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RESUMEN.

Antecedentes. Muchas enfermedades se asocian con el estrés oxidativo y la
diabetes mellitus no es la excepcion. Esta enfermedad, es un desorden metabdlico
caracterizado por altos niveles de glucosa (hiperglucemia) que genera un
incremento de los radicales libres puede provocar alteraciones en los componentes
celulares, generando cambios en sus funciones celulares. Las principales enzimas
antioxidantes, se ven modificadas en la diabetes a pesar de tratamientos
hipoglucemiantes, por lo que es indispensable la busqueda de alternativas de apoyo
para los tratamientos establecidos.

Objetivo. Evaluar el efecto de la administracion del extracto acuoso de Cuphea
procumbens (EACP) en la actividad de enzimas antioxidantes SOD, GPX, GR, GST,
en rifdn, higado, corazén y pancreas de ratas Wistar con DM2.

Material y Métodos. Ratas Wistar con DM2. EACP. Distribuidas en tres grupos 2)
control, 2) DM+M, 3) DM+EACP. Tratamiento cronico por 90 dias. Reactivos con
grado analitico. Métodos enziméticos. SOD: método de Beyer, GPX método de
Habig, GR; Sedlak y Lindsay.

Resultados. EI EACP, redujo la actividad de las enzimas antioxidantes SOD, GPX,
GST, GR en los tejidos analizados a partir del dia 30, siendo menor en el dia 90. El
grupo de ratas diabéticas tratadas con metformina, se observo que las actividades
de las enzimas fueron comparables o menores al grupo de ratas sanas, pero con
menor disminucién en comparacion con EACP.

Conclusion. La administracion de EACP en modelos de ratas Wistar con diabetes
mellitus tipo 2, mejora el estrés oxidativo, y reduce la actividad de enzimas
antioxidantes.

Palabras clave: Estrés oxidativo, Diabetes mellitus, radical libre, enzimas
antioxidantes, SOD, GPX, GR, GST, metabolitos secundarios.
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ABSTRACT.

Background. Many diseases are associated with oxidative stress, and diabetes
mellitus is no exception. This disease is a metabolic disorder characterized by high
glucose (hyperglycemia) that generates an increase in free radicals that can cause
alterations in cellular components, producing changes in their cellular functions. The
main antioxidant enzymes are modified in diabetes despite hypoglycemic
treatments, so it is essential to search for support alternatives for established
medicines.

Aim. Evaluate the effect of the administration of the aqueous extract of Cuphea
procumbens (AQECP) in the activity of antioxidant enzymes SOD, GPX, GR, GST,
in kidney, liver, heart, and pancreas of Wistar rats with type 2 Diabetes mellitus
(DM2).

Material and Methods. Wistar rats with DM2. EACP. Distributed in three groups 2)
control, 2) DM + M, 3) DM + AQECP. Chronic treatment for 90 days. Reagents with
analytical grade. Enzymatic methods. SOD: Beyer's method, GPX Habig's method,
GR; Sedlak and Lindsay.

Results. The EACP reduced the activity of the antioxidant enzymes SOD, GPX,
GST, GR in the tissues analyzed from day 30, being lower on day 90. The group of
diabetic rats treated with metformin, it was observed that the activities of the
enzymes were comparable or lower than the group of healthy rats, but with a smaller
decrease compared to EACP.

Conclusion. EACP administration in Wistar rat models with DM-2 improves
oxidative stress and reduces antioxidant enzymes.

Key words: Oxidative stress, Diabetes mellitus, Free radical, Antioxidant enzyme,
SOD, GPX, GR, GST, Secondary metabolite.
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ABREVIATURAS.

SIGLAS SIGNIFICADO
ADN Acido desoxirribonucleico.
ATP Trifosfato de adenosina.
CAT Catalasa.
DM Diabetes mellitus.
DM1 Diabetes mellitus 1.
DM2 Diabetes mellitus 2.
DMG Diabetes gestacional.
EACP Extracto acuoso Cuphea procumbens.
ENSANUT Encuesta nacional de salud y nutricién.
ERO Especies reactivas de oxigeno.
ERN Especies reactivas de nitrégeno.
FLA2 FosfolipasaA2.
FID Federacion Internacional de Informacion y Documentacion.
GAE/g Equivalentes de Acido Galico
GPX Glutation peroxidasa.
GR Glutation reductasa.
GSH Glutation reducido.
GST Glutation transferasa.
HbAlc Hemoglobina glicosilada.
H,0, Perdxido de Hidrogeno.
INSP Instituto Nacional de Salud Publica.
IMC indice de masa corporal.
INEGI Instituto Nacional de Estadistica y Geografia.
IFN Interferon.
IL Interleucina.
kDa Kilodalton.
LDL Lipoproteinas de baja densidad.
mg/dl Miligramos por decilitro.
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mgQE/g Mg Equivalentes de Quercetina/g tejido
NADH Nicotinamida Adenina Dinucleétido reducido.
NADPH Nicotinamida adenina dinucleotido fosfato reducido.
NO~ Anion nitroxilo.
NO, Di6xido de nitrogeno.
ONOO" Peroxinitrito.
OH~ Radical hidroxilo.
0; Anién Superodxido.
OMS Organizacion mundial de la salud.
RL Radical libre.
RPM Revoluciones por minuto.
SOD Superéxido dismutasa.
TNF Factor de necrosis tumoral.
VLDL Lipoproteina de muy baja densidad.




|.-Contenido.

1.1.1 Historia de la diabetes mellitus.

Desde 1535 A.C. en el papiro de Ebers, se describe una enfermedad que producia
grandes cantidades de orina y en cual se hacian recomendaciones para su control;
en el siglo Il D.C. Areteo de Capadocia acuiia el término diabetes, en el afio 1679
gueda reconocida la sintomatologia de dicha enfermedad como entidad clinica por
el medico ingles Thomas Willis él cual agrega el término “mellitus” (miel), para
referirse a la caracteristica dulce de la orina. (Velasco, B.J. et al 2014).

La OMS define a la DM como una enfermedad crénica que aparece cuando el
pancreas no produce insulina suficiente o cuando el organismo no utiliza
eficazmente la insulina que produce. La insulina es una hormona que regula el
azucar en la sangre. El efecto de la diabetes no controlada es la hiperglucemia
(aumento del azucar en la sangre). (Diabetes Mellitus, OMS 2019).

Esta enfermedad se puede dividir en: DM1, de origen autoinmune, DM2, causada
por resistencia a la insulina o deficiencia en la producciéon de la misma y diabetes
gestacional, es un estado hiperglucémico “que se detecta por primera vez durante
el embarazo. Sin la suficiente insulina, la glucosa se mantiene en la sangre y con el
tiempo, este exceso puede tener complicaciones graves.

En la actualidad la DM ocupa a nivel mundial los primeros lugares en morbilidad y
mortalidad. Su importancia radica en su caracter cronico-degenerativo a nivel
organico. A ello se suma un alto costo econdémico para los servicios de salud y para
el paciente, quien adicionalmente ve afectada su calidad de vida y la de sus
familiares. (Velasco, B.J. et al 2014).

1.1.2 Problemaética de diabetes en México.

En México, 8.6 millones de personas, de 20 afios y mas, reportan haber recibido
un diagnostico médico de diabetes, tres de cuatro mexicanos presentan un
problema de sobre peso u obesidad. De acuerdo con los resultados de
la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT) 2018 presentada por
el Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI), la Secretaria de Salud y
el Instituto Nacional de Salud Publica (INSP). La encuesta da a conocer que la
diabetes pasé de 6.4 millones a 8.6 millones. En México, al afio fallecen cerca de
106 mil 500 personas por alguna complicacion de la enfermedad, equivalente al
15.2% del total de los decesos registrados en el pais, advierte el INEGI. (Granados,
A.2019). En 2018 se registré una tasa de 411.85 casos de DM2 por cada 100 mil
habitantes. (Union Jalisco. 2019).
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El estado de Tabasco reporté el mayor nimero de casos notificados en el cuarto
trimestre de 2019 con un total de 3,596 casos (10.07%), seguido por el estado de
Jalisco con 3,110 casos (9.3%). (DGE. 2019).

n=33,516

24AN0SO  25A34ANOS 35A44ANOS 45A54 ANOS S55A 64 ANOS 65A 74 ANOS 75 ANOS O MAS ﬁ
MENOS

Fig. 1. Distribucién de casos notificados al SVEHDT2 por grupo de edad,
México 2019. (DGE. 2019).

El Sistema de Vigilancia Epidemiolégica Hospitalaria de Diabetes Mellitus Tipo 2
(SVEHDMT2), el cual nos proporciona informacion atil, valida, confiable y
actualizada de los pacientes con DM2 hospitalizados. Hasta el segundo trimestre
del 2020, se registraron un total de 8,992 casos DM2, siendo los estados de
Tabasco y Jalisco los que reportaron el mayor numero. (DGE. 2020).

Distribucion de casos de diabetes tipo 2 y unidades notificantes por

o entidad federativa, SVEHDMT2-2020*

900
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700
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100

Fig. 2. Distribucion de casos de diabetes tipo 2 y unidades notificantes por
entidad federativa SVEHDMT2-2020. (DGE. 2020).
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Con respecto a las revisiones de seguimiento y control realizadas a los casos de
DM2, la toma de EGO fue la més frecuentemente realizada, seguida por la revision
de pies. En relacion con la revision oftalmoldgica y de nutricion se observa que en
un 62.96% y 62.07% nunca se han realizado. (DGE. 2020).

Toma de EGO 20.50 37.72 13.55 24.24 3.99

Revision de Pies 15.95 26.45 13.31 40.52 3.77

Consulta Oftalmolégica [RCKKIRN:R) 19.73 62.96 364

Consulta por Nutriolégo [TV NI N5} 16.83 62.07 3.60
000 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000  100.0C

® Al menos una consulta en el Ultimo afio @Al menos una consulta en el Ultimo mes ®Hace mas de un afio mNunca ®Se ignora

Fig. 3 Proporcion de revisiones en los casos de DM2, SVEHDMT2-2020.
(DGE. 2020)

Segun la Organizaciéon Mundial de la Salud, otros 12 millones de personas son
portadores de la enfermedad, aunque no lo saben, por la falta de cultura de
deteccién temprana y habran de desarrollarla para el 2030, para colocar al pais en
el noveno lugar, a nivel mundial. De acuerdo con la Federacion Internacional de
Diabetes, China, India, Estados Unidos, Brasil, Rusia, son los paises con mayor
namero de diabéticos. (Cluster salud. 2019).

China fue el pais con un mayor numero de enfermos de diabetes en 2019, llegando
a superar los 116 millones de afectados. A este pais le siguieron la India, con mas
de 77 millones, y Estados Unidos, con alrededor de 31 millones. Ahora bien, es
preciso sefialar que estos tres paises son los mas poblados del mundo. Se estima
gue la diabetes afecta al 9,3% de la poblacion mundial. El nUmero de personas que
sufre de esta condicion ha aumentado de manera continuada durante los Ultimos
afos, superando los 460 millones en 2019, casi 100 millones de personas mas que
en 2011. A cierre de 2045, se prevé que el nimero de personas con
diabetes sobrepase los 700 millones. (Fernandez. L. 2020).


https://es.statista.com/estadisticas/600641/prevalencia-de-la-diabetes-a-nivel-mundial/
https://es.statista.com/estadisticas/702299/adultos-con-diabetes-a-nivel-mundial/
https://es.statista.com/estadisticas/600638/numero-de-diabeticos-a-nivel-mundial/

1.1.3 Definicion.

Se denomina DM al grupo de enfermedades metabdlicas caracterizadas por
hiperglucemia resultante de defectos en la secrecion y/o accién de la insulina.
Aparece cuando el pancreas no produce insulina suficiente o cuando el organismo
no utiliza eficazmente la insulina que produce. (Hayes, J P. 2008).

1.1.4 Sintomas.

Los sintomas de la diabetes descompensada estan claramente definidos:
1. Poliuria (Excrecion muy abundante de orina).
2. Polidipsia (deseo excesivo por ingerir liquidos, especialmente agua)
3. Astenia (término médico de la fatiga. Se caracteriza por una debilidad
generalizada del organismo)
4. Sensacion de mucha hambre (polifagia)
5. Adelgazamiento inexplicado. (Hayes, J P. 2008).

1.1.5 Tipos de diabetes.

La clasificacion es importante para determinar la terapia, pero algunas personas no
se pueden clasificar claramente como diabetes tipo 1 o tipo 2 en el momento del
diagndstico. Los paradigmas tradicionales de La diabetes tipo 2 es que ocurren solo
en adultos y la diabetes tipo 1 presente en nifios y jovenes, pero ambas
enfermedades pueden ocurrir en ambos grupos de edad.

N
Dliabetes mellitus

~
A~ NN oS

. ' , Diabetes Otros tipos
Diabetes Tipo 1 Diabates Tipo 2 Gestaclonal especificas
v u

Figura 4. Clasificaciéon de la diabetes mellitus.
(Velasco, B.J. et al 2014).
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1.1.5.1.- Diabetes tipo I. (Insulino-dependiente).

El individuo presenta produccion deficiente de insulina y requiere la administracion
diaria de esta hormona. Generalmente se debe a una enfermedad autoinmune la
cual causa destruccion de células beta en los islotes de Langerhans pancreaticos
responsables de la produccion de insulina e insulinopenia total. Existen distintas
causas por las cuales puede ocurrir la destrucciéon de los islotes: virus, agentes
quimicos, autoinmunidad cruzada o, incluso, una predisposicion génica. (Cervantes,
R D, Presno, J M. et al 2013)., (Velasco, B.J. et al 2014)

Es mas frecuente en la infancia, cuya incidencia estd aumentando, especialmente
en niflos menores de 5 afos, la cual presenta los sintomas caracteristicos de
poliuria / polidipsia, aproximadamente un tercio presenta cetoacidosis diabética.
(Hayes, J P. 2008).

1.1.5.2.-Diabetes tipo Il (Insulino no dependiente).

Los pacientes afectados por esta patologia se vinculan principalmente a diversos
factores como la obesidad, la herencia poligénica (en la que participa un nimero
indeterminado de genes), dislipidemia, hipertension arterial, historia familiar de
diabetes, dieta rica en carbohidratos, factores hormonales y una vida sedentaria.
Los pacientes presentan niveles elevados de glucosa y resistencia a la accion de la
insulina en los tejidos periféricos. Del 80 al 90% de las personas tienen células 3
sanas con capacidad de adaptarse a altas demandas de insulina (obesidad,
embarazo). Sin embargo, en el 10 al 20% de las personas se presenta una
deficiencia de las células B en adaptarse, lo cual produce un agotamiento celular,
con reduccion en la liberacién y almacenamiento de insulina, el exceso de peso en
si mismo causa algun grado de resistencia a la insulina. (Cervantes, R D, Presno, J
M. et al 2013).

El musculo esquelético es el principal 6rgano blanco de la insulina, ya que alli se
deposita por efecto de la insulina el 80% de la glucosa circulante; la llegada de los
acidos grasos bloquea las sefiales de la insulina, lo que lleva a una resistencia a la
insulina en el tejido muscular esquelético (Castillo, Y, Riverén, G.2014).Se habla de
resistencia periférica a la insulina a la que se produce en el musculo estriado, donde
disminuye la captacion y metabolismo de la glucosa; y de resistencia central a la
insulina a la que se desarrolla en el higado, donde aumenta la produccion de
glucosa determinando la hiperglicemia de ayuno. Lo anterior estimula la produccién
de insulina en las células beta, pero cuando éstas no pueden producir la cantidad
de hormona suficiente para contrarrestar esta insulino-resistencia aparece la
hiperglicemia. (Lopez, G. 2009).
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Modificables Mo modificablea

Sobrepeso v ohesidad (central v totaly Raza

Sedentarisma Historia familiar

Intalerancia a la glucosa (ITG) y glucosa alterada en ayunas [(AGA) Edad

Hipertensicn arterial Sexo

Calesterol de alta densidad {HDL-C) bajo Historia de diabetes gestacional
Hipertrigliceride mia Sindrome de ovarios poliquisticos.

Fartores dietéticas
Ambiente utering
Inflarnacion

Tabla 1. Factores de riesgo para la DM2. (Velasco B, et al 2014).
1.1.5.3.- Diabetes Gestacional.

Se diagnostica por primera vez durante el embarazo, generalmente durante el
segundo trimestre. La placenta produce varias hormonas que se oponen al efecto
de la insulina y producen un incremento en los niveles de glucosa. Factores de
riesgo: Historia personal de diabetes gestacional. Se considera el predictor mas
agudo para DMG, aumentando el riesgo en un 33-50 % y si se suma un segundo
factor de riesgo este aumenta aln mas, historia familiar en primer grado de diabetes
mellitus; La edad materna (> 25 afos); Exceso de peso previo al embarazo (IMC >
25); Paridad (multigestante: mayor o igual a 3 hijos previos).

1.1.5.3.1 Complicaciones materno—fetales.

e Malformaciones:

Se presentan en los hijos de madres con diabetes preestablecida, que
presentaron hiperglicemias en el periodo critico de la organogénesis, 5 a 8
semanas después del ultimo periodo menstrual. Niveles de HbAlc < 9 % se
relacionan con abortos espontaneos en 12 % y malformaciones en 3 %; si los
valores aumentan a mas de 14 % la frecuencia de aborto espontaneo es 37 %y
de malformaciones es 40 %. Si la HbAlc es < 7 % la probabilidad que se
produzcan malformaciones mayores no llega a 2 %.

e Muerte fetal intrauterina: Ocurre mas a menudo en las Ultimas 4 a 8 semanas del
embarazo en pacientes con inadecuado control de la glicemia, (principalmente
glicemia en ayunas > 105 mg/d|.

e Macrosomia: es la complicacibn mas frecuente, definida como un peso por
encima de 4000 gramos al nacer. Ocurre en un 20- 35 % de las diabéticas
embarazadas.

Neonato hijo de madre diabética: El hijo de madre diabética en un futuro tendra
mayor incidencia de obesidad, intolerancia a la glucosa, diabetes en la
adolescencia tardia y la adultez joven. (Campo, M, Posada, G.2008).
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1.1.6 Complicaciones agudas.

COMPLICACIONES AGUDAS

) P 2 N -
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Figura 5. Complicaciones agudas. (Guia de practicas de las complicaciones
agudas de la diabetes.2017).
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1.1.6.1 Hipoglucemia.

Puede definirse como una concentracion de glucosa en sangre venosa inferior a 60
mg/dl o capilar inferior a 50 mg/dl. Constituye la complicacion mas frecuentemente
asociada al tratamiento farmacolégico de la DM. Cualquier persona en tratamiento
con hipoglucemiantes orales o insulina puede sufrirla, aunque ocurre con mayor
frecuencia en pacientes que siguen tratamiento intensivo con insulina. Los sintomas
y signos clinicos, de la hipoglucemia se dividen en (Mediavilla, J J. 2001).

Hipoglucemia leve.

El paciente percibe sintomas relacionados con la activacién de los mecanismos
adrenérgicos (ansiedad, inquietud, taquicardia, palpitaciones, temblores) o con los
efectos de la hipoglucemia en el sistema nervioso (menor capacidad de
concentracion, mareo, hambre, vision borrosa).

Hipoglucemia moderada.

El estado neuroldgico del paciente presenta un deterioro evidente de la funcion
motora, confusién o una conducta inadecuada pero el paciente continGa teniendo el
grado de alerta suficiente para aplicar un auto tratamiento.

Hipoglucemia grave.

Es un episodio de hipoglucemia que da lugar a un coma, a crisis convulsivas o0 a un
deterioro neuroldgico lo suficientemente importante como para que el paciente no
sea capaz de aplicar un autotratamiento o necesite ser atendido por otra persona.
Complicaciones:

Las principales complicaciones de la hipoglucemia son: 1) El desencadenamiento
de un sindrome de hiperglucemia (efecto Somogy). 2) Accidentes cardiovasculares
agudos o cerebrovasculares. 3) Aparicion de encefalopatia hipoglucemia o dafio
permanente en la corteza cerebral como consecuencia de episodios repetidos de
hipoglucemias graves. (Mediavilla, J J. 2001).
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1.1.6.2 Hiperglucemia.

En la diabetes mellitus, la hiperglucemia que causa complicaciones metabdlicas
agudas es resultante del déficit absoluto o relativo de insulina. Este déficit puede
desembocar en que los pacientes diabéticos presenten un cuadro de cetoacidosis
diabética o un sindrome hiperglucémico hiperosmolar, un tercio de los pacientes
presentan una mezcla de las dos situaciones. (Mediavilla, J J. 2001).

1.1.6.2.1 Cetoacidosis diabética.

Es la complicacién metabdlica aguda propia de la diabetes mellitus tipo 1, aunque
también la podemos encontrar en la diabetes tipo 2 en situaciones de estrés. Se
produce como consecuencia de un déficit relativo o absoluto de insulina que cursa
con hiperglucemia generalmente superior a 300 mg/dl. acidosis con pH inferior a
7,3 0 bicarbonato sérico inferior a 15 meq/I. (Mediavilla, J J. 2001).

Los cuerpos ceténicos pueden aparecer en la orina (cetonuria) antes de que se
muestre un aumento significativo de los mismos en la sangre. (Mediavilla, J J. 2001).

Esta patologia suele ser secundaria a un déficit de los efectos de la insulina, lo que
estimula la elevacion de las hormonas contrarreguladoras como son el glucagon,
las catecolaminas, el cortisol. Estas condiciones favorecen procesos catabdlicos
(protedlisis, glucogendlisis y lipdlisis) liberando acidos grasos libres en grandes
cantidades, los cuales son usados para producir energia, sin embargo, una parte
considerable se metaboliza hacia cuerpos cetonicos, los cuales se acumulan
facilmente. De esta manera, las proteinas y el glucégeno obtenidos se catabolizan
hacia la obtencién de glucosa, promoviendo un descontrol mayor. Este conjunto de
alteraciones llevard al paciente a presentar deshidratacion, acidosis metabdlica,
hiperglucemia. (Dafino, M C, Reyes D C, et al. 2017).

1.1.6.2.2 Estado Hiperosmolar Hiperglucémico.

Se caracteriza por alteraciones en el estado de conciencia, las cuales son
provocadas por una hiperglucemia significativa, acompafiada de hiperosmolaridad
y deshidratacion grave, en donde puede aparecer o no, cetoacidosis, la cual suele
ser leve. Dentro de la fisiopatologia podemos observar que existe una produccién
suficiente de insulina para evitar la lipélisis, pero es ineficaz en la detencién de la
produccion hepética y la utilizacion periférica de glucosa, generando hiperglucemia,
con niveles mayores a los de una cetoacidosis diabética, esto propicia la aparicién
de la diuresis osmoética condicionando deshidratacion con una pérdida de 8 a 12
litros aproximadamente, con una pérdida del 20-25% del peso corporal. Dentro de
los criterios diagndésticos podemos encontrar: Niveles plasmaticos de glucosa > 600
mg/dl, pH arterial >7.3, Bicarbonato > 18 mEg/L. (Dafino, M C, Reyes D C, et al.
2017).
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1.1.7 Complicaciones Cronicas.

Las complicaciones crénicas de la diabetes se clasifican en: a) macrovasculares
(equivalente a arteriosclerosis), que son las que afectan a las arterias en general
produciendo enfermedad cardiaca coronaria, cerebrovascular y vascular periférica;
b) microvasculares, que incluiria la retinopatia, nefropatia y neuropatia, y c) el pie
diabético, que apareceria como consecuencia de la neuropatia y/o de la afeccién
vascular de origen macroangiopatico. (Mediavilla, J J. 2001).

1.1.7.1 Retinopatia.

Para que se presente esta condicidn, existen factores de riesgo que son: Tiempo de
evolucion de Diabetes y control glucémico. Un mal apego al tratamiento e
Hipertension arterial y por dltimo niveles elevados de lipidos en sangre La
hiperglucemia dafa de forma definitiva el endotelio ocular mediante: Un Incremento
en la concentracién de la glucosa intracelular, un aumento en el proceso de
glicosilacion no enzimatica y un aumento del estrés oxidativo debido a la
glicosilacién y autooxidacion de la glucosa. (Zenteno, | E, Dafiino, M C. et al. 2018).

1.1.7.2 Nefropatia diabética.

La clasificacion mas utilizada para la Nefropatia diabética es la de Mongensen.

Estadio 1 - Hiperfiltracibn y Renomegalia, estadio 2 - Lesiones glomerulares
tempranas se presenta de dos a cinco afios después del diagndstico, estadio 3 - Se
caracteriza por el inicio de la microalbuminuria, estadio 4 - Nefropatia clinica
Aproximadamente un 30% a 40% de los pacientes llega a este estadio. Es
caracterizado por proteinuria, severa hipertension arterial, estadio 5 - Falla renal
terminal Se presenta en 35% de los pacientes. (Serna, L M, Pineda, N, et al. 2009).

1.1.7.2.1 Fisiopatologia.

Las primeras alteraciones encontradas en los pacientes con Nefropatia diabética
son: 1) Microalbuminuria, 2) Hiperfiltracién glomerular, lo que implica engrosamiento
de la membrana basal glomerular, hipertrofia tubular. 3) Expansion de la matriz
mesangial, posiblemente como mecanismo compensatorio para prevenir la pérdida
urinaria de agua y electrolitos (Serna, L M, Pineda, N, et al. 2009).

1.1.7.3 Neuropatia diabética.

Las neuropatias diabéticas son un conjunto de trastornos nerviosos causados por
la diabetes. Con el tiempo, las personas con diabetes pueden desarrollar dafio de
los nervios en todo el cuerpo. Algunas personas con dafio nervioso no presentan
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sintomas, mientras que otras pueden presentar sintomas tales como: Dolor,
hormigueo o adormecimiento y pérdida de sensacion en las manos, brazos, piernas

y pies.

Los problemas de los nervios pueden presentarse en cualquier sistema de 6rganos,
incluidos el tracto digestivo, el corazén y los 6rganos sexuales.

La neuropatia diabética se clasifica en periférica, autbnoma, proximal o focal. Cada
una afecta de varias maneras a diferentes partes del cuerpo.

« La neuropatia periférica, el tipo mas comun de neuropatia diabética, causa dolor
o pérdida de sensacion en los dedos del pie, en los pies, las piernas, las manos
y los brazos.

« La neuropatia autbnoma causa cambios en funciones digestivas, intestinales y
vesicales, en la respuesta sexual y en la transpiracion. También puede afectar
los nervios asociados con el corazén y aquellos que controlan la presion arterial,
asi como los nervios en los pulmones y los ojos.

« La neuropatia proximal causa dolor en los muslos, caderas y produce debilidad
en las piernas.

« La neuropatia focal ocasiona el debilitamiento repentino de un nervio o un grupo
de nervios, causando debilidad muscular o dolor. Cualquier nervio en el cuerpo
puede verse afectado.

(Neuropatias diabéticas: el dafio de los nervios NHI.2019).

1.1.8. Estrés oxidativo.

El dafio o estrés oxidativo se ha definido como la exposicion de la materia viva a
diversas fuentes que producen una ruptura del equilibrio que debe existir entre las
sustancias o factores prooxidantes y los mecanismos antioxidantes encargados de
eliminar dichas especies quimicas, ya sea por un déficit de estas defensas o por un
incremento exagerado de la produccion de especies reactivas del oxigeno. (Vifia, J,
Vento, M. 1999).

1.1.9. Radicales libres.

Se considera radical libre (RL) o especie reactiva de oxigeno (ERO) aquella
molécula que en su estructura atbmica presenta un electrén desapareado o impar
en el orbital externo, dandole una configuracién que genera una alta inestabilidad.

En la molécula de oxigeno se conocen las siguientes especies reactivas: 1) O,
Anidn super oxido. 2) H202 Perdxido de Hidroégeno. 3) OH: radical hidroxido.4) O2
Oxigeno singulete. Un pro-radical libre Son sustancias que no siendo radicales
libres, al contacto con otra especie quimica o por su alta inestabilidad quimica,
tienen la posibilidad de convertirse o generar radicales libres (Gutiérrez, J. 2006).
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El oxigeno, es fuente de radicales libres, que si no se neutralizan de forma adecuada
pueden tener efectos sobre la funcion celular. (Mayor, R. 2010).

1.1.9.1. Fuentes de radicales libres In vivo.

e Respiracion mitocondrial que comprende la reduccion coordinada mediante
cuatro electrones del oxigeno a agua, siendo la donacién de los electrones
realizada por el NADH o succinato de los complejos | y Il respectivamente de
la cadena de transporte de electrones mitocondrial. Aparentemente, el
sistema de transporte mitocondrial no es perfecto y se producen iones
superoxido cuya dismutacion enzimatica conduce a la formacién de
hidroperoxido. (Vifia, J, Vento, M. 1999).

e Oxidacion peroximal de los acidos grasos que genera hidroperéxido como
subproducto.

e Enzimas Microsomales citocromo P450 encargados de metabolizar
productos xenobidticos, generalmente de origen vegetal o0 medicamentos,
reducen habitualmente el oxigeno a superoéxido.

e Actividad de las células fagocitarias durante su ataque a gérmenes
patdgenos que produce una mezcla de oxidantes y radicales libres
incluyendo superoxido, hidroperéxido, peroxinitritos e hipoclorito. (Vifia, J,
Vento, M. 1999).

También se producen radicales libres por la administracion de paracetamol. Algunos
agentes externos como son el humo de cigarrillos, radiaciones ionizantes y la luz
solar. Una dieta hipercaldrica, una dieta insuficiente en antioxidantes, Procesos
inflamatorios y traumatismos y ejercicio extenuante son factores que también
producen radicales libres. (Venéreo, J R. 2002).

En 1954 |la Doctora Rebeca Gerschman sugirié por primera vez que las ERO eran
agentes toxicos y generadores de patologias, estableciendo tres postulados
basicos: 1. Los RL constituyen un mecanismo molecular comun de dafio cuando los
animales son sometidos a altas presiones de oxigeno y a radicales ionizantes. 2. El
desequilibrio entre oxidantes y antioxidantes producian los efectos téxicos. 3. La
produccién de RL es un fendmeno continuo con implicaciones en el envejecimiento
y la carcinogénesis. (Mayor, R. 2010).
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1.1.9.2 Radicales libres derivados del oxigeno.

En la mayoria de las células aerobias, mas del 90% del oxigeno consumido por ellas
es reducido a agua por el mecanismo respiratorio mitocondrial, en cuya etapa final
4 electrones y 4 protones (iones hidrégeno) son transferidos casi simultdneamente
a una molécula de oxigeno.

(02+4H++4e+_)2H20)

Pequefias cantidades de oxigeno pueden ser metabolizadas por otras vias, de las
cuales nos interesa sefialar la reduccion univalente o0 monovalente. En estos casos
la molécula de oxigeno acepta un electron por vez, dando origen a un grupo de
compuestos intermediarios que constituyen los radicales libres derivados del
oxigeno. (Korc, I, Bidegain, M, et al.1995).

1.1.9.3. Anidn superoxido.

El superdxido se genera en la mayoria de las células aerobias por transferencia de
un electrén al oxigeno molecular como producto colateral del transporte electrénico.
Los macréfagos pueden generar superoxido durante los procesos inflamatorios por
activacion de la NADPH oxidasa de sus membranas plasmaticas, el que es utilizado
para destruir determinadas cepas bacterianas. Algunas reacciones de auto
oxidacion como la de la hemoglobina, del citocromo P450, de las catecolaminas.
La segunda etapa de la reduccién univalente del oxigeno es la formaciéon de
perdoxido de hidrégeno (H,0,), que puede originarse a partir del superéxido en la
reaccion de dismutacion catalizada por el superéxido dismutasa. Esta reaccién
permite la eliminacion del superdxido con formacion de perdxido de hidrégeno y
oxigeno. Sefalado el (H,0,) no es un radical libre. Es, sin embargo, un oxidante
toxico para las células, cuya incubacién con este compuesto puede lesionar el ADN,
ocasionar la ruptura de membranas, o liberar iones calcio activando las enzimas
proteoliticas dependientes de este ion. El (H,0,) atraviesa facilmente las
membranas y accede a toda la célula. Su toxicidad local depende de la presencia
de enzimas tales como la catalasa y el glutatién Peroxidasa que lo destruyen. (Korc,
[, Bidegain, M, et al.1995).

SOD

0;+0;+2H*— H,0,+0,

1.1.9.4 Radical hidroxilo.

El radical hidroxilo (OH* ), tiene una vida media muy corta (1 nanosegundo), lo que
permite actuar unicamente en el lugar de su formacion o en su proximidad. Cuando
este radical se genera cerca de las membranas biol6gicas, puede atacar los acidos
grasos de los fosfolipidos que las constituyen, preferentemente los polinsaturados
como por ejemplo el acido araquidénico. Se constituye una reaccién en cadena en
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que un OH® puede dar lugar a que cientos de moléculas de acidos grasos se
conviertan en lipohidroperdxidos cuya acumulacion desorganiza la funcién de la
membrana, pudiendo incluso llegar a destruirla. Ademas, los lipohidroperoxidos se
pueden descomponer en una serie de productos citotoxicos, siendo los aldehidos
los mas perjudiciales.

La formacién del radical hidroxilo depende de una reaccién catalizada por iones de
metales de transicion (hierro, cobre), siendo los iones hierro, aparentemente, los
mas probables promotores de las reacciones de los radicales libres. En la reaccion
de Fenton, el ion ferroso reacciona con el peroxido de hidrégeno dando lugar a la
formacion del radical hidroxilo que es muy reactivo e interactia rapidamente con el
ADN, las proteinas y los Lipidos. (Korc, |, Bidegain, M, et al.1995).

Fe?*+ H,0, — Fe3*+-OH + OH™

Reaccion de Fenton (1).

El ion férrico reacciona con el superdoxido como se indica.

Fe3t* + 0, — Fe?* +0,
Reaccion (2).

En su conjunto las reacciones (1) y (2) son conocidas como reaccion de Haber-
Weiss. Siendo el resultado neto de ambas representado en:

OE + H202 — °OH + OH™ + 02

Todas las reacciones que generan anion superoxido, debido a la reaccion de
dismutacion también forman H,0,. Habiendo flujo continuo de anion superodxido.
Este puede reaccionar con el perdxido de hidrégeno para generar el *OH que de
este modo se iria formando durante el metabolismo oxidativo normal.

1.1.9.5 Especies reactivas del nitrogeno ERN.

El representante mas sobresaliente de las ERN es el 6xido nitrico (« NO), Este es
sintetizado a partir de la arginina por la enzima 6xido nitrico sintasa en las células
endoteliales, los neutréfilos, las neuronas y las microglias. A pesar de sus multiples
funciones fisiologicas (vasodilatacion, prevencion de la agregacion plaquetaria,
neurotransmision etc.), el 6xido nitrico es muy téxico, dado que puede aumentar la
toxicidad del superoxido al reaccionar con él. (Korc, 1, et al-. 1995).
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Bajo ciertas condiciones el * NO puede ser convertido a otras ERN, tales como el
cation nitrosonium (NO+), anion nitroxilo (NO-), peroxinitrito (ONOO-) y el dioxido
de nitrégeno (NO2). (Maldonado, O, et al. 2010).

1.1.10 Radicales libres y diabetes.

Diversos estudios muestran que el equilibrio entre oxidantes y antioxidantes se ve
alterado en los sujetos diabéticos, ya que se observa una disminucion en la actividad
de los antioxidantes y, por ende, el aumento de especies reactivas. Los radicales
libres presentes en los sujetos diabéticos se asocian con la hiperglucemia crénica
gue caracteriza a esta enfermedad, pues ante un exceso de glucosa circulante se
activan varias vias metabodlicas no muy usuales en el organismo, lo que conduce a
la generacién de otros metabolitos, entre los cuales se encuentran radicales libres
del oxigeno. En la hiperglucemia, la glucosa puede reaccionar con los grupos amino
de las cadenas laterales de las proteinas para formar productos mas estables como
son los cuerpos de Amadori-glicacion no enzimatica de las proteinas séricas. Estos
compuestos pueden reducir al oxigeno para formar inicialmente radical superoxido
Se ha vinculado a los radicales libres con los niveles bajos de insulina en los
pacientes diabéticos, pues se ha demostrado que las células beta del pancreas no
son inmunes al dafio por los radicales libres. Asi que, ya instalada la enfermedad,
es posible que empeore la situacién del sujeto diabético, dado que disminuye la
secrecion de insulina en el pancreas por interferencia de los radicales libres sobre
el proceso normal de produccion y secrecion de insulina. Todas estas
caracteristicas de dafio molecular pueden contribuir a las complicaciones del
diabético. (Maldonado, O, et al. 2010).

1.1.11. Sistema de defensa antioxidante.

Las reacciones de oxidacién son esenciales en los procesos metabdlicos celulares.
Dichas reacciones involucran la transferencia de electrones que producen RL. Esta
situacion es incompatible con la vida, a menos que existan en las células
mecanismos de defensa que neutralicen los RL. A estas defensas se les denomina
antioxidantes y se considera como tal a cualquier sustancia que en concentraciones
normales posea una afinidad mayor que cualquier otra molécula para interaccionar
con un RL. Las células cuentan con una serie de mecanismos que las protegen
contra el estrés oxidativo.

RL involucrados:
e Superoxido (03).
e Peroxido de hidrégeno ( H,0O5).
e Radical hidroxilo (OH™).
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Las enzimas antioxidantes son la:
e Superdxido dismutasa (SOD). Cataliza la conversion enzimatica del OE en

H,0, a una velocidad muy superior de la conversion espontanea. Su
distribucion es amplia en el organismo, esta formada por un grupo de
enzimas metaloides: CuSOD y Zn-SOD: contienen cobre y cinc en su sitio
activo y se encuentran en el citosol y en el espacio intermembranoso
mitocondrial.

e La catalasa (CAT). Elimina el H, 0O, esta presente en la mayoria de los
organos animales sobre todo en los Peroxisomas. Es especifica del peréxido
de hidrégeno. Tiene una amplia distribucion en el organismo humano, alta
concentracion en higado y rifién, baja concentracién en tejido conectivo y
epitelios, practicamente nula en tejido nervioso y se localiza a nivel celular:
mitocondrias, Peroxisomas, citosol, eritrocitos.

e La glutation Peroxidasa (GPX). Complementa la actividad de la catalasa en

la metabolizacion del H,0,, estando localizada predominantemente
localizadas en el citoplasma. (Venéreo, J R. 2002 ; Korc, I, et al-. 1995).

¢ La Glutation reductasa (GR): permite mantener concentraciones de GSH en
la célula no so6lo para ser utilizado por la GPx en la eliminacion del H202.
(Cisneros, E. 1995).

e La Glutation transferasa (GST): su actividad primaria es la transferencia y
union de glutation reducido a compuestos no polares que contienen un atomo
de carbono, nitrdgeno o azufre electrofilico. (Ortega, R. 2015).

1.1.11.1 Antioxidantes de tipo no enziméaticos.

El sistema de antioxidantes no enzimatico esta determinado por una serie de
compuestos llamados depuradores de radicales libres, los cuales intervienen al
retrasar la produccion y accion de los radicales libres. Dichos compuestos son un
conjunto de moléculas tanto hidréfobas como hidrofilicas que tienen como funcioén;
capturar RL y generar moléculas menos nocivas para la célula, mediante la adicién
de un electrén al RL con el objetivo de estabilizarlo. (Constanza, L y Mufioz, M,
2012).

Algunos antioxidantes no enzimaticos de las células son, los bioflavonoides, la
vitamina E (alfa tocoferol), la vitamina C (&cido ascorbico), la vitamina A, los
carotenoides, acetil-L- carnitina, selenio, vitamina B.Las vitaminas C y E, los
carotenoides, el selenio, los flavonoides son las moléculas quimicas antioxidantes
mas conocidas (Constanza, L y Mufioz, M, 2012).
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1.1.11.2 Flavonoides.

Depuran compuestos de radicales libres (anion superdxido y el oxigeno singulete)
asi como iones de metales. Los flavonoides son compuestos fendlicos
constituyentes de la parte no energética de la dieta humana. Se encuentran en
vegetales, semillas, frutas. (Martinez, S, et al. 2002). Son pigmentos amarillos
naturales con propiedades antioxidantes potentes. Pertenecen al grupo de los
metabolitos secundarios de las plantas. Las flavonas son un subgrupo de los
flavonoides. Tienen propiedades y beneficios medicinales, sirviendo como
complemento nutricional para proteger el organismo contra los radicales libres y la
inflamacion. (Flavonas 2017).

El valor medio de ingesta de flavonoides se estima como 23 mg/dia, siendo la
guercetina el predominante con un valor medio de 16 mg/dia. En un principio, fueron
consideradas sustancias sin accion benéfica para la salud humana, pero mas tarde
se demostraron multiples efectos positivos debido a su accion antioxidante y
eliminadora de radicales libre. Los flavonoides contienen en su estructura quimica
un numero variable de grupos hidroxilo fendlicos y excelentes propiedades de
quelacion del hierro y otros metales de transicion, lo que les confiere una gran
capacidad antioxidante, por ello, desempefian un papel esencial en la proteccion
frente a los fenébmenos de dafo oxidativo, y tienen efectos terapéuticos en un
elevado numero de patologias, incluyendo la cardiopatia isquémica, la
aterosclerosis. Sus propiedades anti radicales libres se dirigen fundamentalmente
hacia los radicales hidroxilos y superéxido, especies altamente reactivas implicadas
en el inicio de la cadena de Peroxidacion lipidica, y se ha descrito su capacidad de
modificar la sintesis de eicosanoides (con respuestas anti-prostanoide Yy
antinflamatoria), de prevenir la agregacion plaquetaria (efectos antitrombaticos) y
de proteger a las lipoproteinas de baja densidad de la oxidacién (prevencion de la
placa de ateroma). (Martinez, S, et al. 2002).

1.1.11.3 Estructura quimica.

La estructura quimica bésica de los flavonoides consiste en un esqueleto carbonado
C6-C3-C6, donde los componentes C6 son anillos aromaticos unidos por tres
atomos de carbono que pueden formar o no un tercer anillo pirano o pirona (anillos
A-C). Las distintas clases de flavonoides se diferencian en la concentracién de
saturacion y en los sustituyentes del anillo C (fig. 6), mientras que los compuestos
individuales, dentro de cada uno de estos grupos, se distinguen por la diferente
sustitucion de los anillos A y B. (Alvarez, E, et al. 2002).
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Figura 6. Estructura quimica de los flavonoides (Alvarez, E, et al. 2002).

La presencia de grupos hidroxilos aromaticos, que son relativamente reactivos,
permite el establecimiento de puentes de hidrégeno o uniones covalentes y la

posibilidad de formar complejos con iones metalicos como el cobre (Cu?*) y el

hierro (Fe?*). Esto dltimo limita la actividad de estos iones para interactuar con
proteinas, para hacerlo con moléculas mas simples tales como radicales o intervenir
en reacciones de oxidacion y reduccion. (Alvarez, E, et al. 2002).

1.1.11.4 Propiedades de las flavonas para la salud humana.

= Protectoras del sistema cardiovascular.

= Neuro protectoras.

= Anticancerosas.

= Antiinflamatorias.

Hay evidencias que el consumo de flavonas puede proteger contra enfermedades
cardiovasculares y neuropatolégicas. Si bien los datos de los estudios estan
basados en experimentos con cultivos de neuronas in vitro, los resultados indican
qgue las flavonas tienen propiedades antioxidantes neuronales, probandose en
modelos de Parkinson e isquemia cerebral focal. Pero no hay estudios que
profundicen con grupos de personas con estas patologias por lo que se desconoce
si podrian tener los mismos beneficios que otros flavonoides como las isoflavonas
y las antocianinas (Flavonas 2017).
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1.1.11.5 Mecanismos antioxidantes de los flavonoides.

Pueden unirse a los polimeros bioldgicos, tales como enzimas, transportadores de
hormonas, y ADN; quelar iones metalicos transitorios, tales como Fe?*, Cu?*, Zn2",
catalizar el transporte de electrones, y depurar radicales libres. Debido a este hecho
se han descrito efectos protectores en patologias tales como diabetes mellitus,
cancer, cardiopatias, infecciones viricas, Ulcera estomacal y duodenal, e
inflamaciones (Martinez, S, et al. 2002).

Se ha podido conocer que también inhiben enzimas involucradas indirectamente en
los procesos oxidativos, como la fosfolipasa A2 (FLA2), al mismo tiempo que
estimulan otras con reconocidas propiedades antioxidantes, la catalasa (CAT) y la
superéxido dismutasa (SOD). De esta forma los flavonoides interfieren en las
reacciones de propagacion de RL y en la formacion del radical en si. Casi todos los
resultados coinciden en que los flavonoides con sustituyentes dihidroxilicos en
posiciones 3'y 4' en el anillo B se muestran mas activos como antioxidantes y que
este efecto es potenciado por la presencia de un doble enlace entre los carbonos 2
y 3, un grupo OH libre en la posicion 3 y un grupo carbonilo en la posicion 4. (Pérez,
G. 2003).

1.1.11.6 Tipos y fuentes de flavonoides.

Los flavonoides se encuentran también en extractos de plantas como arandano,
gingko biloba, cardo, mariano o crataegus. Los flavonoides se ubican principalmente
en las hojas y en el exterior de las plantas, apareciendo sélo rastros de ellos en las
partes de la planta por encima de la superficie del suelo. Se han identificado méas
de 5.000 flavonoides, entre los que se pueden destacar: 1. Citroflavonoides:
guercetina, hesperidina, rutina, naranjina y limoneno. La quercetina es un flavonoide
amarillo-verdoso presente en cebollas, manzanas, brocolis, cerezas, uvas o repollo
rojo. La hesperidina se encuentra en los hollejos de las naranjas y limones. La
naranjina da el sabor amargo a frutas como la naranja, limény toronja, y el limoneno.
2. Flavonoides de la soja o isoflavonoides: estan presentes en los alimentos con
soja. Los dos mas conocidos son la genisteina y la daidzeina. 3. Proantocianidinas
se localizan en las semillas de uva, vino tinto y extracto de corteza del pino marino.
4. Antocianidinas: son pigmentos vegetales responsables de los colores rojo y rojo-
azulado de las cerezas. 5. Acido elagico: es un flavonoide que se encuentra en
frutas como la uva y en verduras. 6. Catequina: el té verde y negro son buenas
fuentes. 7. Kaemferol: aparece en puerros, brdcolis, rabano, y remolacha roja.
(Martinez, S, et al. 2002).

Vitamina E: Esta constituida por varios tipos de compuestos naturales, de los cuales
el alfa tocoferol es la que posee la mayor actividad biolégica (antioxidante y
estabilidad de las membranas). Representa la principal defensa contra el dafio
oxidativo de la membrana en los tejidos humanos. Captura los radicales libres
hidroxilos, neutraliza los peroxidos. (Alvarez, R. 2013).
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Vitamina C: Es un antioxidante hidrosoluble con un alto poder reductor Se encuentra
a nivel intra y extracelular en la forma de ascorbato, actla directamente sobre los
radicales superoxidos, hidroxilo, especies del nitrogeno en medios acuosos y
algunos hidroperoxidos lipidicos. Algunos ejemplos por mencionar solo algunos
estan las acelgas, tomates (licopeno), todos los citricos (limén, naranja, mandarina),
ademas kiwi, fresa, guayaba. (Alvarez, 2013)., (Constanza, L, Mufioz, M, et al 2012),
(Coronado, H, Salvador, M. 2015).

Los beta-carotenos o provitamina A: Son precursores metabalicos de la vitamina
A. constituyen pigmentos de las plantas color amarillo, naranja y rojo y una vez
ingeridos se transforman en el higado y en el intestino delgado en vitamina A, se
ha demostrado su papel en la prevencion de las cataratas y en su efecto
beneficioso en procesos inflamatorios y en los relacionados con el envejecimiento
(Alvarez, R. 2013).

Licopeno: Es un antioxidante de la familia de los carotenoides, su pigmento es de
color rojo. Supresor biolégico del oxigeno singulete, despareado, para destruir a
los radicales libres. (Alvarez, R. 2013).
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Figura 7. Interaccion entre radicales libres y antioxidantes. (Coronado, H,
Salvador, M. 2015).
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1.1.12 Antioxidantes de tipo enzimatico.

1.1.12.1 Superéxido dismutasa.

El radical anion superoxido OE una de las primeras especies generadas por
diversos sistemas celulares. Este radical es altamente toxico por si mismo, sobre
todo porque dafa a las proteinas que contienen centros Fe-S, sin embargo, también
puede ser el generador de otras especies reactivas aun mas toéxicas que él mismo.

La superdxido dismutasa (SOD) es la enzima encargada de transformar esta
especie reactiva en una de menor toxicidad. El descubrimiento de la actividad de la
SOD fue reportado en 1969 por McCord y Fridovich, aunque la proteina ya habia
sido descubierta 30 afios antes por Mann y Keilin, quienes reportaron el aislamiento
y purificacion a partir de muestras de sangre e higado bovino de una proteina que
contenia cobre y cuya actividad desconocian (Gomez, L E, Cuevas, D B. 2007).

1.1.12.2 La familia de las SOD.

Las SOD son una familia de enzimas que catalizan eficazmente la dismutacién del
05, como se observa en la siguiente reaccion:

20; + 2H* — H,0, +0,

Esta familia estad formada por tres miembros, los cuales se ubican en lugares
claramente especificos, dos dentro de la célula y uno extracelular.

I. La primera enzima es una SOD que tiene en su centro catalitico un cobre y
un zinc (SOD1 o Cu/Zn-SOD) y se ubica en el citoplasma; el nucleo, en la
membrana externa de la mitocondria.

Il.  Lasegunda enzima esta ubicada cerca de la membrana interna mitocondrial.
Esta es una SOD que une manganeso en su centro catalitico (SOD2 o
MnSOD).

lll. Latercera enzima, la cual se localiza fuera de la célula y esta asociada a la
matriz extracelular. Al igual que la primera SOD, ésta tiene asociado un cobre
y un zinc (SOD3 o EC-SOD).

Si bien las tres realizan la misma actividad catalitica, guardan grandes diferencias
en cuanto a su estructura y organizaciéon. (Gémez, L E, Cuevas, D B. 2007).
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SOD1.

La SOD1 o Cu/ZnSOD se encuentra en el citoplasma, nucleo, peroxisomas, y en la
membrana externa mitocondrial. La enzima es un homodimero de 32KDa con Cu y
un Zn por cada subunidad de 153 aminoacidos. Solo el cobre tiene importancia
catalitica, mientras que el Zn confiere estabilidad a la estructura proteinica. El gen
de la SOD1 se ubica en el humano en el cromosoma 21. Es inducida por estimulos
mecanicos, quimicos y biolégicos como el choque térmico, radiaciones ultravioletas
(UV), metales pesados y por supuesto, el estrés oxidativo. EI O, puede dismutar

espontaneamente a O, y H,0,. El gen que codifica para la SOD1 se localiza en el
locus 21g22.1. Las mutaciones descritas para este gen, pueden producir la
disminucién de la actividad de la enzima, dando lugar a la acumulacién téxica del
03, como es el caso de la sustitucion de un residuo de glicina por una alanina, en
la posicién 93 del gen que se cree que causa la disociacion del Zn del sitio activo,
reduciendo asi la actividad catalitica de la enzima otros tipos de mutaciones se
describe que la proteina gana en una funcién toxica, produciendo un exceso de
peroxido de hidrégeno, con su posterior transformacién al radical hidroxilo en
presencia de iones ferroso. Las células que no expresan SOD1, no pueden eliminar
eficientemente el O, ; aunque este anién por si mismo no es muy toxico, puede
reaccionar rapidamente con otros radicales y en presencia de metales dar lugar al
radical hidroxilo (OH™.), especie reactiva altamente téxica. (Castillo, Y, 2014).

SOD1 en la esclerosis lateral amiotrofica familiar. En esta enfermedad
neurodegenerativa se afectan predominantemente las neuronas motoras de la
corteza cerebral, de la médula y el tallo cerebral. Estas afectaciones provocan
pardlisis, depresion respiratoria y finalmente la muerte. Se considera que el gen
SOD1, es uno de los mas importantes en la patogénesis de este trastorno. Se
reporta que las mutaciones en este gen son las responsables del 12-23 % de todos
los casos. (Castillo, Y,.2014).

SOD2.

La mitocondria es, sin duda alguna, el organelo celular sometido a mayor estrés
Oxidativo, puesto que se estima que alrededor de 4 a 5% de los electrones
transportados por la cadena respiratoria son desviados para producir O; . Por ello,
resulta vital la presencia de la SOD2 dentro de la mitocondria. La SOD2 o MnSOD,
aunqgue se localiza en la mitocondria, esta codificada en el nacleo, por lo que su
expresion esta regulada, en gran parte, por el estado redox de la mitocondria. Lo
anterior sugiere que existe una respuesta adaptativa al desequilibrio oxidativo
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mitocondrial. El gen sod2 esta situado en el humano en el cromosoma 6.
La enzima es un homotetramero con un peso de 22kDa por subunidad, y posee un
Mn*3por monémero. (Gémez, L E, Cuevas, D B. 2007).

SOD3.

Es la Unica proteina extracelular que puede eliminar el O; . Es una proteina de casi
135 kDa y 2 aminoacidos que contenia un atomo de cobre y uno de Zn por
subunidad. A diferencia de las otras SOD, la SOD3 presenta una glucosilacion en
la Asn 89. La SOD3 esta presente en la matriz extracelular, principalmente unida a
la heparina y a las fibras de colageno tipo | de la mayor parte de los tejidos. También
se ha encontrado en el plasma y en el fluido linfatico y cefalorraquideo; la
concentracion de SOD3 en la matriz extracelular es 20 veces superior a la presente
en el plasma. (Gébmez, L E, Cuevas, D B. 2007).

La enzima puede dividirse estructuralmente en tres dominios funcionales:

1. La region amino terminal (residuos 1 a 95), la cual contiene el sitio de
glucosilacion, 'y contribuye a la solubiidad de la enzima.

H_M

Funcion Ietramerizacion

de fa region

Figura 8. Relacién estructura-funcion de la SOD 3. (Gémez, L E, Cuevas, D B.
2007).

2. La region intermedia (residuos 96 a 193), que contiene al centro catalitico y
exhibe una fuerte homologia con la SOD1.

3. Laregion carboxilo terminal (residuos de 194 a 222), que contiene una secuencia
de nueve aminoacidos con carga positiva (3 lisinas y 6 argininas) que le otorga
afinidad por la heparina y el sulfato de hiparan, permitiéndole la localizacion
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extracelular y en la matriz extracelular, este dominio se conoce como dominio
carboxilo terminal de union a heparina (DUH).

Existen tres fracciones, una que no tiene afinidad por la heparina (fraccion A), otra
con afinidad débil (fracciébn B) y una mas con afinidad muy fuerte (fraccion C). La
mayor parte de la SOD3 que existe en los tejidos es del tipo C.

Mewal en PES Ubicacian del

MNombre Ubicacién centro o gen on Caracteristicas
catalitico KDa humanos
S0, Citoplasma, Cuy 32 Cromosoma 21 Simero, 153
CuZnS0O0D nacleo, peroxi- Zn aminoacidas por
50Mas v o la unidad

membrana ex-
terna dela
mitocondria

SQD2, Memlbrana in- Mn 29 Cromosoma & Hometetramero
MnSOD terna de la mi-

tocondria
S0OD3, Extracelular Cuy 135 Cromesoma 4 Glucoproteina
ECSOD asociada a hepa- Zn tetmmeérica

rina, sangre,
CALTE OLros

Tabla 2. ubicacidén y caracteristicas de la SOD. (Gomez, L E, Cuevas, D B.
2007).

1.1.12.3 Reaccion catalitica de las SOD.

El O5 generado en la mitocondria o en otros sistemas es convertido por las SOD.

En H,0,, el cual a su vez también es convertido en H,O por la catalasa o por la
Glutation Peroxidasa GPx.
La reaccion enzimatica (20; + 2H* — H,0, + 0,), es llevada a cabo por la SOD.

(Gémez, L E, Cuevas, D B. 2007).

SOD y enfermedades genéticas Las mutaciones que pueden estar presentes en
el gen SOD1, se han abordado fundamentalmente en el sindrome Down, donde el
gen puede estar sobre expresado, y en la forma familiar de la esclerosis lateral
amiotréfica familiar, donde varias mutaciones en el gen SOD1 son agravantes de la
patogénesis de esta enfermedad. (Gomez, L E, Cuevas, D B. 2007).
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1.1.13. Glutatién Peroxidasa.

La alteracion de la actividad de la GPX provoca un aumento de los niveles de H,0,
y de lipoperoxidos, lo que puede ser fatal para la célula y ain mas para el organismo,
razon por la cual, esta alteracion se encuentra implicada en un sin nidmero de
enfermedades y procesos fisiologicos. Glutation Peroxidasa (GPX) es un enzima
que forma parte de un sistema antioxidante, la cual reacciona en forma efectiva
contra lipidos y otros hidroperoxidos contribuyendo a la proteccién de las células de
mamiferos contra el dafio oxidativo. A nivel del cerebro humano la GPX es la enzima
gue da cuenta de la mayor parte de la actividad enzimatica capaz de reducir H,0,.
(Cisneros, E, et al1997).

Existen al menos 3 formas de GPX seleno dependientes: una forma intracelular o
celular (GPX-c), una extracelular o plasmatica (GPx-p) y otra con actividad
especifica para los fosfolipoperéxidos (GPX-PH) que por lo general esta asociada a
la membrana y aunque su actividad es la misma, poseen diferencias estructurales.
La GPx-c tiene mayor afinidad por el H,0, que por los L-OOH, en tanto la GPx-p
tiene una afinidad semejante para los 2 sustratos. La GPX-c y la GPX-p utilizan
como sustratos los H,0, y los L-OOH; sin embargo, no son capaces de utilizar los
fosfolipoperdxidos (PHL-OOH) que son los sustratos principales para la GPx-PH.
(Cisneros, E. 1995).

La catalasa (CAT), al igual que la GPX, se encarga de eliminar el H,0,y su
localizacion celular es similar, pero sus mecanismos de regulacion son diferentes.
La GPXy la glutation reductasa (GRd) se encuentran formando parte de un sistema
antioxidante (GPX/GRd), y la CAT de otro (SOD/CAT). Se ha observado que ambos
sistemas no actlan a la par; la CAT actla en presencia de altas concentraciones de
H20:2y la GPx lo hace a concentraciones bajas, lo que demuestra una correlacion
inversa en la actividad de ambas enzimas. Ademas, algunas citoquinas como el
factor de necrosis tumoral (TNF), el interferén (IFN) y la interleucina-1 (IL-1) son
capaces de inhibir la actividad de la GPx. (Cisneros, E. 1995).
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1.1.14. Glutatién reductasa (GR).

La glutation reductasa (GR) es una flavoenzima dependiente de (NADPH) que
cataliza la reduccion del glutation oxidado (GSSG) a glutation reducido (GSH) el
cual sera utilizado por la glutation peroxidasa (GPx) para la reduccién del peréxido
de hidrogeno (H202) y de lipoperéxidos (L-OOH), los cuales son elementos toxicos.
Esta se encuentra en todos los organismos aerdbicos. (Cisneros, E. 1995).

CARACTERISTICAS QUIMICOFISICAS.

La GR es una enzima homodimérica compuesta por 2 subunidades idénticas entre
si unidas por un puente disulfuro (cis 90-cis 90'); cada subunidad contiene 478
aminoacidos, ambas subunidades presentan residuos esenciales que contribuyen
a los sitios activos y de union al glutation oxidado (GSSG). En su estructura presenta
una extension N-terminal flexible (residuos del 1-18) y 4 dominios estructurales bien
definidos:

Dominio unido al (FAD) (residuos del 19-157).

Dominio de unién al NADPH (residuos del 158-293).

Dominio central (residuos del 294-364).

Dominio de interfase (residuos del 365-478). (Cisneros, E. 1995).

PwpndPE

La GR contiene FAD y un disulfuro en su sitio activo. La reaccion catalitica requiere
de la reduccién del sitio activo por el NADPH, produciendo una semiquinona del
FAD, un radical sulfuro y un tiol. Después de la reduccion del centro activo por el
NADPH, el NADP puede ser liberado antes o después del paso catalitico que
involucra al glutation. La GR permite mantener concentraciones de GSH en la célula
no solo para ser utilizado por la GPx en la eliminacién del H202; este GSH es de
utilidad en la recuperacion de las vitaminas C (acido ascérbico) y E (alfa-tocoferol)
luego de participar en la eliminacion de radicales libres generados. EI GSH
interviene ademéas en la detoxificacibn de compuestos xenobidticos, el
almacenamiento y transporte de cisteina, la regulacion del balance redox de la
célula, el metabolismo de los leucotrienos y las prostaglandinas, la sintesis de los
desoxirribonucleétidos, la funcién inmunoldgica y la proliferacion celular. Por tanto,
la alteracién de la actividad de la GR provocara disminucién en las concentraciones
de GSH dando lugar a un aumento en los niveles de especies reactivas del oxigeno.
La alteracion de la actividad de la GR y de los niveles de GSH por esta consecuencia
se ha reportado en varios procesos patoldgicos y esta asociada con un aumento del
riesgo al estrés oxidativo. (Cisneros, E. 1995).
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Glutation
reducido (GSH)
H,0;
NADP
CICLO DE
GPx OXIDO-REDUCCION m
H.’.‘O \d
NADPH+H
Glutation
oxidado (GSSG)

Figura 9. Ciclo de Oxido-Reduccién. (Ciclo de 6xido-reduccion del glutation.
20009).

1.1.15. Glutatiéon Reducido (GSH).

El glutation (GSH) es un tripéptido que contiene un enlace peptidico inusual entre el
grupo amino de la cisteina y el grupo carboxilo de la cadena lateral de glutamato.
Es un antioxidante, y protege a las células de toxinas tales como los radicales libres.

(Pérez G, 2008).
H
un
H N H
NH;

Figura 10. Formula estructural del glutation (GSH).
(Pérez G, 2008).

El glutation se encuentra casi exclusivamente en su forma reducida, ya que
la enzima que lo revierte a partir de su forma oxidada (GSSG), la glutation
reductasa, es constitutivamente activa e inducible bajo estrés oxidativo (Pérez G,
2008).
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1.1.15.1 Biosintesis del glutation.

En la sintesis del GSH, inicialmente se unen el glutamato y la cisteina, para que al
final se adicione la glicina mediante la intervencién de la enzima gamma-glutamil-
cisteina sintetasa (gamma-GCS) y la GSH sintetasa). Por otra parte, la gamma-
glutamil-cisteina no convertida en GSH sigue una ruta alternativa, produciendo
cisteina y 5-oxoprolina; esta ultima sera convertida en glutamato via la enzima 5-
oxoprolinasa para evitar la pérdida de los aminoacidos. (Bonala, I.F, Irigonyen, M.E
et al. 2014).

S-oxoproling l

@l

Glytlamata + Clsteina ———————p y-ghtamilcisteina
(b) | —Giicina
© =
GSH

Figura 11. Sintesis del Glutation. (Bonala, I.F, Irigonyen, M.E et al. 2014).

Aunque todas las células en el cuerpo humano son capaces de sintetizar glutation,
su sintesis en el higado ha demostrado ser esencial (Pérez G, 2008).

1.1.15.2 Glutation reducido y oxidado.

La glutation reductasa es una flavoenzima dependiente de (NADPH) que cataliza la
reduccion del glutation oxidado (GSSG) a glutation reducido (GSH) el cual sera
utilizado por la glutation Peroxidasa (GPx) para la reduccién del peroxido de
hidrégeno (H,0,) y de lipoperoxidos (L-OOH) (Cisneros, E. 1995).

El glutation existe en estado reducido (GSH) y oxidado (GSSG). En estado reducido,
el grupo tiol de la cisteina es capaz de donar un equivalente de reduccion a otras
moléculas inestables. En la donacion de un electrdn, el glutation mismo llega a ser
reactivo, pero reacciona facilmente con otro glutatién reactivo para formar disulfuro
de glutation (GSSG). En las células y tejidos sanos, mas del 90% del glutation total
esta en la forma reducida (GSH) y menos del 10% en forma de disulfuro (GSSG)
(Pérez G, 2008). La forma reducida (GSH), entre el 80 al 85% se localiza en el
citosol, del 10 al 15% en la mitocondria, y una pequefia parte en el reticulo
endoplasmico. (Bonala, I.F, Irigonyen, M.E et al. 2014).
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Figura 12. Glutation oxidado y reducido (Glutatién reducido. 2018).

Mn-Superdxido
dismutasa

02'- H202

Glutne—

peroxidasa H2 O
Cu,Zn-Superoxido Glutation Disulfuro de

dismutasa

v Glutation

Glutatién reductasa

< N

NADP* NADPH

Figura 13. Esquema general de reduccion del anion superdéxido.

(Zuluaga, A, Gaviria, D.2012).

s HO+ O
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1.1.16. Glutation S transferasa.

La glutation transferasa (GST), antes conocidas por glutation S-transferasas, son
una super familia de proteinas multifuncionales. Como su nombre indica, su
actividad primaria es la transferencia y unién de glutation reducido a compuestos no
polares que contienen un atomo de carbono, nitrdgeno o azufre electrofilico. Como
consecuencia de esta funcién, contribuyen a la detoxificacion o metabolismo de
drogas, pesticidas, compuestos xenobidticos y otros productos que causan estrés
oxidativo. También intervienen en procesos de detoxificacion de agentes toxicos de
origen natural, como las toxinas de plantas y hongos filamentosos. (Ortega, R.
2015).

Las GSTs se encuentran ampliamente distribuidas en los seres vivos. Esta super
familia se divide en 4 familias distintas, segun su origen o localizacién celular:

e GSTs citosolicas.

e GSTs Mitocondriales (Se localizan principalmente en mitocondrias, pero hay
evidencias de su presencia en Peroxisomas).

e GSTs Microsomales (estan asociadas a membranas y en su mayoria, estan
involucradas en la sintesis de eicosanoides, leucotrinas y prostaglandinas,
catalizando reacciones de transferencia de GSH).

e GSTs FosA (proteinas bacterianas de resistencia a fosfomicina). (confieren
resistencia a fosfomicina. La fosfomicina es un antibiotico bactericida de
amplio espectro y efectivo frente a bacterias Gram positivas y Gram
negativas, que actia a nivel de la biosintesis del peptidoglucano de la pared
bacteriana. Existen tres mecanismos de resistencia a este antibiotico, uno
de ellos esta mediado por las enzimas GSTs FosA, que transfieren GSH a
la fosfomicina, inactivandola). (Ortega, R. 2015).

1.1.17. Tratamiento para la diabetes mellitus.

El tratamiento de la diabetes mellitus esta dirigido a aliviar los sintomas, mejorar la
calidad de vida y la prevencidbn de complicaciones agudas y crénicas. Las
estrategias de tratamiento se dividen en no farmacol6gicas como la dieta y el
ejercicio y las farmacolégicas que se dividen en medicamentos orales e insulina. La
terapia con insulina tradicionalmente utilizada en la diabetes tipo 1 ha ampliado su
uso recientemente con la indicacion en la diabetes tipo 2 que puede utilizarse sola
o combinada con medicamentos orales, con lo que pueden lograrse mejores metas
de control y conseguir los objetivos deseados. (Santa, N.M, Zacarias, R. 2002).
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Hay varios tipos de insulina disponibles. Cada uno comienza a funcionar a una
velocidad diferente, lo que se conoce como “comienzo de la accion”, y ejercen su
efecto durante tiempos diferentes, lo que se conoce como “duracion del efecto”. La
mayoria de las insulinas alcanza un pico, que es cuando tienen el efecto mas fuerte,
y luego este efecto se desvanece en el curso de algunas horas.

SAccian Insulina Inicio de accidan Eficacia maxima Efecto clinico
Lispro 15 min =0 min-1h -t h
Ultrarrapida Aspart 10 min 1-2 h s h
fanalogos)
Slulisina 5-10 min 5-10 min 5-6 h
Rapida Cristalina 20 min-1 h 2-4 h -2 h
HPH 2-4 h &6-10 h 18-20 h
Intermedia
PZI 324 h S&-12 h 18-20 h
Slargina 1-2 h Mo tiene pico de accidn 24 h
- Determir 1-Z2 h Mo tiene pico de acciaon 20 h
Prolongada (andlogos)
Litralents 4-= h 1z2-24 h 26-48 h
{degludec)

Tabla 3. Tipos de insulinay su accion. (Orlandi, N. et al. 2012, Pérez, A.et al.
2014, Diaz, O.et al.201, Costa, JE. et al.2014, Rivas, E, et al.2012).
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Diferentes formas de Imagen
usar insulina

Agujay jeringa

Auto inyector de insulina y
tipo boligrafo / -

Bomba

Inhalador

Inyector de insulina tipo
jet

Tabla 4. Diferentes formas de administrar insulina. (Insulina, medicamentos y

otros tratamientos para la diabetes NHI. 2015).
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1.1.17.1 Medicamentos para el tratamiento de la diabetes mellitus tipo 2.

La mayoria de las personas con diabetes tipo 2 comienza su tratamiento con
Metformina en tabletas, aunque también viene en presentacion liquida. La
Metformina reduce la cantidad de glucosa que se produce en el higado y le ayuda
al cuerpo a utilizar mejor la insulina. (Insulina, medicamentos y otros tratamientos
para la diabetes (NHI. 2015).

1.1.17.2 Aumentan la secrecién de insulinaindependiente del nivel de
glucosa.

Sulfonilureas:

Las sulfonilureas son acidos débiles, que se unen ampliamente a proteinas, son
metabolizadas en el higado y excretadas a través del rifién o por las heces. Actlian
aumentando la liberacion de insulina a través de un canal de potasio ATP
dependiente, pueden disminuir la resistencia periférica a la insulina. Las reacciones
adversas mas frecuentes son la hipoglucemia y el aumento de peso.
Complicaciones hematolégicas como trombocitopenia, agranulocitosis y anemia
hemolitica han sido descritas con tolbutamida y cloropropamida. Las alteraciones
gastrointestinales son poco comunes e incluyen dispepsia, nausea. La
cloropropamida es la Unica que produce hiponatremia y retencion de liquidos.

Vida media Efecro Drasis

Droga Horas Horas diaria Diosisdia
Cloropropamida  24- 42 24 .72 100 - 500 1
Tolbutamida 3-28 G-10 500 -3 000 2 2-3
Glipizida 1-5 14-16 2520 1(-2%
CGhbuaride 2-4 20-24 25-20 1-2
Ghclazida &-15 10-15 40 - 320 1-2
Glimepirida 24 - 8 1

Tabla 5. Propiedades farmacocinéticas de las sulfonilureas. (Santa, N.M,
Zacarias, R. 2002).

Meglitinidas:

Actlan estimulando la secrecién de insulina, por inhibicién de los canales de potasio
dependientes de ATP de las células beta pancreaticas. Tiene una accion mas rapida
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y breve que las sulfonilureas. Se recomienda en el tratamiento de diabético no
obeso.

Estimulan unicamente la secrecién prandial de insulina (en presencia de alimento).
La hipoglucemia es el principal efecto secundario descrito. (Avila, L, 2010).

Compuesto Nombre comercial Presentacién Dasis inicial Maximo Duracién
P (mg/comp) (mg/dia) (mg/dia) (horas)
Navonorm 0.5 (80 comp) 16
Repaglinida o 1 (90 comp) 0,5-1.5 repartido 4
Prandir 2 (90 comp) en 3 tomas
60 (84 comp) 540
Mateglinida Starlix 120 (84 comp) 60-180 repartida 4
180 (84 comp) en 3 tomas

Tabla 6. Meglitinidas y caracteristicas. (Avila, L, 2010).
1.1.17.3 Disminuyen la insulino-resistencia.
Biguanidas:

Son compuestos, los cuales tienen 2 moléculas de guanidina. Es el farmaco de
eleccion en pacientes con sobrepeso u obesidad, no produce aumento de peso. En
relacion a los niveles de lipidos, la metformina reduce el nivel sérico de colesterol
LDL, triglicéridos VLDL, Es el Unico antidiabético oral en el que se ha demostrado
una reduccion de las complicaciones macrovasculares a largo plazo. (Santa, N.M,
Zacarias, R. 2002).

La metformina es un anti-hiperglucemiante oral de la familia de las biguanidas.
Disminuye la glucemia en el diabético debido a un aumento de la captaciéon y
utilizacion de glucosa por el tejido muscular y adiposo en presencia de insulina.
Reduce el sobrepeso del diabético obeso debido a que disminuye los niveles altos
de insulina. Ademas, ejerce un efecto lipolitico y reduce la sensacién de hambre
(Metformina. EcuRed. 2011).

Actia fundamentalmente en dos niveles: en el musculo y en el higado. En el
musculo aumenta la captacién y utilizacion tisular de la glucosa, incrementando la
sensibilidad a la insulina. En el higado disminuye la produccion de glucosa al reducir
principalmente la neoglucogénesis y en menor medida, reduciendo la
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glucogendlisis. La disminucion de produccion de glucosa por el higado contribuye a
la reduccion de la glucemia en ayunas. La metformina carece de efectos directos
sobre la célula beta pancreatica y no influye en la secrecion de insulina
directamente, sino solo a través de sus acciones sobre las cifras de glucosa. (Tebar,
(F.J, Escobar F. 2009) .

En menor grado, también aumenta la captacion de glucosa en la célula muscular.
Su efectividad es similar a la de las sulfonilureas (reducciones de HbAlc entre el
1,5y el 2%), pero sin producir aumento de peso ni hipoglucemias y se asocia a una
reduccion de las cifras de presion arterial, triglicéridos, colesterol total y de las
lipoproteinas de baja densidad, PAI-1 y otros marcadores de inflamacién vascular.
Se elimina por via renal sin metabolizar. Tiene una accion reductora de los lipidos
plasmaticos, principalmente de los triglicéridos. (Metformina. EcuRed. 2011).

Los efectos secundarios mas comunes son a nivel gastrointestinal e incluyen
anorexia, nausea, vomito, dolor abdominal, flatulencia y, muy especialmente,
diarrea. Otros efectos, como el sabor metalico, son mucho menos frecuentes. El
déficit de absorcion de vitamina B12, observado en un 30% de los pacientes,
raramente causa anemia perniciosa. El efecto adverso mas grave, aunque muy
poco frecuente, es la acidosis lactica, lo que ha conllevado su contraindicacién en
la insuficiencia renal o cardiaca y otras situaciones que predisponen a ella. (Mata,
M. 2008). Esta sintomatologia usualmente es transitoria y llega a presentarse al
inicio del tratamiento. (Santa, N.M, Zacarias, R. 2002).

Tiazolidinedionas: Pioglitazona, Rosiglitazona.

Las tiazolidinedionas (también llamadas glitazonas o sensibilizadores de insulina),
Actian aumentando la sensibilidad a la insulina, sin afectar la secrecion de la
misma, especificamente se unen a los PPARs gamma, su mecanismo de accion es
promover la captacion de glucosa en musculo esquelético, tejido adiposo, y en el
higado a través de los receptores celulares nucleares conocidos como receptores
gamma proliferador activado del peroxisoma. En el higado las tiazolidinedionas
aumentan la sensibilidad a la insulina, por lo tanto, disminuyen la produccion
hepatica de glucosa. Disminuyen los triglicéridos, la insulinorresistencia marcada.
Los efectos secundarios comunes incluyen sinusitis, infeccion del tracto respiratorio,
faringitis, cefalea, ganancia de peso, retencion de liquidos, anemia dilucional,
usualmente no son severos. (Santa, N.M, Zacarias, R. 2002).

1.1.17.4 Disminuyen la excrecion de glucosa.

Inhibidores de las alfas glucosidasas:

Acarbosa, Miglitol.

Estos farmacos, actian inhibiendo la absorcion de carbohidratos a nivel intestinal

después de una comida, disminuyendo la hiperglucemia postprandial, Retrasan la
entrada de glucosa a la circulacion sistémica permitiendo ampliar el tiempo de la
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célula beta para aumentar la secrecién de insulina en respuesta al pico de glucosa
plasmatica.

Efectos secundarios frecuentes: Ganancia de peso (3— 4 kg), tienen mayor eficacia
en pacientes con IMC 227, anemia dilucional (efecto leve), flatulencia, distencion
abdominal, meteorismo, coélicos abdominales, diarreas, mareo, elevacién de
enzimas hepéticas. (Santa, N.M, Zacarias, R. 2002).

1.1.17.5 Aumentan la secrecién de insulina dependiente del nivel de glucosa
y suprimen la secrecion de glucagon.

Inhibidores de DPP4 (enzima dipeptildipeptidaza IV): sitagliptina, vildagliptina,
saxagliptina, linagliptin.

Mejoran la secrecion de insulina y reducen los niveles de glucagon en pacientes con
diabetes tipo 2, Su efecto sobre el peso corporal es neutro o favorable al bajar 2 a
3 kg, Inhibe la produccién hepética de glucosa, disminucién del vaciamiento
gastrico, La inhibicién de la DPP-IV causa una elevacion de las concentraciones de
GLP-1 tanto en individuos sanos como en pacientes con diabetes tipo 2, No se le
conocen efectos indeseables hasta el momento, aunque se debe reducir dosis en
la insuficiencia renal.( Reyes, F A, Pérez, M L, et al. 2016).

Agonistas del receptor de GLP1 (glucagon-like peptide 1):
exenatida, liraglutida.

Aumento de secrecién pancreatica de insulina en presencia de alimento, Inhibicion
de la liberacion de glucagén y asi de la produccién hepatica de glucosa. Disminuye
la lipogénesis, la gluconeogénesis y glucogenolisis. Aumenta consumo de glucosa
y sintesis glucégeno. Provoca una disminucion de la ingesta de alimentos y da lugar
a un incremento en la sensacion de saciedad. Los efectos secundarios mas
importantes son: Nauseas, con menos frecuencia vomitos y diarreas. (Reyes, F A,
Pérez, M L, et al. 2016).

1.1.17.6 Anélogos de amilina:

Pramlintida.

Pramlintida es un analogo de la amilina que enlentece el vaciamiento gastrico, baja
el glucagon durante la comida, y al ser un modulador central del apetito, regula la
ingestion de alimentos. Se recomienda combinado con insulina en la diabetes

mellitus tipo 1 y tipo 2, lo que permite disminuir la dosis de insulina. (Reyes, F A,
Pérez, M L, et al. 2016).
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Medicamentos mas utilizados en el tratamiento de la diabetes tipo2.

Clase

Farmmacos

Presentacidn

Dosis de

Dosis

Meglitinidas

Mg inici> mg maxima mg
Glibenclamida 5 2.5 20
Slipizida I 2.5 20
Tolbutamiida S0 S0 Faoad
Sulfonilureas
(Slisendda-Glipentida 5 2.5 20
Glicazida(diamicron} a0 a0 F2Z0
Slizazida MR 20 20 120
Slhimepirida i, 2. 4 1 B8
Biguanidas MeHormin S04, 850, S0k, 850 2500
14a0g
Repaglinida a,5, 1 w2 0.5 3w dia 4 Swidia

glucocidasas

Inhibidores de= las alfa

rMateglinida e, 120, 180 | &0 3widia | 120 2widia
Rosiglitazona 2.4, B 2 8
Slitazonas
{Tiazoldindionas}
Pioglitazona 30 15 45
Acarbosa S50, 100 25 Iwrdia 100 3widia

HMiglitc|

S0

25 Iwfdia

100 3widia

Inhibidores d= las DPP 4

Eitaglipktina

25, 5D, 100

100

100

Wildagliptina

25, 50, 100

100

pRila]

Tabla 7. Medicamentos mas utilizados en la DM2. . (Rivas, E, et al.2012,
Fernandez, J, et al. 2012, Salavarria, N, et al. 2012).

Los medicamentos utilizados en el tratamiento de la diabetes mellitus, tienden a
tener varios efectos secundarios adversos, los cuales, pueden ser, aumento de
peso, mareos, anemias, colitis, diarreas. Ademas de que, por la alta demanda de
medicamentos para esta enfermedad, el sistema de salud invierte un gran
porcentaje de dinero para poder solventar a los pacientes que padecen dicha
enfermedad.

Es por esto mismo que se buscan alternativas viables, que puedan apoyar a los
tratamientos existentes o crear nuevas opciones para tratar dicha enfermedad. Los
compuestos quimicos que ofrecen diversas plantas medicinales, son una opcion,
ademas de sequir siendo utilizadas y en algunos casos preferidas entre las diversas
clases sociales.

50



1.1.18. Acciones benéficas de los flavonoides para nuestro organismo.

Los flavonoides. Regulan la permeabilidad capilar, permiten el flujo de oxigeno,
diéxido de carbono y otros nutrientes. Muchos flavonoides incrementan la fortaleza
de los vasos capilares Esto puede ayudar a proteger los vasos sanguineos contra
las infecciones y las enfermedades. Los flavonoides también pueden relajar el
musculo liso del sistema cardiovascular, disminuyendo asi la presion de la sangre.
Esto también mejora la circulacion en el propio corazén. Los flavonoides son
antioxidantes y también pueden prevenir la oxidacion del colesterol LDL,
previniendo el aumento de placa arterioesclerética. También pueden detener

el agrupamiento de las plaquetas de sangre, reduciendo la coagulacion de la sangre
y el dafio de los vasos sanguineos. (Martinez, A. 2005).
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[l. Antecedentes

Las plantas han sido usadas como medicina alrededor del mundo, por milenios
fueron la medicina original en todas las culturas y en las civilizaciones mas grandes.
La organizacion mundial de la salud (OMS), define a una planta medicinal como
cualquier especie vegetal que contiene sustancias que pueden ser empleadas para
propdésitos terapéuticos 0 cuyos principios activos pueden servir como precursores
para la sintesis de nuevos farmacos. La estructura quimica de sus principios activos
puede servir de modelo para la elaboracién de drogas sintéticas y tales principios
se pueden utilizar como marcadores taxondmicos en la busqueda de nuevos
medicamentos. (Cruz, D, Lépez V.N. 2009).

Una administracion adecuada de antioxidantes exégenos, permite a los pacientes
diabéticos tener una mejor calidad de vida, pues las complicaciones micro y macro
vasculares ocasionadas principalmente por la produccién excesiva de radicales
libres disminuyen con la administracion de los antioxidantes. (Ramos M. et al .2006).

Mas de 400 tratamientos naturales con plantas para la diabetes mellitus han sido
registrados, pero solo un pequefio niumero de estos han recibido evaluacion
cientifica y médica para probar su eficacia La utilizacion de extractos totales de las
plantas ejerce en muchos de los casos un efecto mas beneficioso sobre el
organismo humano que la accion del compuesto aislado y produce menos efectos
secundarios indeseables. La OMS ha insistido en que el uso de plantas medicinales
puede ser de gran aplicacion en la atencién primaria de los sistemas de salud, pero
sobre bases cientificas que sustenten seguridad, efectividad y calidad requeridas
para su administraciéon en humanos (Sanchez, L.A. 2000).

(Cochayuyo (Durvillaea antarctica) Los antioxidantes que presenta ayudan a
combatir los radicales libres, principales responsables del envejecimiento y la
degeneracion celular, debido a la gran cantidad de proteinas, fibra y vitaminas B y
C. Ademas de ser rico en sales minerales, el Cochayuyo (Durvillaea antarctica)
posee el selenio, zinc, yodo, manganeso y calcio, los que desarrollan una eficaz
accion antioxidante en el organismo. (Sanchez C. 2007).

Agrimonia eupatoria L (Agrimonia) Composicion quimica de la planta: Aceite
esencial, acido silicico, acido salicilico, &cido ascorbico, acido citrico, acido malico,
acido estearico, acido nicotinico, vitamina K, quercetina, taninos catequina (5%),
compuestos triperténicos (hojas) Las propiedades terapéuticas de la agrimonia
reducen la hiperglucemia en ratones diabéticos. (Merzouki, A. et al. 2003).
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Ginkgo biloba (Ginkgo biloba) La ingestion del extracto de Ginkgo biloba puede
incrementar la funcién de las células beta pancreaticas tanto en sujetos con
tolerancia normal a la glucosa como en pacientes con DM2. (Kudolo et al., 2006).

A. Schaffneriy A. Aculeaticarpa.

Se observa que existen diferencia significativa de la capacidad antioxidante entre
las muestras, encontrando que el valor mas elevado significativamente corresponde
al extracto de etilo de la especie A. Schaffneri, seguido por el extracto de metanol
de A. Aculeaticarpa. (Santander I.R. 2018).

2.2.2 Compuestos hipoglucemiantes y antioxidantes de plantas medicinales.

De manera general los principios activos contenidos en algunas plantas se clasifican
de la siguiente manera:

los mas de 4000 flavonoides naturales se han clasificado en varias clases de
acuerdo con las variantes estructurales que presenta la cadena central C3. de
acuerdo con esto los flavonoides se clasifican en varios grupos: Chalconas,
flavonas, flavonoles, flavanonas, flavanonoles, antocianidinas, catequinas,
epicatequinas, auronas, isoflavonoides, pterocarpanos, retinoides, etc.

Flavonoides. Tienen efectos en la salud, son antioxidantes y anti radicales. Protegen
contra enfermedades cardiovasculares y cancer. Previenen patologias como
alergias y virus. (Cruz, D, L6pez V.N. 2009).
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2.2.3 Cuphea procumbens.

Nombre cientifico: Cuphea procumbens.
Nombres comunes: Calavera, hierba de la calavera, hierba del cancer, nube azul,

atlanchana, macachampa de milpa. (Graham, SA.1994).

Origen vy distribucién. México, siendo su distribuciéon primariamente del Eje
Neovolcanico (Jalisco, Michoacan, Guanajuato, México, Distrito Federal, Hidalgo,
Puebla, Veracruz. (Graham, SA.1994).

Propiedades y usos. se ha usado en el tratamiento de diversos canceres, tiene
propiedades antiinflamatorias y propiedades analgésicas. (Hierbas y plantas
medicinales. 2013).

Descripcién. Planta de 20 a 60 cm de largo, débilmente erecta a decumbente, las
ramas largas, extendidas, llevando setas glandulosas erectas, rojo-moradas, con
peciolos hasta de 5 mm de largo. tallos generalmente postrados de color rojo oscuro
o morado; hojas de uno a tres cm de largo y de 0.4 a 1.5 cm de ancho; flores
moradas cubiertas con un tubo de color morado verdoso. Florece y fructifica de julio
a diciembre, especialmente en septiembre y octubre. (Hierbas y plantas
medicinales. 2013), (Arizaga, S, et al, 2018).

Figura 14. Cuphea Procumbens. (Lopez, A. 2012).
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En un andlisis anterior de nuestro grupo de trabajo (Orozco Montes F.M y Fenton
NB, 2018) se realizo el analisis de la concentracion total de metabolitos secundarios
gue se desglosan a continuacion.

Tabla 8. Concentracion de polifenoles en extractos acetonico, alcohdlico y
acuoso de Cuphea procumbens.

Polifenoles

mg de floroglucinol/ g

de extracto

Acuoso Hoja 126.07 £+ 44.14 2
Flor 189.80 + 0.001 2

Extracto Tejido

Acetonico Hoja 20.37 +48.19
Flor 20.11 £ 72.09
Alcohdlico Hoja 25.21 + 88.29
Flor 58.03+71.1

Se muestra las medias y desviacion estandar de los diferentes extractos utilizados (n=6). Se analizé
utilizando una comparacion multiple entre los grupos mostrando significancia p<0.001. (a) Indica los
grupos con diferencia significativa de p<0.001. Como se puede observar, el extracto acuoso de la
flor contiene la mayor cantidad de polifenoles (189.90 + 0.01), la menor cantidad fue observada en
el extracto acetonico de la flor (20.37 + 48.19).

TABLA 9. Concentracién de flavonoides en extractos acuoso, acetonico y
alcohdlico de la hierba de la calavera.

Flavonoides

Extracto Tejido mgQE/qg tejido

Acuoso  Hoja 125.86+0.052
Flor  137.26 +0.04 2
Acetonico Hoja 9.24 £ 0.01
Flor 6.22 + 0.004
Alcoholico Hoja 26.51 £ 0.02
Flor 19.35 + 0.015

QE: Equivalentes de Quercetina.

Se muestra las medias y desviacion estandar de los diferentes extractos utilizados (n=6).
Se analizé utilizando comparacion multiple entre los grupos mostrando significancia
p<0.001. (a) Indica los grupos con diferencia significativa Se observa al extracto acuoso de
la flor con la mayor cantidad de flavonoides (137.26 + 0.04). El valor mas bajo se encontré
en el extracto acetonico de la flor (6.22 +0.004).
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Tabla 10. Concentracion de fenoles en extractos aceténico, alcohdlico y
acuoso de la hierba de la calavera.

Fenoles

Extracto Tejido mg GA/g tejido

Acuoso Hoja 617.44 £33.44 2
Flor 715.29 £ 33.16 @
Acetdnico Hoja 29.88 +6.05 P
Flor 128.49 +£10.85¢
Alcohdlico Hoja 139.28 + 20.86 °©
Flor 259.23+1.49°
GA: Acido galico
Se muestran los resultados como media y desviacion estandar, n=6. Se analiz6 utilizando
comparacién mdltiple entre los grupos mostrando significancia p<0.005. (a y b) muestra los grupos
con diferencia significativa, (c) grupos con una p>0.05. El extracto acuoso de la flor obtuvo la mayor

cantidad de fenoles (715.29 £ 33.16), el extracto con menos concentracién fue el aceténico de la
hoja (29.88 + 6.05).

La cantidad obtenida con la planta Cuphea procumbens de flavonoides y
compuestos fendlicos es mayor a lo reportado para otras de la familia Lythraceae,
para Punica granatum se reportd un maximo de 2.14 mgCE/g de extracto de
flavonoides y de compuestos fenolicos un maximo de 19.35 mg GAE/g de extracto.
(Shams Ardekani et al. 2011). Otra planta de la misma familia llamada Cuphea
aequipetala se describié que sus hojas contenian un maximo de compuestos
fenodlicos de 55.62 mg GAE/g de extracto, en el caso de los flavonoides el contenido
reportado fue de 193.83 pg QE/g de extracto (Martinez-Bonfil et al. 2013). (Orozco
Montes F y Fenton NB, 2018).
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[1l. Justificacion.

México posee una de las mayores incidencias de diabetes mellitus, siendo el quinto
pais a nivel mundial con mas casos de diabetes, teniendo una cifra de 12,056,7
millones de personas en 2017. El empleo de plantas medicinales esta aumentando,
tanto para mejorar el estado de salud general como para tratar enfermedades
cronicas. Los pacientes, a menudo solicitan asesoramiento farmacéutico para el
empleo de plantas medicinales en el tratamiento de DM2; sin embargo, no hay
muchos estudios que ayuden a al personal del area de la salud a ofrecer consejos
con fiabilidad. Los estudios existentes incluyen pocos pacientes y pocos datos sobre
los efectos secundario y dosis que se necesitan para el uso en tratamientos en
humanos. Por lo tanto, En las instituciones de salud, implican grandes pérdidas
econdmicas debido a las constantes solicitudes de pacientes con DM. De ahi la
importancia de buscar nuevas estrategias terapéuticas que puedan ayudar a
contrarrestar los efectos cronico-degenerativos ocasionados por esta enfermedad.
Se sugiere, por una parte, proponer a los profesionales de la salud la administracién
de antioxidantes como terapia alternativa, para contrarrestar el dafio que ocasionan
los radicales libres a las macromoléculas en aquellos pacientes que padecen alguna
enfermedad crénico-degenerativa. Esto es con la finalidad de mejorar la calidad de
vida de estos individuos o en su defecto para ayudar a prevenir y/o retardar la
enfermedad.

Eluso de EACP, puede ser una alternativa de apoyo, promoviendo que los enfermos

con DM2 sigan sus esquemas de tratamiento hipoglucemiante y el extracto ser
utilizado como un auxiliar para dicha enfermedad, ademas, que, por sus metabolitos
secundarios, también podria a ayudar a bajar la cantidad de radicales libres
generados por agentes externos, como el ambiente, el humo de tabaco y el estrés
oxidativo que estas generan. Estudios previos han sefialado que la planta Cuphea
procumbens disminuye los efectos negativos de la diabetes tipo 2.
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IV Hipotesis.

La administracion del extracto acuoso de la hierba de la calavera (Cuphea
procumbens), modifica la actividad de las enzimas antioxidantes en modelos de
ratas Wistar con diabetes mellitus tipo 2.
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V. Objetivo general.

Evaluar las variaciones en las actividades de Superoxido dismutasa (SOD),
Glutation Peroxidasa (GPX), Glutation S transferasa (GST), Glutation Reductasa
(GR) en tejidos de ratas diabéticas posterior a la administracion cronica de extractos
de hierba de la calavera (Cuphea procumbens).

5.5.1. Objetivos particulares.

e Evaluar las actividades de Superoxido dismutasa (SOD) en higado,
pancreas, riidn y corazon en diferentes tiempos de administracion cronica.

e Evaluar las actividades de Glutation Peroxidasa (GPX) en higado, pancreas,
riion y corazon en diferentes tiempos de administracion crénica.

e Evaluar las actividades de Glutation S transferasa (GST) en higado,
pancreas, rindn y corazon en diferentes tiempos de administracion cronica.

e Evaluar las actividades de Glutation Reductasa (GR) en higado, pancreas,
rifidn y corazon en diferentes tiempos de administracion cronica.
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VI Materiales y métodos.

Material:

Reactivos con grado analitico.

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar (a partir de 120g). Los cuales se
distribuyeron al azar en los siguientes grupos.

Grupo I: Ratas sanas.

Grupo 2: Ratas diabéticas tratadas con metformina (6 UI/Kg).

Grupo 3: Ratas diabéticas tratadas con el extracto acuoso de hierba de la
calavera (EACP) (50 mg/Kg).

Los procedimientos experimentales se realizaron de acuerdo con la Norma Oficial
Mexicana (NOM-062-Z00-1999) de especificaciones técnicas para la produccion,
cuidado y uso de los animales de laboratorio y con la Guia para el cuidado y uso de
animales de laboratorio 2011 del Consejo Nacional de Investigacion, Washington,
DC. Se tomaron las medidas adecuadas para reducir al minimo el dolor o

sufrimiento de los animales.

6.6.1 Cuantificacién de Concentracion de Proteina.

Las concentraciones de proteinas se cuantificaron utilizando el método de Bradford
M 1976. Este método se basa en el cambio de color del colorante azul brillante de
Coomassie G-250 en respuesta a diferentes concentraciones de proteinas. Este
compuesto interacciona con aminoacidos basicos y aromaticos. Esta unién del
colorante con las proteinas provoca un cambio en el maximo de absorcion del
colorante desde 465 a 595 nm. Por lo tanto, este método se basa en la propiedad
del azul brillante de Coomasie G-250 de presentarse en dos formas con colores
diferentes, rojo y azul. La forma roja se convierte en azul cuando el colorante se une
a la proteina. Experimentalmente se mide la diferencia de absorbancias entre 465y
595 nm. En el ensayo, se realizé una curva patron utilizando BSA (Albumina Sérica
Bovina 0-20 mg/mL), donde la concentracion de las muestras problema se obtuvo
al interpolar la absorbancia en la curva patron, los resultados se reportaron en
mg/ml.

6.6.2 Inducciéon de Diabetes.

La rata alimentada con fructosa (60%), es un modelo animal que muestra
numerosas caracteristicas de sindrome metabdlico, entre las que destacan
resistencia a la insulina, hiperinsulinemia, asi como hiperglucemia (Dupas y col.,
2016). Los animales se consideraron diabéticos, si sus niveles de glucosa
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sanguinea se encontraban por arriba de 100 mg/dL posteriores a la administraciéon
de fructosa. Estos valores fueron evaluados durante un periodo de 3 meses para
asegurar que la enfermedad y sus alteraciones se encontraran presentes en los
animales, siguiendo el método de Dupas y col, 2016.

6.6.3 Procedimiento para tratar los 6rganos.

El tratamiento crénico se realiz6 por 90 dias en los tres grupos descritos
anteriormente. Se realiz0 un muestreo los siguientes tiempos: 0, 15, 30, 60 y 90
dias. En estos tiempos se extrajeron los 6rganos més afectados, los cuales fueron,
rifion, pancreas, corazoén e higado.

Los tejidos fueron homogeneizados utilizando un buffer como se describe
posteriormente con cada enzima.

Posteriormente fueron centrifugados (3000 rpm/30min). El sobrenadante se tomé y
fue separado para su posterior evaluacion.

6.6.4 Cuantificacidn de enzimas.

6.6.4.1 Superoxido Dismutasa (SOD).

La actividad de SOD se evalud espectrofotométricamente en base al método de
Beyer 1987 y Moreno LS et al 2010, con el uso de EDTA (0.1 mM), NBT Cloruro
azul de nitrotetrazolio (1.5 mM) Riboflavina 10 mM y SOD de 0,01-1 U/mL en Buffer
fosfatos (0.067 M, pH: 7) donde se afnadié el homogenado de los tejidos (10 yL). La
mezcla se expuso a una luz fluorescente (40 watios durante 10 minutos). Se
midieron los cambios a 560 nm. Las cuantificaciones se realizaron por duplicado.
Para determinar la actividad de la SOD por unidad se usé la formula empleada por
Moreno et al., (2010):

UAsop= (V/v)-1

Donde:
UASOD es la unidad de actividad de SOD, V y v representan la absorbancia en
ausencia y presencia de SOD respectivamente.

Posteriormente para determinar la actividad enziméatica especifica (UAE sop) se
utilizé la formula siguiente:

UAEsop= UAsob/ mg de proteina

Esta unidad fue la que se utilizé para reportar el promedio y desviacion estandar
de las actividades de SOD evaluadas.

6.6.4.2 Glutation Peroxidasa (GPX).

La actividad de la Glutation peroxidasa se midié en la disminucién de la absorbancia
(Wang, Y, 1994), El principio de la técnica se basa en la oxidacion del guayacol en
presencia de H,0, por la actividad de la peroxidasa dando como producto al
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tetraguayacol y H,0 por lo tanto, se midio la disminucién de la absorbancia de dicha
oxidacion. El sobrenadante del homogenado de la muestra problema se afiadi6 al
buffer de fosfatos (0.1M pH6.5) con guayacol 4M. En una celda de cuarzo
Posteriormente se afiadid6 H202 (1%) como sustrato. Y se registrar la disminucién
de absorbancia (470nm) a intervalos de 30 segundos por 3 minutos.

Para calcular la actividad de la glutatiébn peroxidasa se utilizé la siguiente formula.

Unidades/mg= (AA/min) (26.6 * mg de proteina).

Donde:

Unidades/mg= Actividad especifica por miligramo de proteina por mililitro
AA/min= Diferencia entre la absorbancia mayor y menor por minutos registrados.
26.6= Coeficiente de extincion del H,0,.

Se reporto la actividad como U GPX/mg del promedio y desviacion estandar de las
actividades de GPX evaluadas (Chance, B & Maehly C, 1995; Wang, C.Y 1994).

6.6.4.3 Glutation transferasa (GST).

La actividad de esta enzima se midié por el método establecido por Habig et al.,
(1974). Se utilizé 1-Cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) (100 mM). Buffer de fosfatos
(0.1 M, pH: 6.5) y glutatién reducido Se incubaron 10 min a 30°C y posteriormente
se afiadieron 10 uL del homogenado de los tejidos. 1 mM. Se incubaron con La
absorbancia se midié a 340 nm y se registrd el aumento de la absorbancia durante
5 minutos a intervalos de 1 minuto.

Se reportdé como pumol/min/ml del promedio y desviacion estandar de las actividades
de GST evaluadas.

6.6.4.4 Glutation Reductasa (GR).

Se realizé la cuantificacion de la actividad de la enzima gutation reductasa GR
cuantificando su producto el glutation reducido (GSH) siguiendo el método descrito
por Sedlak and Lindsay (1968).

Se utilizé Cloruro azul de nitrotetrazolio (NBT) (0.01 M), Tris buffer (0.2 M, pH 8.2),
con 20 pL del sb del homogenado de tejido, con metanol absoluto. La mezcla fue
agitada por 5 minutos en vortex a baja velocidad y posteriormente se centrifugo a
3000 rpm a TA por 15 min. El sobrenadante se midié a 412 nm y GR se expreso
como pmol GSH/mg proteina.
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6.6.5 Andlisis estadistico.

Se usaron las medidas de tendencia central: media y error estandar (E.E) asi como
un analisis de varianza (ANOVA) para establecer las diferencias entre los grupos.,.
Se considerd una p significativa <0.05. Se obtuvo una P<0.05 se realiz6 un analisis
post-hoc Tukey para determinar entre cuales grupos hubo diferencias.

Se empled el programa estadistico GraphPad Prism 6.0.
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VIl. Resultados.

A continuacion, se describen los resultados obtenidos al realizar los analisis
correspondientes a cada enzima. Iniciando con la Superéxido dismutasa (SOD) ya
gue es la que primero actla.

7.7.1. Superoxido Dismutasa (SOD).
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FIGURA 15. Actividad de Superéxido Dismutasa (SOD) en Rifibn. La gréfica
representa los valores obtenidos en los diferentes tiempos analizados en los
tratamientos cronicos. Las letras representan diferencias significativas en el
tiempo dentro de un mismo grupo. *, ** Representan diferencias significativas
entre grupos, p <0.05 (n=6).

Grupo control: Para este grupo se observan cambios significativos ya que en el
tiempo 15 hay un aumento en la actividad de la enzima con respecto al resto de los
tiempos, puede ser que los modelos del grupo control se hayan mantenido
estresadas. Conforme transcurre el tiempo de observacién, esta actividad
enzimatica va disminuyendo, siendo mas baja su actividad en el tiempo 90, que en
el tiempo 0.
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Grupo diabético con metformina: Comenzando en el tiempo 0, se puede observar
una alta actividad enzimatica, tomando en cuenta que dicho grupo ya presentaba
Diabetes mellitus, manteniéndose constante hasta el tiempo 30. Se observa una
disminucién de la actividad de la enzima (SOD), en los tiempos 60 y 90, sin tener
cambios significativos entre dichos tiempos.

Grupo diabético con EACP: En este grupo, se observa que la actividad enzimética
de SOD, se encuentra ligeramente incrementada desde el inicio, para el tiempo 15
se ve un leve incremento. Conforme se va administrando el EACP, para el tiempo
90 se puede observar una gran disminucién en la actividad de la enzima.

En el tiempo 0, el grupo sano se vio elevado en la actividad de la enzima SOD, sin
tener ningun cambio significativo en comparacién con el grupo diabético con
metformina y el grupo diabético tratado EACP, representado por el (*), a pesar de
que estos dos ultimos ya presentaban diabetes mellitus. En el transcurso del tiempo
en el que se fueron administrando los diferentes tratamientos, se puede observar
que para el tiempo 90, nuestro grupo diabético con metformina, no posee cambios
significativos con el grupo control, siendo asi, el grupo diabético con EACP, el que
tuvo una mayor disminucion en la actividad de la enzima, siendo incluso mas baja
gue el grupo con metformina.

65



Pancreas

] sanas
‘ **I = D+Met
B p+EACP

150 A

UAEsop/mg prot

FIGURA 16. Superéxido Dismutasa (SOD) en Pancreas. La gréfica representa
los valores obtenidos en los diferentes tiempos analizados en los tratamientos
cronicos. Las letras representan diferencias significativas en el tiempo dentro
de un mismo grupo. *, ** Representan diferencias significativas entre grupos,
p <0.05 (n=6).

Grupo control: Del tiempo 0 al tiempo 15 se observa un aumento en la actividad de
la enzima, sin que sean significativos, esto se puede deber a que nuestro grupo
control permaneciera estresado durante dicho tiempo, la actividad de la enzima
comienza a disminuir conforme pasa el tiempo de prueba, siendo la actividad de la
enzima mas baja en el tiempo 90 en comparacién con el tiempo 0.

Grupo diabético con metformina: En este grupo se observa que la actividad
enzimatica comienza elevada y se mantiene constante hasta el tiempo 30.
Observandose una disminucion de esta enzima para el tiempo 60 y un pequefio
incremento para el tiempo 90 siendo este Ultimo mas bajo en comparacion con los
primeros 30 dias de la administracion del medicamento.

Grupo diabético con EACP: El grupo ya presenta diabetes mellitus, debido a esto y
a la pronunciada hiperglucemia que poseen, nétese que no existen diferencias
significativas con los otros grupos. Se observa un inicio con un mayor incremento
en la actividad de la enzima. Conforme se va administrando el extracto, se va
observando una disminucion en la actividad de la enzima, siendo en el tiempo 60
donde se observa la mayor disminucion en la actividad de la enzima. Para el tiempo
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90, se observa un pequefio incremento en comparacién con el tiempo 60, pero
menor al tiempo 0.

En el tiempo 0, el grupo control no tiene cambios significativos con el grupo tratado
con metformina, sin embargo, el grupo tratado con EACP es el mas incrementado
en la actividad enzimatica. Para los tiempos 15 y 30, nuestros grupos no tuvieron
cambios significativos entre si. Para el tiempo 90, el grupo control no tuvo cambios
significativos en comparacion con el grupo tratado con metformina. El grupo tratado
con el EACP, fue él que tuvo menor actividad de la enzima en comparacion con los
grupos anteriores. Observandose una disminucion en la actividad de la enzima
durante el tiempo que se fue administrando los distintos tratamientos.
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FIGURA 17. Super6xido Dismutasa (SOD) en Corazon. La grafica representa
los valores obtenidos en los diferentes tiempos analizados en los tratamientos
cronicos. Las letras representan diferencias significativas en el tiempo dentro
de un mismo grupo. *, ** Representan diferencias significativas entre grupos,
p <0.05 (n=6).

Grupo control: Comenzando en el tiempo 0 al tiempo 15, se observa que no tuvieron
cambios significativos, manteniéndose constante la alta actividad de la enzima,
conforme paso el tiempo de prueba, fue disminuyendo la actividad enzimatica.

Grupo diabético con metformina: Se observa que el tiempo 15, fue donde hubo la
mayor actividad de la enzima, sin embargo, no hubo cambios significativos entre los
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tiempos 0, 60 y 90, manteniéndose constante la actividad de la enzima durante la
administracion del tratamiento.

Grupo diabético con EACP: para el tiempo 0, comenz6 con una alta actividad de la
enzima SOD, recordando que, para este tiempo, el grupo ya tenia presente la
diabetes mellitus. Notese que el extracto reduce la actividad de esta enzima en el
corazon desde el tiempo 15 dias y se mantiene estable hasta el tiempo 90 dias.

Comparando los grupos en el tiempo 0, se puede observar, que el grupo tratado con
EACP fue el mas elevado en comparacion con los otros dos grupos. Pasando a los
grupos en el tiempo 90, se observa que no hubo cambios significativos entre
nuestros tres grupos, en donde también, se puede observar el efecto de la
metformina y el EACP, notandose una disminucién de la actividad de la enzima a lo
largo de la administracion crénica de ambos tratamientos.
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FIGURA 18. Actividad de Superéxido Dismutasa (SOD) en Higado. La gréfica
representa los valores obtenidos en los diferentes tiempos analizados en los
tratamientos cronicos. Las letras representan diferencias significativas en el
tiempo dentro de un mismo grupo. *, ** Representan diferencias significativas
entre grupos, p <0.05 (n=6).

Grupo control: Para los tiempos 15 y 30 se observa un aumento que se mantiene
constante en la actividad de la enzima SOD y en el estrés del grupo control en
comparacion con el resto de los tiempos, en el tiempo 90 se observa que no hay
cambios significativos en comparacion con el tiempo 0.

Grupo diabético con metformina: Para este grupo se observa un inicio con menor
actividad de la enzima SOD, la cual, va incrementando para el tiempo 15, debido a
gue la enfermedad seguia desarrollandose, ya en los tiempos 30, 60 y 90 hubo un
decremento en la actividad de la enzima, manteniéndose constante y sin tener algun
cambio significativo.

Grupo diabético con EACP: En el tiempo 15 se observa un mayor incremento en la
actividad de la enzima en comparacion con el resto de las mediciones, para los
tiempos 30 y 60, hubo un decremento en dicha actividad, ademas de mantenerse
constante sin tener cambios significativos entre ellos, siguiendo al tiempo 90 se
observa un ligero incremento en la actividad de la enzima.

Comparando los grupos en el tiempo 0, se puede observar que el grupo tratado con
metformina fue el que tuvo una menor actividad de la enzima en comparacion con
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los otros dos grupos, el de mayor incremento en la actividad de la enzima fueron las
tratadas con el EACP. Sin embargo, conforme se fueron administrando los distintos
tratamientos, se observa en el tiempo 90 una disminucién en la actividad de la
enzima SOD, sin tener cambios significativos entre ellos.
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7.7.2. Glutation Peroxidasa (GPX).
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FIGURA 19. Glutatién Peroxidasa (GPX) en Rifion. La grafica representa los
valores obtenidos en los diferentes tiempos analizados en los tratamientos
cronicos. Las letras representan diferencias significativas en el tiempo dentro
de un mismo grupo. *, ** Representan diferencias significativas entre grupos,
p <0.05 (n=6).

Se obtuvieron en algunos casos desviaciones estandar muy altas, como fue en el
caso del grupo tratado con metformina y el grupo tratado con EACP. Cabe hacer
notar que estos dos grupos tenian el tratamiento con fructuosa por 4 semanas para
que se desarrollara la diabetes, lo que generd un incremento en el estrés oxidativo.

Grupo control: se puede observar que se mantuvo constante la actividad de la
enzima, en la cantidad de GPX formado, sin tener ningln cambio significativo
durante los 90 dias.

Grupo diabético con metformina: En este grupo se puede observar en el tiempo 15,
una alta disminucién de la actividad de la enzima en comparacion con el resto de
tiempos, sin embargo, durante el tiempo 30 hasta el tiempo 90, tuvo un incremento,
manteniéndose constante sin tener ningun cambio significativo en la actividad de la
enzima y su producto GPX. Se observa en la gréafica unas barras mas altas que
otras, sin embargo, estas no son estadisticamente significativas.
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Grupo diabético con EACP: Para este grupo se puede observar una disminucion en
la actividad enziméatica en el tiempo 15, en comparacion con el resto. Para el tiempo
30 se incrementd y posteriormente se redujo en los tiempos 60 y 90 dias.

En el tiempo 0, se puede observar que entre el grupo control y el grupo diabético
con metformina, no presentaron diferencias entre su actividad enzimatica, se
observa un incremento en el grupo diabético con metformina, pero sin ser
estadisticamente significativos. Para el resto de los tiempos se puede observar, que
entre nuestros grupos no hubo diferencias entre la actividad enzimatica, se
observan ligeros incrementos entre l0os grupos, pero estos no son estadisticamente
significativos.
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FIGURA 20. Glutation Peroxidasa (GPX) en Pancreas. La graficarepresentalos
valores obtenidos en los diferentes tiempos analizados en los tratamientos
cronicos. Las letras representan diferencias significativas en el tiempo dentro
de un mismo grupo. *, ** Representan diferencias significativas entre grupos,
p <0.05 (n=6).

Grupo control: Las actividades al inicio fueron despreciables, se incrementaron
significativamente en los tiempos 60 y 90 dia, sin diferencias significativas.

Grupo diabéticos con metformina: Inicié con valores cercanos al cero, de los dias
15 a 90 se incrementd. Sin embargo, se observa un incremento en la actividad de
la enzima en comparacién con el tiempo 0, pero manteniéndose constante y estable
sin tener cambios significativos.
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Grupo diabético con EACP: Comenzo el producto de la enzima cercano a cero,
como los otros grupos. Posteriormente, se incremento en los dias 15y 60, teniendo
el mayor aumento en los dias 30 y 90, sin presentar diferencias significativas con
los otros grupos.

En los tiempos 0y 15 no hubo diferencias significativas en el producto de la actividad
de la enzima entre nuestros grupos, en el tiempo 90 los grupos no presentaron
diferencias significativas.
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FIGURA 21. Glutation Peroxidasa (GPX) en Corazon. La gréafica representa los
valores obtenidos en los diferentes tiempos analizados en los tratamientos
cronicos. Las letras representan diferencias significativas en el tiempo dentro
de un mismo grupo. *, ** Representan diferencias significativas entre grupos,
p <0.05 (n=6).

Grupo control: La actividad de la enzima se vio incrementada a partir de los 15 dias,
la cual se mantuvo constante durante todo el estudio, sin tener cambios
significativos.

Grupo diabético con metformina: En el tiempo 30 al 60 se observa el mayor
incremento en la actividad de la enzima, siendo significativo en comparacion con los
otros tiempos. Sin embargo, para el tiempo 90 hubo una disminucion en la actividad
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de la enzima, esto es debido a que la enfermedad seguia desarrollandose en el
grupo.

Grupo diabético con EACP: En este grupo se puede observar un incremento en los
tiempos 15, 30 y 60 dias sin presentar diferencias significativas. Notese que en el
tiempo 90, los valores encontrados en este grupo fueron iguales a los del tiempo
cero.

En nuestros tres grupos en el tiempo 0, no tuvieron diferencias significativas en la
actividad de la enzima. Conforme se fueron administrando los diferentes
tratamientos, se puede observar altibajos en la activad de la enzima, sin embargo,
ya para el tiempo 90, se demuestra el efecto que tiene tanto la metformina como el
EACP, siendo asi, que en ambos grupos no hubo diferencias significativas en la
actividad de la enzima.
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FIGURA 22. Glutation Peroxidasa (GPX) en Higado. La gréafica representa los
valores obtenidos en los diferentes tiempos analizados en los tratamientos
cronicos. Las letras representan diferencias significativas en el tiempo dentro
de un mismo grupo. *, ** Representan diferencias significativas entre grupos,
p <0.05 (n=6).
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Se obtuvieron en algunos casos desviaciones estandar muy altas, los grupos que
presentan dicha desviacion, fueron tratados con fructuosa por 4 semanas para que
se instalara la diabetes, lo que generd un incremento en el estrés.

Grupo control: se puede observar que en el tiempo 60, fue donde tuvo una mayor
actividad de la enzima, sin embargo, para el resto de los tiempos, se mantuvo
estable y constante la actividad enzimatica, sin tener cambios significativos entre el
tiempo 0y el tiempo 90.

Grupo diabético con metformina: En el caso de este grupo, se observa una mayor
actividad de la enzima para el tiempo 60. Para el resto de nuestros tiempos, se
observa que la actividad de la enzima se mantiene estable y constante, siendo asi
gue para el tiempo 0 y el tiempo 90 se mantienen sin tener cambios significativos.

Grupo diabético con EACP: Para este grupo, se observa, que para el tiempo 30,
tuvo el mayor incremento en la actividad de la enzima, para el resto de los tiempos,
se mantuvo estable y constante la actividad de la enzima, siendo asi que en el
tiempo 0 y el tiempo 90 se mantuvo sin tener cambios significativos.

En nuestros tres grupos en el tiempo 0, no tuvieron diferencias significativas en la
actividad de la enzima, lo mismo sucede en los tiempos 15 y 90, para el final del
tratamiento, se observa que, en ambos tratamientos, estuvieron a la par en la
actividad de la enzima, sin tener diferencias significativas entre los tres.
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7.7.3. Glutation Transferasa (GST).
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FIGURA 23. Glutation Transferasa (GST) en Rifion. La gréafica representa los
valores obtenidos en los diferentes tiempos analizados en los tratamientos
cronicos. Las letras representan diferencias significativas en el tiempo dentro
de un mismo grupo. *, ** Representan diferencias significativas entre grupos,
p <0.05 (n=6).

Grupo control: La actividad de la enzima se mantuvo constante (nGtese la misma
letra a lo largo de los tratamientos) y estable durante los 90 dias de observacion.

Grupo diabético con metformina: En este grupo, la actividad de la enzima comenzé
un poco baja, sin embargo, desde el tiempo 15, se observa un leve incremento en
la actividad enzimatica, la cual se mantiene constante y estable hasta el final del
tratamiento.

Grupo diabético tratado con EACP: En este grupo, comenzo elevada la actividad de
la enzima, sin embargo, se mantuvo estable y constante hasta los 60 dias de
tratamiento, por el efecto del EACP, ya para el tiempo 90, esta actividad enzimatica
disminuyo.
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Se puede observar que en el tiempo 0, el grupo tratado con EACP, fue el que tuvo
la mayor actividad enzimatica, en comparacion con el grupo tratado con metformina
y el grupo control. Conforme se fueron administrando los tratamientos cronicos
durante los 90 dias, nuestro grupo con EACP no tiene diferencias significativas en
comparacion con el grupo tratado con metformina y el grupo control.
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FIGURA 24. Glutatién Transferasa (GST) en Pancreas. La gréafica representa
los valores obtenidos en los diferentes tiempos analizados en los tratamientos
cronicos. Las letras representan diferencias significativas en el tiempo dentro
de un mismo grupo. *, ** Representan diferencias significativas entre grupos,
p <0.05 (n=6).

Grupo control: Para el tiempo 60, se puede observar un pequefio incremento en la
actividad enzimatica, para el resto de los tiempos, se mantuvieron constantes y
estables en la actividad de la enzima sin tener cambios significativos.

Grupo diabético con metformina: En el tiempo 0, se observa una baja actividad de
la enzima en comparacién con el resto de los tiempos, los cuales desde el tiempo
15 hasta el final del tratamiento, se mantiene estable y constante la actividad de la
enzima, sin tener cambios significativos.
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Grupo diabético con EACP: En el tiempo 15 al tiempo 60, se observa un leve
incremento en la actividad de la enzima, sin embargo, se mantiene estable y
constante en dichos tiempos, sin tener cambios significativos entre ellos. Sin
embargo, en el tiempo 90 se observa una disminucion en la actividad de la enzima,
sin tener cambios significativos en comparacion con el tiempo 0.

Comparando nuestros tres grupos en el tiempo 0, se observa que tanto el grupo con
metformina como el grupo con EACP, no tienen diferencias significativas en la
actividad de la enzima, el grupo control es el que presenta la menor actividad de la
enzima en dicho tiempo. Conforme se fueron administrando los tratamientos, se
observa que en el tiempo 90, tanto el grupo control como el grupo con EACP, no
tuvieron diferencias significativas, teniendo la mayor actividad enzimatica el grupo
tratado con metformina.
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FIGURA 25. Glutation Transferasa (GST) en Corazén. La gréficarepresentalos
valores obtenidos en los diferentes tiempos analizados en los tratamientos
cronicos. Las letras representan diferencias significativas en el tiempo dentro
de un mismo grupo. *, ** Representan diferencias significativas entre grupos,
p <0.05 (n=6).
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Grupo control: Para este grupo se puede observar que para los primeros 30 dias de
observacion, se mantuvo estable y constante la actividad de la enzima, sin embargo,
ya para el tiempo 60 y 90 de observa un incremento en la actividad de la enzima, la
cual, de igual forma se mantiene constante, sin tener cambios significativos.

Grupo diabético con metformina: Para el tiempo 15 y 30, se observa la mayor
disminucién en la actividad de la enzima. Para los tiempos 60 y 90, tuvo un leve
incremento en la actividad enzimatica, sin embargo, se mantuvo estable y sin tener
cambios significativos en comparacion con el tiempo 0.

Grupo diabético con EACP: En el tiempo 15, fue donde se observa la menor
actividad de la enzima, para el tiempo 30, se observa tuvo la mayor actividad de la
enzima en comparacion con el resto de los tiempos. Para los tiempos 60 y 90,
demostraron un decremento en la actividad de la enzima, sin tener cambios
significativos entre dichos tiempos y sin tener cambios significativos con el tiempo
0.

Nuestros tres grupos en el tiempo 0, comenzaron sin tener diferencias significativas
entre ellos, conforme se fueron administrando los diferentes tratamientos cronicos,
se observa que trancurridos los 90 dias de observacion, nuestro grupo tratado con
metformina no tiene diferencias significativas en comparacion con el grupo tratado
con EACP, solamente el grupo control presenta una elevada actividad de la enzima,
en comparacion con los anteriores grupos.
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FIGURA 26. Glutatién Transferasa (GST) en Higado. La grafica representa los
valores obtenidos en los diferentes tiempos analizados en los tratamientos
cronicos. Las letras representan diferencias significativas en el tiempo dentro
de un mismo grupo. *, ** Representan diferencias significativas entre grupos,
p <0.05 (n=6).

Grupo control: La actividad de la enzima se mantuvo constante y estable durante
los 90 dias de observacion, sin tener cambios significativos.

Grupo diabético con metformina: En el tiempo 15 se observa un incremento en la
actividad de la enzima, sin embargo, para el resto de los tiempos , se observa una
disminucion, para el tiempo 60 y 90 se mantuvo constante, sin tener cambios
significativos.

Grupo diabético con EACP: La actividad de la enzima se mantuvo constante y
estable durante los primeros 30 dias de observacion, sin tener cambios
significativos. En los tiempos 60 y 90 , se observa una disminucion en la actividad
de la enzima, si embargo se mantiene constante , sin tener cambios significativos.

Para el tiempos 0, se observa, que nuestros tres grupos no tuvieron diferencias
significativas, sin embargo, en el tiempo 15, el grupo tratado con metformina tiene
la mas alta actividad de la enzima en comparacion con el grupo tratado con
metformina y el grupo tratado con EACP. En el tiempo 90 , se observa que el grupo
sano y el grupo tratado con metformina, no tuvieron diferencias significativas, sin
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embargo , el grupo tratado con EACP, tuvo la menor activad enzimatica, en
comparacion con el grupo sano Y el grupo tratado con metformina.
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7.7.4. Glutation Reductasa (GR).
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FIGURA 27. Glutatién Reductasa (GR) en Rifién. La graficarepresenta en el eje
de las ordenadas, la actividad de la enzima en glutation reducido (GSH)
formado en pumol/mg proteina. los valores obtenidos, y en el de las abscisas
los diferentes tiempos analizados en el tratamiento cronico. Las letras
representan diferencias significativas en el tiempo dentro de un mismo grupo.
* ** Representan diferencias significativas entre grupos, p <0.05 (n=6).

Grupo control: Durante los primeros 30 dias, la actividad de la enzima se mantuvo
estable sin tener cambios significativos, sin embargo, del tiempo 60 al tiempo 90, se
observa una leve disminucion de la actividad de la enzima, de igual forma
manteniéndose estables durante estos dias.

Grupo diabético con metformina: Para el tiempo 0, se observa una alta actividad de
la enzima, conforme se fue administrando el tratamiento de manera cronica, esta
actividad fue disminuyendo, lo cual se puede observar del tiempo 15 al tiempo 30.
Sin embargo, ya para el tiempo 60 y el tiempo 90, se observa un leve incremento
en la actividad de la enzima.
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Grupo diabética con EACP: Se observa en el tiempo 0, un incremento en la actividad
de la enzima, posteriormente para el tiempo 15, esta disminuyo, sin embargo, para
el tiempo 30, volvid a tener un leve incremento en la actividad enzimatica. Ya para
los tiempos 60 y 90, esta volvié a disminuir, manteniéndose estable la actividad de
la enzima.

Para el tiempo 0, se observa que en el grupo control tuvo la menor actividad de la
enzima en comparacion con los otros dos grupos, el grupo tratado con EACP fue el
gue presento la mayor actividad de la enzima en comparacion con los otros dos
grupos. Conforme se fueron administrando los tratamientos, se observa que en el
tiempo 15 y 30, el grupo control no tienen diferencias significativas con el grupo
tratado con EACP. En el tiempo 60, ninguno de los tres grupos presento diferencias
significativas entre ellos. Para el tiempo 90, el grupo tratado con EACP no tuvo
diferencias significativas con el grupo control, siendo el grupo tratado con
metformina el méas alto en cuestion de la actividad enzimatica.
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FIGURA 28. Glutatién Reductasa (GR) en Pancreas. La gréafica representa en
el eje de las ordenadas, la actividad de la enzima en glutation reducido (GSH)
formado en pmol/mg proteina. los valores obtenidos, y en el de las abscisas
los diferentes tiempos analizados en el tratamiento cronico. Las letras
representan diferencias significativas en el tiempo dentro de un mismo grupo.
* ** Representan diferencias significativas entre grupos, p <0.05 (n=6).

Grupo control: Para el tiempo 0, se observa un incremento en la actividad de la
enzima, posteriormente en el transcurso del tiempo de observacion se observa un
decremento en la actividad de la enzima, manteniéndose estable.

Grupo diabético con metformina: Para el tiempo 0, se observa elevada la actividad
de la enzima, posteriormente en el transcurso de administracion del farmaco, se
observa un decremento en la actividad de la enzima, manteniéndose estable, sin
tener cambios significativos.

Grupo diabético con EACP: En el tiempo 0, se observa un valor elevado de la
actividad enzimatica, para los tiempos 15 y 30 se observa un decremento en la
actividad de la enzima, dicha actividad se mantiene constante sin tener cambios
significativos. Para el tiempo 60, tuvo un ligero incremento en la actividad
enzimatica, sin embargo, al final del tratamiento, para el tiempo 90, esta actividad
enzimatica volvio a bajar, sin tener cambios significativos con los tiempos 15 y 30.

El grupo control, no tuvo diferencias significativas con el grupo tratado con EACP
en el tiempo 0, siendo el grupo tratado con metformina, el que tuvo menor actividad
enzimatica. Conforme pasaba el tiempo de administracién, se observa que para el
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tiempo 15, el grupo control y el grupo tratado con EACP no presentaron cambios
significativos, para el tiempo 30, los tres grupos no presentan diferencias
significativas, de igual forma para el tiempo 90, se observa que no hubo diferencias
significativas entre los tres grupos estudiados.
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FIGURA 29. Glutation Reductasa (GR) en Corazén. La gréfica representa en el
eje de las ordenadas, la actividad de la enzima en glutatién reducido (GSH)
formado en pmol/mg proteina. los valores obtenidos, y en el de las abscisas
los diferentes tiempos analizados en el tratamiento cronico. Las letras
representan diferencias significativas en el tiempo dentro de un mismo grupo.
* ** Representan diferencias significativas entre grupos, p <0.05 (n=6).

Grupo control: Se observa, que para el tiempo 0, comenzé con una alta actividad de
la enzima, sin embargo, para el tiempo 15 hasta el tiempo 60, dicha actividad
enzimatica disminuyd, manteniendo constante y sin tener cambios significativos.
Para el tiempo 90, esta actividad enzimatica tuvo un ligero incremento.

Grupo diabético con metformina: En los primeros 15 dias de tratamiento, se observa
una elevada actividad de la enzima, en el tiempo 30 tuvo una disminucion en la
actividad enzimatica, sin embargo, del tiempo 60 al tiempo 90, volvié a tener un
ligero incremento, la cual se mantuvo constante y sin tener cambios significativos.
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Grupo diabético con EAPC: En el tiempo 15 se observa el mayor incremento en la
actividad de la enzima, en comparacion con el resto. Para los tiempos 0,30 y 60, se
observa una disminucion en la actividad de la enzima en comparacion del tiempo
15, ademas de que en dichos tiempos se mantuvo constante sin tener cambios
significativos en la actividad de la enzima. Para el tiempo 90 esta actividad
enzimatica volvié a bajar.

En los primeros 15 dias de estudio, se observa que ninguno de nuestros tres grupos
tuvo diferencias significativas. Para los tiempos 30 y 60, el grupo tratado con
metformina no tuvo diferencias significativas con el grupo control. En el tiempo 90,
el grupo tratado con metformina no tuvo diferencias significativas con el grupo
tratado con el EACP.

86



Higado

i E Sanas
I Ak I " == D+Met
a

B p+EACP

15

pmol GSH/mg proteina

FIGURA 30. Glutation Reductasa (GR) en Higado. La grafica representa en el
eje de las ordenadas, la actividad de la enzima en glutation reducido (GSH)
formado en pmol/mg proteina. los valores obtenidos, y en el de las abscisas
los diferentes tiempos analizados en el tratamiento cronico. Las letras
representan diferencias significativas en el tiempo dentro de un mismo grupo.
* ** Representan diferencias significativas entre grupos, p <0.05 (n=6).

Grupo control: En el tiempo 0, comienza con una elevada actividad enzimatica, sin
embargo, para los tiempos 15, 30 y 60, esta actividad enzimética se mantuvo
estable durante dicho tiempo. En el tiempo 90, hubo un ligero incremento, el cual no
tiene cambios significativos con el tiempo 0.

Grupo diabético con metformina: Para el tiempo 0, comienza con una elevada
actividad enzimatica, sin embargo, para los tiempos 15,30 y 60, esta actividad
enzimatica se mantuvo estable durante dicho tiempo. En el tiempo 90, hubo un
ligero incremento, el cual no tiene cambios significativos con el tiempo 0.

Grupo diabético con EACP: EI tiempo 30, presenta la mayor disminucién en la
actividad de la enzima, para el resto de los tiempos, se mantuvo estable la actividad
de la enzima, sin tener cambios significativos.

Para el tiempo 0, nuestros tres grupos estudiados, no tuvieron diferencias
significativas, del tiempo 15 al tiempo 60, el grupo tratado con metformina no tuvo
diferencias significativas con el grupo control. En el tiempo 90 se observa que los
tres grupos no presentan diferencias significativas, manteniendo la misma actividad
de la enzima.
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VII. Discusion.

La produccion aumentada o acelerada de radicales libres (RL) y de especies
reactivas de oxigeno (ERO) conocida como estrés oxidativo, se presenta en
diversas condiciones fisiolégicas y fisiopatologicas, asi como su relacion con el
desarrollo de diversas enfermedades, como en la diabetes mellitus. (Villa, L, Nava,
AA, et al 1999). La hiperglicemia sostenida favorece la autooxidacion de la glucosa
lo cual causa desbalance en los mecanismos de oxidacion y anti oxidaciéon que
conlleva a hiperproduccion de radicales libres de oxigeno que en sus mecanismos
de toxicidad oxidan lipidos, proteinas, lo que causa disturbios en la mecéanica
metabdlica del organismo (Alcides, Gonzales Y et al.,2013).

Por lo anterior, en este trabajo de tesis se evaluaron las variaciones de las
principales enzimas antioxidantes en los tejidos més afectados en la diabetes
mellitus, en tres condiciones experimentales en ratas Wistar macho sanos como
control positivo, diabéticos tratados con metformina y diabéticos tratados con el
extracto acuoso de Cuphea procumbens (EACP).

Los animales utilizados se les indujo la diabetes tipo 2, inducido con fructuosa al
60% que se administraron durante un periodo de 3 meses para que se presente la
enfermedad, en este periodo no se le administraron tratamientos. El tratamiento
cronico fue por 3 meses. Estos grupos corresponden a una investigacion previa de
nuestro grupo de trabajo donde se comprob6 que la Hierba de la calavera (Cuphea
procumbens) tiene efecto hipoglucemiante. (Orozco M. F. M. y Fenton N. B. 2018).

Existe un sistema de defensa celular contra estas especies reactivas de oxigeno, al
que contribuyen mecanismos enzimaticos y no enzimaticos. Dentro de los primeros
se encuentran enzimas como la catalasa (CAT), la superdxido dismutasa (SOD) y
la glutation peroxidasa (GPX) (Villa, L, Nava, AA, et al 1999). Las especies reactivas
de oxigeno incluyen al ion superéxido (O2¢ 7), el perdxido de hidrogeno (H2032), los
radicales hidroxilos (*OH) y la concentracion de ROS es un marcador directo que

representa el estrés oxidativo en el cuerpo (Kannan-K y Jain-SK.2000).
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El sistema de defensa antioxidante de las células vivas, constituye un mecanismo
adaptativo de gran relevancia, destacandose las actividades enzimaticas del
superéxido dismutasa (SOD), glutation peroxidasa (GPX). (Alcides, Gonzales Y et
al.,2013, Hu R, et al 2019).

En cuanto al modelo experimental, se utiliz6 la induccion de diabetes con la
administracion de fructosa. Se sabe que la dieta alta en fructosa provoca la
alteracion del metabolismo de lipidos, disminuye la sensibilidad a insulina y genera
alteraciones en el piruvato deshidrogenasa hepatica. La fructosa salta dos pasos
regulatorios de la glucdlisis, la glucosidasa y fosfofructocinasa, por lo que
potencialmente aumenta la acumulacion de intermediarios glucoliticos que activan
vias de estrés (Kelley GL, et al 2014).

Como se mencion6 anteriormente, durante las manifestaciones de la diabetes hay
un incremento de la produccion de radicales libres y especies reactivas de oxigeno
(ROS), que incrementan la lipoperoxidacion, dafio al DNA y la degradacion de
proteinas. En la diabetes tipo 1 los ROS se encuentran relacionados con la
disfuncién de células-B (Cnop 2005), iniciado por reacciones autoinmunes y
citocinas proinflamatorias. En la diabetes tipo 2, los ROS activan las vias
apoptéticas en las células-B, impiden la sintesis de insulina y también contribuyen a

la resistencia a la insulina (Evans JL et al, 2003; Simmons RA, 2006).

Muchos intentos terapéuticos han incluido el uso de hipoglucemiantes orales. Los
agentes mas utilizados son (sulfonilureas, biguanidas, Meglitinidas,
thiazolidinedionas, e inhibidores de a-glucosidasas), que se usan como
monoterapias 0 en combinaciones para obtener mejores controles de la glucemia.
La metformina es una biguanida que se utiliza ampliamente en el control de la
diabetes tipo 2. Disminuye las concentraciones circulantes de glucosa sin provocar
la hipoglucemia (Scheen AJ, 1996).

La Metformina disminuye la produccién de glucosa enddgena en pacientes con

DM2.La activacion de AMPK resulta en la supresion de la produccion de glucosa
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hepatica y el aumento en la captacién de glucosa en el musculo esquelético .Su
paso al espacio intracelular se da en razén de los Receptores Organicos de
Cationes (OCT —por sus siglas en inglés-) que estan divididos en cinco subtipos; de
éstos, el OCT1 y OCT3 son los principales implicados en su funcién antidiabética
porque estan localizados principalmente en los hepatocitos. (Arocha, J.D, et al
2017). Los principales efectos metabdlicos de la metformina, se resumen en, (A).
Efectos hipoglucemiantes. Disminuye la absorcion intestinal de carbohidratos
(reduce la hiperglucemia posprandial), inhibicion de la gluconeogénesis hepética,
favorece el transporte de insulina dentro del musculo esquelético. (B). Efecto
protector antidiabético. Proteccion de la célula beta pancredtica de la
glucolipotoxicidad. Efecto hepatoprotector: Disminucion de resistencia hepatica a la
insulina (Arocha, J.D, et al 2017).

Estudios genéticos con ratones, propusieron que los responsables del efecto
terapéutico del farmaco. Un mimético del AMP suprimio la producciéon de glucosa
en los hepatocitos de animales carentes del gen de la AMPK. Esto indica que es el
AMP en si mismo, pero no la enzima AMPK, el que podria desempefiar un papel
importante en la inhibicion de la produccion hepética de glucosa (Hickman MA, Bride
R, et al. 2013).

En los resultados obtenidos al administrar el EACP, fueron favorables, debido a que
se pudo observar que hubo una disminucion en la actividad enzimatica de SOD,
GPX, GST, GR, y por consiguiente una disminucion en la hiperglucemia, esto debido
a las fuentes de polifenoles.

Estos compuestos pueden influir en el metabolismo de la glucosa por varios
mecanismos, como inhibicion de la digestion de carbohidratos y absorcién de
glucosa en el intestino, estimulacion de insulina, secrecién de las células 3
pancreaticas, modulacién de la liberacién de glucosa del higado, activacion de
insulina en los receptores, captacion de glucosa en los tejidos sensibles a la insulina,
y modulacién de la produccién de glucosa hepatica. (Hanhineva, K, Térronen, R, et
al. 2010). Los polifenoles tienen actividad antioxidante y pueden inhibir el producto

final de glicacion avanzada (Kim, Y et al. 2016). Se ha demostrado que una variedad
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de polifenoles inhibe las actividades de a-amilasa y a-glucosidasa in vitro. Los
polifenoles inhibidores incluyen flavonoides (antocianinas, catequinas, flavanonas,
flavonoles, flavonas e isoflavonas), acidos fendlicos y taninos (proantocianidinas y
elagitaninos). (Hanhineva, K, Toérronen, R, et al. 2010).

Los fitoquimicos con actividad antioxidante ofrecen una gran esperanza. Como una
de las sustancias metabdlicas secundarias criticas, los polifenoles existen
ampliamente en una variedad de plantas y se han utilizado para diversos fines
debido a su gran capacidad antioxidante. Los polifenoles se caracterizan por el fenol
como el esqueleto bésico, y la sustitucion polihidroxilica del anillo de benceno se
puede clasificar en acidos fendlicos, acetofenonas, acido fenilacético, acidos
hidroxicinamicos, cumarinas, naftoquinonas, xantonas, estilbenos y flavonoides (Hu
R.,y col.,, 2019).

Los polifenoles en las plantas tienen diversas funciones, sirven para combatir el
estrés generado por organismos patégenos y por predadores. Son precursores de
compuestos de gran complejidad en el proceso de la regulacién y control del
crecimiento de plantas, asi como la defensa contra patdgenos. Tienen la capacidad
de actuar como donadores de hidrégeno o quelar iones metalicos como cobre e
inhiben la oxidacion de lipoproteinas de baja densidad (LDL). Estas caracteristicas
estan asociadas con un descenso de riesgo de enfermedades neurodegenerativas,
cardiovasculares, canceres gastrointestinales y de colon, cancer de mama y de
ovario, leucemias (Santos, Sanchez N, et al 2019).

Los compuestos fendlicos reducen o inhiben los radicales libres mediante la
transferencia de un atomo de hidrégeno, de su grupo hidroxilo. EI mecanismo de
reaccion de un compuesto fendlico con un radical peroxilo (ROO ¢) implica una
transferencia concertada del cation de hidrogeno del fenol al radical, formando un
estado de transicion de un enlace H-O con un electrén. La capacidad antioxidante
de los compuestos fendlicos se reduce fuertemente cuando el medio de reaccién
consiste en un disolvente propenso a la formacion de enlaces hidrégeno con los
compuestos fendlicos. También favorecen la ionizacion de los fenoles a anidn
fenoxidos, que pueden reaccionar rapidamente con radicales peroxilo, a través de

una transferencia de electrones. El efecto general del solvente sobre la actividad
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antioxidante de los compuestos fendlicos depende en gran medida de grado de
ionizacion de los ultimos compuestos (Forti MC, 2007).

Los antioxidantes no enzimaticos (glutation reducido) actia de forma sinérgica para
atrapar los radicales libre formados en los sistemas bioldgicos, por lo que previenen
a la célula del dafio oxidativo. GSH es un tripéptido rico en tioles que juega un papel
en el balance del estrés oxidativo al proteger a las células y tejidos (Ahmed MM, y
col, 2011).

Los agentes antidiabéticos mantienen los niveles de GSH que se utilizan durante la

diabetes y por lo tanto también estabilizan la peroxidacion de lipidos.

El grado de efectos de agentes antidiabéticos son metformina (MET) >repaglinida
(REP > glibenclamida (GLI), debido a que proveen una proteccién contra la
lipoperoxidacién y por lo tanto contribuyen a la proteccion contra el dafio oxidativo

en la diabetes en el pancreas (Obi B Ch y col, 2016).

Los antioxidantes inhiben la produccién de especies reactivas de oxigeno atrapando
los radicales libres. Los antioxidantes naturales fortalecen las defensas de los
antioxidantes endogenos de ROS y reestablecen el equilibrio 6ptimo al neutralizar
las especies reactivas (Azab-AE, Mohamed-Omar-Albasha-MO, 2018). Las
actividades antioxidantes de los fenoles estan relacionadas con un nimero de
diferentes mecanismos, tales como eliminacién de radicales libres, donacién de
hidrogenos, atrapamiento del oxigeno singlete, quelacion de iones metélicos y
accion como sustrato para radicales como superéxido e hidroxilo (Adwas-AA,
Elsayed-ASIE y col, 2019).

A continuacion, se mencionaran algunos extractos, en los cuales se ha demostrado
su efecto hipoglucemiante y la reduccion en el estrés oxidativo.

Soya (soja) fermentada: Un modelo diabético inducido por estreptozotocina (STZ)
alimentado con soja fermentada, un alimento coreano llamado cheonggukjang (5 g

/ 100 g de dieta durante 6 semanas), mostré que la concentracién de insulina en el
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pancreas fue mayor en los ratones alimentados con soja que en los ratones control
no tratados. Ademas de mejorar la produccion de insulina en el pancreas, el
tratamiento también parecié contribuir a mejorar sensibilidad a la insulina en los
tejidos periféricos (Hanhineva, K, Torronen, R, et al. 2010). Debido a que la diabetes
y sus complicaciones representan un problema de salud publico, se buscan
alternativas para apoyar a los tratamientos existentes, como son el uso de plantas
medicinales.

Vaccinium angustifolium: Extractos de etanol de la raiz, el tallo, la hoja y la fruta del
arbusto canadiense, el ardndano Vaccinium angustifolium, una fuente muy rica de
flavonoide, Solo se observo un ligero aumento en la secrecidn de insulina con €l con
extractos de hojas y tallos, pero se encontr6 que el efecto sobre la tasa de
proliferacion celular aumento significativamente por el tratamiento con el extracto de
fruta en comparacion con el control, sugiriendo una capacidad potencial para frenar
el dafo de las células B en el sindrome metabdlico. (Hanhineva, K, Torrénen, R, et
al. 2010).

Quercetina: La quercetina, mostro la restauracion de las células B, cuando se utilizé
como suplemento dietético. (0,5% de la dieta durante 14 dias) en ratones diabéticos
inducidos por STZ. El analisis mostroé que La quercetina restablecio la capacidad de
proliferacion celular inhibida por el tratamiento con STZ y resulté en un mayor nivel
de insulina en plasma. Ademas, los marcadores de estrés oxidativo se redujeron en
el pancreas, mejorando el dafio oxidativo asociado con la diabetes., la preservacion
de las células de los islotes y la restauracion de La produccion de insulina también
se observaron. (Hanhineva, K, Torrénen, R, et al. 2010).

Eugenia jambolana: Los extractos de semillas de Eugenia jambolana aumentaron
la secrecion de insulina de islotes aislados de ratas diabéticas inducidas por STZ en
presencia de glucosa 10 mM; extracto acuoso de Abutilon indicum, una planta
utilizada como medicina tradicional en Tailandia, estimulo la secrecion de insulina

de islotes de rata aislados. (Hanhineva, K, Torronen, R, et al. 2010).

Se ha informado que varios alimentos y extractos a base de plantas mejoran la

absorcion de glucosa in vitro. Se informé que el extracto polifendlicos del té verde
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regula la expresion de genes implicados en la captacién de la glucosa y vias de
sefalizacion de insulina en el tejido muscular de ratas con sindrome metabdlico

inducido por una dieta alta en fructosa. (Hanhineva, K, Torronen, R, et al. 2010).

Cecropia obtusifolia es una planta comunmente utilizada por los mexicanos, para
tratar la DM2. Los estudios han evaluado su efecto hipoglucémico en modelos
animales y en pacientes con DM2. La planta contiene acido clorogénico, un inhibidor
de glucosa. Prueban la hipotesis de que va dirigido a la gluconeogénesis con un
inhibidor de glucosa-6-translocase de fosfato, podria resultar en una reduccion de
la funcion hepética en la produccion de glucosa. Para este propdésito, probaron los
efectos de la planta en gluconeogénesis (in vivo) y en actividad enzimatica (in
vitro. Los autores llegaron a la conclusion de que los resultados implicaron que la
administracion de la planta podria mejorar el control glucémico al bloquear el higado

y la salida de glucosa, especialmente en ayunas. (Adolfo, AC 2012).

Malmea depressa (Baill.l) RE Fries. (Annonaceae): Esta planta se usa
tradicionalmente en las comunidades mayas de Sureste de México para tratar la
DM2.Una infusion de corteza de raiz, se toma durante todo el dia entre comidas. Los
autores probaron la inhibicién de la gluconeogénesis in vivo mediante la realizacion
de Realizar una prueba de tolerancia al piruvato en ratas n5-STZ después de 18
horas. Periodo de ayuno Los efectos de los extractos en la actividad G-6-P fueron
analizados in vitro con microsomas de higado de rata intactos. En esto trabajar el
extracto etandlico de la corteza de la raiz de forma dosis-dependiente inhibié un
pico de glucosa en el modelo animal. Los autores sugieren que la administracion de
la planta puede mejorar la glucemia, blogueando la produccion de glucogeno
hepatica. (Adolfo-AC, 2012).

Debido a que la diabetes y sus complicaciones representan un problema de salud

publico, se buscan alternativas para apoyar a los tratamientos existentes, como son

el uso de plantas medicinales.
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Lo que se ha reportado respecto a las enzimas antioxidantes con el uso de la
metformina es que incrementa la actividad de la catalasa CAT y SOD. También
incrementa de forma significativa la concentraciéon de GSH glutation en suero. Esto
concuerda perfectamente con lo que esta reportado anteriormente (Onyeka-CA y
col, 2013; Satheesh-MA y Pari-L, 2004).

La actividad de la SOD disminuyo en el grupo de ratas diabéticas tratadas con
metformina a lo largo del estudio crénico en los tejidos analizados. Esto coincide
perfectamente con lo reportado, ya que la metformina, es uno de los
hipoglucemiantes orales mas utilizados, al reducir los niveles circulantes de
glucemia, sin provocar hipoglucemia (Scheen, AJ 1996), reduce la produccién de
especies reactivas de oxigeno.

Respecto a la accion de el extracto acuoso sobre las enzimas antioxidantes
analizadas, se observé que al inicio se encontraron més elevadas y conforme se
analizaron en los diferentes tejidos y a lo largo del tiempo disminuyeron.

Al inicio, en el tiempo cero, los animales se encontraban con un tratamiento de tres
meses para que se instalara la diabetes (Orozco, M y Fenton, N.B, 2018). Esto
genero6 un estado de alto estrés oxidativo, por una sobreproduccion de ROS.

Los niveles de enzimas antioxidantes se vieron incrementados en la valoracion de
los 15 dias, estos resultados coinciden perfectamente con lo previamente reportado,
donde los polifenoles provocan un incremento en las concentraciones enzimaticas,
como medio de contrarrestar el estrés oxidativo (Hu-R, y col 2019).

Conforme fue transcurriendo el tiempo, el extracto, que tiene el efecto
hipoglucemiante comenzd a disminuir los niveles normalizandolos en la semana 6
y manteniéndolos hasta la semana 12 (Orozco, Montes, 2018).

Debido a que existe una disminucién de la glucosa circulante, esto provoca que se
reduzca la actividad de las enzimas, esto se observo en los tejidos y enzimas

antioxidantes analizadas.

Debido a que los componentes activos de las plantas generan un mayor efecto

antioxidante (Chavez N, 2020), se observé que en los grupos que recibieron el
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EACP mostraron una disminucion ain menor que el control positivo que fue la

metformina.

En nuestro grupo de trabajo también se realiz6 el andlisis histopatol6gico de higado
y pancreas (Gomez, G.R y Fenton, N.B, 2019). El higado de ratas diabéticas mostro
tener esteatosis. La acumulacion de grasa y el grado de inflamacion correspondio
al avance de la enfermedad. EI GSH reducido disminuy0, reduciendo la proporcion
de GSH/GSSG. Esto coincide con lo previamente reportado respecto al higado
graso y la disminucion de GSH (Jarukamjorn, K et al, 2016).

El extracto acuoso de la Hierba de la calavera (EACP), tiene efecto hipoglucemiante.
(Orozco M,2018).

No se conoce el efecto que tiene la administracion oral del EACP en las enzimas
antioxidantes.

Por los resultados obtenidos en este trabajo sugerimos que el EACP es una
alternativa viable de apoyo a la metformina en modelos de rata Wistar, presentando
valores de actividad enzimética semejantes o inferiores al grupo tratado con

metformina.
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IX Conclusiones.

La administracion crénica de EACP en animales con diabetes mellitus tipo 2 reduce
la actividad de enzimas antioxidantes. Por lo cual podemos concluir que Cuphea
procumbens. Modifica la actividad de enzimas antioxidantes.

Respecto a la modificacion en la actividad enzimética por la administracion crénica
de EACP se concluye lo siguiente:

e SOD: Mostr6 una reduccion en todos los tejidos a partir del dia 30.

e GPX: En RIifi6n y corazén se observé una reduccion significativa en
comparacion con metformina. Mientras que, en pancreas e higado, no se
obtuvo una diferencia significativa con respecto al grupo con metformina.

e GST: El pancreas e higado, presentaron menor actividad de la enzima en
comparacioén al grupo con metformina. En corazoén y rifién, no se observaron
diferencias significativas con los otros grupos.

e GR: En rifidn fue inferior al grupo con metformina. En pancreas, corazon e
higado, no se encontraron diferencias significativas.
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X. Perspectivas.

e Continuar con la investigacion del EACP, para determinar cuales son los
metabolitos secundarios que mas efecto tienen sobre los RL para la
disminucién del estrés oxidativo y la hiperglucemia.

¢ Identificar cual o cuales metabolitos secundarios son los responsables en la
regulacion de la actividad de las enzimas.

e Realizar pruebas de Farmacologia para identificar la dosis 6ptima para
humanos.

e Sila aplicacion de EACP es efectiva en humanos, se sugiera la produccion
de una forma farmacéutica o suplemento alimenticio que la poblacion pueda
utilizar apoyando al tratamiento hipoglucemiante, de manera practica y
econoémica.
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