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1.0 Resumen

El estrés oxidativo (EO) es un factor que contribuye al desarrollo de complicaciones
en la diabetes sin embargo, sus efectos pueden ser contrarrestados mediante el uso de
antioxidantes exdgenos, los cuales encontramos en algunas plantas. Es por ello, que las
personas recurren a la medicina tradicional para el tratamiento terapéutico de esta
enfermedad. Se ha demostrado que Justicia spicigera (J. spicigera) posee la capacidad de
disminuir los niveles de glucemia; sin embargo no han sido reportados sus efectos en
organos no insulinodependientes como el higado. Por lo anterior, la presente investigacion
esta dirigida a la determinacion de la capacidad antioxidante de esta planta y sus efectos
sobre las funciones hepéticas en ratas diabéticas inducidas con estreptozotocina (STZ). Se
eligieron ratas de la cepa Wistar con un peso entre 380-400 g las cuales fueron divididas
aleatoriamente en 4 grupos. Grupo 1: Control normoglucémico (DMSO); Grupo 2: Control
diabético (DMSO); Grupo 3: Normoglucémico + extracto etandlico de J. spcigera (100
mg/kg); Grupo 4: Diabético + extracto etandlico de J. spicigera (100 mg/kg). Durante la
administracion del extracto que fue durante 30 dias se tomaron los datos de glucemia y
peso cada 5 dias. Concluido el tratamiento, las ratas fueron sacrificadas por decapitacion, a
partir de las muestras sanguineas se determind en suero las pruebas de perfil de lipidos y
funcion hepética. En las mitocondrias de higado aisladas empleando la técnica descrita por
Saavedra-Molina y Devlin (1997), se llevo a cabo la determinacion del antioxidante
enzimatico superdxido dismutasa (SOD) y no enzimatico glutation (GSH), mientras que del
homogenado del 6rgano aislado se evalu6 la actividad de la enzima antioxidante catalasa
(CAT). En los resultados se observd que el peso corporal, glucosa en sangre, colesterol-
Very Low Density Lipoprotein (VLDL), triglicéridos, lipidos totales y perfil hepatico
alterados en la condicion diabética, fueron normalizados con la administracion del extracto
etandlico de J. spicigera (EJS), por otro lado, la funcion enzimitica de la SOD en
mitocondrias no genera cambios significativos en el grupo diabético control, sin embargo
mostrd menor actividad con la administracion del extracto en la condicion diabética y un
aumento en ratas normoglucémicas administradas, mientras que CAT presentd un aumento
significativo en ratas diabéticas control y wuna disminucion en su actividad con la
administracion del extracto, sin presentar efecto en ratas normoglucémicas. Ademas se

muestra una tendencia a aumentar la relacion GSH/GSSG y disminuir los niveles de
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glutation total en ratas diabéticas tratadas. En conclusion; se considera que el EJS redujo el
estrés oxidativo en higado, disminuyendo el dafio al hepatocito en ratas diabéticas
inducidas con STZ.

Palabras clave: Justicia spicigera; EJS; estrés oxidativo; diabetes; efecto antioxidante.
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2.0 Abstract

The oxidative stress is a factor that contributes to the development of complications
in the diabetes disease however; its effects can be counteracted by the use of exogenous
antioxidants, which are found in some plants. That is why people look to the traditional
medicine in search of the therapeutic treatment. Justicia spicigera has been demonstrate to
have the capacity of reduce gleucemia levels; nevertheless the effects in non-insulin
dependents organs like the liver, has not been reported. For that reason, the present
investigation it is aimed to determining the anti-oxidizing capacity in this plant, and their
effects in the hepatic functions of diabetic rats, that were induced with estreptozotocina
(STZ). The selected rats were from Wistar straine, with a weight between 380-400 gr.
Moreover, was randomly divided in 4 groups. Group 1: normoglucemic (DMSO); Group 2:
Dibetic (DMSQO); Group 3: Normoglucemic + ethanolic extract of J. Spicigera (100
mg/kg); Group 4: Diabetic + ethanolic extract of J. Spicigera (100 mg/kg). During
administration of the extract that was for 30 days, the blood glucose and weight data were
taken every 5 days. Once the treatment concludes, the rats were sacrificed by beheading;
from blood samples were determined in serum lipid profile tests and liver function. In the
mitochondria of liver isolated using the technique described by Saavedra-Molina & Devlin
(1997) was determined of the enzymatic antioxidant superoxide dismutase (SOD) and non-
enzymatic Glutathione (GSH); in addition, the homogenate of this organ was obtained to
evaluate the activity of the enzyme antioxidant Catalase (CAT). The corporal weight, blood
glucose, cholesterol-Very Low Density Lipoprotein (VLDL), triglycerides, total lipids and
liver profile; was changed in the diabetic condition and normalized with the application of
ethanolic extract of J. Spicigera (EJS). On the other hand, the enzymatic function of SOD
in mitochondria does not generate significant changes in the control diabetic group,
nevertheless, a minor activity was shown in the diabetic condition with the administration
of the extract, and increase in normoglucemic rats. Meanwhile CAT shown a significant
growth in control diabetic rats and a decrease in their activity with the application of the
extract, without present any effect in normoglucemic rats. There is also a tendency to
increase the GSH/GSSG ratio and decrease total glutathione levels in diabetic rats
administered. In conclusion, EJS is considered to reduce oxidative stress in liver, decrease

hepatocyte damage in STZ-induced diabetic rats.
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3.0 Introduccion

La diabetes mellitus (DM) es un conjunto heterogéneo de sindromes de
etiopatogenia  multifactorial, donde el nexo comin es el trastorno metabolico,
fundamentalmente  hiperglucemia cronica, alteraciones en el metabolismo lipidico y
proteico. La DM es la enfermedad endocrina mas frecuente y una de las principales causas
de mortalidad y morbilidad en la sociedad contemporanea (Luque, 2011). La prevalencia
de la DM estd aumentando en todo el mundo y se considera un problema de salud publica.
Actualmente, existen evidencias de que las complicaciones que se presentan en la DM
(ataques cardiacos, accidentes cerebrovasculares, insuficiencia renal, amputacién de
piernas, pérdida de vision y dafios neuroldgicos) (OMS, 2016) se deben principalmente a
que se produce un desequilibrio bioquimico propiciado por la produccion excesiva de
radicales libres (RL), que no puede ser contrarrestado por los sistemas antioxidantes de
defensa, provocando dafio oxidativo a biomoléculas (Ramos et al., 2006). Dicho dafio se
puede evitar o disminuir con la administracién de antioxidantes exdgenos, lo que pude
permitir a los pacientes con diabetes tener mejor calidad de vida, pues es de esperar que las
complicaciones micro y macrovasculares ocasionadas principalmente por la produccion
excesiva de RL, disminuyan con la administracion de antioxidantes. Cuando un exceso de
radicales libres se forma, puede causar la destruccion de enzimas tales como superdxido
dismutasa (SOD), glutation peroxidasa (GPx) y catalasa (CAT), generando efectos letales
en las células por la oxidacion de lipidos, proteinas y DNA; ocasionando reacciones en
cadena que perpetla la creacion de mas radicales libres aumentando el dafio de tejidos
(Krishnaiah et al., 2011). Las especies reactivas de oxigeno (ERO) y el establecimiento
del estrés oxidativo (EO) afectan a una amplia variedad de funciones fisiologicas,
participando en el desarrollo de enfermedades humanas de tipo cronico-degenerativas como
impacto epidemioldgico (Sanchez-Valle, 2013). Estas enfermedades pueden generarse por
pro-oxidantes que modifican el estado redox y alteran la tolerancia a la glucosa,
favoreciendo el EO mitocondrial (Luque, 2011). Todos los tipos de diabetes pueden
provocar complicaciones en muchas partes del organismo e incrementar el riesgo general

de muerte prematura.
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Las enfermedades metabolicas como la DM, tienen grandes posibilidades de tener
una participacion de elementos oxidativos en su génesis, evolucion o complicaciones ya
gue pueden generar estados oxidantes o afectar la generacion o la eficiencia de
recuperacién de los mecanismos antioxidantes (Quintanar-Escorza et al., 2009). Los
compuestos antioxidantes tienen la capacidad de inhibir o interrumpir las reacciones de
transformacion que causan dafios a las biomoléculas. En los dltimos afios los antioxidantes
naturales  provenientes de plantas como el acido ascorbico (vitamina C),
a-Tocoferol (vitamina E), glutation, carotenoides y flavonoides, han sido frecuentemente
usados en diferentes campos de la industria farmacéutica, alimentos y en medicina (Karre
et al., 2013). Ya que las plantas poseen antioxidantes es que las personas utilizan para el
tratamiento de enfermedades relacionadas con el EO. Entre las plantas utilizadas para estos
fines encontramos a Justicia spicigera (J. spicigera) que ha demostrado tener actividad
hipoglucémica (Ortiz-Andrade et al., 2012).

3.1 Antecedentes

Ortiz-Andrade et al. (2012), reportaron el efecto hipoglucémico del extracto
etandlico de J. spicigera (EJS) en ratas normoglucémicas y diabéticas (Tabla 1). Le
atribuyen este efecto a la estimulacion de la captacién de glucosa tanto en ratas sensibles
como en ratas resistentes a la insulina, sin embargo, los efectos hipoglucémicos del extracto
etandlico de J. spicigera podrian estar vinculados a méds de un mecanismo como: (a) la
modulacion de la secrecion de insulina y/o accion de la insulina, (b) la participacion de un
sistema antioxidante, (c) la mejora del metabolismo de la glucosa de las células B, (d) la

activacién de un sistema enzimatico, o (e) que los fosfolipidos deriven un mensajero.

Tabla 1. FEfecto hipoglucémico de la administracion del extracto etandlico de
Justicia spicigera (JSE a 10, 50 y 100 mg/kg) en ratas normoglucémicas. SSI: Solucion salina isotonica.

Tiempo () | SSI Extracto etandlico de J. spicigera
10 mg/kg 50 mg/kg 100 mg/kg
0.5 69.99 + 8.18 42.85 + 555 | 40.14 + 6.82° 44.37 +5.03°
1.0 102.46 +9.28 | 60.95 + 5.06° 64.68 + 1.23° 62.65 + 7.39°
2.0 59.53+6.41 17.06 + 6.41° 12.90 + 4.57° 11.32 + 5.50°
3.0 16.94 + 1.03 10.46 £ 5.20 8.30£7.83 0.30 + 4.25°
4.0 32.24 £ 5.83 -5.41 +6.05% | -12.22 + 6.59° -9.17 + 6.76°
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Para probar el efecto hipoglucémico de J. spicigera se administrdé a ratas
normoglucémicas una solucion de glucosa (2 g/kg) por via oral y 10 min después se les
administrd el extracto etandlico de Justicia spicigera a dosis diferentes por grupo (10, 50 o
100 mg/kg). Los autores observaron que el EJS disminuyd significativamente la glucemia
en las diferentes dosis desde los 30 min hasta las 4 h, pero debido a que so6lo el EJS a 100
mg/kg ejercid diferencias significativas en los niveles de glucemia en todo momento en
ratas normoglucémicas, se prob6 esta dosis en ratas diabéticas. El valor negativo indica la

disminucién de la glucemia comparada con el tiempo cero.

Los datos expuestos en la grafica 1 son el porcentaje de variacion de glucemia para cada

grupo que se calculé con la formula:

o | . Ge=Go 1 G, : Valores iniciales de glucemia
% de variacion de glucemia = “Go X G, : Valores de glucemiaen 0.5,1,2,3y4h.
400 -
—e— 5515 ml/Kg
—4— Glibenclamida 5 mg/Kg
Y= EJS100 mg/Kg

2 300 A
E
@
[
=
0
W

200 -
c
=l
=
8
S

;—; 100 4

0 -

Tiempo después de la administracion de glucosa (h}

Gréfica 1. Efecto del extracto etandlico de Justicia spicigera a 100 mg/kg después de la administracion
de glucosa (2 g/kg) en ratas macho de la cepa Wistar inducidas con STZ-NDA. Cada una de las
mediciones representa la media del error estandar (n=5;** p <0.001).
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En la prueba de tolerancia a glucosa, fueron administrados 3 grupos de ratas
diabéticas en donde a un primer grupo se le administrd solucion salina isotonica, a un
segundo glibenclamida como control positivo hipoglucémico y un tercer grupo el EJS a 100
mg/kg, 10 minutos después se les administré via oral una dosis de 2 g/kg de glucosa. Las
muestras biologicas se obtuvieron por puncién de la vena caudal en tiempo O (antes de la
administracion de glucosa) y a los 0.5, 1, 2, 3 y 4 h despues de la administracion de
glucosa. Los valores representados en la grafica 1 son el porcentaje de variacion de la
glucemia que se obtuvo de la misma forma que el experimento anterior. Estos valores son
representados en el eje de las Y de la grafica donde podemos observar que el grupo
administrado con solucion salina isotonica (SSI) reflejé un aumento de mas del 300% de
variacion de glucemia, mientras que el grupo diabético administrado con EJS 100 mg/kg
alcanzd6 un 110% de variacion de glucemia. A las 4 h el efecto del EJS disminuy6 el

porcentaje de variacion de glucemia hasta los niveles normales.

3.2 Diabetes mellitus
3.2.1 Definicion, causas, sintomas y riesgos

La DM es una enfermedad metabdlica cronica que se desencadena cuando el
pancreas no produce suficiente insulina, o cuando el organismo no puede utilizar con
eficacia la insulina que produce (OMS, 2016). Los factores que contribuyen a que se
desarrolle la hiperglucemia son: la deficiencia en la secrecion y/o accion de la insulina y
disminucion de la utilizacion de la glucosa. El trastorno de la regulacion metabolica que
acompafia a la DM provoca alteraciones fisiopatologicas secundarias en muchos sistemas
organicos (Powers, 2012). Los sintomas de la hiperglucemia incluyen: polidipsia, polifagia,
poliuria, pérdida de peso, visibn borrosa, también puede observarse deterioro del
crecimiento 'y susceptibilidad a ciertas infecciones (Brownlee, 2005). El paciente con
diabétes presenta 40 veces mayor riesgo de amputacién de miembros inferiores, 25 veces
mayor riesgo de insuficiencia renal terminal, 20 veces mas riesgo de presentar ceguera, de 2
a 5 veces mayor riesgo de infarto agudo al miocardio y accidentes cerebrovasculares
(Mann, 2002). La DM también aumenta la susceptibilidad de desarrollar hipertension,
dislipidemia y obesidad (Klein et al., 2002).
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3.2.2 Clasificacién y diagnostico

El comité de expertos de la ADA (Asociacion Americana de Diabetes) establece la

siguiente clasificacion etiologica de la DM:

Tabla 2. Clasificacion de la diabetes mellitus. (Tomado y modificado de ADA., 2010).

1. Diabetes mellitus tipo 1 (destruccién de | A. Mediada inmunoldgicamente

la celula B con isnulinopenia) B. Idiopética

2. Diabetes mellitus tipo 2 (resistencia
insulinica * déficit en la secrecion de

insulina)
A. Defectos géneticos en la funcion de la
célula B
B. Defectos géneticos en la accion de la
insulina
C. Enfermedades del pancreas exdcrino
D. Asociada a endocrinopatias

3. Otros especificos E. Diabetes inducida por sustancias
quimicas
F. Infecciones

G. Formas poco comunes de diabetes
mediadas por mecanismo inmunitario.

H. Otros sindromes genéticos asociados a
diabetes mellitus

4. Diabetes gestacional

Las dos principales categorias de esta clasificacion son:
Diabetes mellitus tipo 1

La DM tipo 1 suele desarrollarse repentinamente y es consecuencia de las
interacciones de factores genéticos, ambientales e inmunoldgicos, que culminan en la
destruccion autoinmune de las células B del pancreas y la deficiencia en la secrecion de
insulina. Dicha enfermedad es consecuencia de la destruccion auto inmunitaria de las
células B del pancreas (Powers, 2012). Los pacientes que presentan esta enfermedad
precisan la administracion de insulina para normalizar sus niveles de glucemia (Luque,
2011).
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Diabetes mellitus tipo 2

Este tipo de DM aparece en sujetos que presentan resistencia a la insulina y un

déficit relativo de

insulina, provocando una acumulacién de glucosa en la sangre

(hiperglucemia). Los diabéticos tipo 2 no precisan la administracion de insulina para

prevenir la aparicion de cetosis, si bien pueden llegar a necesitarla en algin momento de su

vida para controlar la hiperglucemia (Luque, 2011).

Diagnostico de la DM

Los criterios diagnosticos para la DM empleados en la actualidad son los de la

Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la Federacion Internacional de Diabetes (FID) y

de la ADA (Luque, 2011) y se presentan en la tabla 3.

Tabla 3. Criterios de diagnéstico para la Diabetes mellitus. (Tomado y modificado de OMS-FID., 2006,
ADA., 2010). SOG: Sobrecarga oral de glucosa. HbAlc: Hemoglobina glucosada.

ADA 2010

OMS-FID (modificacion provisional del
afo 2010)

1. Glucemia sérica al azar > 200 mg/dL con
clinica cardinal o crisis hiperglucémica.

1. Glucemia sérica >200 mg/dL con clinica
cardinal o crisis hiperglucémica.

2. Glucemia sérica en ayunas > 126 mg/dL.

2. Glucemia sérica en ayunas > 126 mg/dL.

3. Glucemia sérica alas 2 h de SOG >200
mg/dL.

3. Glucemia sérica las 2 h de SOG > 200
mg/dL.

4. HbAlc > 6,5%.

4. HbAlc > 6,5% sti:

-Se garantizan estandares de calidad en su
determinacion vy referencias internacionales.
-No existe hemoglobinopatia o enfermedad de
base que pueda alterar su determinacion.
(Ejemplo: Anemia falciforme, cirrosis,
insuficiencia renal cronica avanzada).

En ausencia de descompensacion metabdlica
estos criterios, salvo el 1, deben confirmarse
repitiendo el analisis otro dia, preferiblemente
con la misma prueba diagnostica.

El criterio 1 es suficiente para el diagnostico
de DM. La SOG se recomienda en la practica
habitual cuando el paciente presenta una
glucemia alterada en ayunas. Los test con
glucosa siguen siendo de eleccion frente a la
HbAlc. Una HbAlc <6,5% no excluye el
diagndstico de DM.
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3.2.3 Estadisticas actuales de la diabetes a nivel mundial y en México

La diabetes es una de las mayores emergencias mundiales de salud del siglo XXI ya
gue cada afio mas personas viven con esta condicién. Ademas de los 415 millones de
adultos que actualmente tienen diabetes, hay 318 millones de adultos con tolerancia a la
glucosa alterada, lo que les sitla en un alto riesgo de desarrollar la enfermedad en el futuro
(FID, 2015).

La Diabetes tipo 2 es el tipo de diabetes mas comin y ha aumentado junto a los

cambios culturales y sociales. En paises desarrollados, hasta un 91% de adultos con la
enfermedad tienen diabetes tipo 2. La FID estima que 193 millones de personas con
diabetes no estan diagnosticadas y tienen, por tanto, un mayor riesgo de desarrollar
complicaciones. Aunque la diabetes tipo 1 es menos comin, todavia sigue aumentando en
torno al 3% cada afio, particularmente entre los nifios (FID, 2015).
La diabetes y sus complicaciones son las mayores causas de muerte en muchos paises, se
estima que 1 de cada 11 adultos de la poblacién mundial tiene diabetes. Aproximadamente
5 millones de personas con edad comprendida entre los 20 y 79 afios, murieron a causa de
la diabetes durante el afio 2015. Con un 12.9% (10.8- 14.5%) de la poblacion adulta
afectada, Norte Ameérica y la region del Caribe tienen la mas alta prevalencia de diabetes en
comparacion con otros paises, donde México ocupa el séptimo lugar (Tabla 4). Un
estimado de 44.3 (37.1-49.9) millones de personas con diabetes de entre 20-79 afios de
edad viven en Norte América y el Caribe, de los cuales 13.3 millones (29.9%) no son
diagnosticadas (FID, 2015).

Tabla 4. Principales paises con mayor prevalencia de Diabetes
tipo 1en2015. (Tomado y modificado de OMS-FID, 2006; ADA,
2010).
Lugar Pais Personas con intolerancia
a la glucosa

1 India 36.5 millones

2 Estados Unidos 35.8 millones

3 Indonesia 29.0 millones

4 China 26.7 millones

5 Japén 11.9 millones

6 Brasil 11.0 millones

7 México 10.7 millones

8 Pakistan 7.9 millones
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La diabetes tipo 1 es uno de los trastornos metabolicos mas comunes en la infancia.
El ndmero de nifios que desarrollan esta forma de diabetes esta aumentando cada afio a
nivel mundial; durante el afio 2015, México ocupd el décimo lugar con mayor nimero de
casos de diabetes tipo 1 en la infancia (Tabla 5) (FID, 2015).

Tabla 5. Paises con mayor prevalencia de Diabetes tipo 1
en nifios (Tomado y modificado de OMS-FID, 2006; ADA,
2010).
Lugar Pais NuUmero de nifios con
Diabetes tipo 1

1 Estados Unidos 84,100

2 India 70,200

3 Brasil 30,500

4 China 30,500

5 Reino Unido 19,800

6 Rusia 18,500

7 Arabia Saudita 16,200

8 Alemania 15,800

9 Nigeria 14,400

10 México 13,500

De acuerdo a la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion-2012 (ENSANUT-2012)
en México la proporcion de adultos con diagnéstico médico previo de DM fue de 9.2%, lo
gue muestra un incremento de 2.2% con respecto a la ENSANUT-2006 (7%). Este hecho es
muy importante en términos de la demanda por servicios de salud que actualmente ocurre
en el sistema de salud y es indicativo de la gravedad del problema que representa la DM en
México (ENSANUT, 2012).
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Tabla 6. Principales causas de muerte en México (INEGI, 2016).

Principales causas Defunciones

Total 291,637

Enfermedades del corazon 60,670

Diabetes mellitus 50,705

Tumores malignos 40,612

Enfermedades cerebrovasculares 17,595

Enfermedades pulmonares obstructivas cronicas 9,964

Enfermedades del higado 9,958

Accidentes 8,856

Influenza y neumonia 8,430

Insuficiencia renal 5,961

Malformaciones congénitas, deformidades y 4,352

anomalias cromosomicas
Las demas causas 46,465

3.3 Transportadores de glucosa (GLUT)

El transporte de la glucosa a través de la membrana plasmética de las células de
mamifero representa uno de los eventos mas importantes del transporte de nutrientes ya que
este monosacarido tiene un papel central en el metabolismo y en la homeostasis celular. El
ingreso de la glucosa a las células se realiza mediante dos tipos de proteinas acarreadoras:
los transportadores de glucosa asociados a sodio (SGLT) y los sistemas facilitadores del
transporte de glucosa (GLUT). Los transportadores de glucosa (GLUT) son un grupo de
proteinas encargadas del transporte de los monosacaridos al interior de todas las células del
organismo. Se han identificado 13 GLUT (GLUT 1 - GLUT 13), divididas en tres
subfamilias de acuerdo a las similitudes en su secuencia y a sus caracteristicas funcionales,

como su especificidad al sustrato (glucosa, fructosa y/ o galactosa) (Castrejon, 2007).

3.3.1 Organos insulino-dependientes y érganos no insulino-dependientes

Cada drgano del cuerpo tiene proteinas GLUT diferentes y se dividen en 2 grupos:
insulino-dependientes; como el musculo esquelético, el tejido adiposo y el tejido cardiaco
que tienen el transportador GLUT4. Otros tejidos, no dependen de la insulina para
transportar glucosa al interior; tales como el cerebro, el higado, los eritrocitos, las células
epiteliales del intestino y del rifidn (Drucker, 2005).
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Dado que algunos 6rganos como el higado necesitan de la continua translocacion de
la glucosa al interior celular para su buen funcionamiento, no necesitan la presencia de la
insulina, por lo que son dafiados por la hiperglucemia, ademas, estdn altamente
vascularizados, lo que propicia las complicaciones de la diabetes.

3.4 Anatomia del higado

El higado es el 6rgano mas voluminoso del organismo. Esta situado debajo del
diafragma, arriba del duodeno y delante del estdbmago. Dispone de una vascularizacion
particular: La sangre le llega por dos vias: la de la arteria hepéatica y la de la vena porta.
Esta sangre sale del higado por las venas hepaticas (suprahepaticas), voluminosos afluentes
de la vena cava inferior. Las modificaciones que experimenta la sangre en el higado lo
convierten ademds en una verdadera ‘“glandula de secrecion interna” con multiples

funciones (Laterjet, 1999).

Diafragma (traccionado ) ]
hacia arriba) Ligamento coronario Ligamento triangular izquierdo

Ligamento Apéndice fibroso

triangular

derecho Lébulo izquierdo del higado

Lobulo

derecho Ligamento falciforme
del higado

Ligamento redondo del higado (vena umbilical
‘ izquierda obliterada) que forma el borde libre
Impresiones del ligamento falciforme

costales

Vesicula

biliar
(fondo)

Figura 1. Cara anterosuperior o diafrgmatica del higado (Latarjet, 1999).
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Porta hepatico

Fisura para el ligamento redondo
Vena porta hepatica

Arteria hepatica propia

Impresion colica
Ligamento redondo del higado

Vesicula biliar

Lobulo cuadrado
Impresion duodenal
Impresion renal

Conducto cistico
Conducto hepatico comin
Conducto colédoco

Ligamento triangular derecho

Proceso caudado
Lébulo caudado
Fisura para el ligamento
venoso
Impresion esofdgica
Ligamento triangular
izquierdo
Porcion hevatorrenal
del ligamento coronario
Impresion suprarrenal
Area desnuda
Vena cava inferior
Venas hepaticas

Impresion gastrica ngamefmo
coronario

Figura 2. Cara posteroinferior o visceral del higado (Latarjet, 1999).

Ligamento falciforme Ligamento coronario

Area desnuda

Ligamento
triangular Ligamento
izquierdo triangular derecho

Fisura para
el ligamento
Venoso

Surco para la vena cava infertor

Figura 3. Cara posterior del higado (Latarjet, 1999).
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3.4.1 Funciones del higado
3.4.2 Metabolismo de carbohidratos

El higado conserva los valores normales de glucemia mediante el transporte a los
hepatocitos y su almacenamiento en forma de glucogeno. Cuando las concentraciones
sanguineas de glucosa disminuyen de la concentracién normal, los hepatocitos hidrolizan
glucdgeno (glucogendlisis) en glucosa y la transportan fuera de las células al espacio de
Disse (espacio estrecho entre una placa de hepatocitos y las células del recubrimiento
sinusoidal). Los hepatocitos también pueden sintetizar glucosa a partir de otros
monosacaridos (como fructosa y galactosa) o de fuentes que no son carbohidratos, un

proceso que se conoce como gluconeogénesis (Gartner, 2002).

3.4.2.1 Gluconeogénesis

Cuando el organismo ha disminuido la reserva de glucdgeno y no hay ingesta de
carbohidratos, se ve obligado a sintetizar glucosa a partir de otros compuestos, como el
glicerol proveniente de la rotura de grasas neutras o triglicéridos de los depdsitos, o de
aminoacidos. Este proceso se denomina gluconeogénesis e involucra el abastecimiento de

metabolitos al ciclo de Krebs y la reserva de la glucdlisis.

3.4.3 Excrecién de bilirrubina

La bilirrubina, un pigmento verde amarillento insoluble en agua, es el producto de la
degradacion toxica de la hemoglobina. Conforme los eritrocitos muertos son destruidos por
los macréfagos en el bazo y por las células de Kupffer en el higado, se libera bilirrubina al
torrente sanguineo y se une a la albumina del plasma. En esta forma se conoce como
bilirrubina libre, es endocitada por los hepatocitos. La enzima transferasa de glucuronilo,
que se localiza en el reticulo endoplasmico liso (REL) del hepatocito, cataliza la
conjugacion de bilirrubina  con glucoronido de  bilirrubina  (bilirrubina  conjugada)

hidrosoluble. Una parte del glucurénido de bilirrubina se libera al torrente sanguineo, pero
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la mayor parte se excreta a los canaliculos biliares a fin de llevarse al tubo digestivo para su

eliminacion subsecuente con las heces (Gartner, 2002).

3.4.4 Regeneracion hepatica

Los hepatocitos son células de vida cercana a 150 dias; sin embargo, cuando se
administran medicamentos hepatotoxicos 0 se extirpa una porcion del higado, los
hepatocitos proliferan y el higado regenera su arquitectura y tamafio previo normales. La
capacidad de regeneracion del higado de roedores es tan grande que si se extirpa un 75%
del Organo, éste se regenera hasta su tamafio normal en el transcurso de 4 semanas. La
capacidad regenerativa del higado del hombre es mucho menor que la de los ratones y las
ratas. Los factores que controlan el mecanismo de regeneracion del higado son: el factor de
transformacion del crecimiento alfa, el factor de transformacion del crecimiento beta, el
factor de crecimiento epidérmico, la interleucina 6 y el factor de crecimiento del hepatocito.
Muchos de esos factores son liberados por las células estrelladas que almacenan grasa
(células Ito) localizadas en el espacio de Disse, aunque también se encuentra factor de
crecimiento del hepatocito, unido a heparina, en la matriz extracelular escasa del higado. En
la mayor parte de los casos la regeneracion se debe a la capacidad de replicacion de los

hepatocitos restantes (Gartner, 2002).

3.5 Higado y diabetes

En pacientes con diabetes, la prevalencia de esteatosis hepatica no alcohdlica o
higado graso (NAFLD) est4d en un 50-75 %. La DM 2 también incrementa el riesgo de
esteatohepatitis no alcohdlica (NASH) en 2.6 veces. Y al revés, la prevalencia de la
diabetes en pacientes con NAFLD, oscila segun las series entre 30-80 %. Es probable que
cuando se elevan las enzimas hepéticas en la NAFLD, este hecho tenga relacion con el
desarrollo de la DM 2, puesto que la grasa ectdpica en las células del higado puede
conducir a la resistencia a la insulina hepética (Sattar et al., 2007). La NAFLD, es un
trastorno comin que se caracteriza por acumulacion de grasa dentro del hepatocito en

sujetos que no consumen excesiva cantidad de alcohol. Por definicion, al menos el 5 % del
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peso del higado, se debe a la acumulacion de grasa. La NASH se describié por primera vez
en 1981, como una enfermedad anecdotica y ha pasado a ser la causa mas comuin de
enfermedad hepética cronica incidente al final de la década actual. Este incremento tan
espectacular, se relaciona directamente con el aumento de las enfermedades metabdlicas en
las Ultimas décadas; la NASH se caracteriza por inflamacion y dafio en el hepatocito y ésta
situacion puede desembocar en fibrosis y cirrosis (Randall, 1989). La causa inicial es la
acumulacion de grasa dentro del hepatocito. La grasa en el higado puede proceder de tres
fuentes: Ingesta, sintesis de novo y los acidos grasos no esterificados procedentes de los
depdsitos grasos (NEFA). Los NEFA son la principal fuente de acimulo de grasa en el
higado. Se ha estudiado la procedencia de esa grasa ectopica en el higado y se ha estimado
que el 60 % proviene de los NEFA, el 34 % de incremento de la lipogénesis de novo y solo
un 14 % de la grasa de la dieta (Donnelly et al., 2005). La resistencia a la insulina
desempefia un papel fundamental en este incremento de la llegada de NEFA al higado. Se
he demostrado que la NAFLD esta relacionada con la resistencia a la insulina en los
adipocitos y el higado; ademas, los sujetos con NAFLD tienen alterada la capacidad de la

insulina de suprimir la produccion hepatica de glucosa v la lipdlisis.

Existe una teoria que centra la causa del acumulo de grasa ectdpica en la
insuficiencia del tejido adiposo para seguir almacenando grasa. El tejido adiposo pierde la
capacidad de hiperplasiarse a partir de células multipotentes del estroma y, por tanto, para
responder al exceso de grasa de la ingesta no queda otro mecanismo que hipertrofiarse,
pero este mecanismo se vuelve pronto insuficiente. Esta incapacidad hace que se acumule
en otros tejidos y este acumulo en tejidos no grasos se acompafiaria de resistencia a la
insulina en ellos. Tanto la obesidad extrema como la lipodistrofia son dos caras de la misma
moneda: Algunos sujetos obesos agotan su capacidad de almacenar grasa en su tejido
adiposo y pasan a almacenarla en tejidos ectopicos y en la lipodistrofia hay una atrofia del
tejido adiposo que lo imposibilita y que obliga a depositar la grasa también en tejidos no

grasos (fundamentalmente en el higado) (Cai et al., 2005).
Inflamacion y acimulo de grasa en el higado

Un factor que podria estar involucrado en el proceso, es la adiponectina, molécula

que incrementa la sensibilidad a la insulina. Se ha descrito un descenso de adiponectina en
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pacientes con NAFLD y NASH, ajustados por indice de masa corporal (IMC) con respecto
a controles sin patologia hepatica (Polyzos et al., 2010). La insulina puede dafiar el higado
directa o indirectamente. La accion directa es por la capacidad de la insulina de generar
estrés oxidativo y conducir a la muerte celular o apoptosis, y la accidén indirecta estaria
relacionada con que la resistencia a la insulina contribuye a incrementar la acumulacion de
grasa en el higado (Younossi et al., 2004). El incremento de los NEFA es capaz de generar
estrés oxidativo y peroxidacion lipidica. Ademds, los NEFA en el hepatocito estimulan la
catepsina B, que activa la ruta de NF-«B incrementando la secrecion de TNFa, y, por otro
lado, la catepsina B activa la via de las caspasas poniendo en marcha mecanismos
apoptoticos (McCullough, 2006). La inflamacion e incremento del estrés oxidativo se han
postulado como los mecanismos que conducen a la resistencia a la insulina. La
fisiopatologia fundamental relacionada con la NASH es la resistencia insulinica y la

acumulacién de grasa en el hepatocito (Shyangdan et al., 2011).

3.6 Pruebas de funcién hepatica

El higado lleva a cabo varias funciones bioquimicas de sintesis y de excrecion, por
lo cual no hay una prueba que tenga la capacidad de definir el estado de la funcion total del
higado. Para esto, se utilizan un conjunto de pruebas denominadas: Pruebas de funcion

hepatica, y se utilizan para:
1) Determinar presencia 0 ausencia de dafio hepatico.
2) Realizar diagndsticos especfficos.
3) Determinar severidad y establecer prondsticos.
4) Monitorizar el curso de la enfermedad hepética.

The National Academy of Clinical Biochemestry y la American Association for the
Study of Liver Diseases, recomiendan un panel especifico de examenes para ser usado en la
evaluacion inicial de un paciente con una enfermedad hepéatica conocida o sospechada,
designado como “Perfil de funcion hepatica”, que estd compuesto por los siguientes

analitos: proteinas totales, albimina, aspartato aminotransferasa (AST o TGO), alanino
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aminotransferasa (ALT o TGP), fosfatasa alcalina, bilirrubina total, bilirrubina directa e

indirecta (Fernandez et at., 2008).

3.6.1 Pruebas indicadoras de necrosis

3.6.1.1 Transaminasas Alanino amino transferasa (ALT) y Aspartato amino
transferasa (AST)

Son las mas comunmente utilizadas para evaluar la presencia de necrosis hepatica.
Se encuentran en altas concentraciones en las células hepaticas, donde catalizan la
transferencia de grupos amino para producir acido pirQvico y oxaloacético,
respectivamente, utilizando vitamina B6 como cofactor (Dufour et al., 2000). Cuando se
presenta dafio en la membrana del hepatocito, estas enzimas que se encuentran en el
citoplasma de las células pasan al plasma, aumentando su concentracion en circulacion. Las
transaminasas son sensibles, pero poco especificas del dafio de los hepatocitos, siendo la
ALT mas especifica que la AST, ya que ésta no sdlo se encuentra en el higado sino también

en el musculo esquelético, cardiaco, rifidon y eritrocito (Kew, 2000).
AST
L-Aspartato + o- Cetogluarato > glutamato + oxaloacetato
ALT

L-Alaniana + a- cetoglutarato > glutamato + piruvato

3.6.1.2 Lactato deshidrogenasa (LDH)

La lactato deshidrogenasa (LDH) es una enzima que se encuentra en el citoplasma
de los hepatocitos y cataliza la oxidacion reversible de acido lactico a acido pirdvico.
Existen cinco isoenzimas, LD1 a LD5, distribuidas en higado y otros tejidos como el
misculo cardiaco, rifion y eritrocitos, lo cual le resta especificidad a esta prueba como

indicadora de dafio hepéatico (Pincus et al., 2007).

Piruvato + NADH + H* © Lactato + NAD"
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3.6.2 Pruebas indicadoras de colestasis
3.6.2.1 Fosfatasa alcalina (FA)

La fosfatasa alcalina (FA) se encuentra en varios tejidos, incluyendo el higado, el
hueso, el rifion y la placenta (Dufour et al., 2000). Cada uno de estos sitios contiene una
isoenzima diferente que puede ser separada mediante electroforesis. La fosfatasa alcalina
del higado se encuentra en la superficie canalicular y por tanto es un marcador de
disfuncién biliar, cuyos valores se pueden aumentar hasta 10 veces en obstrucciones de las
vias biliares, en procesos infecciosos o en presencia de masas (Tolaymat et al., 2000).
En el individuo normal, la mayoria de la fosfatasa alcalina estd compuesta por la fosfatasa

alcalina proveniente de higado y del hueso (Fernandez et al., 2008).

p-nitrofenil-fosfato + H,O = p-nitrofenol + Fosfato + H*

3.6.2.2 Gamma-glutamil transferasa

La gamma-glutamil transferasa (GGT) regula el transporte de aminoacidos a través
de las membranas celulares, al catalizar la transferencia de un grupo glutamil a los
aminoacidos libres. Su medicion concomitante con la fosfatasa alcalina, es fundamental en
la determinacion del origen de unos valores altos de fosfatasa alcalina, ya que la gamma-

glutamil transferasa se asocia con una enfermedad de tracto biliar (Gopal et al., 2000).

vy — Glutamil — 3 — carboxi — 4 — nitroanilida + Glicilglicina = y — Glutamil — glicilglicina +

3 —carboxi — 4 — nitroanilina

3.6.3 Pruebas metabolicas
3.6.3.1 Bilirrubina

La bilirrubina es el principal metabolito del grupo hemo de Ila hemoglobina,
mioglobina y los citocromos. Diariamente se producen alrededor de 250-350 mg de
bilirrubina, 85% como resultado de la destruccion de los eritrocitos viejos. La mayoria de la

bilirrubina es transportada unida a la albumina (directa o conjugada). El aumento de la
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bilirrubina total, junto con el aumento de la bilirrubina directa, se presenta cuando hay
necrosis y colestasis, en tanto, que concomitante con el aumento de la bilirrubina indirecta,

se asocia con hemdlisis de Gilbert (Gopal et al., 2000).

3.7 Metabolismo de lipidos

Durante la digestion, la mayoria de los triglicéridos se escinden en monoglicéridos y
acidos grasos. Después, mientras atraviesan las células epiteliales intestinales, wvuelven a
formar nuevas moléculas de triglicéridos, que entran en la linfa en forma de diminutas
gotas dispersas llamadas quilomicrones (Guyton, 2011). Los quilomicrones llegan al
higado a través de ramas de la arteria hepatica. Dentro de los hepatocitos se degradan en
acidos grasos y glicerol. Los acidos grasos se desaturan y se utilizan para sintetizar
fosfolipidos y colesterol o se degradan en acetil coenzima A. Dos moléculas de esta Ultima
se combinan para formar &cido acetoacetico. Gran parte de éste se convierte en acido
hidroxibutirico B (beta) y parte en acetona. Estos tres compuestos se conocen como Cuerpos
cetonicos. Los fosfolipidos, el colesterol y los cuerpos cetonicos se almacenan en
hepatocitos hasta que se liberan al espacio de Disse. Ademas, el higado produce
lipoproteinas de muy baja densidad, que también se liberan al espacio de Disse como
gotitas de 30 a 100 nm de diametro (Gartner, 2002).

3.7.1 Hidrolisis de los triglicéridos

El primer estadio en el uso energético de los triglicéridos es la hidrolisis de los
mismos en &cidos grasos Yy glicerol. Después, los é&cidos grasos y el glicerol son
transportados por la sangre a los tejidos activos, donde se oxidan para dar energia. Casi
todas las células, con algunas excepciones, como el tejido cerebral y los eritrocitos, pueden
utilizar los acidos grasos con fines energéticos (Guyton, 2011). El glicerol, al entrar en el
tejido activo, se transforma de inmediato, por la accién de las enzimas intracelulares, en
glicerol 3-fosfato, que sigue la via glucolitica de degradacion de la glucosa para proveer

energia.
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3.8 Lipidos hepaticos

El higado almacena grandes cantidades de triglicéridos: 1) durante las primeras
fases del ayuno; 2) durante la diabetes y 3) en cualquier otro estado donde se use
rapidamente la grasa en lugar de los carbohidratos para obtener energia. En estas
condiciones se movilizan grandes cantidades de triglicéridos desde el tejido adiposo, se
transportan en forma de &cidos grasos libres por la sangre y se depositan de nuevo como
triglicéridos en el higado, donde comienza gran parte de la descomposicion inicial de la
grasa. De este modo, en condiciones fisioldgicas normales, la cantidad total de triglicéridos
del higado estd determinada en gran medida por la tasa global de su utilizacion energética.
El higado puede almacenar también grandes cantidades de lipidos en caso de lipodistrofia,
un trastorno caracterizado por atrofia o deficiencia genética de adipocitos. La célula
hepética, ademés de triglicéridos, contiene grandes cantidades de fosfolipidos y de
colesterol, que el higado sintetiza continuamente. Ademas, los hepatocitos son méas capaces
de desaturar los A&cidos grasos que las células de otros tejidos, de manera que los
triglicéridos hepaticos se encuentran normalmente mucho mas insaturados que los del
tejido adiposo. Esta capacidad del higado para desaturar los &cidos grasos reviste una
importancia funcional para todos los tejidos del cuerpo, ya que muchos componentes
estructurales de todas las células contienen cantidades razonables de grasas insaturadas y su
fuente principal es el higado (Guyton, 2011).

3.9 Perfil de Lipidos
3.9.1 Colesterol

El colesterol es un lipido sencillo, que se presenta en el organismo en forma libre y
esterificada (60-70% del colesterol total). Debe distinguirse entre el colesterol exdgeno que
es ingerido con el alimento y el colesterol enddgeno que es sintetizado en el higado y en
otros oOrganos. La fraccion introducida con los alimentos supone del 20-30% de la cantidad
de colesterol enddgeno. El colesterol plasmatico proviene en parte de su sintesis enddgena
y, por otro lado, del procedente de la ingesta. Por su naturaleza isoprenoide, en la

biosintesis del colesterol se utiliza como materia prima el acetil-CoA.
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Tedricamente todas las células del organismo pueden sintetizar colesterol; sin
embargo, mas del 90% de este esteroide es sintetizado en el higado y el tracto intestinal.
Aungue el colesterol se encuentra presente en todas las células del organismo, su
descomposicion y excrecion sblo se realiza por via hepatica. El colesterol forma parte de
las membranas celulares y es un importante precursor de los acidos y sales biliares, asi

como de las hormonas esteroideas (Diaz et al., 1997).

En el laboratorio de andlisis clinicos han establecido los siguientes intervalos de

normalidad en humanos:

- Colesterol total o limite superior por debajo de 200 mg/dL (para menores de 18 afios el
limite superior Optimo debera ser de 180 mg/dL).

- Hipercolesterolemia limite: 200 — 250 mg/dL.

- Hipercolesterolemia definida cuando los valores de colesterol superan los 250 mg/dL
(Orgaz, 2007).

3.9.2 Triglicéridos

Los triglicéridos son ésteres derivados del glicerol y de diversos &cidos grasos
(principalmente oleico, palmitico y linoleico). Constituyen la principal fuente de energia,
siendo asimismo el componente principal del adipocito. Se puede distinguir entre
triglicéridos exdgenos (ingeridos con el alimento) y enddgenos. Los primeros se incorporan
desde el intestino, donde son resintetizados a partir de las grasas absorbidas de la dieta. Los
triglicéridos endogenos se forman principalmente en el higado a partir del acetil-CoA. Los
fosfolipidos son lipidos complejos formados por acidos grasos, glicerol y acido fosforico.
Presentan una funcion estructural formando parte de las membranas celulares y por su
naturaleza polar o antipatica realizan funciones de mantener en suspension a otras
moléculas (Diaz et al., 1997).
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3.9.3 Lipoproteinas

Todas las lipoproteinas presentan unas caracteristicas comunes: son particulas
esféricas con una zona central no polar donde se sittian los lipidos hidréfobos (colesterol
esterificado y triglicéridos) y una zona periférica formada por elementos hidrosolubles,
fosfolipidos, colesterol libre (lipidos antipaticos) y diversas proteinas especificas con un
patron de distribucion caracteristico en las diferentes clases de lipoproteinas. Dentro del
amplio espectro de particulas lipoprotéicas del plasma, se distinguen cinco grandes clases,
con marcadas diferencias fisicoquimicas y funcionales: Quilomicrones, lipoproteinas de
muy baja densidad (VLDL), lipoproteinas de densidad intermedia (IDL), lipoproteinas de
baja densidad (LDL) y lipoproteinas de alta densidad (HDL) (Diaz et al., 1997).

3.9.3.1 Lipoproteinas de alta densidad (HDL)

Las HDL son las particulas lipoprotéicas de menor tamafio, con una mayor relacion
proteinas/lipidos, lo que justifica su elevada densidad. Desempefian un papel fundamental
en el metabolismo del colesterol, en particular en el transporte del colesterol desde los
tejidos periféricos al higado para su posterior excrecion por la bilis, en forma de sales
biliares (Diaz et al., 1997).

3.9.3.2 Lipoproteinas de baja densidad (LDL)

En su mayor parte, proceden del catabolismo de las VLDL, aunque son sintetizadas
también directamente a nivel hepéatico. Sélo contienen ésteres de colesterol en su nicleo y
una Unica variedad de apoproteina, llamada apo Bigg, en su revestimiento externo. Casi tres
cuartas partes del colesterol que circula en la sangre de un individuo sano se encuentra en
esas LDL. Es decir, las LDL aseguran la mayor parte del transporte sanguineo del
colesterol a los tejidos periféricos. La concentracion de LDL plasmética estd determinada
por la tasa con la que la VLDL se convierte en LDL, es decir por la tasa de produccion de
LDL y por la velocidad con que esta fraccion lipoproteina es eliminada del plasma. La
sobreproduccion de particulas de VLDL se asocia a un aumento de la conversion de la

VLDL en LDL vy, por consiguiente, el aumento de la produccion de LDL puede “saturar” su
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eliminacion via receptor. En estas circunstancias, las LDL son captadas por los macréfagos,
convirtiéndose en células espumosas una vez que penetran en la pared arterial. Esta
posibilidad de captacion tisular es esencial para darse cuenta del poder aterdgeno latente de
las LDL que pueden, en ciertas circunstancias, ceder un exceso de lipidos a la pared

vascular (Diaz et al., 1997).

3.9.3.3 Lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL)

Son también lipoproteinas ricas en ftriglicéridos, pero en este caso contienen
numerosos glicéridos de origen enddgeno. Asi, alrededor del 90% de los triglicéridos
presentes en el plasma sanguineo en ayunas son sintetizados en el higado y secretados
como componentes de las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL). Una vez segregadas
y en circulacion, las VLDL interaccionan en primer lugar con las HDL, que le ceden la apo
C-II, necesaria para su posterior interaccion con la lipoproteinlipasa (LPL). La accion de la
LPL trae como consecuencia la liberacion de éacidos grasos libres (NEFA), que son
captados por las células musculares y los adipocitos y la formacion de particulas residuales
de las VLDL, llamadas IDL. Estas particulas son ricas en ésteres de colesterol y
practicamente la Unica apoproteina que contienen es la apo Bigo. Estas lipoproteinas de
densidad intermedia (IDL) presentan un doble destino: Una pequefia parte sera catabolizada
en el higado, por interaccion con los receptores hepaticos para la apo Baigo, Y el resto

originara la mayor parte de las LDL (Diaz et al., 1997).

3.10 La mitocondria

Las mitocondrias son organulos intracelulares presentes en practicamente todas las
células eucariotas. Estan encargados de suministrar la mayor parte de la energia quimica
necesaria para la actividad celular, al sintetizar ATP a expensas de glucosa, acidos grasos y
aminoacidos, por medio de la fosforilacion oxidativa (Alberts et al., 2002). En promedio
hay unas 2,000 mitocondrias por célula, pero las que desarrollan mayor actividad
metabdlica, como las musculares, tienen un nlmero mayor en comparacion con las poco

activas, por ejemplo las células epiteliales (Lehninger et al., 2002).
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La mitocondria se compone de dos membranas, la externa, que la separa del
citoplasma y la interna, que define el espacio intermembranal y la matriz mitocondrial
(Figura 4). La membrana externa permite el paso de moléculas pequefias (hasta 10 kDa)
mientras que la membrana interna constituye una barrera mas selectiva, siendo esta
restriccion de paso indispensable para el mantenimiento del gradiente de protones necesario
para la sintesis de ATP. La membrana interna presenta una serie de pliegues denominados

crestas que le proporcionan una gran superficie (Audesirk, 2008).

Figura 4. Estructura interna de la mitocondria (Audesirk, 2008).

3.10.1 Hiperglucemia y el mal funcionamiento de la mitocondria

Las mitocondrias fallan durante la diabetes debido principalmente a los altos niveles
de glucosa en la sangre (hiperglucemia). El exceso de glucosa sobrecarga a las
mitocondrias con una vasta cantidad de sustratos, sobrepasando su capacidad para
metabolizar la glucosa y a otros sustratos tales como los lipidos (grasas) y los amino&cidos.
El proceso de combustion de estas moléculas en las mitocondrias, consiste en el
rompimiento de los enlaces quimicos que unen a sus atomos. A su vez, el rompimiento de
los enlaces quimicos libera energia y la mitocondria acumula esa energia en el ATP. En la

diabetes, los electrones son manejados de manera defectuosa por la mitocondria, lo que da
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lugar a su reaccion descontrolada con el oxigeno para generar RL, ademas de que éstos son
generados continuamente durante el metabolismo, pero durante la diabetes, se forman de
manera excesiva, sobrepasando los mecanismos de defensa antioxidante de las células.
Ademés de que esto ocasiona dafio en los lipidos, el material genético y las proteinas de las
células, los RL sirven como “sefiales” quimicas que activan mecanismos que hace que
organos como el rion o el higado produzcan proteinas que los wvuelven “fibrosos” y
rigidos. Asi, el rifion, el higado y otros tejidos pierden su funciébn y se producen las

complicaciones de la diabetes.

3.10.2 Cadena transportadora de electrones (CTE)

La cadena de transporte de electrones (CTE) es un conjunto multienzimatico que
esta compuesta por proteinas que se encuentran ubicadas en la membrana interna
mitocondrial. La CTE esta formada por los complejos I, II, IlI, IV y la enzima ATPasa, que
en conjunto son llamados “sistema de fosforilacion oxidativa”. Los electrones procedentes
del NADH' + H" pasan secuencialmente a través del complejo 1, la ubiquinona, el complejo
Il 'y el citocromo c para llegar finalmente al complejo IV, que los cedera al oxigeno
molecular para generar agua (H;O). De forma alternativa, los electrones del FADH,,
producto final de la succinato deshidrogenasa o complejo I, pasan a la ubiquinona y son
canalizados mediante el complejo 1lI, citocromo ¢ y complejo IV para que lleguen
finalmente hasta la reduccion del oxigeno molecular. Este transporte de electrones no es del
todo eficiente y a veces el oxigeno es reducido antes de llegar al complejo 1V dando lugar a
la generacion de especies reactivas de oxigeno (ERO) (Murphy, 2009; Murphy et al.,
2011).

En los complejos I, 111 y IV de la CTE, se produce un bombeo de protones desde la
matriz  mitocondrial hasta el espacio intermembranal que genera un gradiente
electroquimico (de pH y electrogénico) o potencial de membrana que es aprovechado por la
ATPasa para impulsar la sintesis de ATP a partir de ADP y Pi, completandose de este modo
el proceso de fosforilacion oxidativa (Mitchell, 1961; Mitchell y Moyle, 1967). EI ATP

generado en este proceso, es utilizado en los distintos tejidos para mantener las necesidades
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energéticas celulares. Asi, aquellos tejidos que tengan mayor requerimiento de ATP seran

los més afectados en el caso de producirse fallos en su generacion.

3.11 Especies reactivas de oxigeno (ERO)

Aunque generalmente las reacciones de oxidacion aseguran que el oxigeno
molecular sea reducido completamente a agua, los productos de la reduccion parcial del
oxigeno son altamente reactivos. Estos productos son conocidos como ERO. Algunos
compuestos generados a través del oxigeno son considerados radicales libres, sin embargo

producen estrés oxidativo:

- Radical anién superoxido (O,™)
- Radical hidroperoxil (HOO¢)

- Perdxido de hidrégeno (H202)
- Radical hidroxilo (OHe¢)

- Radical lipido peroxido (ROQ¢)

- Singulete de oxigeno (*0,)

3.11.1 Caracteristicas de las especies reactivas de oxigeno
- Extrema reactividad.

- Tiempo de vida corto.

- Generacion de nuevas ERO por una reaccion en cadena.

- Dafio a diferentes tejidos (Vasudevan et al., 2011).

Marina Murillo Villicana



Universidad Michoacanade San Nicolds de Hidalgo

3.11.2 Generacién de radicales libres y especies reactivas de oxigeno

Los RL se generan a nivel intracelular y extracelular y provienen de fuentes
enzimaticas y no enzimaticas (Rodriguez et al., 2001; Lopez, 2001; Venereo, 2002;
Guzmén et al., 2006; Ceballos et al., 2006):

Enziméticas:

-Transferencia de electrones en la mitocondria, lo cual constituye la fuente organica

principal de RL.

-Enzimas  oxidantes como la  xantina-oxidasa, la  indolamindioxigenasa, la
triptofanodioxigenasa, la mieloperoxidasa, la galactosa-oxidasa, la ciclooxigenasa, la

lipooxigenasa, la monoaminooxidasa y la NADPH oxidasa.

-Sistemas transportadores de electrones en el reticulo endoplasmico y las membranas
nucleares. - Peroxisomas, organulos del citosol muy ricos en oxidasas y que constituyen

una importante fuente de H,O..
No enziméticas:

-Autoxidacion de flavinas reducidas, tioles y pequefias moléculas como hidroxiquinonas,

catecolaminas 'y tetrahidropterinas.

De manera anormal, la formacién de RL puede verse incrementada en numerosas
situaciones patologicas ante la accidn de estimulantes de ésta (por ejemplo, bacterias
opsonizadas, virus, inmunoglobulinas, péptidos quimiotacticos) y ante la exposicion a
varios agentes deletéreos (por ejemplo, radiaciones ionizantes, ozono, bidxido de nitrégeno,
dioxido sulfurico, estreptozotocina, doxorrubicina, adriamicina, esmog, lluvia &cida,
pesticidas, varios compuestos radiactivos y humo de cigarrillo (Rodriguez et al., 2001;
Venereo, 2002; Hicks et al., 2006).

El incremento en la produccién de especies reactivas o0 prooxidantes se debe a la

exposicion a elevados niveles de O, u otras toxinas, que en si mismas, son especies
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reactivas 0 son metabolizadas via generacion de especies reactivas, o bien debido a la

activacion excesiva de los mecanismos naturales que generan especies reactivas.

Las ERO también se producen durante la B-oxidacién de los &cidos grasos, por

exposicion a radiacion, luz y drogas.

Algunas de las reacciones a través de las cuales son generadas las ERO son:
-Reaccion de Fenton: Fez+ + Oy- — Fex+ + O3
-Reaccién de Haber-Weiss: Fep+ + H,02 — Fes+ + 20H:
-Reaccion de dismutacion por la superdxido dismutasa (SOD): 20, + 2H+ — O, +H,0;

-Reaccion de dismutacién por catalasa: 2H,0, — 2H,0 + Oy

La exposicion a ERO provoca agregacion y fragmentacion de proteinas como
consecuencia de la combinacién erronea entre los péptidos y sus respectivos enlaces, 0
como resultado de los dafios producidos durante la peroxidacion lipidica y la oxidacion del
ADN (Hallinell, 2007). Ademas, afecta a la sintesis de aminoacidos (Stadman y Levine,
2003) y produce modificaciones perjudiciales a nivel del ADN como roturas en las hebras

de doble hélice y modificaciones en las bases nitrogenadas (Halliwell, 2007).

3.12 Relacion de la diabetes con el estrés oxidativo

En esta enfermedad, la glucosa elevada altera la funcion de las proteinas, que junto
con la autoxidacion de los azlcares se generan ERO; por la disminucion de la
hemoxigenasa-1 que afecta a las células B del pancreas, promoviendo asi el mecanismo
fisiopatologico de la enfermedad. Por otra parte, la via del sorbitol (poliol) es otro
mecanismo que alterard la funcion y estructura de las células, a través de la disminucion de

NADPH y GSH, favoreciendo el establecimiento del EO. En este sentido, varios estudios
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clinicos han demostrado que la diabetes se asocia fuertemente con el EO (Sanchez-Valle,
2013).

La hiperglucemia puede estimular la generacion de ERO a través de diferentes
fuentes tales como la fosforilacion oxidativa y glucolisis, aunque es en la mitocondria
donde se ubica la principal fuente generadora de ERO, la cadena transportadora de
electrones (CTE). La diabetes también afecta a la célula en los sistemas de antioxidantes
enzimaticos y no enzimaticos. Los niveles de hiperglucemia producen aniones superoxido y
radicales hidroxilo en presencia de metales de transicion causando dafio a los lipidos de las
membranas celulares, sin embargo, el grado del dafio es tejido especifico, siendo mas
susceptible el tejido cardiaco que el hepéatico o el renal, tal efecto es contrarrestado por la
enzima superdxido dismutasa (SOD). Se ha postulado que la hiperglucemia puede causar
complicaciones micro y macrovasculares mediante 5 mecanismos principales (Browniee,
2001; Thornally, 2001): acumulacion y accion de productos de glicacion avanzada (Uirich
y Cerami, 2001; Thornalley, 2002; Méndez, 2003); incremento en la actividad de la via
del sorbitol (Gabbay, 1975); aumento en la via de las hexosaminas (Marshall et al., 1991);
activacion de diversas isoformas de la proteina cinasa C (Koya y King, 1998); y aumento
en el EO (Baynes y Thorpe, 1999; Maritim y Sanders, 2003). EI mecanismo que
contribuye a las complicaciones de la diabetes es la modificacion oxidativa de

macromoléculas (Mohamed et al., 1999).

3.13 Antioxidantes y tipos de antioxidantes

Un antioxidante es toda sustancia que retrasa o previene el deterioro o dafio
provocados por una oxidacion (Youngson, 2003). Los antioxidantes que se encuentran
naturalmente en el organismo y en ciertos alimentos, son sustancias que tienen la capacidad
de inhibir la oxidacion causada por los RL, actuando algunos a nivel intracelular y otros en
la membrana de las células, siempre en conjunto para proteger a los diferentes drganos y

sistemas (Benito-Peinado et al., 2014).
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3.13.1 Antioxidantes enddgenos

En el organismo existen antioxidantes enddgenos que evitan las reacciones en

cadena que generan los RL (Fernandez y Montoya, 2003).

3.13.2 Moléculas antioxidantes enddgenas
3.13.2.1 Superdxido dismutasa (SOD)

Las SOD son una familia de enzimas que catalizan la dismutacién de O,". En los
mamiferos se reconocen tres enzimas de esta familia, dos intracelulares y una extracelular.
La SOD1 se encuentra en el citoplasma, nlcleo, peroxisomas y la membrana externa
mitocondrial, su centro catalitico esta formado por un cobre y un zinc (SOD Cu-Zn). Su
expresion es inducida por estimulos mecénicos, quimicos y biologicos como el choque
térmico, radiaciones ultravioleta, metales pesados y estrés oxidativo. La SOD2 se encuentra
dentro de la mitocondria, ya que es un organulo que estd sometido mayormente a estrés
oxidativo y tiene un centro catalitico de Mn. La SOD3 estd presente en la matriz
extracelular principalmente unida a heparina y a las fibras de colagena tipo 1 de la mayoria
de los tejidos, ademds se ha encontrado en plasma, fluido linfatico y liquido
cefalorraquideo, pero su concentracion es 20 veces mayor en la matriz extracelular que en

el plasma (Gomez-Quiroz y Cuevas, 2008).

La reaccion enzimatica de la SOD se lleva a cabo en dos pasos, primero el O, llega
al centro de reaccion y se une a una arginina, el O, dona su electrdn, el cual es transferido
al Cu, que se transforma en Cu’, esto provoca que el enlace entre la histidina y el Cu se
rompa y protone al nitrogeno de la histidina, el O, formado se disocia de la arginina y se
libera. La segunda parte de la reaccidbn comienza de manera similar a la primera, el Oy~
llega al centro catalitico de la enzima y se une a una arginina; cerca del centro catalitico, se
protone una molécula de agua (HzO™). El electron que recibio el Cu es transferido al O, lo
cual oxida al metal a su forma Cu,". Los dos electrones que posee el superdxido, forman

inmediatamente dos enlaces covalentes con dos protones donados uno por la molécula de
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agua y otro del nitrogeno de la histidina, con lo cual se libera H,O, y la enzima se regenera

(Gomez Quiroz y Cuevas, 2008).

3.13.2.2 Catalasa (CAT)

La catalasa (CAT) realiza el metabolismo citosélico del H,O, se localiza en los
peroxisomas. La CAT contiene moléculas de NADPH vy se caracteriza por su alta capacidad
de reaccion pero poca afinidad al sustrato. Tiene dos funciones, una catalitica y una
peroxidativa. En la reaccién catalitica utiliza como donadores a otras moléculas de H,O-
(Miranda, 2008). En la reaccion peroxidativa la enzima utiliza como donadores de
hidrogeno al metanol, etanol, acido formico, fenol y formaldehido. Una molécula de
catalasa es capaz de catalizar la transformacion de alrededor de 1x10” moléculas de sustrato
por segundo, la primera reaccion tanto del mecanismo catalitico como peroxidativo es la
heterolisis o rompimiento de los enlaces oxigeno-oxigeno, en la reaccion catalitica se

transfieren dos electrones de la enzima a un oxigeno y forma agua (Peraza-Reyes, 2008).

3.13.2.3 Glutation (GSH)

El glutation (GSH) es una molécula Unica que participa en aspectos esenciales de la
homeostasis celular, teniendo un papel central en la defensa contra el dafio oxidativo. El
GSH (L-g-glutamil-L-cisteinil-glicina) es un tripeptido con enlace isopeptidico y un grupo
sulfhidrilo libre (-SH) que, a altas concentraciones se presenta en todas las células y realiza
importantes funciones en la eliminacién de peroxidos y la reduccion de ferrihemoglobina
(Fe") y de &cido deshidroascorbico (Wermer Miiller-Esterl, 2008). La sintesis de GSH
(figura 2) se produce en el citosol de todas las células a partir de sus aminoacidos
precursores: Glicina, cisteina y &cido glutamico. La insulina estimula la sintesis de GSH, ya
gue induce selectivamente la transcripcion de la subunidad catalitica de la glutamato
cisteina ligasa (GCL), una enzima que conjuntamente con la glutation sintetasa (GS)
catalizan la sintesis de GSH. Esta situacion es de gran relevancia en los pacientes con
diabetes, donde la disminucion de la hormona produce una disminucion de GSH

haciéndolas mas susceptibles al estrés oxidativo (Yoshida, 1996).
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Otra condicién que estd asociada a la transcripcién de la subunidad catalitica de la
GCL es un répido crecimiento de hepatocitos. Este crecimiento puede estar estimulado
luego de una hepatectomia parcial o bien por la muerte de hepatocitos luego de una lesidn
hepatica aguda. Este aumento en la transcripcion se produce por la accion del factor de
crecimiento de hepatocitos que actla como un mitdgeno e induce la expresién de ambas
subunidades de la enzima GCL (Yang et al., 2010).

La sintesis de GSH (Figura 5) s6lo ocurre en el citoplasma, sin embargo, en las
células eucariotas, GSH se encuentra en casi todos los compartimentos celulares,
incluyendo al nucleo (Diaz Vivancos et al., 2010). El transporte entre los diferentes
compartimentos celulares es fundamental para la regulacion de la proliferacion celular.
Dentro de las células, GSH se encuentra predominantemente en su forma reducida, excepto

en el lumen del reticulo endoplasméatico donde existe sdlo en su forma oxidada (GSSG).

y-GluCis
Gly ATP

GSH
.

Figura 5. Bsquema de la sintesis de GSH. H primer paso en la sintesis de GSH es llevado a cabo por la
enzima glutamato cisteina ligasa (GCL), que estd compuesta por una subunidad catalitica (GCLC), y
una subunidad moduladora (GCLM). 1. En un paso que limita la welocidad de la sintesis de GSH, GCL
liga cisteina y glutamato para formar el dipéptido g-L-glutamil-L-cisteina. 2. Bl segundo paso es llevado
a cabo por la enzima glutation sintetasa (GS) que une glicina a g-L-glutamil-L-cisteina. Ambos pasos
son dependientes de ATP. 3. Retroalimentacién negativa de GSH sobre la actividad de GCL. (Tomado

de Acta Bioguim Clin Latinoam, 2013).

Entre un 10 a un 15% del GSH intracelular se encuentra en la mitocondria donde

alcanza una concentracion de 10 a 12 mM (Garcia-Ruiz et al., 1995) en tanto que en el
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citosol la concentracion es de 7 mM (Kaplowitz et al., 1985). Esta diferencia de
concentracion se debe a que en el interior de la mitocondria no se encuentra la enzima
catalasa, por lo tanto, GSH es el encargado de inactivar el perdxido de hidrégeno generado
durante los procesos oxidativos que ocurren en la matriz mitocondrial (Pastore et al.,
2003). Considerando el volumen de la matriz extracelular, la concentracion de GSH
mitocondrial es similar a la que se encuentra en el citosol. Las mitocondrias no poseen las
enzimas que permiten la sintesis de GSH, por esta razon, todo el GSH que se encuentra en

el compartimento mitocondrial proviene del citosol (Yuang Kaplowitz, 2009).

3.13.2.4 Glutation reductasa (GSH-Rd)

La glutation reductasa es una flavoenzima dependiente del nicotinamin adenin
dinucledtido fosfato reducido (NADPH) que cataliza la reduccion del glutation oxidado
(GSSG) a glutation reducido (GSH) el cual sera utilizado por la glutation peroxidasa (GPXx)
para la reduccion del H,O, y de lipoperdxidos (L-OOH), los cuales son elementos toxicos.
La GSH-Rd es una enzima homodimérica compuesta por 2 subunidades idénticas entre si
unidas por un puente disulfuro. Cada subunidad contiene 478 aminoacidos con un peso
molecular de 51,569 Daltons (Cisneros, 1995). La actividad de la enzima GSH-Rd fue
determinada siguiendo la oxidacion del NADPH a NADP* durante la reduccion del
glutation oxidado (GSSG).

GSSG + NADPH + H" 2 2 GSH + NADP*

3.13.2.5 Metabolismo del glutatién

El producto final de la oxidacion de GSH es glutation oxidado (GSSG, constituido
por dos moléculas de GSH unidas por un puente disulfuro, que es regenerado por la
glutation reductasa (GR), esta enzima transfiere electrones del NADPH al GSSG,
reduciendo esta molécula. Durante las reacciones catalizadas por la GPx y la GR el
glutation no es consumido, pero es reciclado y asi puede de nuevo ser utilizado cuando se

requiera. Por otro lado, durante la generacion de conjugados-S-glutation por las glutation-
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S-transferasas (GST) o por la liberacion de GSH por las células, el nivel total de GSH
disminuye dentro de las células. Por lo tanto, el glutation utilizado para esos procesos tiene
que ser remplazado por sintesis de novo. EI GSH extracelular y los conjugados-S-glutation
son sustratos para la ectoenzima y-glutamil transpeptidasa (y-GT), esta enzima cataliza la
transferencia del motivo y-glutamilo del GSH (o de los conjugados-S-glutation) a una
moléecula aceptora y por lo tanto, generando el dipéptido cisteinilglicina (o el conjugado-S-
cisteinilglicina) y el vy-glutamiloconjugado. El dipéptido cisteinilglicina puede ser
hidrolizado por ectopeptidasas a cisteina y glicina, aminocidos que posteriormente pueden
ser transportados por la célula a través de transportadores especificos y participar en la

sintesis de novo de glutation (Dringen, 2000).

3.13.3 Antioxidantes ex6genos

Ademés de los efectos protectores de las defensas antioxidantes enddgenas enzimaticas, el

consumo de antioxidantes en la dieta es de gran importancia (Ames et al., 1993).
3.13.3.1 Polifenoles

El consumo de frutas, verduras y bebidas ricas en polifenoles, es benéfico para la
salud humana. Los polifenoles de la dieta representan una amplia variedad de compuestos
que se producen en las frutas, hortalizas, vino, t¢ y chocolate. Contienen flavonas,
isoflavonas, flavonoides, catequinas y &cidos fenolicos. Actlan como agentes que tienen
efectos  anti-oxidantes,  anti-apoptosis,  anti-envejecimiento,  anti-cancerigeno,  anti-

inflamatorio y anti-aterosclerético (Vasudevan et al., 2011).

3.13.3.2 Vitaminas

La vitamina E o o-tocoferol, es un antioxidante liposoluble, supresor del dafio
oxidativo en membranas bioldgicas, lipoproteinas y tejidos (Pérez-Jiménez, 2007). Esta
vitamina tiene la capacidad de reaccionar con radicales peroxilo (ROO¢); durante esta
reaccién se genera un nuevo radical mas estable que el que habia inicialmente, debido la

existencia de un anillo aromatico. Por esta capacidad para evitar la propagacion de la
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oxidacion lipidica tiene una funcion importante en el mantenimiento de la integridad de la

membrana (Ferndndez y Montoya, 2003).

La vitamina C es un antioxidante soluble en agua (Vasudevan et al., 2011). Su
capacidad para actuar como antioxidante, se debe a que al reaccionar con radicales libres,
fundamentalmente  radicales peroxilo, los neutraliza y se transforma en radical
dehidroascorbato, menos reactivo que los radicales libres que existian previamente

(Fernandez y Montoya, 2003).

Los carotenoides son pigmentos naturales, tetrarpenoides sintetizados en plantas y
otros organismos fotosintéticos, asi como en algunas bacterias no fotosintéticas y levaduras.
Pueden captar radicales peroxilo, mediante transferencia de electrones o sustraccion de
atomos de hidrogeno, mecanismo que lleva a la formacion de una gran variedad de
carotenoides radicalicos (Ferndndez y Montoya, 2003). En tejido humano existen el [3-
caroteno, a-caroteno, licopeno y luteina (Pérez Jiménez, 2007). El B-caroteno puede actuar
como antioxidante durante la fase de rompimiento de la cadena, pero son menos eficaces
que el a-tocoferol (Vasudevan et al., 2011).

3.14 Las plantas como antioxidantes

Las plantas son una de las fuentes mas prometedoras para descubrir nuevos agentes
antioxidantes (Martin y Ernest, 2003; Ziech et al., 2012; Saavedra-Molina et al., 2014).
Entre los compuestos presentes en las plantas con mayor actividad antioxidante informada
se encuentran: polifenoles (taninos, flavonoides, derivados del acido cindmico, xantonas,
cumarinas, lignanos, quinonas, carotenoides, estilbenos), aceites esenciales (terpenoides y
aromaticos), acidos grasos (saturados e insaturados), algunos alcaloides (derivados de la
isoquinoleina) y otros compuestos como los carotenos, los &cidos benzoicos y ascérbicos,
tocoferoles, el sitosterol y elementos minerales (Bhaskar y Balakrishnan., 2009;
Ebrahimzadeh et al., 2009). Estas sustancias sirven a la planta como mecanismo de

defensa ante el ataque de microorganismos, insectos y herbivoros (Dixon, 2001).
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3.15 Justicia spicigera Schechtendal

Es una especie de planta dicotiledonea, perene, con propiedades medicinales,
perteneciente a la familia Acanthaceae (Tabla 7). Crece en climas célido, semicélido, seco y
templado, es cultivada en las casas y se asocia a la selva tropical caducifolia,
subcaducifolia, subperennifolia, perennifolia, matorral xerdfilo, bosques de encino y pino.
Es endémica desde México a América central (Belice, Costa Rica, El Salvador, Guatemala,
Honduras, Nicaragua, Colombia). En México crece en los estados de Chiapas, Nayarit, San
Luis Potosi, Valle de México, Veracruz, Puebla, Morelos, Tlaxcala, Yucatan, Hidalgo y
Michoacan (figura 6). También se le denomina: “trompetilla, muicle, muitl vy
muite” (Martinez, 1992; Cevallos y Sergio, 1998; Arellano-Rodriguez, 2003; Mendoza-
Zlhiga, 2010).

Tabla 7. Taxonomia de Justicia spicigera
Justicia spicigera
Reino Plantae
Divisién Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Lamiales
Familia Acanthaceae
Genero Justicia
Especie J. spicigera

Figura 6. Distribucion geogréfica de Justicia spicigera
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3.15.1 Botanica de Justicia spicigera.

J. spicigera es una planta que se encuentra como arbusto de 1.5 a 2.5 m de altura,
densamente ramificado, con hojas mas largas que anchas. Las flores se encuentran
agrupadas en la union del tallo y la hoja en la parte terminal de la planta, cominmente de
color anaranjado, pero algunas veces rojo palido en forma de tubos que terminan
rasgandose, formandose un labio (Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional
Mexicana, 2009).

s
N’

Cipsula

. J—Bracteolas
—Bracteas

Figura 7. Parte aérea completa de Justicia spicigera
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Figura 8. Hojas y flor de Justicia spicigera

3.15.2 Usos de Justicia spicigera en la medicina tradicional Mexicana

Desde la antigliedad, los seres humanos han utilizado semillas, raices, tallos, flores
y frutos de las plantas para la alimentacion y aliviar los trastornos, debido a la eficacia de su
curacion, disponibilidad y bajo costo. Un gran nimero de compuestos quimicos activos,
(desde el punto de vista terapéutico), se han extraido de plantas como Justicia spicigera que
se le ha detectado més de 23 usos para diferentes afecciones, malestares y enfermedades en
diferentes formas de ser ingeridas sus partes sin presentar contraindicaciones en su uso. El
extracto etanolico de las hojas de J. spicigera ha demostrado actividad contra Giardia
duodenalis, uno de los parasitos intestinales mas comunes en México asociado con diarrea
(Ponce-Macotela et al., 2001).

3.15.3 Estudio fitoquimico de Justicia spicigera

Los metabolitos secundarios presentes en plantas con propiedades hipoglucémicas
pertenecen a los grupos: terpenos, carotenoides, alcaloides, esteroles, taninos, polisacaridos,

cumarinas, esteroides, acidos fendlicos, lignanos y flavonoides (Andrade-Cetto y
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Heinrich, 2005). J. spicigera produce metabolitos secundarios del tipo fendlico, como
taninos, lignanos y flavonoides (Martinez, 1996). Se han reportado en hojas de
J. spicigera: alantoina, flavonoides como la kaempferitrin y su bis-ramnésido kaempferol
(Euler et al., 1982), terpenoides como el P-glucosil-O-sitosterol y la criptoxantina
(caroteno) (Dominguez et al., 1990). La alantoina es un producto del metabolismo de las
purinas. Su principal efecto es ser un fuerte estimulador de la proliferacion celular y
reconstruccion de tejido (Yardim-Akaydin et al., 2004). El kaempferol (Figura 9), es un
flavonoide natural que se encuentra presente en las hojas de J. spicigera, es un antioxidante
potente que ayuda a prevenir el dafio oxidativo de las células, lipidos y ADN, ademés de
prevenir la arteriosclerosis (Watell et al., 2003), ademéas de que ha mostrado propiedades
hipoglucémicas en ensayos in vitro e in vivo (De Sousa et al., 2004). También actia como
agente quimiopreventivo, demostrando asi ser el principal inhibidor de la formacion de
cancer en las células (Wang et al., 2005). Lépez-Sanchez et al., 2007 mencionan que el
kaemferol ayuda a prevenir la aterosclerosis inhibiendo la oxidacion de lipoproteinas de
baja densidad (LDL) y la agregacion de plaquetas en la sangre. Zheng et al. (2001),
demuestran que el kaemferol puede tener beneficios para las personas que tienen riesgo de
cancer, ya que en lineas celulares pancreaticas (MIA PaCa-2 y Panc-1) se muestra un efecto
anti-cancer. El p-sitosterol es el esterol méis abundante en las plantas como
J. spicigera, contiene un grupo PB-etilo en el C-24 del esqueleto del colesterol, lo que lo
hace mas lipofilico, también presenta actividad inmunologica y anti-inflamatoria (Bouic
1996, 1999, 2001; Gomez, 1999). Asi mismo, se ha demostrado su efectividad clinica
como hipocolesterolémico, asi como en el tratamiento de la hiperplasia prostatica benigna
(Becker et al., 1993; Pelleiter et al., 1995; Berges et al., 1995; Gerber, 2002; Tapiero,
2003). Los lignanos también se han identificado en el género Justicia y tienen la capacidad
de captar radicales libres, antiviral, antitumoral, hipoglucémica, antiobesidad y

cardioprotectoras (Smeds et al., 2012).
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Figura 9. Estructura quimica del kaempferol

Sepulveda et al., 2009 analizaron la parte aérea de J. spicigera y para un mismo
organo de la planta, obtuvieron que los extractos preparados con metanol poseen una mayor
actividad captadora de radicales libres, mayor cantidad de compuestos fendlicos y de

flavonoides.

El contenido fendlico y la actividad antioxidante de los extractos depende de las
condiciones del disolvente o de extraccion utilizados (Ares et al., 2010; Serrano-
Maldonado et al., 2011).

La sinergia entre los compuestos quimicos genera actividad antioxidante que no
depende soOlo de la concentracion y la estructura de cada uno, sino que la interaccion con
otros elementos de la mezcla es otro factor que también puede contribuir a la actividad
captadora de radicales (Castro et al., 2006). Todos los extractos de J. spicigera son una
fuente con actividad de eliminacion de radicales libres, pero esta actividad cambia con el

disolvente utilizado para preparar el extracto (Sepulveda et al., 2009).
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4.0 Justificacion

El estrés oxidativo causado por la hiperglucemia, aumenta las posibilidades de
padecer complicaciones en oOrganos no insulinodependientes como el higado. Estudios
anteriores han demostrado que el extracto etandlico de Justicia spicigera posee efecto
hipoglucémico y antioxidante que podria disminuir el estrés oxidativo y prevenir la
aparicion de hepatopatias. Por lo que es de nuestro interés evaluar la capacidad antioxidante

y los efectos de esta planta en higado de ratas diabéticas.

5.0 Hipdtesis

El extracto etandlico de las hojas de Justicia spicigera reduce el dafio oxidativo en

el higado de ratas diabéticas y normaliza los valores de los perfiles hepatico y lipidico.

6.0 Objetivo general

Analizar la capacidad antioxidante del extracto etandlico de Justicia spicigera en

higado y suero de ratas diabéticas.

6.1 Objetivos especificos
1.- Estudiar los parametros del perfil lipidico en suero de ratas diabéticas.
2.- Estudiar los parametros seroldgicos de funcion hepatica de ratas diabéticas.

3.- Analizar las moleculas antioxidantes en higado de ratas diabéticas.
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Recoleccion de J. spicigera

\ 4

Obtencion del extracto etandlico

¥

Administracion diaria del extracto por 30 dias a ratas

\ 4
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8.0 Materiales y métodos
8.1 ldentificacion y recoleccion de la planta Justicia spicigera

La planta fue colectada en los meses de abril y mayo del invernadero del Instituto de
Investigaciones Quimico Bioldgicas de la Universidad Michoacana de San Nicolas de
Hidalgo.

8.2 Obtencion del extracto etandlico de las hojas de Justicia Spicigera

Una vez identificada y colectada la planta, se procedié a deshojarla (colectando solo
las hojas que estuvieran en buen estado), se lavaron con agua, se quito el exceso de agua y
se pesaron para preparar el extracto en relacion 1:10 (p/v). Se dividieron en grupos
individuales rotulados y se congelaron a -80°C por 24 h. Pasadas las 24 horas de
congelacion, se trituraron las hojas con una licuadora industrial Oster y para la maceracion
se embazaron en frascos &mbar con etanol por 6 dias en refrigeracion a 4 C y agitaindose
una ocasion cada 24 h. Posteriormente, se filtrd el extracto y se desechd el material vegetal.
El filtrado se concentrd en rotavapor a 55 C y se preparé a una concentracion de 100 mg/kg

taje de rendimiento del extracto, y se disolvid, con dimetil sulféxido (DMSO) al 5%.

8.3 Animales

La administracion del extracto se realizd con uso de una sonda orofaringea
administrando 1 ml diario por 30 dias. Se utilizaron ratas de la cepa Wistar machos con un
peso de entre 380-400 g, las cuales fueron mantenidas en condiciones de temperatura
controlada y ciclos de luz-obscuridad de 12/12 horas, alimentadas con una dieta estandar

para roedores y agua purificada de acceso libre.

8.3.1 Induccidon a la diabetes

A los animales se les privd de alimento la noche anterior a su induccion, la cual se

realizd con una inyeccidn de estreptozotocina (STZ) intraperitoneal (50 mg/kg) disuelto en
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buffer de citrato (pH 4.5). A las ratas control solo se les administrd el buffer de citrato; 5
dias después de la inyeccion de la STZ se les midio la glucemia para confirmar la diabetes.
Las ratas diabéticas que presentaron los niveles de glucemia >300 mg/dl se seleccionaron
para el analisis.

8.3.2 Determinacion de los niveles de glucemia y peso durante el tratamiento

Los niveles de glucosa en sangre se determinaron utilizando el micro método de

glucosa-oxidasa. Para esto se empled un equipo glucometro Accuchek Performa.

La determinacion de la glucosa sanguinea se realizd individualmente en cada uno de
los animales después de haber permanecido de 12 horas sin alimento; y con ayuda de una
lanceta metélica estéril se hizo puncion en la vena caudal de la cola del animal para exponer
una gota de su sangre sobre una tirilla reactiva especial para la determinacion. El peso
corporal de las ratas de cada grupo se registrd cada 5 dias durante el tratamiento. El

porcentaje de peso del higado fue determinado con relacién al peso corporal.

8.3.3 Registro de la ingesta de alimento y agua durante el tratamiento

Durante el periodo experimental (30 dias), diariamente se registr6 el consumo de

alimento y agua.

8.3.4 Evaluacion de las muestras sanguineas

Concluidos los 30 dias de tratamiento, las ratas fueron sacrificadas por decapitacion,
previo ayuno. Las muestras sanguineas obtenidas fueron colocadas en tubos secos dejando
coagular la sangre y posteriormente se centrifugaron a 3,500 rpm durante 5 minutos para
obtener el suero, al cual se le realizaron las pruebas de perfil de lipidos y de funcion

hepatica.
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8.3.4.1 Cuantificacién de los parametros de perfil de lipidos

El perfil lipidico (colesterol total, HDL, LDL, VLDL, triglicéridos, lipidos totales e
indice aterogénico), fue determinado en suero usando el equipo de quimica seca DRI-
CHEM NX500i que utiliza placas de mdiltiples capas que cuantifican enzimas y productos

quimicos generales, utilizando método colorimétrico.

8.3.4.2 Determinacion de los parametros de funcién hepética

Las pruebas de funcionamiento hepatico o perfil hepéatico (proteinas totales,
bilirrubina total, bilirrubina directa, bilirrubina indirecta, deshidrogenasa lactica, fosfatasa
alcalina, gamma glutamil transferasa, aspartato amino transferasa y alanino amino
transferasa), se determinaron utilizando el equipo de quimica seca DRI-CHEM NX500i con

el mismo fundamento que en las pruebas del perfil lipidico.

8.4 Aislamiento de mitocondrias de higado

Las mitocondrias de higado fueron aisladas empleando la técnica modificada
descrita por Saavedra-Molina y Devlin (1997). El higado fue obtenido mediante una
incision en el abdomen y fue colocado en 25 mL de medio 1 (Manitol 220 mM, Sacarosa
70 mM, MOPS 2 mM, EGTA 1 mM, pH7.4) a 4°C, fueron homogeneizados empleando un
homogeneizador de vidrio con vastago de tefion impulsado con un motor. El homogenado
fue centrifugado a 2,000 rpm (centrifuga Beckman J2-MC) por 10 min a 4°C, el
sobrenadante fue centrifugado a 7,500 rpm por 10 min. El precipitado (fraccidn
mitocondrial) fue resuspendido en 2 mL de medio 2 (Sacarosa 100 mM, KCI 50 mM,
KH;PO4 40 mM y EDTA 30 mM; pH 7.2) y centrifugado a 9,000 rpm por 10 min. La

pastilla fue resuspendida en 1 mL de medio 2.
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8.5 Determinacion de la concentracion de proteina mitocondrial

La concentracion de proteina se determind por el método de Biuret (Gornall et al.,
1949). Posteriormente se realizaron los célculos correspondientes para ajustar el volumen a
una concentracién de 0.3 mg/mL, que fue empleada en la determinacion de la actividad de
SOD vy los niveles de GLUT en mitocondrias, y a una concentracion de 0.8 mg/mL para la

determinacion de la actividad de CAT en homogenado.

8.6 Determinacion de la actividad de la enzima superéxido dismutasa

La actividad de la SOD fue determinada empleando un kit de andlisis comercial
(Sigma-Aldrich, USA), el cual permite analizar la actividad de la SOD mediante un método
colorimétrico utilizando una sal de tretrazolio Dojindo’s altamente soluble en agua, WST-1
(Sal  monosddica  (2(4-iodofenil)-3- (4-nitrofenil)-5-(2,4-disulfofenil)-2H-tetrazolio)  que
produce un tinte formazan cuando es reducida por el anién superdxido. Esta reaccion es
inhibida por la SOD, que dismuta el anidon superoxido evitando su reaccion con la sal. Las
lecturas fueron tomadas a 400 nm empleando un lector de microplacas iMark™ Microplate
Absorbance Reader por métodos colorimétricos. La actividad de SOD fue expresada en %
de actividad donde el 100 % equivale a 29.44 U/mg de proteina contenida en el grupo

normoglucémico control.

8.7 Determinacion de los niveles de glutation total, reducido y oxidado

El anélisis del nivel de GSH fue realizado empleando el lector de microplacas
iMark™ Microplate Absorbance Reader por métodos colorimétricos, la medicion de GSH
se basa en un ensayo cinético en que las cantidades cataliticas (nmolas) de GSH provocan
una reduccion de 5,5'-Dithiobis (2-nitrobenzoic acid) (DTNB) a acido 5-tio-2-nitro-
benzoico (TNB) y la GSSG formada se recicla por glutation reductasa y NADPH. El GSSG
también reacciona para dar un valor positivo a la reaccion. El producto amarillo, &cido 5-
tio-nitrobenzoico (TNB) se midio espectrofotométricamente a 412 nm. Los niveles de

glutation reducido se determinaron por reduccion de DTNB a TNB sin la adicién de
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NADPH + H" y por diferencia fueron calculados los niveles de glutation oxidado. Los

niveles de glutation se expresaron en nmoles/mg de proteina.

8.8 Determinacion de la enzima catalasa en homogenado de higado de rata

La actividad de CAT fue determinada por el método de Sinha (1972). EI método
esta basado en la conversion del dicromato en acido acético que es reducido en acetato
cromico cuando se calienta en presencia de H,O,, con la formacion de &cido percromico
como un intermediario inestable. El acetato cromico asi producido es medido
colorimétricamente a 570 nm. Ya que el dicromato no tiene absorbancia en esa region, la
presencia del compuesto en la mezcla de ensayo no interfiere del todo con la determinacion
colorimétrica del acetato crémico. La determinacién de CAT se basa en la descomposicion
del H,O, en diferentes periodos de tiempo. La reaccion es detenida en 1 min por la adicidn
de la mezcla de dicromato/acido acético. El H,O, restante es determinado por la medicion
colorimétrica de acetato cromico al calentar la mezcla. La actividad CAT se expresé como

pumol de H,O, / min / mg de proteina.
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9.0 RESULTADOS
9.1 Establecimiento del modelo diabético
9.1.1 Glucemia

La induccion de la diabetes experimental fue confirmada por los niveles elevados de
glucemia, disminucion del peso corporal y los signos polifagia y polidipsia que presentaron
los grupos diabéticos. Como se observa en la grafica 2, el grupo normoglucémico control
mantuvo niveles normales de entre 75 y 91 mg/dL de glucemia. El tratamiento durante 30
dias con el extracto etandlico de J. Spicigera, no modificd los niveles de glucemia en el
grupo normoglucémico tratado y en el caso del grupo diabético tratado los niveles de
glucemia disminuyeron de manera significativa a lo largo del tratamiento, donde se logrd
una concentracién de 219 mg/dL al final del tratamiento en comparacién con el grupo

diabético control que alcanzo una concentracion de 485 mg/dL de glucemia.

600+ * k%
=8~ Normoglucémico control (1)
d - Normoglucémico + extracto (2)
- —#— Diabético control (3)
% 400+ . Diabético + extracto (4)
& d
200+
1 e—e —eo——o—8—ea—@
0 L] L] 1 L] L] L) L]
1 5 10 15 20 25 30
Dias

Grafica 2. Niweles de glucemia durante el tratamiento con extracto etandlico de Justicia spicigera (100
mg/kg) (n=5-8). Los walores obtenidos fueron analizados mediante prueba t-Student. Los datos

representan la media £ EE (n=5). *** p<0.001 \s tratamiento.
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9.1.2 Peso corporal

Los cambios en el peso de los animales fueron registrados en gramos (g) cada cinco
dias durante 30 dias de tratamiento, como se puede observar en la tabla 8, el grupo
normoglucémico control fue ganando peso a lo largo del tratamiento, llegando a un peso de
380 g y obteniendo una ganancia de peso del 2 %. Este aumento también se presento en el
grupo normoglucémico con extracto que inicio con un peso de 380 gy alcanzé un peso de
396 g al final del tratamiento, obteniendo una ganancia de peso del 4 %; por otro lado, los
grupos diabético control y diabético tratado presentaron una disminucidn significativa del
peso corporal, donde el grupo diabético control presentd un peso inicial de 373 gy un peso
final de 314 g mostrando una disminucion del 16 % de su peso corporal, mientras el grupo
diabético con extracto que comenzd con un peso de 327 g, finalizd con un peso de 293 g,
presentando una disminucién del 10 % de su peso corporal. La pérdida de peso observada

en los grupos diabéticos indica un buen establecimiento del modelo diabético.

Tabla 8. Porcentaje de ganancia de peso al término de la administracion oral del extracto
etandlico de J. spicigera (100 mg/kg) durante 30 dias.

Grupo Peso inicial Peso final Ganancia. de peso (%)
C) )
Normoglucémico control (1) 3715 3808 +2
Normoglucémico + extracto (2) 3809 396+ 9 +4
Diabético control (3) 373+8 314 £ 12 - 16
Diabético + extracto (4) 327 £ 13 293 + 28 -10

Los grupos 1 y 3 fueron administrados con DMSO. Los grupos 2 y 4 fueron tratados con extracto
etandlico de Justicia spicigera (100 mg/kg de peso). Los datos representan la media + EE (n=5-8).

9.1.3 Agua

En la tabla 9 Se representa el agua total consumida de manera diaria por grupo
durante el tratamiento. El consumo de agua fue similar entre grupos normoglucémicos. En
el grupo diabético, el consumo de agua fue mayor comparado con los normoglucémicos. En
el grupo diabético tratado, el consumo aumentd de manera significativa en comparacion al

grupo diabético control.
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9.1.4 Alimento

En la tabla 9 se puede observar que el grupo normoglucémico control mantuvo una
ingesta diaria aproximada de 88 g de alimento y el grupo normoglucémico con extracto un
consumo de 113 g; en tanto que los grupos diabéticos revelaron un consumo de alimento
superior 0 polifagia donde, el grupo diabético control presento un consumo de 196 g de
alimento por dia, mientras que el grupo diabético con extracto mostrd una tendencia a

disminuir la ingesta diaria de alimento durante el tratamiento.

Tabla 9. Efecto del extracto etanolico de J. spicigera (100 mg/kg) sobre el consumo de
agua y alimento al término de la administracion oral por 30 dias.

Grupo Consumo de agua Consumo de alimento
P (mL/grupo/dia) (9/grupo/dia)
Normoglucémico control (1) 21752 +3 87.48+4
Normoglucer&u):o + extracto 990.33 + 7 112.63 + 2 **
Diabético control (3) 456.96 + 15 240.65 + 17
567.29 + 9 *** 154.33 £ 4 ***

Diabético + extracto (4)

Los grupos 1 y 3 fueron administrados con DMSO. Los grupos 2 y 4 fueron tratados con extracto
etandlico de Justicia spicigera (100 mg/kg de peso). Los valores obtenidos fueron analizados mediante
prueba t-Student. Los datos representan la media £+ EE (n=5). ** p< 0.01 w tratamiento *** p< 0.001

Vs tratamiento.

9.2 Perfil de lipidos

El efecto del extracto etandlico de J. spicigera sobre el perfil de lipidos se muestran

en la tabla 10.
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Tabla 10. Efecto del extracto etanolico de J. spicigera (100 mg/kg) sobre el perfil lipidico al término de la administracion
durante 30 dias. Concentracion (mg/dL)

Grupo Colesterol Total HDL LDL VLDL Triglicéridos Lipidos totales

Normoglucémico control (1) 74.13+5.8 4400+5.1 19.80 £ 3.7 2200+ 357 110.00+17.83 331.43+4138

Normoglucémico + extracto (2)  75.40 £ 4.92 45 + 3.03 14.56 + 2.88 15.84 + 0.92 79.22+459  278.33+13.28

Diabético control (3) 72.50 £5.16 4550 +5.1 740+1.7 3447 +5.8 172.33 +29.33  440.70 + 48.7

Diabético + extracto (4) 81.28 + 2.86 40.75+£05 2497+385* 1586+148* 79.28+7.41* 289.54+12.04+*

Los grupos 1 y 3 fueron administrados con DMSO. Los grupos 2 y 4 fueron tratados con extracto etandlico de Justicia spicigera (100 mg/kg de peso).

Los valores obtenidos fueron analizados mediante prueba t-Student. Los datos representan lamedia + EE (n=5-8). " p<0.05 \s tratamiento.

Tabla 11. Efecto del extracto etandlico de J. spicigera (100 mg / kg) enla
determinacion del indice aterogénico al término de la administracion
durante 30 dias.

Grupo Indice aterogénico
Normoglucémico control (1) 1.98 +0.36
Normoglucémico + extracto (2) 1.68 + 0.06
Diabético control (3) 1.72+0.16
Diabético + extracto (4) 2.00 +0.08

Los grupos 1 y 3 fueron administrados con DMSO. Los grupos 2 y 4 fueron tratados con extracto etandlico de Justicia spicigera (100 mg/kg de peso). Los

valores  obtenidos  fueron  analizados  mediante  prueba  t-Student.  Los  datos representan la media * EE  (n=5-8).
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9.2.1 Colesterol total, colesterol de alta densidad (HDL) e indice aterogeénico.

Los resultados obtenidos en la determinacién de colesterol total, colesterol-HDL
(tabla 10) e indice aterogénico (tabla 11) en suero de ratas diabéticas y normoglucémicas no

presentaron cambios significativos con la administracion del extracto.

9.2.2 Colesterol de baja densidad (LDL)

Los resultados de LDL obtenidos en los grupos normoglucémicos no presentaron
diferencias significativas. Mientras que el grupo diabético con extracto presentd niveles

significativamente mayores al ser comparado con el grupo diabético control.

9.2.3 Colesterol de muy baja densidad (VLDL), triglicéridos y lipidos totales.

Los resultados obtenidos en los grupos normoglucémicos para la determinacion de
VLDL, triglicéridos y lipidos totales reflejaron una tendencia a disminuir con la
administracion del extracto, esta disminucion se presentd de manera significativa en el
grupo diabético tratado con EJS al ser confrontado con el grupo diabético control,

indicando un efecto hipotrigliceridémico e hipolipemiante al ser administrado el extracto.

9.3 Perfil hepatico

El efecto del extracto etandlico de J. spicigera sobre el perfil hepatico se muestran
en la tabla 12.
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Tabla 12. Efecto del extracto etandlico de J. spicigera (100 mg/kg) sobre el perfil hepatico al término de la administracion durante 30 dias.

Proteinas Bilirrubina Bilirrubina Bilirrubina Fosfatasa Gam"“’.‘ Deshidrogenasa Aspartato amino- Alanino amino-
. L . glutamil Rk
Grupo totales total directa indirecta alcalina . lactica transferasa transferasa
(g/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (UIL) ) (UIL) (UIL) (UIL)
Norcrg‘r?f’r';"flr;“c" 718 £02 058 £006 0.3 +0.03 045 £0.06  277.33 + 166 267 £0.7 5292.86 +494.05 417.29 + 326 11657 +34
Nirg(‘:?;‘éfjg')“’ 642 £02° 034%005°  012+002 022+004  1706+168"" 120020 265850 +2921 ~ 18125 +153 " 6575 +103
Diabético
control (3) 787 £03 056 £004 024 +0.04 0.32 +0.05 1444 + 53 13.60 +2.3 305250 +393.8 1540 + 129.56 568 + 148.71
Diabético o 2 e o
570 £02 ™" 035 +0.05 0.13 +0.03 023 +006 738 81 7.33 +1.86 2484 + 4133 338 + 474 220 + 18.8

+ extracto (4)

Los grupos 1y 3 fueron administrados con DMSO. Los grupos 2y 4 fueron tratados con extracto etanolico de Justicia spicigera (100 mg/kg de peso). Los
valores obtenidos fueron analizados mediante prueba t-Student. Los datos representan la media + EE (n=5-8). * p<0.05 s tratamiento. ** p<0.01vs

tratamiento. *** p< 0.001 s tratamiento.
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9.3.1 Proteinas totales

Los resultados de proteinas totales obtenidos en el grupo normoglucémico control
fueron comparados con los resultados del grupo normoglucémico tratado con el extracto, en
donde se presentd una disminucion significativa en este Gltimo grupo, mientras que los
valores obtenidos por los grupos diabéticos mostraron una disminucion significativa en el

grupo diabético con extracto.

9.3.2 Bilirrubinas
9.3.2.1 Bilirrubina total

Los valores obtenidos en la determinacion de bilirrubina total en los grupos
normoglucémicos presentaron una disminucion significativa con la administracion del
extracto. Esta disminucién se puede observar de manera similar en los grupos diabéticos,

donde el extracto redujo los niveles de bilirrubina.

9.3.2.2 Bilirrubina directa

Los valores obtenidos en la determinacion de bilirrubina directa por los grupos
normoglucémicos no muestran diferencias significativas. Sin embargo, mostraron una
tendencia a disminuir en el grupo diabético con extracto al ser confrontado con su grupo

diabético control.

9.3.2.3 Bilirrubina indirecta

Los valores de bilirrubina indirecta obtenidos en el grupo normoglucémico control
fueron comparados con el grupo normoglucémico con extracto, estos resultados mostraron
una disminucion significativa en el grupo administrado con el extracto etandlico de

J. spicigera.

Los grupos diabeticos fueron confrontados entre ellos y se mostré una tendencia a

disminuir los niveles de bilirrubina indirecta en el grupo tratado con el extracto.
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9.3.3 Fosfatasa alcalina

Las concentraciones de fosfatasa alcalina determinadas en el grupo normoglucémico
tratado con extracto mostraron una disminucion significativa en comparacion al grupo
normoglucémico control. Finalmente se hizo una comparacion entre los grupos diabéticos

mostrando una disminucidn significativa en el grupo diabético tratado.

9.3.4 Gamma glutamil transferasa (GGT)

El efecto de la administracién del extracto en los grupos normoglucémicos reflejo
una tendencia a disminuir los niveles de GGT. Este mismo efecto se presenta en los grupos

diabéticos.

9.3.5 Deshidrogenasa lactica (DHL)

Los resultados de DHL obtenidos para el grupo normoglucémico control fueron
comparados con los resultados obtenidos por el grupo normoglucémico con extracto
mostrando una disminucion significativa en las concentraciones obtenidas por el grupo
administrado con el extracto. Los grupos diabéticos no presentaron diferencias

significativas al ser comparados entre ellos mismos.

9.3.6 Aspartato amino transferasa (AST)

Los resultados obtenidos en la determinacion de AST por el grupo normoglucémico
control fueron confrontados con los resultados obtenidos por el grupo normoglucémico con
extracto mostrando una disminucion significativa con la administracion del extracto. El
grupo diabético tratado muestra que los resultados obtenidos son significativamente

menores al ser comparado con el grupo diabético control.
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9.3.7 Alanino amino transferasa (ALT)

Los resultados obtenidos en la determinacién de ALT por el grupo normoglucémico
control fueron confrontados con los resultados obtenidos por el grupo normoglucémico con
extracto mostrando una disminucion significativa con la administracién del extracto. Los
grupos diabéticos fueron confrontados entre si, mostrando una tendencia a disminuir con la

administracion del extracto.

9.4 Peso del higado

En la tabla 13 se puede apreciar que los animales diabéticos muestran un higado de
mayor peso, respecto a su peso corporal comparado con los controles. Podemos observar un

aumento significativo en el grupo diabético tratado.

Tabla 13. Porcentaje de peso del higado de ratas tratadas con el extracto etandlico
de J. spicigera (100 mg/kg) durante 30 dias.

[0)
Grupo Peso del higado (g)/(; Peso corporal (g)
Normoglucémico control (1) 3.46
Normoglucémico + extracto (2) 2.99
Diabético control (3) 3.86
Diabético + extracto (4) 4.42

Los grupos 1 y 3 fueron administrados con DMSO. Los grupos 2 y 4 fueron tratados con extracto
etandlico de Justicia spicigera (100 mg/kg de peso). Los datos representan la media £ EE (n=4-8).
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9.5 Actividad de la superdxido dismutasa en mitocondrias de higado de ratas

normoglucémicas y diabéticas

Como se observa en la grafica 3, el tratamiento con el extracto etandlico de
J. spicigera aumentd de manera significativa la actividad de la SOD en el grupo
normoglucémico con extracto en comparacion al grupo normoglucémico control, sin
embargo, disminuye de manera significativa en el grupo diabético con extracto al ser

confrontado con el grupo diabético control.
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g 404
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Gréfica 3. Actividad de la SOD en ratas tratadas con el extracto etandlico de J. spicigera (100 mg/Kg)
durante 30 dias. Los valores obtenidos fueron analizados mediante prueba t-Student. Los datos

representan la media + EE (n=4-8). ** p<0.01 s tratamiento, *** p<0.001 s diabético tratado.
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9.6 Niveles de glutation en mitocondrias de higado de ratas normoglucémicas y

diabéticas

Los niveles de glutation se muestran en la tabla 14. Los resultados obtenidos para la
determinacion de glutation total muestran que la administracion del extracto etandlico de
J. spicigera disminuyd los niveles de glutation total en el grupo normoglucémico y
diabético. Sin embargo, en la determinacion de los niveles de glutatién reducido se presenta
un aumento con la administracion del extracto en los grupos que lo recibieron. Los
resultados obtenidos con la relacion de glutation reducido con el oxidado presentan una
tendencia a elevar los niveles de glutation reducido sobre el glutation oxidado en ratas

administradas con el extracto etandlico de J. spicigera.

Tabla 14. Concentraciones de glutation en higado de ratas tratadas con el extracto
etandlico de
J. spicigera (100 mg/kg) durante 30 dias.

Glutation Glutation Glutation Relacion
Grupo Total Reducido oxidado GSH / GSSH
(nmolas/mg)  (nmolas/mg) (nmolas/mg)

Normoglucémico 0.123 0.026 0.100 0.40
control (1)

MO EE A0 5 0.083 0.040 0.100 0.08
extracto (2)

Diabético control (3) 0.140 0.016 0.093 0.17

Diabético + extracto (4) 0.027 0.020 0.030 0.14

Los grupos 1 y 3 fueron administrados con DMSO. Los grupos 2 y 4 fueron tratados con extracto
etandlico de Justicia spicigera (100 mg/kg de peso). Los valores obtenidos fueron analizados mediante
prueba t-Student (n=1-8).

9.7 Determinaciéon de CAT en homogenado de higado de ratas normoglucémicas y

diabéticas

En la grafica 4 estd representada la actividad de CAT en uM H,0;
consumido/min/mg de proteina en homogenado de higado de rata; donde se puede observar
que el grupo normoglucémico control no presenta diferencias significativas al ser

confrontado con el grupo normoglucémico tratado, sin embargo, si se presentd una
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disminucién significativa en el grupo diabético tratado al ser confrontado con el grupo

diabético control.
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Grafica 4. Actividad de catalasa en ratas tratadas con el extracto etandlico de J. spicigera (100 mg/Kg)
durante 30 dias. Los valores obtenidos fueron analizados mediante prueba t-Student. Los datos
representan la media £ EE (n=4-8). ** p<0.01 s tratamiento.

10.0 DISCUSION

Pacientes con DM presentan un aumento en el estrés oxidativo, asi como en los
procesos de inflamacion, siendo mayores en aquellos que presentan complicaciones propias
de la patologia, caracterizadas por una disminucion en la actividad de los sistemas
antioxidantes y un incremento de los productos de oxidacién (Kaneto et al., 2010;
Likidlilid et al., 2010; Takayanagi et al., 2011). Por lo que para prevenir o controlar la
aparicion de complicaciones como son las hepatopatias en los pacientes diabéticos debe
considerarse el consumo de un compuesto antioxidante que complemente el tratamiento.
Por otro lado, existen reportes de la resencia de flavonoides como el kaempferitrin y su bis-
ramnosido kaempferol en hojas de J. spicigera (Euler et al., 1982). El kaempferol es un
antioxidante potente que ayuda a prevenir el dafio oxidativo de las células, lipidos y ADN
(Watell et al., 2003), ademés de que ha mostrado propiedades hipoglucémicas en ensayos

in vitro e in vivo (De Sousa et al., 2004). Por lo anterior, en este trabajo se considerd que el
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extracto de J. spicigera podria tener un potencial como antioxidante y protector contra el

dafio oxidativo en la diabetes.

En estudios previos realizados con J. Spicigera, por Garcia-Marquez et al. (2011),
demostraron que los extractos obtenidos utilizando disolventes con mayor polaridad
muestran una actividad de barrido de radicales, actividad mas eficaz que la presentada por
extractos obtenidos usando disolventes menos polares. Sepuliveda et al. (2009), analizaron
la parte aérea de J. spicigera y obtuvieron que el extracto metanolico de la planta posee una
mayor actividad captadora de radicales libres y mayor cantidad de compuestos fendlicos y
de flavonoides. En este trabajo se emplearon las hojas de J. spicigera para obtener un
extracto mediante maceracion simple en etanol, en frio (4°C), ya que Ortiz-Andrade et al.
(2012) demostraron que el extracto etandlico de J. spicigera ejercio un efecto

hipoglucémico al ser administrado en animales con diabetes experimental.

En nuestro estudio se administrd el extracto etandlico de J. spicigera durante 30

dias por via oral en ratas diabéticas inducidas por STZ a una concentracion de 50 mg/kg.

Por razones desconocidas, J. spicigera estimula la captacion de glucosa en celulas
resistentes a la insulina (Ortiz-Andrade, 2012), los registros de los niveles de glucosa en
sangre realizados cada 5 dias tras un periodo de ayuno de 12 horas, mostraron que
efectivamente, el extracto etandlico de J. spicigera posee la capacidad de disminuir los
niveles de glucemia en ratas diabéticas (Grafica 2). De igual manera, la capacidad de
asimilacion de glucosa que presenta el extracto podria explicar, el aumento en el porcentaje
de ganancia de peso (Tabla 8) y la disminucion en el consumo de alimento en el grupo
diabético tratado al ser comparado con el grupo diabético control (Tabla 9), debido a que la
principal fuente de energia volverian a ser los carbohidratos. Sin embargo, estos cambios
no se presentaron en el consumo de agua (Tabla 9), quizd por la persistencia de la

hiperglucemia.

Es frecuente que los pacientes con diabetes presenten la aparicion combinada de
hiperglucemia y dislipidemia (American Diabetes Association, 2012; Bardini et al.,
2012). Esto se debe a que cuando falta insulina, la enzima lipasa sensible a la insulina de
las células adiposas experimenta una gran activacién. Con ello, se hidrolizan los

triglicéridos almacenados y se liberan enormes cantidades de acidos grasos y de glicerol a
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la sangre circulante. El exceso de &cidos grasos del plasma, junto con la falta de insulina,
favorece la conversion hepética de algunos de los acidos grasos en fosfolipidos y colesterol.
Estas dos sustancias, junto con el exceso de triglicéridos producido al mismo tiempo en el
higado, se liberan hacia la sangre con las lipoproteinas (Guyton, 2011).

En estudios previos, Sheweita et al. (2015) reportaron que los niveles plasmaticos
de triglicéridos, colesterol total, LDL y VLD se incrementaron en ratas diabéticas inducidas
con STZ en comparacion con la ratas control, mientras que en la determinacién de HDL se
presentd una disminucién, manteniendo un modelo adecuado de diabetes, ademas
observaron que en ratas administradas con extracto acuoso Yy etanolico de Alhagi maurorum
se presentd una mejora en la relacion LDL/HDL y una disminucion de los niveles de
triglicéridos y VLDL, debido a un componente que dicho extracto posee. En nuestro
estudio los niveles de colesterol total obtenidos en ratas diabéticas control sugieren que el
modelo diabético con un progreso de 30 dias de la enfermedad no es suficiente para generar
un aumento significativo de este parametro, el cual cominmente se observa elevado en la
patologia diabética. En cuanto a los grupos tratados podemos sugerir que el extracto
etandlico de J. spicigera no participa en la sintesis de colesterol (Tabla 10). Esto se
relaciona con los resultados obtenidos en la cuantificacion de HDL, donde no se
presentaron cambios significativos en ningln grupo (Tabla 10) y por tanto, no es de
sorprender que en la determinacion del indice aterogénico no existan cambios significativos

entre grupos normoglucémicos Yy entre grupos diabéticos (Tabla 11).

Por otro lado, se observd un aumento significativo de VLDL en el grupo diabético
control (Tabla 10), probablemente el aumento de las VLDL se deba a la excesiva
produccion de acidos grasos en el higado que son secretados como componentes de VLDL,
esta situacidbn metabdlica también es la responsable del incremento de la sintesis hepatica
de los triglicéridos y la subsecuente hipertrigliceridemia (Feingold et al., 1992) que se
observa en el grupo diabético control (Tabla 10). Mientras que los grupos tratados con el
extracto etandlico de J. spicigera muestran una disminucion en los pardmetros de VLDL y
triglicéridos (Tabla 10), reflejando a su vez un efecto hipolipidémico. Esta mejora podria
deberse a la presencia de algin componente en el extracto etandlico de J. spicigera, capaz

de normalizar los valores de triglicéridos vy lipidos totales en diabetes.
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Con respecto al porcentaje de peso del higado / peso corporal, podemos observar
que el grupo diabético tratado con extracto presenta un aumento en el peso del higado con
relacion al peso corporal (Tabla 13), estos resultados son consistentes con los obtenidos por
Noriega-Cisneros (2013) que sugieren que el aumento en el tamafio del higado puede
deberse a que el extracto administrado puede estar actuando a nivel hepatico sobre el
almacenamiento y movilizacion de lipidos y de esta manera modificar los lipidos

sanguineos, como Ya ha sido reportado (Forbes, 2013).

Debido a que las enfermedades hepaticas son mas frecuentes en la poblacidn
diabética (Levinthal y Tavill, 1999), se llevd a cabo la presente investigacion con el fin de
evaluar el potencial efecto protector de J. spicigera en el higado. La determinacion de
proteinas totales y de bilirrubina nos permiten identificar directamente cambios en la
funcion del metabolismo, mientras que la actividad de las enzimas hepéticas en el plasma

son marcadores confiables para evaluar el dafio hepatico (Amacher, 1998).

Como ya se sabe, la insulina facilita la sintesis de proteinas y evita su degradacion
(Guyton, 2011). En nuestro estudio, no se observd disminucion en los niveles de proteinas
séricas del grupo diabético control (Tabla 12). Estos mismos resultados fueron observados
por Saso et al. (2000), quienes obtuvieron diferencias a los dos meses post-aplicacién de
STZ en ratas Sprague-Dawley; por otro lado en la determinacion de este parametro para

ratas tratadas con el extracto se observd un aumento en el catabolismo proteico (Tabla 12).

La albumina es la principal proteina producida por el higado y puede ser alterada
cuando hay dafio hepatico, estados catabolicos, desnutricion y pérdida de proteinas; ademas
es la encargada de transportar numerosas sustancias enddgenas como la bilirrubina.
(Burke, 2002; Pincus, 2007). ElI aumento de la bilirrubina total y directa se presenta
cuando existe alguna alteracion a nivel de las vias biliares, en tanto que la elevacion de la
indirecta puede reflejar la presencia de hemdlisis. En nuestra investigacion los niveles de
bilirrubina total, directa e indirecta se ven disminuidos con la administracion del extracto en

el grupo normoglucémico Yy diabético (Tabla 12).

La fosfatasa alcalina puede estar presente en otros Organos por lo que se requiere
una prueba suplementaria para confirmar que el aumento de esta enzima proviene del

sistema biliar o del higado (Andrade, 2007; Contreras, 2003), es por ello que su medicién
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concomitante con la gamma glutamil transferasa es fundamental ya que la GGT proviene
casi exclusivamente del higado (Kamath, 1996; Gopal, 2000). Los resultados obtenidos en
esta investigacion indican colestasis y disfuncion biliar en el grupo diabético sin
tratamiento, puesto que ambas sSe encuentran aumentadas, sin embargo con la
administracion del extracto los niveles en estas determinaciones mejoran de manera
significativa en la condicion diabética y tienden a disminuir en ratas normoglucémicas

(Tabla 12), estos resultados son consistentes con los obtenidos por Ebenezer, et al. (2015).

La ALT y la AST son los indicadores mas cominmente utilizados para evaluar la
presencia de necrosis hepatica (Dufour et al., 2000), las transaminasas son sensibles pero
poco especificas al dafio de los hepatocitos. Siendo la ALT mas especifica que la AST, ya
que no solo se encuentra en el higado sino también en el musculo esquelético y cardiaco
(Dufour et al., 2000; Kamath, 1996; Gopal, 2000). Subash et al. (2006), obtuvieron un
incremento en los niveles de ALT, AST y DHL en ratas inducidas con STZ en comparacion
con los controles, y observaron una disminucién de estos valores con la administracion de
cinamaldehido, presentando valores muy cercanos a los normales. Estos resultados son
consistentes con los obtenidos en nuestra investigacion para los parametros de ALT y AST
en ratas control sin tratamiento, en donde al ser administrado el extracto etanolico de J.
spicigera se presentd una disminucion significativa en ratas normoglucémicas y diabéticas
(Tabla 12); sin embargo, los resultados obtenidos en la determinaciéon de DHL para el
grupo normoglucémico control mostraron un aumento significativo en comparacion con el
grupo diabético control, quiza esto se deba a la variedad de isoenzimas de DHL que
pudieron ser determinadas en suero y que hacen de esta prueba poco especifica. Por otro
lado, se presentd una disminucion de DHL en ratas tratadas para ambos grupos, lo que

indica un efecto positivo con la administracion del extracto (Tabla 12).

Cabe mencionar que existe un efecto hepatotoxico de la STZ Ohaeri, 2001
observaron que ratas inducidas por STZ presentaban necrosis hepatica. Por lo que el
aumento de la actividad de la fosfatasa alcalina, ALT, AST y DHL en plasma pudo deberse
también a la fuga de estas enzimas del citosol hepatico al torrente sanguineo (Navarro et

al.,, 1993). Sin embargo, el extracto etandlico de J. spicigera mostro actividad
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hepatoprotectora frente a esta posible causa, reduciendo la actividad de estas enzimas en

plasma.

Los niveles elevados de estrés oxidativo en los animales diabéticos se deben a la
autoxidacion de la glucosa, la glicacion de las proteinas, la peroxidacion de los lipidos, y la
baja actividad de las enzimas antioxidantes (Giugliano, 1996). Valores elevados de glucosa
en la diabetes producen radicales de O, e OH en presencia de iones de metales de
transicion que causan dafio oxidativo a los lipidos de las membranas celulares, sin embargo,
la extension del dafio parece ser especifica, siendo mas susceptible el tejido cardiaco, el
tejido hepatico o al tejido renal. El efecto dafino de O,” y OH puede ser contrarrestado por
las enzimas antioxidantes SOD y CAT. Se ha demostrado un incremento de estas enzimas
como posible mecanismo de respuesta en las primeras etapas de la diabetes (Chung et al.,
2009), no obstante, la intensa produccion de este radical por un tiempo prolongado, agota la
estimulacién de la actividad enzimatica ya que, el producto de la reaccion puede inhibirla
(Bravo A, 2007), lo cual estd asociado a altas concentraciones de CAT; aunado a lo
anterior, la célula utiliza para la reduccion de H,O, las enzimas CAT y GPx (Marklund,
1984). Con lo anterior podemos deducir que los valores obtenidos en nuestra investigacion
para la determinacién de SOD en el grupo diabético control (Grafica 3) puede deberse a la
inhibicion de la enzima por parte del H,O2, ya que los niveles observados en CAT se
encuentran aumentados en este grupo (Gréafica 4). Sin embargo, con la administracion del
extracto etandlico de J. spicigera en el grupo diabético, los niveles de ambas enzimas se
aprecian disminuidos. Por otro lado la actividad de SOD aumenta con la administracion del
extracto en el grupo normoglucémico. lo cual podria deberse a la presencia de antioxidantes

en J. spicigera.

El glutation es un tripéptido con capacidad para reducir el H,O, y los peroxidos
lipidicos y, por lo tanto, juega un papel fundamental en la proteccion contra el dafio tisular

causado por las especies reactivas de oxigeno (Van Dam, 2001).

La insulina estimula la sintesis de GSH, esta situacion es de gran relevancia en los
pacientes diabéticos, donde la disminucion de la hormona produce una disminucion de
GSH haciéndolas mas susceptibles al estrés oxidativo (Yoshida, 1996). Sin embargo en

nuestro estudio, los niveles de glutation total observados en los grupos control superan a los
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valores obtenidos con su grupo tratado correspondiente (Tabla 14), quiza esto se deba a un
intento del organismo por mantener la homeostasis entre oxidantes y antioxidantes frente al
estrés oxidativo presente en la DM. Por otro lado, la relacion GSH/GSSG indica la prevalencia
(aungue no significativa) de Glutatién en su forma oxidada (GSSG) en la mitocondria para los
grupos tratados con el extracto (Tabla 14), y ya que, GSSG no puede ser utilizado por GPx para
la reducciéon del H202y de lipoperoxidos (L-COOH) los cuales son elementos téxicos (Cisneros,
1995), por lo que no se observo un efecto benefico en los grupos tratados con extracto
etandlico de J. spicigera pues disminuye las concentraciones de glutatiéon en su forma

reducida.

11.0 RESUMEN DE RESULTADOS

e El modelo de diabetes en ratas fue establecido a traves del monitoreo de los
signos y sintomas caracteristicos de la enfermedad, logrando una disminucion
de estos pardmetros con la administracion del extracto etandlico de
Justicia spicigera.

e El perfil de lipidos mostré una diminucion en los parametros de VLDL,
triglicéridos y lipidos totales con la administracion del extracto etandlico de

Justicia spicigera en ratas diabéticas.

e El perfil hepético determinado en ratas diabéticas presentd una disminucion
significativa en las pruebas indicadoras de colestasis y necrosis, asi como una
mejora en la funcidbn metabolica del higado con la administracion del extracto

etandlico de Justicia spicigera.

e El extracto etandlico de Justicia spicigera fue capaz de disminuir la actividad de

enzimas antioxidantes en ratas diabéticas.

12.0 CONCLUSION

El extracto etandlico de Justicia spicigera ejerce un efecto protector en el higado
de ratas diabéticas.
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13.0 PERSPECTIVAS

e Evaluar el efecto antioxidante de J. spicigera empleando extractos con polaridad

baja y polaridad media en higado de ratas diabéticas.

e Analizar el efecto antioxidante del extracto etandlico de J. spicigera de hojas

recolectadas en diferentes periodos durante un afio en ratas diabéticas.

e Analizar cortes histologicos de higado en busca de cambios que puedan estar
relacionados con el aumento de tamafio de este drgano observado en ratas diabéticas

que consumieron el extracto etandlico de J. spicigera.

e Determinar el perfil hepatico y perfil lipidico empleando un modelo de diabetes con
mas tiempo de evolucién y evaluar la capacidad antioxidante del extracto etandlico

de J. spicigera en ratas que cursan con hepatopatias cronicas.
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