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RESUMEN

La diabetes es una de las enfermedades cronicas degenerativas mas frecuentes a
nivel mundial y que en México y muchos paises del mundo ha alcanzado
proporciones de epidemia. La Organizacion Mundial de la Salud prevé que las
muertes por diabetes se incrementen en un 55% entre 2005 y 2030 siendo
predominante la diabetes tipo 2 con un 90% de todos los casos. La diabetes
mellitus se caracteriza principalmente por una hiperglicemia crénica afectando a
diferentes 6rganos provocando un estado grave de alteracién metabdlica. Por otro
lado, en los ultimos afnos se han estudiado diversos compuestos de origen natural
y que poseen efectos antidiabéticos, como lo son los flavonoides, entre ellos el
kaemferol, un polifenol con multiples actividades, entre ellas la capacidad de
disminuir los niveles elevados de glucosa mediante el incremento del consumo de
glucosa en musculo, promover la viabilidad de las células B-pancreaticas
expuestas a condiciones hiperglicemicas sumandole ademas sus efectos
antioxidantes y antiinflamatorios. El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto
de la administracion de kaemferol sobre la glicemia asi como la respuesta a una
carga exogena de glucosa usando un modelo de diabetes tipo dos experimental
inducido por un consumo elevado de sacarosa y acidos grasos saturados en ratas
de dos meses de edad que se dividieron en 6 grupos siendo estos los siguientes:
control vehiculo control kaemferol, sacarosa vehiculo, sacarosa kaemferol, acidos
grasos-sacarosa vehiculo y acidos grasos-sacarosa kaemferol a los cuales se les
administré una dosis de 0.25 mg/kg de peso en inyeccion doble diaria cada 12h
por via intraperitoneal. Posteriormente a los 10 dias se establecieron los niveles
basales de glicemia y después se realizd una prueba de tolerancia a la glucosa,
seguido de una dosis intraperitoneal de 2g/kg de dextrosa para asi evaluar el
efecto del kaemferol. Como resultado, se observd que el tratamiento con
kaemferol normalizo la respuesta a glucosa exdégena en los grupos sacarosa como
en los acidos grasos-sacarosa. Estos resultados muestran la capacidad del
kaemferol para normalizar la condicién hiperglicemica en un relativo periodo corto
de tiempo.

Palabras clave: Hiperglicemia, flavonoide, insulinoresistencia, tolerancia a la
glucosa, tratamiento alternativo.
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ABSTRACT

Diabetes is one of the most frequent chronic degenerative diseases worldwide and
has reached epidemic proportions in Mexico and many countries of the world. The
World Health Organization predicts that deaths from diabetes will increase by 55%
between 2005 and 2030 with type 2 diabetes predominating with 90% of all cases.
Diabetes mellitus is characterized mainly by a chronic hyperglycemia affecting
different organs causing a serious state of metabolic alteration. On the other hand,
in recent years have been studied various compounds of natural origin and have
antidiabetic effects, such as flavonoids, including kaemferol, a polyphenol with
multiple activities, including the ability to lower high glucose levels by increasing
muscle glucose consumption, promote the viability of B-pancreatic cells exposed to
hyperglycemic conditions, adding its antioxidant and anti-inflammatory effects. The
aim of this study was to evaluate the effect of the administration of kaemferol on
glycemia as well as the response to an exogenous glucose load using a model of
experimental type two diabetes induced by high consumption of sucrose and
saturated fatty acids in rats of two months of age that were divided into 6 groups,
these being: control vehicle control kaemferol, sucrose vehicle, sucrose kaemferol,
fatty acids-sucrose vehicle and fatty acids-sucrose kaemferol to which they were
administered a dose of 0.25 mg / kg of weight in double daily injection every 12
hours intraperitoneally. After 10 days, baseline blood glucose levels were
established and then a glucose tolerance test was performed, followed by an
intraperitoneal dose of 2g / kg dextrose to evaluate the effect of kaemferol. As a
result, it was observed that the treatment with kaemferol normalized the response
to exogenous glucose in the sucrose groups as in the sucrose-fatty acids. These
results show the ability of kaemferol to normalize the hyperglycemic condition in a
relatively short period of time.

I ——
GARCIA GARDUNO TEXALI C. VI



1. ANTECEDENTES
1.1 Diabetes mellitus

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad crénica que aparece cuando el
pancreas no produce insulina suficiente o cuando el organismo no utiliza
eficazmente la insulina que produce. El efecto de la diabetes no controlada es la
hiperglucemia (WHO 2017).

Para entender los mecanismos moleculares y celulares de la diabetes mellitus es
necesario conceptualizar la forma en que la glicemia es controlada. La insulina es
la hormona clave para la regulacion de la glucosa sanguinea, generalmente la
normoglicemia es mantenida por la interaccion entre la accion de la insulina y la
funciéon de esta. De manera importante, la funcion de las células B-pancreaticas
puede adaptarse a los cambios en la accién de la insulina, por ejemplo, un
decremento en la accién de la insulina es acompafiado de un aumento en la
secrecion de insulina (y viceversa). Entonces, la disfuncidén de las células 3 es un
factor critico en la patogénesis de esta enfermedad.

Al ser caracterizada por una hiperglicemia cronica, la diabetes da lugar a muchas
complicaciones como son enfermedad cardiovascular, falla renal, ceguera y
desordenes neuroldgicos (Zanatta y Cols. 2008), por lo tanto, es de suma
importancia comprender esta enfermedad para asi poder dar un enfoque a la
terapia y mejorar la calidad de vida de las persona que la padecen, lo cual es el
objetivo final de los diversos farmacos y agentes que existen o que estan en
investigacion.

1.1.1 Tipos de diabetes
Existen diferentes tipos de diabetes pero los principales son los siguientes:

1. Diabetes tipo | ¢ insulinodependiente (DM1). Destruccién de células  del
pancreas con déficit absoluto de insulina.

2. Diabetes tipo Il 6 no insulinodependiente (DM2). Pérdida progresiva de la
secrecion de la insulina con resistencia a la insulina.

3. Diabetes mellitus gestacional (DMG). Diabetes que se diagnostica en el
segundo o tercer trimestre del embarazo.

4. Diabetes especificas por otras causas (por ejemplo: MODY, fibrosis quistica,
diabetes inducida por medicamentos).
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1.1.2 Diabetes mellitus tipo |

Afecta a todos los grupos etarios pero la edad en la que se diagnostica con mayor
frecuencia es entre los 4 y 5 afos o en la adolescencia.

La DM1 es el resultado de una reaccion autoinmune contra los proteinas de los
islotes B-pancreaticos que lleva una incapacidad por estas células de secretar la
insulina suficiente o incluso la nula produccién de esta hormona, dando como
respuesta una condicién de hiperglicemia que posteriormente desencadenara
diversas anomalias como lo son la lipolisis incontrolada, que se traduce en
elevados niveles de acidos grasos libres en el plasma lo que ademas conduce a la
supresion del metabolismo de la glucosa en tejidos periféricos y la cetoacidosis,
entre muchas otras alteraciones (Ozougwu y Cols.,2013).

\ ;’ GLUCOSA

% INSULINA

Figura 1. Diabetes mellitus tipo 1 caracterizada por una disminucioén sérica de la insulina. Figura
tomada de Diabetes Teaching Center at the University of California (2017).
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1.1.3 Diabetes mellitus tipo 2

La diabetes mellitus tipo Il es la forma predominante de la diabetes, con al menos
el 90% de todos los casos. La DM2 es un desorden metabdlico causado por la
combinacion de factores genéticos relacionados con dafios en la secrecion de
insulina, insulinoresistencia, o factores del entorno como la obesidad, comer en
exceso, falta de ejercicio y estrés tanto como envejecimiento; pero diversos
estudios han demostrado que los factores genéticos resultan de mayor
importancia en el curso de esta enfermedad que los factores ambientales.
(Ozougwu y Cols., 2013).

L\ < \_  Glucosa
A\ wsuuna v/ 3

» o 4 "\ -

Figura 2.Diabetes mellitus tipo 2 caracterizada por un defecto en la sefalizacion de la insulina.
Figura tomada de Diabetes Teaching Center at the University of California (2017).

Este tipo de diabetes se caracteriza por un periodo de hiperinsulinemia e
hiperglicemia en los inicios de la enfermedad, la primer condicion mencionada es
debido a la segunda; se da como respuesta una mayor secrecion de insulina para
compensar la condicidn hiperglicemica pero al haber un dafio en la via, no
importa que se incremente la secrecion de la hormona, la glicemia seguira siendo
elevada.
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. Y

Diabetes mellitus
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-'\'

Figura 3. Patogénesis de la DM2.Figura tomada de Ozougwu y Col. (2013).

1.2 EFECTOS EN EL METABOLISMO
1.2.1 Metabolismo de la glucosa

Primero, el glucogeno hepatico es movilizado y se inicia la gluconeogénesis para
la produccién de glucosa ya que al haber un dafio en la entrada de glucosa a la
célula, el organismo lo interpreta como un estado de inanicién y debe compensar
la falsa falta de glucosa.

La deficiencia de la insulina no solo afecta el metabolismo de la glucosa en el
tejido hepatico. En particular, en el tejido adiposo y en el musculo esquelético la
insulina estimula el consumo de glucosa. Esto se logra mediante la movilizacién
de la glucosa (mediada por insulina) con las proteinas transportadoras presentes
en la membrana plasmatica de estos tejidos. La reduccion de la absorcion de
glucosa por los tejidos periféricos a su vez conduce a una tasa reducida de
metabolismo de la glucosa.
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La combinacién del incremento en la produccion de glucosa hepatica y el
metabolismo reducido en tejidos periféricos conlleva a elevados niveles de glucosa
en plasma.

Cuando la capacidad de los rinones de absorber glucosa se sobrepasa, se
presenta la glucosuria. La glucosa es un diurético osmético con lo que la
glucosuria va acompainada de una perdida de agua y electrolitos. El resultado de
la pérdida de agua lleva a la activacién del mecanismo de la sed (polidipsia); el
balance caldrico negativo resultado de la glucosuria y el catabolismo en los tejidos
dan como resultado a un incremento en el apetito y en el consumo de alimentos,
que es la polifagia (Stumvoll y Cols.,2005).

1.2.2 Metabolismo lipidico

Uno de las principales funciones de la insulina es estimular el almacenamiento de
la energia de los alimentos en forma de glucégeno en los hepatocitos y en el
musculo esquelético. La insulina estimula la sintesis hepatica y almacenamiento
de triacilgliceridos en el tejido adiposo.

Una mala sefalizacion se traduce en niveles elevados de triacilgliceridos en el
plasma. Los acidos grasos libres son consumidos por los tejidos (excepto el
cerebro) para obtener energia cuando la glucosa no esta disponible.

En ausencia de insulina, no se puede llevar a cabo el almacenamiento de lipidos
(los niveles de Malonil CoA disminuyen) por lo que el mecanismo se desvia a la
peroxidacion lipidica (aumento de los niveles de Acetil CoA en las mitocondrias).
La peroxidacion mitocondrial genera Acetil CoA que no es oxidado en la via de los
acidos tricarboxilicos; si no que, en el hepatocito la mayor cantidad de Acetil CoA
es metabolizado en cuerpos cetonicos (acetoacetato y b-hidroxibutirato) que son
utilizados como fuente alternativa de energia en el cerebro, corazén y musculo
esquelético. La producciéon en exceso de cuerpos cetdonicos puede llevar al
organismo a la condicion de cetoacidosis, que tiene graves consecuencias, incluso
la muerte del individuo si no es corregida. La cetoacidosis tiene como
caracteristica un olor distintivo como consecuencia de la degradacion espontanea
de estos cuerpos ceténicos a acetona de donde es proviente el olor.

Normalmente, los triacilgliceridos son regulados por una lipoproteina lipasa (LPL)
que requiere insulina. La LPL es una enzima unida a la membrana de las células
endoteliales que permite movilizar los acidos grasos de la circulacion para ser
almacenados en los adipocitos. La ausencia de insulina tiene como resultado una
hipertrigliceridemia (Ozougwu y Cols.,2013).
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Figura 4. Patofisiologia de la hiperglicemia e incremento de &cidos grasos
circulantes en DM2. Figura tomada de Stumvoll y Cols. (2005).

1.2.3 Metabolismo proteico

La insulina regula la expresion de numerosos genes, ya sea de manera positiva o
negativa, lo cual determina el curso del metabolismo hacia catabolismo o
anabolismo.

La insulina tiene un efecto en el metabolismo proteico incrementando la sintesis
de proteinas y reduciendo su degradacion, entonces, una deficiencia insulinica
conllevara a un catabolismo proteico incrementado. Ademas, el incremento en la
protedlisis genera elevadas concentraciones de aminoacidos en plasma.

Los aminoacidos glucogénicos sirven como precursores de la gluconeogénesis
hepatica y renal, lo que contribuye a la hiperglicemia observada en esta
enfermedad.
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1.3 OBESIDAD

La resistencia a la insulina esta fuertemente relacionada con la obesidad y la
inactividad fisica. Un numero elevado de hormonas y citosinas circulantes y otros
combustibles metabdlicos como los acidos grasos no esterificados (originados en
el tejido adiposo) modulan la accion de la insulina.

Una cantidad incrementada de grasa almacenada, especialmente en los depdsitos
subcutaneos profundos o grasa visceral, provoca que los adipocitos sean
intolerantes a la insulina para suprimir la lipolisis, esto resulta en un incremento en
la presencia de acidos grasos no esterificados y glicerol, los cuales agravan la
condicion de insulinoresistencia en el musculo esquelético y el higado por lo que la
obesidad es uno de los factores de riesgo mas importantes en el desarrollo de la
DM2 (Kahn y Flier, 2000).

1.3.1 Relacion entre insulinoresistencia y obesidad

La resistencia a la insulina se presenta cuando los efectos biologicos de esta
hormona son menores a los esperados, es decir, la insulina es incapaz de
mantener el manejo de la glucosa sanguinea entre muchas otras de las acciones
de las que es responsable, como lo es la supresion de la produccion de glucosa
enddgena por el higado y la disposicidén de la glucosa en el musculo esquelético.

En estudios in vivo e in vitro se ha demostrado que el desarrollo de la resistencia a
la insulina esta inicia con alteraciones en el metabolismo energético causando un
incremento en el contenido de grasa intracelular del musculo esquelético, higado,
tejido adiposo y los islotes pancreaticos, que pronto progresara a diabetes mellitus

(Alkhalidy y Cols., 2015).

En estado de ayuno, en el musculo se cuenta con solo una pequefia parte de
glucosa (20%) mientras que la producciéon de glucosa enddgena es responsable
por el resto de la glucosa en plasma.

En la diabetes tipo Il la produccidén de glucosa endogena esta aumentada por la
presencia de una hiperinsulinemia, por lo menos en los primeros estadios de la
enfermedad, por lo que la resistencia hepatica a la insulina es la base de la
hiperglucemia en la DM2.
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1.4 EPIDEMIOLOGIA

1.4.1 Estadisticas de diabetes en el mundo

La prevalencia de diabetes esta incrementando rapidamente a nivel mundial y la
organizacion mundial de la salud ha predicho que para el 2030 el numero de
diabetes podria aumentar al doble, de 177 millones en el 2000 a 370 millones.
Expertos proyectan que la incidencia de diabetes de disparara a un 64%para el
2025, esto equivale a decir que 53.1 millones de personas seran afectadas por
esta enfermedad (Rowley y Bezold, 2012).

La DM1 representa alrededor de un 10% de todos los caso, afecta
aproximadamente a 20 millones de personas en el mundo (American Diabetes
Association, 2001)

La DM2 es la forma predominante de la diabetes y representa al menos el 90% de
todos los casos (Nolan y Cols., 2011). La edad de las personas afectadas va de
los 40 a los 60 afos, este asombroso incremento en la incidencia de DM2 esta
ligado al estilo de vida sedentario y con malos habitos alimenticios.

1.4.2 Estadisticas de diabetes en México

De acuerdo con el CONAPO (2015), la diabetes es la principal causa de muerte en
México, con el 15% de las muertes en el pais.

El Instituto Nacional de Salud Publica (INEGII 2015) indica que 14% de los adultos
en México tiene diabetes, y que las muertes podrian sumar 80 mil al afio.

Ademas, la diabetes es la primera causa de ceguera prevenible en el adulto en
edad productiva, la primera causa de insuficiencia renal terminal, la primera causa
de amputaciones no traumaticas y la principal causa de infartos al miocardio.

Cabe mencionar que investigaciones del [INEGI (2015),Indica que uno de cada
siete nifos nacen de madres con diabetes gestacional o diabetes existente antes
de la gestacion y que coexiste con embarazo.

También se report6 lo siguiente:

-Uno de cada 10 adultos en México dice que padece diabetes, pero en edades de
60 a 69 afos la prevalencia alcanza el 30%

-La region sur del pais reporta la mayor prevalencia de la diabetes con el 11.1%
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-8 de cada 10 personas con diabetes recibe tratamiento
-Efectos en las personas que padecen diabetes:

Visién disminuida (54.5%)

Dafio en retina (11.19%)

Pérdida de la vista (9.9%)

Ulceras (9.14%) y

Amputaciones (5.5%) (ENSANUT 2016*)

1.5 CRITERIOS DIAGNOSTICOS DE LA DIABETES EN HUMANOS
Criterios diagndsticos para diabetes (ADA 2016).

El paciente debera presentar dos 6 mas de los siguientes puntos:
Glucosa en ayuno mayor o igual a 126 mg/dL (sin ingesta caldrica de 8 h).

Glucosa plasmatica a las 2h mayor o igual a 200 mg/dL durante una prueba oral
de tolerancia a la glucosa La prueba debe ser realizada con una carga de 75g
de glucosa anhidra disuelta en agua.

Hemoglobina glicosilada (A1C) mayor o igual a 6.5%. Esta prueba debe
realizarse en laboratorios certificados

Paciente con sintoma clasicos de hiperglicemia o crisis hiperglicémica con una
glucosa al azar mayor o igual a 200 mg/dL

Tabla 1. Criterios de diagnostico de diabetes (ADA 2016).

1.6 CRITERIOS DIAGNOSTICOS EN RATAS

Este mamifero comparte los niveles de glucemia, sindrome de resistencia a la
insulina y diabetes mellitus tipo 2 similares al humano (Shafrir y Cols.1999;
Srinivasan y Srinivasan y Ramarao, 2007), ademas de ser facilmente manipulable
por su alta capacidad de reproducciéon. Sin embargo, existe poca informacion
sobre los parametros glicémicos de este roedor sin embargo se maneja, por lo
general que se cumpla con el siguiente requisito:
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Concentracion de glucosa sanguinea <200 mg/dL en ayuno de 8h considerando
que las concentraciones en ratas normales son de 110 mg/dL en las mismas
condiciones, ademas de presentar los signos caracteristicos de la diabetes:
polifagia, polidipsia, poliuria y pérdida de peso.

1.7 TEST DE TOLERANCIA A LA GLUCOSA

Esta prueba sirve para diagnosticar intolerancia a la glucosa y diabetes mellitus
tipo Il. La prueba refleja la capacidad que tiene el organismo para eliminar el
exceso de glucosa en sangre que en el caso particular de la diabetes mellitus se
encuentra disminuida, por lo tanto los niveles de glucosa en sangre son mas altos
con respecto a los organismos sanos (Garcia, 2011).

Con los datos de la prueba se busca obtener una curva ya que se obtienen
muestras de los tiempos 0 (glucosa basal), el tiempo 15, 30, 60, 90 y 120 minutos
como se observa en la siguiente figura:

250
200

150

Glucosa plasmatica (mg/dL)

100 |
MNormal
50
'} | | I
15 30 60 90 120

Tiempo después de la ingestion de glucosa (minutos)

Figura 5. Curva de tolerancia a la insulina a) Curva normal y b) Curva en DM2.Figura
tomada de Fisiologia médica. Kim E. Barrett (2012).
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1.8 TEST DE TOLERANCIA A LA INSULINA

La secrecion de la insulina y acciones metabdlicas dela misma, determinan
primariamente el balance entre la utilizacion periférica de la glucosa y la
produccion hepatica de la misma, por lo tanto esta prueba indirecta, dependiente
del tiempo, es controlada por los estados de ayuno y la dinamica de sobrecarga de
la glucosa y por los niveles de insulina (Muniyappa y Cols.2008).

Esta prueba se realiza para de la sensibilidad de la respuesta a la insulina por los
tejidos. Esto se determina mediante la medicién de la glicemia después de la
administracion intraperitoneal de insulina.

Es ampliamente utilizada en la practica para el diagndstico de la intolerancia a la
glucosa, resistencia a la insulina y diabetes mellitus tipo 2 (ADA, 2016).

Esta prueba consiste en lo siguiente:
1. Ayuno de 4 horas
2. Administracién de dosis intraperitoneal de 0.75 Ul/kg de peso (Cambrén,2018)

3. Cuantificacién de la glicemia al tiempo 0, 30, 60, 90 y 120 minutos posteriores a
la administracién de la hormona.

4. Realizacidén de una curva para su posterior analisis.

1.9 TRATAMIENTOS PARA LA DIABETES

El manejo de la diabetes se basa en controlar la hiperglicemia, que es la mejor
forma de proteger a los pacientes de las complicaciones generadas a largo plazo.

Debido a que la insulina juega un papel fundamental en esta patologia, los
tratamientos van desde aquellos que promueven su secrecion o los que ejercen
una accion analoga a esta (insulina exdgena) pero su vez, debe ser acompafado
de un estilo de vida saludable en el que el paciente debe adoptar un régimen de
ejercicio y dieta para lograr una mejora en la hiperglicemia.

Los medicamentos que son frecuentemente utilizados para el control de la
diabetes son de diversos grupos:
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1.9.1 Tiazolidenodionas

Son medicamentos que mejoran la sensibilidad a la insulina actuando como
agonistas selectivos de receptores insulinicos que no solamente reducen la
glicemia sino que también mejoran la funcion vascular, la dislipidemia y la
inflamacion observada en la diabetes. Este grupo de medicamentos actuan
principalmente a nivel de tejido adiposo.

Sin embargo, a pesar de sus multiples beneficios, muchos de los medicamentos
de este grupo fueron retirados del mercado debido a los graves efectos
secundarios que provocaban, como el cancer de vejiga y la hepatitis inducida por
farmacos (Alfaro y Cols.2000).

1.9.2 Metformina

Es un anti-hiperglucemiante muy efectivo. Disminuye la salida de glucosa hepatica
y ademas tiene efectos cardiovasculares benéficos pero no tiene accion
antiinflamatoria ni  mejora la insulinoresistencia comparada con las
tiazolidenodionas, aunque su capacidad de abrogar la ganancia de peso
(comunmente observada en personas con insulinoresistencia) y el hecho de que
mejora la secrecion de la insulina le dan un importante valor a este medicamento.

1.9.3 Sulfonilureas

Como la inadecuada secreciéon de insulina es fundamental en el desarrollo de la
hiperglicemia en la diabetes, los medicamentos que mejoran la secrecion juegan
un papel importante en el control de la glicemia, como lo son las sulfonil ureas,
pero cabe destacar que tienen un potente efecto hipoglucemiante con lo que
muchas veces se llega a la hipoglicemia, teniendo que tomarse en cuenta la
duracion de cada farmaco para evitar la condicidn mencionada, asi por ejemplo; la
tolbutamida, glicazida y la glipizida tienen relativamente, periodos cortos de
accion; glimepirida y glibenclamida son de larga accion (24h), incrementanto el
riesgo de hipoglicemia.

1.9.4 Insulina exdgena

Mantener concentraciones adecuadas de insulina resulta importante para que las
tiazolidenodionas y la metformina tengan un efecto, ya que sin la adecuada
disponibilidad de esta hormona pueden resultar ineficaces.

Esta alternativa, como las otras genera efectos secundarios que van desde
salpullidos y aumento de peso, hasta dificultad respiratoria y calambres
musculares (Alfaro y Cols.2000).
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1.9.5 Tratamientos alternativos

Como se ha mencionado anteriormente, el uso de medicamentos para el
tratamiento de la diabetes tiene algunas desventajas, como por ejemplo, el uso de
varios medicamentos a la vez para que se consiga el efecto u otros como los
efectos secundarios graves de algunos de los grupos.

Por ello, en los ultimos afios ha crecido el interés por productos naturales que son
metabolitos secundarios de algunas plantas, teniendo un amplio rango de efectos
biolégicos. Algunos fitoconstituyentes de naturaleza polifendlica han mostrado un
importante efecto antidiabético mediante diversos mecanismos que han sido
publicados en estudios a lo largo de los ultimos afios. En esta tesis se hace
referencia a los mas estudiados, los flavonoides. (Alfaro y Cols.2000).

1.10 FLAVONOIDES
Los flavonoides representan una gran clase de al menos 6000 compuestos
polifendlicos encontrados en frutas, vegetales, nueces, granos secos, cocoa,

chocolate, té, soya, vino tinto y plantas entre otros.

Estructuralmente, los flavonoides consisten de dos anillos aromaticos (anillo Ay B)
ligados por tres carbonos y un oxigeno que forman un anillo heterociclico (anillo C)

P O 15

7 >

| A

6\ /3
5 4

Figura 6. Estructura general de los flavonoides. Figura tomada de revista SciELO
(2012).
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Existen 6 subclases de flavonoides que son: las flavonas, flavonoles, flavanonas,
isoflavonas y antocianidinas; estas categorias de acuerdo a las diferencias que
presentan en el anillo C, los grupos funcionales en los anillos. Dentro de cada
subclase, los componentes individuales estan caracterizados por su hidroxilacion y
conjugacion (Zanatta y Cols., 2008).

Co0 00 U

Flavonoide Flavancé Anlocianiding

Figura 7. Subclases de los flavonoides. Figura tomada de revista SciELO (2012).

1.10.1 Propiedades de los flavonoides

En anos recientes ha crecido el interés por agentes hipoglucemiantes de
productos naturales especialmente los derivados de plantas. Estos representan
un método alternativo para el tratamiento contra la diabetes porque la mayoria de
los agentes hipoglucemiantes y la insulina tienen algunos efectos adversos que
pueden afectar significativamente el curso de la diabetes. Muchos flavonoides
ejercen efectos en el transportador de glucosa y en la funcion del receptor de
insulina en estudios in vitro (Zanatta y Cols., 2008)

Por otra parte, mientras que las técnicas, farmacos e intervenciones quirurgicas
actuales han mejorado la supervivencia de un gran numero de individuos con

diabetes, la prevalencia de diabetes sigue creciendo de manera exponencial y se
I ——
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prevé que el numero de personas con esta enfermedad se duplicara en algunos
paises para el 2025 (King y Cols.,1998)

Las aplicaciones terapéuticas de flavonoides en el tratamiento y prevencion de
enfermedades en humanos han sido demostradas mediante diversos estudios
recientes (Martinez y Cols., 2014; Vinayagam y Xu,2015). Los flavonoides tienen
la capacidad de neutralizar radicales libres y quelar metales y, dada la hipotética
relacion entre diabetes e inflamacion los flavonoides tiene la propiedad de reducir
el riesgo de diabetes al poseer también propiedades antiinflamatorias. Estudios
adicionales han demostrado otras actividades de estos compuestos polifendlicos
como antivirales, antialérgicas y anticarcinogénesis, pero las propiedades varian
de una subclase a otra incluso dentro de la misma clase .Asi mismo en la
siguiente tabla se mencionan algunas propiedades especificas de algunos de los
flavonoides mas estudiados.

FLAVONOIDE SUBCLASE MECANISMO DE ACCION
oH
HO., J\-\_\_\IDH __.--:._\_j‘__-:r_\_\_‘
"LD""'D'\[’D'Tij'D]/[“"‘P “om Estimula la sintesis de insulina
Ho" EH"'DH ;H T Flavona a nivel células B del pancreas,

disminuye los niveles de
glucosa en sangre y la
peroxidacion lipidica

Diosmina

Mejora la homeostasis de la
glucosa, aumenta la glucolisis
y disminuye la
gluconeogénesis y efecto

Flavonol , g
antiinflamatorio; aumenta la
funcion mitocondrial, aumenta
niveles de HDL y disminuye los
de LDL y VLDL
HOQ
HE;C \ Dy
ﬁci I oo Disminuye la generacion de
AN R radicales libres y de citosinas
X"“;} E;L":] flavanona (TNF-a y IL-1B),
on O antiangiogénico,
Hesperidina antiinflamatorio, disminuye

hemoglobina glicosilada y la
peroxidacion lipidica
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Antiinflamatorio, estimula la
sintesis de especies
antioxidantes, suprime
lipogénesis hepatica e
incrementa el consumo de
acidos grasos libres, aumenta
la sintesis de insulina y del
glucdégeno

Luteolina flavonol

. Estimula la secrecion de
isoflavona insulina, inhibicion de la
adipogénesis

Isoharmnetina

Incrementa la actividad de la
enzima glicdgeno sintasa, la
expresion de caspasas,
antiinflamatorio, mejora la
condicion hiperglicemica y el
flavonol estrés oxidativo, previene la
muerte de las células B del
pancreas, reduce la produccion
de especies reactivas del
nitrégeno, disminuye la
hemoglobina glicosilada

Quercetina

Tabla 2.Algunos flavonoides y sus efectos. Figura tomada de Vinayagam y Xu (2015).

I ——
GARCIA GARDUNO TEXALI C. 16


https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Luteolin.png
https://en.wikipedia.org/wiki/File:3-methylquercetin.svg
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Quercetin.svg

1.11 KAEMPFEROL

Es un flavonoide que es relativamente
abundante en el Ginkgo biloba, los vegetales
como el broécoli, la col, repollo verde, toronja,
té y algunas bayas comestibles. También se
aisla de las hojas de Bauhinia forticata.

El kaempferol es capaz de disminuir los
niveles seéricos de glucosa e incrementar el
consumo de glucosa en el musculo soleo
(estudio realizado en ratas) tan
eficientemente como la insulina. Estudios in
vitro demostraron que el tratamiento con este
Flavonol promueve la viabilidad, inhibe la
muerte por apoptosis y reduce la actividad de

OH

HO 0

OH

OH O

Figura 8. Estructura quimica del
kaempferol. Figura tomada de
Fukumoto y Cols.(1994)

la caspasa-3 en células B pancreaticas y los islotes humanos cronicamente
expuestos a una condicion de hiperglicemia (efecto protector).

La administracion de kaempferol en modelos experimentales demostré regresar a
la normalidad los niveles elevados de glucosa plasmatica ademas de los niveles
de insulina, productos de peroxidacioén lipidica y antioxidantes enzimaticos y no
enzimaticos; reduce ademas la respuesta de la IL-1p, TNF-a y nitritos al mejorar la
respuesta antioxidante. Ademas disminuye los niveles de hemoglobina glicosilada
y mejora la condicién de insulinoresistencia (Alkhalidy y Cols.2015; Moore, 2017,

Zang y Cols.,2015).

El kaempferol es un compuesto altamente soluble en dimetil-sulfoxido (DMSO) y

es soluble en etanol caliente y éter etilico.
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2. JUSTIFICACION

La diabetes mellitus es una de las enfermedades de mayor prevalencia a nivel
mundial y que ademas ha aumentado de manera alarmante en los ultimos afios.
Por otra parte, la DM2 ocupa alrededor del 90% de los casos de diabetes siendo la
hiperglicemia la caracteristica mas importante de esta enfermedad por lo que una
parte importante en la terapéutica de la diabetes son los agentes hipoglucemiantes
y si bien, la industria farmacéutica cuenta con un gran variedad de estos agentes,
se sabe que la mayoria de ellos tiene graves efectos adversos y, considerando
que se trata de una enfermedad crénica es necesaria la investigacion de aquellos
que tengan un mayor margen de seguridad por lo que en los ultimos afios ha sido
de gran interés la investigacion de hipoglucemiantes de origen natural, razén por
la cual el uso de fitoconstituyentes representa una alternativa en la terapia de la
enfermedad, siendo el grupo de los flavonoides el mas investigado actualmente.

El kaempferol es un flavonoide que ha demostrado disminuir los niveles séricos de
glucosa en ratas diabéticas y ademas ha mostrado efectos protectores de las
células pancreaticas promoviendo la secrecion de insulina, sin embargo, los
efectos de la administracion de Kaemferol sobre la regulacién de la hiperglicemia
no ha sido probado en modelos experimentales de DM2.
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3. HIPOTESIS

La administracion de kaempferol a ratas con diabetes mellitus tipo 2 experimental
disminuira los niveles de glucosa y modificara el estado de insulinoresistencia.
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4. OBJETIVOS
4.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar los efectos de la administracion de kaempferol sobre un modelo de
diabetes mellitus tipo Il experimental en ratas.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar el efecto del kaempferol sobre los niveles plasmaticos de
glucosa en ratas hiperglicemicas vy,

2. Evaluar si el kaemferol modifica la intolerancia a la glucosa observada
en animales con diabetes mellitus de tipo 2 experimental.

3. Evaluar si el kaemferol modifica el peso corporal y la cantidad de tejido
adiposo.
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5. MATERIALES Y METODOS
5.1 ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Se utilizaron ratas macho Wistar mantenidas en el bioterio del laboratorio de
Neurobiologia de la facultad de Quimico Farmacobiologia de la UMSNH, siguiendo
los protocolos vigentes para el uso de animales de investigacion (SAGARPA,
2001), con alimento Purina Rat Chow®, margarina Delicia®, solucion de sacarosa-
agua filtrada a diferentes concentraciones y agua filtrada ad-libitum, ciclos de luz y
obscuridad de 12 h (/-19 h), temperatura de 24 + 2 °C y humedad relativa de
601£5%.

5.2 IMPLEMENTACION DEL MODELO EXPERIMENTAL DE DIABETES
MELLITUS TIPO Il

Induccion del cuadro diabético: Los animales de experimentacion (Ratas macho
cepa Wistar) recibieron un estimulo de sacarosa al 50% durante 5 semanas, al
término de las cuales se determind la hiperglicemia, la ingesta de agua y alimento,
el peso y se mostro que presentaron el cuadro caracteristico de la DM2
(Cambrén,2018).

Posteriormente estos animales fueron utilizados para el tratamiento con
kaempferol mediante seis grupos:

1. Grupo control vehiculo (CV): Grupo sin DM2 que fue tratado unicamente con el
vehiculo dimetil-sulféoxido (DMSO) grado reactivo.

2. Grupo control kaempferol (CK): Grupo sin DM2 que recibié tratamiento con
kaempferol (KMF)

3. Grupo con diabetes mellitus tipo 2—vehiculo (DM2V): Grupo al que solo se le
administré6 DMSO vy al que se le indujo el cuadro de diabetes por medio de una
solucién de sacarosa al 50%.

4. Grupo con diabetes mellitus tipo IlI-kaempferol (DM2K): Grupo que recibié las
dosis correspondientes de KMF con DM2 inducida mediante una solucion de
sacarosa al 50%.

5. Grupo con diabetes mellitus tipo 2+margarina-vehiculo (DM2AGV): Grupo que
recibié el DMSO pero que fue inducido a la DM2 mediante una dieta con una
solucién azucarada al 50% ademas de acidos grasos saturados (margarina).

6. Grupo con diabetes mellitus tipo 2+margarina-kaempferol (DM2AGK): Grupo
que fue tratado con KMF e inducido a la DM2 mediante una dieta con una solucion
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azucarada al 50% + margarina. Posteriormente se llevo a cabo la siguiente:

5.3 Estrategia metodoldégica:

36 Ratas macho cepa Wistar con
peso de 320 + 10 gramos y 6
semanas de edad

Se dividieron en 6 grupos

Cv

CK

DM2V DM2K DM2AGV
DM2AGK

Grupos control

Grupos con diabetes Mellitus

Tratamiento con KMF 0.25 mg/kg de peso doble
inyeccion VIP o vehiculo DMSO dosis

Octavo dia: prueba de tolerancia a la glucosa

Décimo dia: prueba de tolerancia a la insulina

Monitoreo de la glicemia, consumo de alimento,
bebida y peso diario por 10 dias

Analisis de resultados

Sacrificio de ratas para obtencidon de muestra de
sangre para perfil bioquimico y obtencion del tejido
adiposo retroperitoneal, mesentérico y epididimal
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5.4 ANALISIS BIOQUIMICO

Se llevo a cabo un perfil bioquimico que consté de los siguientes elementos:
Glucosa

Triglicéridos

Colesterol

HDL

VLDL

Acido urico

Creatinina

5.5 DETERMINACION DE LA CANTIDAD DE GRASA

Se cuantificé la cantidad de grasa mesentérica, epididimal y retroperitoneal
mediante la extraccidn de la misma y su posterior pesaje para determinar si la
administracion de kaempferol tuvo un efecto en el tejido adiposo.

5.6 ANALISIS ESTADISTICO

Se calculdé el promedio y el error estandar de los datos experimentales, y se
empleo la t de student para determinar la significancia estadistica entre grupos. Se
empleo el programa Graph Pad Prism version 7.01 para realizar los graficos.
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6. RESULTADOS

CV-D1: Control vehiculo al dia 1

CV-D8: Control vehiculo al dia 8

CK-D1: Control kaempferol al dia 1

CK-D8: Control kaempferol al dia 8

DM2V-D1: Modelo de Diabetes mellitus y vehiculo al dia 1

DM2V-D8: Modelo de Diabetes mellitus y vehiculo al dia 8

DM2K-D1: Modelo de Diabetes mellitus con kaempferol y vehiculo al dia 1
DM2K-D8: Modelo de Diabetes mellitus con kaempferol y vehiculo al dia 8

DM2AGV-D1: Modelo de Diabetes mellitus con administracion de margarina y vehiculo
al dia 1

DM2AGV-D8: Modelo de Diabetes mellitus con administracion de margarina y vehiculo
al dia 8

DM2AGK-D1: Modelo de Diabetes mellitus con administracion de margarina y
kaempferol al dia 1

DM2AGK-D8: Modelo de Diabetes mellitus con administracion de margarina y
kaempferol al dia 8

Tabla 3. Lista de abreviaturas para interpretacion de los resultados.
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6.1 Glicemia

Después de 8 dias del tratamiento los animales a los que se les administrd
kaempferol mostraron una disminucion de la hiperglicemia en diferentes grados
cada uno, en el grupo control kaempferol mostrado en amarillo se observd una
ligera disminucion de la glicemia con respecto al dia uno pero el grupo de DM2K
en azul y el DM2AGK en color naranja, mostraron una marcada disminucién al
octavo dia, como se puede observar en la figura 10, siendo el grupo DM2K el que
existié una diferencia notoria.
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Figura 9. Valores de glucosa en sangre de los dias 1y 8. Xt E:E de 4 a 5 animales por
grupo. * p < 0.05, ** p <0.01, ***p <0.001.
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6.2 Tolerancia a la glucosa

Para el test de tolerancia a la glucosa se realiz6 una toma de muestra en los
minutos 0, 15, 30, 45, 60, 90 y 120 pero para fines estadisticos solo se tomaron en
cuenta los puntos 0 y 120 segun la figura 11: los grupos con DM2 tratados con

KMF no tuvieron una mejor tolerancia a la glucosa ya que la glicemia mostré un
comportamiento similar al de los grupos control.

400+
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Figura 10. Prueba de tolerancia la glucosa. X+ E:E de 4 a 5 animales por grupo. * p <
0.05, ** p <0.01, ***p <0.001, ****p<0.0001.
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6.3 Sensibilidad a lainsulina

Para esta prueba, se analizaron los minutos 0, 15, 30, 45, 60 y 120, de igual
manera que para la prueba anterior solo se graficaron los puntos 0 y 120; y de
acuerdo a la figura 13.

No se observo un efecto en la sensibilidad a la insulina al administrar KMF-.
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Figura 11. Prueba de tolerancia a la insulina. Comparacion de los tiempos 0 y 120. X+
E:E de 4 a 5 animales por grupo. * p < 0.05, ** p <0.01, ***p <0.001, ****p<0.0001.
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6.4 Consumo de alimento

Se monitoreo el consumo de alimento diariamente durante la administracion del
flavonoide y los resultados indicaron que no existe una diferencia significativa en
ninguno de los grupos, con excepcion del grupo control kaempferol en el que
disminuyo ligeramente la ingesta de alimento (figura 13).
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Figura 12. Consumo de alimento durante el tratamiento con KMF dias 1y 8. Xt E:E
de 4 a 5 animales por grupo. * p < 0.05.
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6.5 Efectos en el peso corporal

Se monitoreo el peso corporal diariamente durante el tratamiento, pero no se
observaron efectos significativos en el peso en los animales tratados con respecto
al primer dia del tratamiento.
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Figura 13. Diferencia de peso corporal durante el tratamiento con KMF,dia 1 y 8.
Xt E:E de 4 a 5 animales por grupo.
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6.6 Efecto en la cantidad de grasa

Con respecto al contenido de grasa al final de la administracion del flavonoide, se
realiz6 una medicion de la cantidad de grasa mesentérica, epididimal vy
retroperitoneal mediante la extraccion de la misma al sacrificio de las ratas y con
respecto a sus ratas control se puede decir que no se observé un efecto regulador
del peso ya que el analisis estadistico no indicé una diferencia significativa en los
grupos, segun lo muestra la siguiente figura:
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Figura 14. Efecto en la cantidad de grasa blanca después del tratamiento.
Xt E:E de 4 a 5 animales por grupo.
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6.7 ANALISIS BIOQUIMICO

Los parametros para el analisis bioquimico se realizaron con muestras de sangre
mediante extraccion al corazén en el momento del sacrificio.

6.7.1 Glucosa

Segun el analisis bioquimico de glucosa se aprecio una disminucion de la glucosa
sérica en los grupos tratados con KMF a diferencia de los grupos vehiculo tras los
10 dias del tratamiento como se muestra en la figura 16:
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Figura 15. Efecto del KMF sobre la glucosa al sacrificio. Xt E:E de 4 a 5 animales por
grupo. ** p <0.01, ***p <0.001, ****p<0.0001.
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6.7.2 Acido urico

En los niveles de acido urico no se observé una diferencia estadisticamente
significativa de los grupos tratados con KMF con respecto de los grupos vehiculo.
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Figura 16. Efecto del KMF sobre los niveles de acido urico al sacrificio. X+ E:E de 4
a 5 animales por grupo.
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6.7.3 Creatinina

En los niveles séricos de creatinina no se observd ninguna diferencia
estadisticamente relevante como se puede observar en la figura 17.
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Figura 17.Efecto del KMF sobre los niveles de creatinina al sacrificio. Xt E:E de 4 a
5 animales por grupo.
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6.7.4 Colesterol

Los niveles de colesterol segun el analisis bioquimico no mostraron ningun efecto
de la administracion de KMF.
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Figura 18. Efecto del KMF sobre los niveles de colesterol al sacrificio. Xt E:E de 4 a
5 animales por grupo.
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6.7.5 Lipoproteina de muy baja densidad (VLDL)

En el anadlisis bioquimico de la VLDL no hubo una diferencia significativa de los
grupos tratados con respecto al respectivo grupo control.
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Figura 19. Andlisis bioguimico de VLDL al sacrificio. Xt E:E de 4 a 5 animales por
grupo.
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6.7.6 Lipoproteina de alta densidad (HDL)

No hubo ninguna diferencia estadisticamente significativa en el analisis bioquimico
de la HDL.
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Figura 20.Analisis bioquimico de HDL al sacrificio. X* E:E de 4 a 5 animales por
grupo.
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6.7.7 Triglicéridos

El analisis bioquimico de triglicéridos indicé que no hubo diferencia en los niveles
de triglicéridos en sangre de los grupos CV vs CK, DM2V vs DM2K pero en el
grupo DM2AGK con respecto al grupo DM2AGV existié una diferencia tal como se
puede ver en la figura 20.
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Figura 21. Analisis bioquimico de triglicéridos al sacrificio. Xt E:E de 4 a 5 animales
por grupo. * p < 0.05.
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7. DISCUSION

La administracion de kaempferol en modelos experimentales de DM2 propuesto
como un hipoglucemiante demostro regresar a la normalidad los niveles elevados
de glucosa plasmatica en un tiempo relativamente corto aun cuando los animales
seguian sometidos a la dieta alta en calorias por lo que se supuso que los efectos
regulatorios de la hiperglicemia del KMF no se deben a alteraciones del consumo
de alimento (Alkhalidy y Cols.2015; Moore, 2017; Zang y Cols.,2015).

Ademas, en el perfil bioquimico no se obtuvieron resultados que sugirieran un
efecto del KMF (a excepcion de la glucosa) y los triglicéridos del grupo DM2AGM
en el que se redujeron a comparacion de su respectivo grupo vehiculo y a
diferencia de los grupos DM2K Y DM2V en el que no existio tal efecto, lo que
podria deberse a que en la primera dieta mencionada el consumo de acidos
grasos llevo a un mayor aumento en los niveles plasmaticos de triglicéridos y el
KMF al poseer un efecto promotor de la peroxidacion de lipidos (Chang y Cols.,
2011) conllevo a la regulacién de la concentracion de triglicéridos en plasma.

En los modelos experimentales de DM2 no se mejord la condicidén de intolerancia
a la glucosa, ni la sensibilidad a la insulina, esto debido posiblemente a que el
peso y la cantidad de grasa permanecieron constantes por lo que probablemente
no existié un efecto del KMF sobre la obesidad de los animales ya que la esta es
la principal causa de la insulinoresistencia (Bray,2004) por lo que la regulacion de
la hiperglicemia debe ser regulada posiblemente por un mecanismo en el que se
aumenten los transportadores de glucosa mediante AMPK (Zhang y Cols.2009).

Por otra parte, debido a que la hiperglicemia en la DM2 es la clave en la
patogénesis, el KMF claramente tiene un gran potencial para la profilaxis de esta
enfermedad cronica degenerativa por ser un compuesto de bajo costo por su
abundancia en la naturaleza (Vinayagam y Cols.,2015).
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8. CONCLUSION

El tratamiento con KMF disminuyo la hiperglucemia en modelos experimentales de
diabetes mellitus tipo Il cuando la carga de glucosa no es muy alta.
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