos
constituyendo las lipoproteinas las cuales son particulas esféricas cuyo nucleo esta
constituido por lipidos hidr6fobos (colesterol esterificado, TAG), rodeado de lipidos
polares (fosfolipidos, colesterol libre), que es la forma de transporte de la mayoria de los
lipidos en la sangre. En la corteza, se sitlan apoproteinas que facilitan la solubilidad en
plasma, a la vez que actlan como sefiales de reconocimiento para el transporte de lipidos a
los distintos tejidos, activando o inhibiendo enzimas clave que regulan el metabolismo

lipoproteico (Llor et al., 1993).

Las VLDL el higado las sintetiza directamente o a partir de las lipoproteinas circulantes
(remanentes de QM). La apoproteina que las caracteriza es la B100. Estas lipoproteinas son
rapidamente degradadas por lipasas similares a las de los QM perdiendo gran cantidad de
TAG y apoproteinas superficiales, transformandose en lipoproteinas de densidad intermedia

IDL (30% de colesterol, 40% de TG). (Figura 7).

Las IDL pueden ser captadas por el higado, el cual extraera su colesterol para elaborar mas
VLDL y para otras necesidades de la célula hepatica, o pueden permanecer en circulacion

mas tiempo hasta que pierden la Apo E y se convierten en LDL. (Llor et al., 1993).

14



Las LDL tienen Apo B 100 como Unico componente proteico. Proceden del metabolismo
de las VLDL. Son las principales portadoras del colesterol (50-70 %) en el plasma humano
normal, estas particulas se unen a un receptor especifico de la membrana plasmatica
presente en la mayoria de los tejidos. EI complejo LDL-R se invagina y se desprende de la
membrana plasmatica para formar una vesicula revestida. Estas vesiculas se fusionan con
los lisosomas degradando la apo B 100 hasta amino&cidos e hidrolizando los ésteres del
colesterol hasta colesterol libre. Este es capaz de inhibir la sintesis intracelular de colesterol
y regular negativamente la sintesis de receptores para las LDL disminuyendo la entrada de

mas colesterol (Llor et al., 1993).
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Figura 6. La via enddgena (Fierro et al., 2011).
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e EIl Transporte inverso de las lipoproteinas.

Las HDL (Figura 6) se sintetizan en higado e intestino inicialmente con forma discoidal,
conteniendo colesterol no esterificado, fosfolipidos y apoproteinas, fundamentalmente Apo
A (Al y A2). Estas HDL nacientes toman de los tejidos el colesterol libre (intercambiable
por ser mas superficial) transformandose en particulas esféricas. Existen dos subtipos de
HDL (HDL1 y HDLZ2). Parece ser que las HDL2 son las responsables de la correlacion

inversa entre los niveles de HDL y el riesgo de enfermedad coronaria (Llor et al., 1993).

Se reconoce como la fraccion de colesterol protectora porque existe una relacion inversa
entre la concentraciébn de colesterol HDL y la frecuencia de complicaciones
cardiovasculares. Las lipoproteinas de tipo HDL intervienen en el filtrado o purificacién del
colesterol, también Ilamadas “colesterol bueno” este término hace referencia al colesterol
contenido en las HDL, y su valor elevado en sangre se relaciona con la prevencién de
enfermedades arteriales, al llevarse el colesterol de las células y lo devolverlo al higado

donde se descompone y se elimina como residuo corporal (Llor et al., 1993).

Las LDL (Figura 6) también denominadas “colesterol malo”; se cree que causan
enfermedades arteriales al transportar el colesterol desde el higado a las células y pueden
causar una acumulacién nociva si hay mas de lo que las células pueden usar (Llor et al.,

1993).

Por otro lado los quilomicrones son las lipoproteinas de menor densidad transportan
fundamentalmente TAG (principal reserva de energia) (Figura 6). Se sintetizan en la
mucosa intestinal por reesterificacion de los lipidos procedentes de la digestion. Circulan

por la via linfatica, desembocando por el canal toracico hasta el torrente circulatorio. Una
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vez alli, ceden los TAG a los tejidos adiposo y muscular por accion de las LPL localizadas
en el endotelio de los capilares, convirtiéndose en QM remanentes, que son particulas

enriquecidas en colesterol y pobres en triglicérido (Llor et al., 1993).
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Figura 7. Molécula de LDL, HDL y Quilomicron (Llor et al., 1993).

1.8 Metabolismo de los lipidos
Después de ser absorbidos los lipidos por el intestino delgado, se pueden producir tanto los

procesos catabdlicos o anabolicos:

a) En células absorbentes intestinales: en el interior de estas células, los &cidos grasos se
unen a un proteina de bajo peso molecular que es la FABP (Fatty Acid Binding Protein) o
proteina Z, que los transporta al reticulo endoplasmatico liso, donde por la vias del
monoglicerol y el glicerol 3-fosfato esterifican de nuevo, formando triacilgliceroles,

fosfolipidos y ésteres de colesterol.

b) B-oxidacion: los acidos grasos que no han sido metabolizados dentro de las células
intestinales pasan a la circulacion portal y se dirigen a la mitocondria del hepatocito, donde
se degradan hasta formar ATP. Se considera que este proceso no es muy eficiente en cuanto

velocidad porque requiere del transporte a las mitocondria mediante la carnitina, sin
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embargo, en cuanto a rendimiento energético la beta-oxidacion es un proceso que produce

gran aporte energeético.

c) Lipogénesis: es el proceso que ocurre durante periodos de exceso calorico en el que la
ingesta caloricas sobrepasa el consumo energeético y los &cidos grasos sintetizados por el
higado (0o los procedentes de la dieta) son esterificados y almacenados como

triacilgliceroles en el tejido adiposo como reserva cuando haya carencia de ellos.

d) Lipolisis: es el proceso contrario al anterior, que sucede cuando el consumo energético
sobrepasa la ingesta calérica y los adipocitos liberan su contenido para compensar la

deficiencia y proporcionar el combustible metabdlico necesario.

e) Formacién de eicosanoides y docosanoides: formados en casi todas las células del
organismo, aeste grupo se incluyen las prostaglandinas, prostaciclinas, tromboxanos,
leucotrienos, acidos hidroperixotetraenoides, acidos hidroxieicosatetraenoides y lipoximas,
que se forman a partir de dos rutas: la ciclooxigenasa transforma los acidos grasos de 20
carbonos en prostanoides y lipooxigenasa los transforma en hidroperixotetraenoides, los
cuales se transforman rapidamente en leucotrienos, hidroxieicosatetraeenoides y lipoxinas

(Hoyos et al., 2014).

1.8.1 Alteracion de los lipidos en el organismo
El metabolismo de los lipidos se ve afectado por la deficiencia de insulina que causa una
disminucion de la LPL, por lo que disminuye la hidrdlisis de TAG de los quilomicrones y
de las VLDL y por lo tanto, no hay liberacion de éstos hacia el tejido muscular y adiposo.
Se aumenta la lipolisis en adipocitos. EI aumento de TAG disminuye los niveles de

colesterol HDL (C-HDL). (Guarneros, 2009).
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Si bien los lipidos son de suma importancia para la preservacion de la vida, una alteracion
de los niveles lipidicos en sangre puede ocasionar serios problemas a la salud; esta

patologia se conoce como hiperlipemia la cual se clasifica en:

Hipercolesterolemia: En donde el colesterol plasmatico se eleva por encima de 200 mg/dL,

mientras que los TAG estan por debajo de los 200 mg/dL.

Hipertrigliceridemia: Los TAG aparecen en concentraciones superiores a los 200 mg/dL,

mientras que el colesterol se encuentra en concentraciones por debajo de los 200 mg/dL.

Hiperlipemia Combinada: las concentraciones de colesterol y de TAG permanecen por

arriba de los 200 mg/dL. (Guarneros, 2009).

1.9 Lipoperoxidacion
La lipoperoxidacion involucra reacciones de iniciacion, propagacion y término (Yokozawa
et al., 2008). El estrés oxidativo es responsable de esta y se inicia cuando una especie
reactiva generalmente el radical hidroxilo toma un hidrégeno de un 4&cido graso
poliinsaturado de los fosfolipidos de las membranas o de las lipoproteinas, lo que forma un
lipido radical después ocurre la propagacion cuando reacciona con un anion superoxido
formando un lipido peroxil radical, el cual reacciona con otro lipido radical dando como
resultado a otro lipido radical o lipido peroxil radical y se repite hasta que no hayan
suficientes radicales hidroxilo, esto es una reaccion en cadena (Figura 8) (Sanchez et al.,

2000).
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Mecanismo de inicio de la lipoperoxidacion . . X
Mecanismo de propagacion de la lipoperoxidacion

Figura 8. Mecanismo de inicio y propagacion de la lipoperoxidacion (Manual moderno
online, 2015)

Las ERO inician una cascada de reacciones que se conocen con el nombre de
lipoperoxidacion,  pueden producir alteraciones en las membranas bioldgicas. La
interaccion de las ERO con las proteinas da lugar a una oxidacion de los restos laterales de
aminoacidos, lo cual puede traducirse en una pérdida o modificacion de la funcién
biolégica que desempefian. También, pueden reaccionar con los &cidos nucleicos,
concretamente pueden producir oxidaciones de las bases nitrogenadas, dando lugar a

mutaciones (Gonzélez, 2001).

1.10 Plantas medicinales con efecto antioxidante
Castafieda et al. (2008) evalud la capacidad antioxidante de veintinueve extractos de las
siguientes plantas medicinales: Cinnamomum zeylanicum “canela”, Calophyllum
brasiliense “lagarto caspi”, Myrciaria dubia “camu camu”, Minthostachys mollis “mufia”,
Alchornea castaneifolia “hiporuro”, Smallanthus sonchifolius “yacén”, Lepidium
peruvianum y Lepidium meyenii “maca”. En este estudio se probo el método de la

decoloracion del radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) como medicion de ka
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capacidad antioxidante obteniendo los resultados como porcentaje de la capacidad
antioxidante, encontrando que a las concentraciones de 1 pg/mL, 50 ug/mL, 100 pg/mL y
200 pg/mL del extracto etanodlico de corteza de canela se obtuvo un 97.59%; a una
concentracion de 1 pg/mL del extracto metandlico de hojas de Lagarto caspi, un 99.76%; a
50 pg/mL del extracto metanolico del fruto camu camu, un 98.09%; a 50 pg/mL del
extracto acuoso de hojas de mufia, un 92.41%; a 50 ug/ mL de extracto metandlico de
hojas de hiporuro, un 100.57%; a 100 pg/ mL de extracto acuoso de hojas de Lagarto caspi,
un 110.56%; a 100 pg/mL y 200 pg/mL del extracto acuoso de hipocétilo de Lepidium
peruvianum, un 95.55% y 88.21%, respectivamente; en comparacion con el &cido ascorbico

(Vitamina C) que present6 una actividad antioxidante en promedio de 92.82%.

En diversos estudios se habla del uso de plantas con potencial antioxidante, como
recientemente se realiz6 por Rodrigo et al. (2011), quienes probaron que la maca
(Lepidium meyenii Walp) tiene efecto antioxidante al proteger a los animales diabéticos
contra el dafio celular. Al administrar harina de maca amarilla a las ratas distribuidas en 4
grupos: [grupo | control (solo dieta); 1, harina de maca 4 g/dia; 111, harina de maca 6 g/dia;
y IV, dieta + glibenclamida 10 mg/kg de peso; el experimento durd 46 dias] se evaluaron
diariamente la glicemia y el peso, determinando al final del experimento en sangre los
niveles de insulina, pardmetros de dafio oxidativo (vitamina C) y se midio la peroxidacion
lipidica (TBARS), como indicador del proceso oxidativo, elevando la concentracion de
vitamina C circulante y disminuyendo el marcador de lipoperoxidacion sérica, el parametro

oxidativo de MDA-TBARS en suero.

Recientemente Naima et al. (2012) demostraron que Torilis leptophylla (TLM) tiene una

potente actividad antioxidante in vitro e in vivo, fendlico total y el contenido de
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flavonoides, realizaron las mediciones de la actividad antioxidante del extracto de metanol
de toda la planta de (TLM) y sus fracciones derivadas de n-hexano (TLH), cloroformo
(TLC), acetato de etilo (TLE) n-butanol (TLB) y la fraccion acuosa residual (TLA). El
tetracloruro de carbono (CCl4) mostro lesiones hepéticas inducidas (peroxidacion lipidica y
contenido de glutation) en ratas macho Sprague-Dawley. El estudio quimico revel6 la
presencia de alcaloides, antraquinonas, glucosidos cardiacos, cumarinas, flavonoides,
saponinas, florataninos, taninos y terpenos, mostrando potenciales propiedades
antioxidantes. EI experimento in vivo reveld que la administracion de CCIl4 causé un
aumento significativo en la peroxidacion lipidica (TBARS) mientras que la disminucion en

el contenido de GSH de higado.

Alcaraz et al. (2007) investigd diversas caracteristicas micromorfoldgicas y los niveles de
aceites esenciales en dos fenotipos de Turnera diffusa (Damiana), los aceites fueron
extraidos de las hojas frescas via hidrodestilacion y se analizaron mediante cromatografia
de gases-espectrometria de masas. Los analisis morfoldgicos se llevaron a cabo bajo un
microscopio estereoscopico y con un microscopio electronico de barrido. En total, se
identificaron 56 compuestos, lo que nos permite distinguir distintos fenotipos. En las hojas
de damiana fenotipo 1 (DL1) se encontr6 que contenian principalmente: 1,8-cineol, 10-epi
y eudesmol y guaiol; mientras que en las hojas de damiana fenotipo 2 (DL2) estaba
constituida por los siguientes compuestos: 3-pineno, 6xido de R-cariofileno, cadineno y a-
cadinol. Estos dos fenotipos también difirieron en sus morfologias. Con DL1, se muestra
que las concentraciones de aceites esenciales son elevadas, pero que carecen de tricomas.
En contraste, las plantas DL2 tenian un menor contenido de aceites esenciales pero poseian

tricomas en sus superficies de las hojas abaxial y adaxial.
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Es importante destacar que Pazos, (2009) observé un efecto directo con una relacion dosis-
efecto al administrar el extracto damiana (D), Ddiclorometanico (CH2Cly), obteniendo con
este extracto la mayor reduccion de glucosa sérica reportada, en el extracto Dagua también
se observa un efecto al disminuir los niveles de glucosa, mostrando un comportamiento
como molécula bioefectora, mostrando que el efecto depende de la dosis administrada. Este
comportamiento es ain mas notorio en el extracto Dmetanol en donde el efecto obtenido es
inverso a la dosis administrada, pues a dosis baja (150 mg/kg/dia) produce hiperglucemia

mientras que en dosis altas (600 mg/kg/dia), el efecto es totalmente opuesto.

Asi mismo en el extracto diclorometanico de damiana se observo una relacion directa
dosis-efecto ya que al incrementar la misma se observa una disminucion de colesterol,
TAG, c-HDL y ¢c-VLDL, en el caso de los otros dos extractos acuoso y metanolico no fue
tan marcada tal relacion, sin embargo a las dosis de 300 y 600 mg/kg/dia, si se observa que
a mayor dosis se disminuyeron los valores de los parametros determinados, de igual manera
fue notorio que la dosis mas baja del extracto acuoso ocasiona un incremento en los valores
de colesterol, TAG, c-HDL y c-VLDL con respecto al testigo, por otro lado el efecto
mostrado por los extractos metandlicos en todas las dosis, igual que Ddicloro 300 y
Ddicloro 600, en donde se observd un descenso en los niveles de TAG, por lo que estos
extractos son potenciales hipolipemiantes especificamente en el tratamiento de las
hipertrigliceridemias, este posible efecto se corrobora al observar una positiva relacion de
los valores de c-VLDL con los TAG, pues el c-VLDL es el encargado de la movilizacion

de los TAG (Pazos,2009).

Por otro lado, Soriano (2013), menciond que el resultado del perfil lipidico mostrado en

ratones hiperlipémicos después de ser administrados con extractos obtenidos a partir de
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damiana, concluyo que presenta un potencial efecto hipolipemiante en el tratamiento de
hipercolesterolemias e hipertrigliceridemias sin reflejar efectos nocivos sobre los niveles de
glucosa, por lo que resulta importante aislar y caracterizar a la o las moléculas responsables
de esta actividad. También mostr6 los farmacos mas utilizados en la Diabetes Mellitus
(Figura 10), compuestos que forman parte de la terapia que sigue un alto porcentaje de los
pacientes diabéticos, sin embargo, se ha demostrado que la utilizacion prolongada de estos
medicamentos ocasiona efectos secundarios indeseables como: incremento de los
adipocitos, estimulacion del apetito, problemas cardiovasculares, hipoglucemias, problemas
estomacales, entre otros. Al analizarse el perfil de lipidos y glucosa demostr6 cambios en
los niveles séricos de glucosa, colesterol total, col-HDL, IA, TAG y col-VLDL, asi como
una importante disminucion del porcentaje del peso relativo de grasa (PRG) cuantificado;
proponiendo estudios bioldgicos que avalen el empleo de damiana como auxiliar en

tratamientos de obesidad y DM.
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Nombre

Mecanismo de accidn

Estructura quimica

Sulfonilureas

- Estimulan la liberacién de insulina por las células
pancreaticas y aumentan la sensibilidad

de los tejidos periféricos a esta hormona.

- Receptor citoplasmatico en las células % e inducen
una reduccidén en la conductancia del

canal de K sensible a ATP, de forma que imitan el

efecto de los secretagogos fisiolégicos.

Biguanidas

- Son famacos que disminuyen la  glucemia
produciendo efectss tipo insulina en diversos tejidos,

aunque no se conoce bien su mecanismo de accidn.

Tiazelidinedionas

- Nuevo grupo farmacoldgico que actia sensibilizando
a los tejidos a la accidn a la insulina.
- Buena absorcidn oral

Inhibidores de la

a.glucosidasa

- Inhiben la absorcion intestinal de azicares

OH

oH i

Figura 9. Farmacos mas comunes utilizados en el tratamiento de la Diabetes Mellitus

(Soriano, 2013).

1.11 Damiana (Turnera diffusa Willd.)

Sinonimia popular

Damiana amarilla, damiana americana, damiana de California, garafiona, hierba de la mora,

hierba de la pastora, hierba del venado, itamo real, jicamo real, mezquitillo, oreja de

venado, paralefia, pastorcita, San Nicolés; Yucatan:ajkits, misibkook, xmisibkok (Hirose et

al., 2009).
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Figura 10. Turnera diffusa (Popovkin, 2008)

Sinonimia boténica.

Turnera humifusa Endl; Turnera aphrodisiaca Ward; Turnera pringlei Rose. (Hirose et al.,

2009).
Botanica y ecologia.

La damiana pertenece a la familia Turneraceae, la cual crece en terrenos aridos de Baja
California Sur, es un arbusto de hasta 1.5m de altura que estd muy ramificado y cuyos tallos
son ligeramente rojizos con hojas pequefias, arrugadas y en el borde tienen dientes,
despiden un fuerte aroma cuando se estrujan sus flores son amarillas y parecen como
estrellitas escondidas entre las ramas y sus frutos son unas capsulas. (Hirose et al., 2009).

Cabe mencionar que Alvarado et al., (2011) describe en su publicacion las hojas de
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damiana como: aromaticas, rugosas, alternas, estipuladas, de peciolo reducido y oval,
también describe que las flores presentan una pigmentacion amarilla y su tamafio varia de 8
a 12 mm de longitud, axilares, sésiles o con un pedinculo muy corto; la corola presenta 5

pétalos, 5 estambres y 5 estilos y que por lo general florece de julio a noviembre.

Se supone que es originaria de Brasil y habita en climas semisecos y templados, entre los
1000 y los 2100 msnm, es una planta silvestre presente en terrenos de cultivo abandonados
o cultivada en huertos familiares; esta asociada a bosque tropical caducifolio, matorral
xerofilo y bosque de encino (Hirose et al., 2009). La damiana es nativa de América y se
distribuye desde Texas hasta Sudamérica es importante sefialar que en México crece
silvestre en la mayor parte del pais, al encontrarse en héabitats de selva baja caducifolia,

matorrales xerofilos y laderas aridas (Alvarado et al., 2011).

Etnoboténica y antropologia.

Son frecuentes los usos de la damiana en la medicina tradicional para atender variados
problemas de tipo ginecoldgico y sexual, tales como la debilidad e impotencia sexual, en
dolores de postparto, espermatorrea, para promover la fertilidad, en la fortificacion del
Utero y en caso de orquitis; asi como afrodisiaca y conceptiva. Cuando se presentan
irregularidades en el sangrado de la mujer popularmente se recomienda tomar la infusion
hecha con las ramas con hojas o toda la planta pero sin raiz en ocasiones se administra dos
veces al dia por 15 dias, después del ultimo periodo menstrual. Sin embargo, es la tos el
padecimiento en el que mas se emplea en Guanajuato por ejemplo, se bebe el vino vegetal
hecho con la planta o en Baja California Sur de las ramas con hojas se elabora una infusion
se ingiere caliente varias veces al dia, otros usos medicinales que se le confieren son contra
el dolor de estdbmago, para el catarro y el pulmén contaminado por tabaquismo, en la
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debilidad muscular 'y general. También se aprovecha enpicadura de
escorpion, reumas, diabetes, inflamacién de la vejiga y en nefritis; asi como para estimular

el apetito y reforzar la sangre (Hirose et al., 2009).

La damiana cuenta con una fiable actividad diurética; su contenido en arbutina (0.7%) es
una buena cobertura antiséptica en casos de infecciones urinarias, sobre todo en las cistitis.
Se utiliza también como coadyuvante en litiasis renales y pielonefritis, proporcionando

excelentes resultados en las prostatitis (Alvarado et al., 2011).

Historia.

La damiana fue descubierta por los antiguos nahuas quienes utilizaban la infusién de esta
planta dos horas antes de la relacion sexual, ya que segun ellos ayudaba a disfrutar ain méas

el encuentro sexual (Alvarado et al., 2011).

Aunque en el siglo XX Alfonso Herrera indicd que la damiana parecia ser solo un ténico
muy débil y que no es afrodisiaca, posteriormente, Maximino Martinez la refiere como
afrodisiaca, antidiabética, diurética, eupéptica, expectorante y para la impotencia sexual, asi
como para nefritis orquitis y la vejiga. Dijo, que ademas actia sobre el sistema nervioso y
sirve como tonico cerebral. Por su parte, Luis Cabrera, sefial6 los usos siguientes; dispepsia
por tuberculosis, eupéptico, impotencia sexual, jaqueca, estimula el metabolismo y es
tonico. Finalmente la Sociedad Farmacéutica de México la reporta como catartica y

estimulante (Hirose et al., 2009).

Quimica.
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Las hojas de T. diffusa contienen un aceite esencial en el que se han identificado los
monoterpenos 1-8-cineol, para-cimeno, alfa y beta-pineno. Ademas, se han encontrado en
las hojas, el componente fenilico arbutin, el compuesto aliciclico tetrafilin B y el alcaloide
cafeina, éste ultimo, también presente en las ramas, donde se han identificado ademas, el
flavonoide gonzalistosin, el esteroide beta-sitosterol y los alcanos hexacosanol, n-
triacontano y tricosan-2-ona, las hojas contienen un aceite esencial, resina y taninos (Hirose

et al., 2009).

Farmacologia.

El extracto etandlico obtenido de las ramas de esta planta s6lo presentd actividad
antibidtica contra Staphylococcus aureus y Bacillus subtilis. Por otro lado se describe en la
literatura un gran nimero de casos, los cuales permiten establecer que la damiana es

diurética y aumenta el poder sexual (Hirose et al., 2009).

Toxicidad.

Algunos autores reportan que esta planta es tdxica, especialmente bajo ciertas condiciones
como ocurrié con un individuo alcoholico al ingerir el extracto fluido de damiana y en
menos de media hora fue atacado por convulsiones tetaniformes, que aumentaron hasta
producir un estado similar al de la rabia y con sintomas parecidos a los que se producen con
envenenamiento por estricnina, T. diffusa es una planta medicinal de origen americano de la
cual no se detectaron antecedentes historicos de uso en siglos anteriores. En estudios
farmacoldgicos, solamente se han comprobado las acciones hipoglicémica y antitumoral in

vitro, las que no tienen relacién con los usos populares (Hirose et al., 2009).
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2. JUSTIFICACION
La hiperglucemia provocada por la DM desencadena procesos bioquimicos dafinos para el
organismo, como son el estrés oxidativo y las dislipidemias. Las dislipidemias estan
relacionadas con las enfermedades cardiovasculares, como es la elevacion de los niveles de
triglicéridos y colesterol en la sangre. Por otra parte el estrés oxidativo ocasiona un
desequilibrio en el estado normal de Oxido-reduccion al causar efectos toxicos a través de
la produccion de perdxidos y radicales libres los cuales dafian a todos los componentes de
la célula, incluyendo las proteinas, los lipidos y el ADN. Con una buena utilizacion de los
recursos naturales en México y el conocimiento herbolario tradicional, en esta investigacion
cientifica se incluye la utilizacion de Turnera diffusa en el tratamiento de este padecimiento
metabdlico y sus complicaciones, a través de la dosificacion en animales de laboratorio y su

posterior investigacién de sus compuestos.
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3. HIPOTESIS
El extracto metanolico de Turnera diffusa reduce los niveles de colesterol, triacilglicéridos
y el estrés oxidativo en ratas diabéticas, debido a la presencia de compuestos quimicos

antioxidantes.
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4. OBJETIVO

4.1 Objetivo general
Determinar la actividad hipolipidémica y antioxidante en el suero y en las mitocondrias de
rifidn de ratas diabéticas del extracto metanolico de T. diffusa y analizar su composicion

quimica.

4.2 Objetivos particulares

e Cuantificar en el suero de las ratas los niveles de colesterol total y triacilglicéridos
en ratas diabéticas administradas con el extracto metanolico de T. diffusa.

e Evaluar los niveles de lipoperoxidacion en suero y en las mitocondrias de rifion de
ratas diabéticas administradas con el extracto metanolico de T. diffusa.

e Analizar la composicion quimica del extracto metandlico de T. diffusa e identificar
los compuestos presentes mediante cromatografia de gases-espectrometria de

masas.
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5 MATERIALES Y METODOS

5.1 Material vegetal
Para la obtencién de los extractos, se utilizd parte aérea (hojas y tallos) de damiana
(Turnera diffusa), donadas por la Dra. Lilia Alcaraz Meléndez, cultivadas en el Centro de
Investigaciones Bioldgicas del Noroeste (CIBNOR) en La Paz, Baja California Sur. Previa

la extraccion, las muestras fueron secadas a temperatura ambiente en la sombra.

5.2 Preparacion del extracto
Se pulverizaron 50 g de la parte aérea de damiana y se agregaron 250 mL de metanol, se
macer0 una semana Yy el extracto se filtrd, se coloco en un envase de vidrio hermético
cubierto con papel aluminio para evitar fotoxidacion de sus compuestos vegetales. A la
materia de extraccion, se le colocaron de nuevo 250 mL de metanol, obteniendo 500mL del
extracto el que se concentrd en un rotavapor a sequedad para posteriormente desecar por 48

horas, para obtener el peso seco del extracto metandlico y su rendimiento en gramos.

5.3 Animales
Se emplearon ratas Wistar macho con un peso entre 250-320 g. Se mantuvieron a
temperatura ambiente, con ciclos de 12 h dia /noche. Se alimentaron con dieta estandar para
roedores y agua ad libitum. Se siguieron las recomendaciones de la norma regulatoria para
el uso de animales, emitidas por la Secretaria de Agricultura en el parrafo de las Normas
Federales para el Uso y Cuidado de Animales (NOM-062-Z00-1999). Esta investigacion
también fue aprobada por el Comité Institucional para el Uso de Animales de la

Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo.
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5.4 Induccion de la diabetes
La diabetes fue inducida mediante una inyeccion intraperitoneal de estreptozotocina (STZ)
(55 mg/kg de peso) disuelto en buffer de citratos (pH 4.5). Cinco dias después de la
administracion de STZ, se determinaron los niveles de glucosa para confirmar la diabetes.
Las ratas que mostraron los niveles de glucosa en sangre con valores mayores a 300 mg/dL

se consideraron para el estudio.

5.5 Protocolo experimental
Las ratas fueron divididas aleatoriamente en 4 grupos de 5 y 6 ratas. Grupo |, control
(vehiculo, etanol 50%); Grupo II, control + Turnera diffusa (30 mg / kg de peso); Grupo
I11, diabético (vehiculo, etanol 50%) Grupo IV, diabético + Turnera diffusa (30 mg / kg de

peso). Se administraron oralmente con una canula, diariamente durante 30 dias.

5.6 Efectos de Turnera diffusa sobre la glucemia y el peso corporal
Se realizaron mediciones de los niveles de glucosa de los animales al inicio y cada 10 dias
durante la administracién del extracto usando un glucometro comercial (Accu-Check
Sensor 111 glucometro) a través de una puncion en la punta de la cola. El peso se registro
cada 5 dias durante los 30 dias. Se registré y midi6 el consumo diario de agua y alimento

por 30 dias.

5.7 Obtencion de las muestras para las determinaciones bioquimicas
Al terminar los 30 dias de tratamiento, los animales se mantuvieron en ayunas durante un
perdio de 12-14 horas, mas tarde se sacrificaron por decapitacion y posteriormente se
recolecto sangre, en tubos sin anticoagulante y se centrifugo separando el suero para las

estimaciones bioquimicas.
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5.8 Determinacion de los niveles de glucosa y el perfil de lipidos en suero
Los niveles de glucosa y TAG se midieron espectrofotométricamente usando un kit de
ensayo comercial (Vitros DT60, Johnson & Johnson). Los niveles de colesterol se midieron
espectrofotométricamente usando un kit de ensayo comercial (SPINREACT). ElI método
para la determinacion de glucosa (Anexo ) se basa en la oxidacion enzimética catalizada a
través de la reaccion de Trinder, donde la glucosa oxidasa (GOD) cataliza la oxidacion de
glucosa a &cido glucoénico, el peréxido de hidrogeno (H-02) producido, se detecta mediante
un aceptor cromogénico de oxigeno, fenol, 4-aminofenazona (4-AF), en presencia de

peroxidasa (POD), se muestra el proceso en la siguiente reaccion:
Beta-D-Glucosa + O, + H.0 GOD Acido glucénico + H20;
H202 + Fenol + 4-AF POD Quinona + H20

La determinacién de colesterol total (Anexo Il) se basa en la hidr6lisis enzimatica y la
oxidacion con la reaccion de Trinder, donde el colesterol presente en la muestra origina un

compuesto coloreado segun la reaccidn siguiente:

Esteres de colesterol + H20 Colesterol esterasa (CHE) Colesterol + Acidos grasos
Colesterol + O, Colesterol oxidasa 4-Colestenona + H20»

2 H202 + Fenol + 4-AF POD Quinona + H20

La cuantificacion de los TAG se basa en un método colorimétrico enzimatico utilizando
glicerol-3-fosfato oxidasa, donde la presencia de TAG en la muestra origina un compuesto

rojo segun la reaccion siguiente:

TAG + H,0 Lipoproteinlipasa (LPL) Glicerol + Acidos grasos libres
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Glicerol + ATP Glicerol quinasa (GK) Glicerol-3-fosfato (G3P) + ADP
G3P + O Glicerolfosfato deshidrogenasa (GPO) Dihidroxiacetona fosfato (DAP) + H.0>

H20. + 4-AF + p-Clorofenol POD Quinona + H20O

5.9 Medicion de la lipoperoxidacion en suero
Se midio la lipoperoxidacion en el suero con el ensayo de las sustancias reactivas al acido
tiobarbitarico (TBARS) usando el Kit comercial (Fluorometric Microplate Assay for 2-
Thiobarbituric Acid Reactive Substances TBARS). Los TBARS estdn naturalmente
presentes en muestras biolégicas que incluyen a los hidroperdxidos lipidicos y aldehidos
gue aumentan su concentracion como una respuesta al estrés oxidativo (Lovell, et.al,
1995).Se obtuvieron las muestras de sangre con un ayuno de 12-14 horas sin
anticoagulante. Posteriormente, se centrifugaron a 2500 rpm a temperatura ambiente y se
separ0 el suero. Se colocaron 100 pL de suero en tubos tipo Falcon. Posteriormente, se les
adicion6 1.5 ml de solucion amortiguadora (Anexo Ill) y después se agregé 1.5 ml de
reactivo cromdgeno (Anexo Ill). Posteriormente, se incub6 por 60 minutos en bafio de hielo
en oscuridad. Posteriormente, se taparon los tubos y se llevaron a ebullicion en bafio maria
durante 60 minutos. Posteriormente, se agregaron 3 ml de mezcla de extraccion (Anexo
I11), los tubos se mezclaron y centrifugaron por 10 minutos, al finalizar la centrifugacién se
recolectd el sobrenadante y se midié la absorbancia a una longitud de onda 532
nanometros. El resultado fue expresado en nmolas de TBARS/mI de proteina empleando el
coeficiente de extincion molar del malondialdehido de 1.56 x 10° M-! cm™ (Estepa, et. al

2001).
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5.10 Recoleccion de muestras de rifion para la obtencion de mitocondrias
Concluidos los 30 dias de tratamiento, las ratas fueron sacrificadas por decapitacion, previo
ayuno desde la noche anterior. Rapidamente, se extrajeron los rifiones, se pesaron y se
colocaron en medio 1 (Saavedra-Molina et.al, 1997) (Manitol 220 mM, Sacarosa 70 mM,

MOPS 2 mM, EGTA 1 mM, pH 7.4) a 4 °C, para la obtencién de mitocondrias.

511 Aislamiento de mitocondrias de rifion
Las mitocondrias de rifion fueron aisladas empleando la técnica descrita por Saavedra-
Molina, et.al, (2002) con modificaciones para adecuar a nuestras condiciones. Una vez
obtenidos los rifiones y colocados en medio 1 a 4°C, fueron homogeneizados empleando un
homogeneizador de vidrio con véstago de teflon impulsado con un motor. El
homogeneizado fue centrifugado a 2,000 rpm (centrifuga Beckman J2-MC) por 10 min, el
sobrenadante fue centrifugado a 7,500 rpm por 10 min. El precipitado (fraccion
mitocondrial) fue resuspendido en medio 2 (Saavedra-Molina et.al, 1997) (Sacarosa 100
mM, KCI 50 mM, KH2PO4 40 mM y EDTA 30 mM; pH 7.2), se le agreg6 albimina de
suero de bovino al 0.02% y fue centrifugado a 9,000 rpm por 10 min. La pastilla fue
resuspendida en 1 ml de medio 2 y la cantidad de proteina fue determinada por el método

de Biuret (Gornal et.al, 1949).

5.12 Determinacion de los niveles de lipoperoxidacién en mitocondrias de
rifion

1. Se midié la lipoperoxidacion de las mitocondrias de rifion con el ensayo de las
sustancias reactivas al acido tiobarbitarico (TBARS). Se colocaron 100 pL de
solucion de mitocondrias de rifién en tubos tipo Falcon. Posteriormente, se les

adicion6 1.5 ml de solucién amortiguadora (Anexo I11) y después se agreg6 1.5 ml
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de reactivo cromogeno (Anexo IlI). Posteriormente, se incubd por 60 minutos en
bafio de hielo en oscuridad. Posteriormente, se taparon los tubos y se llevaron a
ebullicion en bafio Maria durante 60 minutos. Posteriormente, se agregaron 3 ml de
mezcla de extraccion (Anexo Ill), los tubos se mezclaron y centrifugaron por 10
minutos, al finalizar, la centrifugacion se recolecto el sobrenadante y se midié la
absorbancia a una longitud de onda 532 nandmetros. El resultado fue expresado en
nmolas de TBARS/mg de proteina empleando el coeficiente de extincién molar del

malondialdehido de 1.56 x 10° M cm™ (Estepa, et. al 2001).

5.13 Anélisis e identificacion de compuestos por cromatografia de gases —
espectrometria de masas (CG-EM)

El analisis de los compuestos presentes en el extracto se realiz6 siguiendo la metodologia
reportada por Torres-Martinez et al. (2014); donde 1 puL de muestra se inyectd en un
cromatdgrafo de gases Agilent (6890) equipado con un detector de masas (5973N)
(Laboratorio de Ecologia Quimica, CIEco Campus Morelia, UNAM). EI cromatdgrafo se
opero usando helio como gas acarreador con un flujo de 1 mL/min, con inyeccién tipo split
(50:1) a una temperatura de 250°C, en una columna capilar no polar HP 5MS (5% fenil
metilsiloxano, 30m x 0.25mm 1.D. x 0.25um Film), usando el siguiente programa de
temperatura en el horno: una temperatura inicial de 50°C, seguida de una rampa de 5°C/min
para llegar a una temperatura de 280°C por un tiempo 1 min, otra rampa de 25°C/min para
llegar a una temperatura final de 380°C, durante 3 min. El tiempo de corrida fue de 50

minutos.

El espectrometro de masas se operd a una velocidad de flujo de 1 mL/min, con un voltaje

de ionizacion a 70 eV, a una temperatura de la interfase de 250°C, en modo SCAN y en un
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rango de masas de 50-500m/z. Los datos fueron colectados e integrados usando el software

Environmental Chemstation de Agilent Technologies.

Se reviso la pureza de cada una de las sefiales (picos) de los cromatogramas; asi como su
tiempo de retencion y la identificacion de los compuestos se realizd por comparacion de
espectros de masas con los de la biblioteca National Institute of Standars and Technology
(NIST11). Solo se aceptd las sefiales con pureza de uno y la identificacion de espectros con

concordancia por arriba del 90%.

5.14 Anélisis estadistico
Los resultados se expresaron como la media + Error Estandar (EE). La significancia
estadistica (p<0.5) fue determinada con una prueba t de Student empleando el software

GraphPad Prism 5.
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6 RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Efecto del extracto metanodlico de T. diffusa sobre la ganancia de peso y los
niveles de glucosa durante el tratamiento.

En el cuadro 2 se presentan los cambios en el peso corporal de las ratas de los grupos
controles y diabéticos durante el tratamiento. En los grupos controles se observd la
ganancia de peso de acuerdo del crecimiento de los animales. EI grupo control que recibio
el extracto de T. diffusa tuvo ganancia del 25.3%; el grupo que recibi6 el vehiculo present6
una ganancia de peso del 28.3%. El grupo diabético tratado con el extracto de T. diffusa
tuvo una ganancia de peso del 17.2%, mientras que el grupo sin tratamiento presenté una
ganancia del 1.3%. La baja ganancia de peso observada en el grupo diabético, es a
consecuencia de la incapacidad de metabolizar los hidratos de carbono comentado
anteriormente por (Fierro et al., 2011), repercutiendo en la lipolisis de tejido adiposo y
protedlisis se presenta una pérdida de peso, provocando un aumento de los niveles de TAG
en suero. El grupo diabético tratado con el extracto de T. diffusa presenté una ganancia de
peso por la presencia de &cido hexadecandico (acido palmitico) al ser una grasa saturada
ayuda a mantener un peso estable cuando sustituye en la dieta a los hidratos de carbono u

otro tipo de grasas (UNED, 2015).
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Cuadro 2. Registro de la ganancia de peso durante el tratamiento

Grupo Peso inicial Peso final Incremento de
peso (%)
Control 296.6+£12.0 380.6+7.5 28.3
Control + Td 299.8+12.7 375.8+10.3 25.3
Diabético 284.8+19.6 288.4+10.7 1.3
Diabético + Td 264.319.1 310.5+9.4 17.2

Los valores representan la media £ EE. Td= extracto metandlico de T. diffusa (30mg/kg
peso). n=5-6.

En el cuadro 3, se muestran los niveles de glucosa de los diferentes grupos durante el
tratamiento. Los grupos controles no mostraron variaciones significativas en los niveles de
glucosa durante el tratamiento, a pesar de la administracion del extracto de T. diffusa no
alter6 estos niveles. EI grupo diabético, tuvo valores de glucosa elevados significativamente
(p<0.05) durante el tratamiento de 30 dias comparado con el grupo control. En los grupos
diabéticos, no se observ6 una disminucion en los niveles de glucosa durante el tratamiento,
incluso con la administracion del extracto de T. diffusa no se logr6 disminuirlos. La
administracion de extracto de T. diffusa no presentd una actividad hipoglucemiante, al no
observarse una reduccion de los niveles de glucosa durante el tratamiento, concuerda con lo
ya reportado por Pazos, (2009) donde a dosis bajas (150 mg/kg/dia) del extracto
metanolico no reduce la hiperglucemia, no obstante a dosis elevadas (600 mg/kg/dia)
reduce la hiperglucemia. En definitiva reporto que el extracto de diclorometano (CH2CL,) y
de agua de T. diffusa presentan un efecto hipoglucemiante, presentando un mayor efecto el

usado con CH>CL..
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Cuadro 3. Registro de los niveles de glucosa durante el tratamiento con el extracto

metanélico de Turnera diffusa.

Nivel de glucosa (mg/dL) por dia

Grupo Dia 0 Dia 10 Dia 20 Dia 30
Control 77.8+4.9 67.2+3.7 66.8+5.1 68.2+5.1
Control + Td 92.6+3.6 81.8+4.9 71.8+3.7 64.4+3.0
Diabético 538.8+40.4* 504.4+37.5* 367.6+69.6* 493+65.5*
Diabético + Td 518.6+50.2 600+0.0 538+25.8 578.2+11.1

Los valores representan la media £ EE. Td= extracto metandlico de T. diffusa (30mg/kg
peso). *= p<0.0001 Control vs. Diabético. n= 5-6.

6.2 Registro del consumo de agua y alimento durante el tratamiento

El cuadro 4 muestra el consumo de agua de todos los grupos de animales durante el
tratamiento. Al comparar el grupo control tratado con el extracto de T. diffusa tuvo un
aumento significativo (p<0.05) en el consumo de agua, al compararlo con el grupo control.
En los grupos diabéticos, se obtuvo un aumento significativo (p<0.001) en el consumo de
agua al compararlos con los grupos controles. El grupo diabético tratado con el extracto de
T. diffusa tuvo un aumento significativo (p<0.05) en el consumo de agua al compararlo con
el grupo diabético. El aumento en el consumo de agua reflejado por los grupos diabéticos se
debe a que presentaron polidipsia, un sintoma caracteristico de la DM (American Diabetes
Association, 2008). La administracion del extracto de T. diffusa aumento significativamente
el consumo de agua, esto se debe a que T. diffusa aumenta la polidipsia al contar con una
fiable actividad diurética debido a su contenido en arbutina eliminando constantemente
agua y electrolitos mencionado anteriormente por Alvarado et al en (2011).
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Cuadro 4. Registro del consumo de alimento y agua durante el tratamiento

Grupo Consumo de agua (ml/rata/dia) Consumo de alimento

(g/rata/dia)

Control 42.9+1.6 28.5+2.2

Control + Td 51.4+2 4+ 35.3+1.4 *
Diabético 179.8+4.3++ 41.9+1.6**
Diabético + Td 216.5+2 . 8+++ 46.5+1.1%**

Los valores representan la media £ EE. Td= extracto metandlico de T. diffusa (30mg/kg
peso). *p<0.05 Control vs. Control + Td. **p<0.001 Control vs. Diabético. *** p<0.05
Diabético vs. Diabético + Td. +p<0.05 Control vs. Control + Td. ++p<0.0001 Control vs.
Diabético. +++p<0.0001 Diabético vs. Diabético + Td.

El cuadro 4 muestra el consumo de alimento de todos los grupos de animales durante el
tratamiento. El grupo control tratado con el extracto de T. diffusa tuvo un aumento
significativo (p<0.05) en el consumo de alimento al compararlo con el grupo control. Los
grupos diabéticos tuvieron un aumento significativo (p<0.001) en el consumo alimento en
comparacion de los grupos controles. El grupo diabético tratado con el extracto de T.
diffusa tuvo un aumento significativo (p<0.05) en el consumo de alimento al compararlo
con el grupo diabético. Es también relevante el aumento en el consumo de alimento que se
observd en los grupos diabéticos considerandose que estan afectados por la polifagia un
sintoma caracteristico de la DM, esto les producia un aumento anormal a la necesidad de
comer (American Diabetes Association, 2008). En torno a la administracion del extracto de
T. diffusa se aumenté significativamente el consumo de alimento a consecuencia del maltol
una sustancia presente en el extracto metandlico el cual funciona como potencializador del

sabor en alimentos de acuerdo a lo descrito por (Arsenault et al., 1997).
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6.3 Efecto del extracto metandlico de T. diffusa sobre la glucemia y el perfil de
lipidos

En la gréafica 1, se presentan los niveles de glucosa de los diferentes grupos al finalizar los
treinta dias de administracion. Los grupos control mantuvieron sus niveles de glucosa
alrededor de 100 mg/dL. Con lo anterior se observd que el consumo del extracto de T.
diffusa no modifico significativamente los niveles de glucosa. El grupo diabético tuvo
valores elevados significativamente (p<0.0001) de glucosa, al compararlos con el grupo
control (401 mg/dL vs. 73 mg/dL, respectivamente). El grupo diabético tratado con el
extracto de T. diffusa tuvo valores bajos significativamente (p<0.05) de glucosa, al
compararlos con el grupo diabético (324 mg/dL vs 401 mg/dL, respectivamente). El
extracto de T. diffusa mostré una tendencia al disminuir los niveles de glucosa en el grupo
diabético a consecuencia del ayuno prolongado al que fueron impuestas, ya que en un
estudio realizado por Pazos, (2009) donde a dosis bajas (150 mg/kg/dia) del extracto
metandlico T. diffusa no presenta un efecto hipoglucemiante, por lo contrario a dosis

elevadas (600 mg/kg/dia) concluy6 que reduce la hiperglucemia presente en la DM.
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Grafica 1. Efecto del extracto metandlico de T. diffusa sobre los niveles de glucosa. Los
valores representan la media £ EE. C= sin tratamiento. D=diabético Td= extracto
metandlico de T. diffusa (30mg/kg peso). *p<0.0001 Control vs. Diabético. **p<0.05
Diabético vs. Diabético +Td. Los niveles de glucosa se midieron espectrofotométricamente
usando un kit de ensayo comercial (Vitros DT60, Jhonson & Jhonson). n= 5-6.

En la grafica 2 se presenta el efecto de T. diffusa sobre los niveles colesterol total. El grupo
control tratado con el extracto de T. diffusa se observd que presento valores similares de
colesterol al compararlo con el grupo control (62.4 mg/dL vs. 64.6 mg/dL). Al comparar el
grupo diabético tuvo valores elevados de colesterol total al compararlos con el grupo
control (60 mg/dL vs. 64.4 mg/dL, respectivamente). EIl grupo diabético tratado con el
extracto de T. diffusa tuvo una tendencia a disminuir los valores de colesterol al compararlo
con el grupo diabético (52.4 mg/dL vs. 60 mg/dL, respectivamente), pero no fue
significativa. El extracto de T. diffusa en la presente investigacion revelé una tendencia a
disminuir los valores de colesterol total, como resultado de la presencia de limoneno, el
cual en una investigacion realizada en ratas se concluyé que presenta un efecto

hipolipemiante mediante la reduccion de la actividad de la HMG-CoA reductasa, por lo
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tanto, reduce la sintesis de colesterol en higado repercutiendo en una disminucion de los
niveles del colesterol en suero (Shafeeque et al., 2013). Con lo anterior el efecto observado
también coincide con lo ya reportado por Pazos (2009) en el caso de los extractos acuoso y
metandlico define que no es tan marcada tal relacion pero resalta que a mayor dosis se
disminuyen los valores de col, TAG, c-HDL y c- VLDL, a las dosis de 300 y 600
mg/kg/dia se logré el descenso de los valores de los parametros determinados, también
analiza que en el extracto diclorometénico de damiana se observd una relacion directa a
dosis-efecto al incrementar la misma se observé una disminucion de col, TAG, c-HDL vy c-

VLDL.
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Grafica 2. Efecto del extracto metanolico de T. diffusa sobre los niveles de colesterol
total. Los valores representan la media + EE. C= sin tratamiento. D=diabético. Td=
extracto metandlico de T. diffusa (30mg/kg peso). Los niveles colesterol se midieron
espectrofotométricamente usando un kit de ensayo comercial (SPINREACT). n= 5-6.

En la grafica 3 se presenta el efecto de T. diffusa sobre los niveles de TAG. Los grupos
control y control tratado con el extracto de T. diffusa, no mostraron variaciones

significativas en los valores de TAG (74.5 mg/dL vs 74.8 mg/dL). El grupo diabético tuvo
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valores elevados de TAG al compararlos con el grupo control (96.8 mg/dL vs. 74.5 mg/dL,
respectivamente). El grupo diabético tratado con el extracto de T. diffusa, tuvo una
tendencia al disminuir los valores de TAG al compararlo con el grupo diabético (76 mg/dL
vs. 96.8 mg/dL, respectivamente), pero no fue significativa. La elevacion de los niveles de
TAG en los grupos diabéticos es atribuida a la deficiencia de la accion de la insulina
repercutiendo en el aumento de la lipdlisis del tejido adiposo produciendo la liberacién de
acidos grasos libres a la circulacion entre ellos los TAG ademas se disminuye la actividad
de la LPL (Fierro et al., 2011). El extracto de T. diffusa mostr6é una tendencia a disminuir
los valores de TAG, de igual manera con lo reportado por Soriano (2013) lo cual es
significativo debido a que concluyé que T. diffusa Wild presenta una actividad para reducir
los niveles de TAG. También Pazos (2009) destaco el efecto mostrado por los extractos
metandlicos en las dosis (150, 300 y 600 mg/ kg), en donde se observd un descenso en los
niveles de TAG, por lo que estos extractos son potenciales hipolipemiantes especificamente
en el tratamiento de las hipertrigliceridemias, este posible efecto se corrobora al observar
una positiva relacion de los valores de c-VLDL con los TAG, pues el c-VLDL es el

encargado de la movilizacion de los TAG.
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Grafica 3. Efecto del extracto metanolico de T. diffusa sobre los niveles de
triacilglicéridos. Los valores representan la media £ EE. C= sin tratamiento. D=diabético.
Td= extracto metandlico de T. diffusa (30mg/kg peso). Los niveles de triacilglicéridos se
midieron usando un kit de ensayo comercial (Vitros DT60, Jhonson & Jhonson). n= 5-6.

6.4 Efecto del extracto metandlico de T. diffusa sobre la lipoperoxidacion en suero

En la grafica 4 se presenta el efecto antioxidante de T. diffusa sobre la lipoperoxidacion en
suero. En este ensayo de TBARS, se midi6 la concentracion de malondialdehido (MDA),
que es un subproducto de la oxidacion de lipidos en etapa tardia, al ser una molécula volatil
que reacciona a través de la formacion de base de Schiff con los grupos amino libres de
proteinas, lipidos y ADN, al acumularse se afecta la organizacion de las membranas
celulares mediante el aumento de la fosfatidilserina (PS) (Niedowicz et al., 2005). El grupo
control tratado con el extracto T. diffusa tuvo una tendencia al disminuir los valores de
TBARS al compararlo con el grupo control (4 nmolas/mL vs. 4.3 nmolas/mL,
respectivamente), pero no fue significativa. ElI grupo diabético tuvo valores elevados
significativamente (p<0.05) de TBARS al compararlo con el grupo control (7.4 nmolas/mL

vs. 4.3 nmolas/mL, respectivamente). El grupo diabético tratado con T. diffusa tuvo una
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tendencia a disminuir los valores de TBARS al compararlo con el grupo diabético (5
nmolas/mL vs. 7.4 nmolas/mL, respectivamente), pero no fue significativa. El extracto de
T. diffusa mostré una tendencia para disminuir los niveles de TBARS en suero, por la
presencia de compuestos quimicos fenolicos y terpénicos (eudesmol (27.87 %), guaiol
(8.02 %), maltol (3.70 %) y fitol (3.16 %)). Simionatto et al en el 2007 en una
investigacion realizada al aceite esencial de Croton urucurana expresaron con referencia a
su actividad antioxidante que se debia a la presencia de eudesmol, guaiol y fitol
atribuyendo la capacidad de captar los radicales libres. Expresan por otra parte Liming et
al en 1990 en una investigacion donde midieron la actividad del maltol para reducir la
oxidacion en eritrocitos que estos estudios revelan que presenta una actividad para evitar la

auto-oxidacion en estos.
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Grafica 4. Efecto del extracto metandlico de T. diffusa sobre la lipoperoxidacién en
suero. Los valores representan la media + EE. C= sin tratamiento. D=diabético. Td=
extracto metandlico de T. diffusa (30mg/kg peso). *p<0.0282 Control vs. Diabético. Para
los calculos se empleé el coeficiente de extincion molar del malondialdehido de 1.56x10°
M-1cm? n=5-6.
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6.5 Efecto del extracto metandlico de T. diffusa sobre la lipoperoxidacion en
mitocondrias de rifion.
En la gréfica 5 se presenta el efecto antioxidante de T. diffusa sobre la lipoperoxidacion en
las mitocondrias de rifidén. El grupo control tratado con el extracto de T. diffusa tuvo valores
de TBARS maés bajos, pero no fueron estadisticamente significativos al compararlos con el
grupo control (0.175 nmolas/mL vs. 0.178 nmolas/mL, respectivamente). El grupo
diabético tuvo valores de TBARS mas bajos, pero no fueron estadisticamente significativos
al compararlos con el grupo control (0.147 nmolas/mL vs. 0.178 nmolas/mL,
respectivamente). El grupo diabético tratado con el extracto de T. diffusa tuvo valores de
TBARS elevados, pero no fueron estadisticamente significativos al compararlo con el
grupo diabético (0.154 nmolas/mL vs. 0.147 nmolas/mL, respectivamente). El extracto de

T. diffusa no mostro un efecto para reducir los niveles de TBARS en mitocondrias de rifién.
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Grafica 5. Efecto del extracto metanodlico de T. diffusa sobre la lipoperoxidacion en
las mitocondrias de rifion. Los valores representan la media £ EE. C= sin tratamiento. D=
diabético. Td= extracto metandlico de T. diffusa (30mg/kg peso). Para los célculos se
empled el coeficiente de extincion molar del malondialdehido de 1.56x10° Mtcm™. n=5-6.

50



6.6 Analisis de los compuestos presentes en el extracto metanolico de T. diffusa.

Del extracto metandlico T. diffusa se inyectd por triplicado la muestra, los compuestos
identificados se muestran en el Cuadro 5 Las fracciones de compuestos antioxidantes con
capacidad para captar radicales libres presentes en el extracto metandlico de T. diffusa son
las siguientes: Eudesmol (27.87 %), guaiol (8.02 %) y fitol (3.16 %) (Simionatto et al.,
2007). Ademas, se encontraron otros compuestos, como el aristoleno (8.12 %), un terpeno
con actividad antifangica (Fundazuri et al., 2012), hidroquinona (6.56 %), con efecto para
despigmentar la piel en pacientes con melasma epidérmico (Balifia et al., 1991), el
limoneno (1.17 %), que presenta actividad hipolipemiante mediante la reduccion de la
actividad de la HMG -CoA reductasa (Shafeeque et al., 2013), el maltol (3.70 %), un
heterociclico aroméatico que presenta una actividad para evitar la auto-oxidacién de
eritrocitos (Liming et al., 1990) y que ademas, se utiliza como un potencializador de los

alimentos con sabor y olor a caramelo (Arsenault et al., 1997).

Cuadro 5. Analisis e identificacion de compuestos del extracto metanolico de T.

diffusa mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas.

TIEMPO DE ABUNDANCIA
COMPUESTO RETENCION (%)
(min)

Limoneno 9.46 1.17

Eucaliptol 9.55 0.77

Maltol 11.89 3.70

Hidroquinona 16.61 6.56

2,5,6-trimetil-1,3,6-Heptatrieno 23.04 9.84

Avristoleno 26.69 8.12

Guaiol 26.88 8.02

(1,5,5,8-Tetrametil-biciclo[4.2.1]non-9-il)- 28.87 26.01
acido acético

Beta-Eudesmol 30.23 27.87

Acido Hexadecanoico 33.42 4,72

Fitol 36.46 3.16
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7 CONCLUSION

El presente estudio revel6 que el extracto metandlico de T. diffusa presentd efectos
hipolipémicos en ratas diabéticas, al reducir los niveles del colesterol total y los niveles de
TAG seéricos, sin demostrar el efecto hipoglucemiante buscado. En relacion con la
actividad antioxidante del extracto metandlico se determind su capacidad para reducir los
niveles de TBARS en suero, sin embargo no se observd una actividad antioxidante a nivel
mitocondrial en rifidén. Lo anterior, demuestra que T. diffusa es benéfica al ser usada como

tratamiento de la DM.
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9 ANEXOS

Anexo |

Determinacion cuantitativa de glucosa 1VD

Glucosa GOD-POD. Liquido

Reactivos

R TRISpH 7,4 92 mmol/L
Fenol 0,3 mmol/L
Glucosa oxidasa (GOD) 15000 U/L
Peroxidasa (POD) 1000 U/L
4 - Aminofenazona (4-AF) 2,6 mmol/L

GLUCOSA CA Patron primario acuoso de Glucosa 100
mg/dL

Procedimiento

1. Condiciones del ensayo:

Longituddeonda: ............... 505 nm (490-550)

Cubeta:...........coiiiiinn 1 cm paso de luz

Temperatura. . ..................... 37°C / 15-25°C

2. Ajustar el espectrofotometro a cero frente a agua destilada.

3. Pipetear en una cubeta:
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Blanco Patrén Muestra

R (mL) 1.0 1.0 1.0
Patron Mol () | - 10
Muestra (uL) 10

4. Mezclar e incubar 10 minutos a 37°C 6 30 min a temperatura ambiente (15-25°C).
5. Leer la absorbancia (A) del patron y la muestra, frente al Blanco de reactivo. El

color es estable como minimo 30 minutos.

CALCULOS

(A) Muestra/ (A) Patron x 100 (Conc. Patron) = mg/dL de glucosa en la muestra Factor de

conversion: mg/dL x 0,0555= mmol/L.

Valores de referencia

Suero o plasma:

60 — 110 mg/dL = 3,33 — 6,10 mmol/L

Estos valores son orientativos. Es recomendable que cada laboratorio establezca sus propios

valores de referencia.

Anexo Il

Determinacién cuantitativa de colesterol 1\VVD

Colesterol CHOD-POD. Liquido

Reactivos

R PIPES pH 6.9 90 mmol/L
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Fenol 26 mmol/L
Colesterol esterasa (CHE) 1000 U/L
Colesterol oxidasa (CHOD) 300 U/L
Peroxidasa (POD) 650 U/L

4 - Aminofenazona (4-AF) 0,4 mmol/L

COLESTEROL CAL

Patron primario acuoso de Colesterol

Procedimiento

1. Condiciones del ensayo:

Temperatura. . ......................

505 nm (500-550).

1 cm paso de luz

37°C /15-25°C

2. Ajustar el espectrofotometro a cero frente a agua destilada.

3. Pipetear en una cubeta:

Blanco Patron Muestra
R (mL) 1.0 1.0 1.0
Patron o812 (L) | - 10
Muestra (pL) 10

4. Mezclar e incubar 5 min a 37°C 6 10 min a 15-25°C.
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5. Leer la absorbancia (A) del patrén y la muestra, frente al Blanco de reactivo. El

color es estable como minimo 60 minutos

Célculos

(A) Patron/(A) Muestra x Conc. Patron = mg/dL de colesterol en la muestra Factor de

conversion: mg/dL x 0,0258= mmol/L.

Valores de referencia

Menos de 200 mg/dL Normal
200-239 mg/dL Moderado
240 0 més Alto

Estos valores son orientativos. Es recomendable que cada laboratorio establezca sus

propios valores de referencia.

Anexo Il

Determinacién cuantitativa de TAG

IVD

Lipoperoxidacion

Preparacién de reactivos

Disolucion tampdn: Solucion salina 0.9 % (Suero fisioldgico).
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Reactivo cromogeno: Disolver 5 g/L de &cido tiobarbitdrico (4,6-dihidroxipirimida-2 tiol)

en dodecilsulfato de sodio (SDS) al 0.3% (V/V) en agua destilada.

Mezcla de extraccion: Mezclar 0.5 ml de agua destilada mas 2.5 ml de n-butanol-piridina

15:1 (V/V).
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