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GLOSARIO DE TERMINOS

Alcaloides son metabolitos secundarios de vegetales que se sintetizan mediante
aminoacidos. Un alcaloide, por lo tanto, es un compuesto quimico que cuenta con
nitrégeno que proviene del proceso metabdlico de un aminoacido. Cuando su

origen es otro, se habla de pseudoalcaloides.

Alzheimer Enfermedad mental progresiva que se caracteriza por una
degeneracion de las células nerviosas del cerebro y una disminucion de la masa
cerebral; las manifestaciones béasicas son la pérdida de memoria, la

desorientacion temporal y espacial y el deterioro intelectual y personal.

Antioxidante: sustancia que presente en bajas concentraciones en relacion a un

sustrato oxidable, previene o retarda la oxidacién de tal sustrato.

Antocianinas son compuestos que se encuentran en las plantas, especialmente
las bayas, que tienen propiedades antioxidantes de gran alcance. Se proporcionan

algunos de los colorantes o pigmentos de plantas, flores y frutos.

Biodispolibilidad se expresa frecuentemente como la proporcion de la dosis
ingerida que es excretada en orina comparada con la excretada en heces Sin
embargo, los compuestos liposolubles, no seran directamente excretados en orina

sino que apareceran como metabolitos hidrosolubles.

Diabetes mellitus Enfermedad que define a un grupo de alteraciones metabdlicas
de mudltiples etiologias caracterizadas por hiperglucemia crénica y trastornos en el
metabolismo de los hidratos de carbono, las grasas y las proteinas, resultado de

defectos en la secrecidon de insulina, en la accién de la misma o en ambas.
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Especie reactiva de oxigeno Las especies reactivas de oxigeno (ROS) son un
conjunto de moléculas reactivas producidas en algunos procesos metabdlicos en los

que participa el oxigeno.

Estrés oxidativo es un desequilibrio bioquimico entre los radicales libres
(especies reactivas) y los antioxidantes en favor de los primeros lo que propicia

dafio celular y tisular al organismo.

Flavonoides son pigmentos vegetales con un marcado poder antioxidante, que

previenen el envejecimiento celular y los procesos degenerativos.

Fungicidas compuesto quimico que destruye los hongos parasitos.

Herbicidas es un producto fitosanitario utilizado para eliminar plantas indeseadas.
Algunos actuan interfiriendo con el crecimiento de las malas hierbas y se basan

frecuentemente en las hormonas de las plantas.

Hipertensién Es la elevacion de los niveles de presion arterial de forma continua

o sostenida. Para entenderlo mejor es importante definir la presion arterial.

Insulina Hormona producida por el pancreas, que se encarga de regular la

cantidad de glucosa de la sangre.

Polifenoles son metabolitos secundarios de las plantas y generalmente
subdivididos en taninos hidrolizables, que son ésteres de acido galico de glucosay
otros azucares; y fenilpropanoides, como la lignina, flavonoides y taninos

condensados.

Resistencia a la insulina es una condicion que ocurre cuando el cuerpo no

responde a la insulina que produce. El resultado es que glucosa no puede entrar
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las células y se queda en la sangre. Con el tiempo, el nivel de glucosa en la

sangre se acumula y el resultado es diabetes.

Radical libre son sustancias quimicas muy reactivas que introducen oxigeno en
las células, produciendo la oxidacion de sus partes, alteraciones en el ADN, y que

provocan cambios que aceleran el envejecimiento del cuerpo.

Xenobioticos Es un compuesto ajeno al cuerpo. Las principales clases
de xenobidticos de importancia médica son los farmacos, carcinbgenos quimicos y
varios compuestos que han llegado a nuestro ambiente de una u otra manera,

como bifenilos policlorinados (PCB) y ciertos insecticidas.
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RESUMEN

La diabetes mellitus es una enfermedad que involucra una serie de trastornos metabdlicos.
El proceso inflamatorio cronico que ocurre en esta enfermedad propicia la secrecion de
citocinas proinflamatorias: TNFa, IL-18 e IL-6, que favorece un aumento en el estrés
oxidativo. Los farmacos utilizados utilizados generan efectos secundarios adversos. Las
plantas medicinales poseen menos efectos secundarios y contienen principios activos los
cuales poseen actividad hipoglucemiante y antioxidante y se espera que estos
compuestos tengan un efecto antiinflamatorio. Objetivo: Evaluar las variaciones de
concentraciones circulantes de citocinas proinflamatorias (TNFa, IL-18 e IL-6) en ratas
hiperglucémicas tratadas con administracion oral de capitaneja (Verbesina montanoifolia).
Metodologia. Evaluacion de actividad hipoglucemiante aguda mediante curvas de ayuno
y tolerancia a la glucosa. Se dividieron los animales en 4 grupos de 6 animales cada uno.
1) Sanas + solucién salina 2) Hiperglucémicas + Insulina 3) Hiperglucémicas + extracto
acuoso de capitaneja 4) Sanas + Extracto acuoso de capitaneja. Todos los grupos con una
administracién oral diaria por 60 dias posteriormente se medirdn enzimas antioxidantes y
citocinas circulantes la cual se realizd través del método de ELISA tipo sandwich.
Resultados: Mediante un analisis in vitro la capitaneja (Verbesina montanoifolia) posee
actividad hipoglucemiante, antioxidante, contiene polifenoles, fenoles y flavonoides asi
como carbohidratos (36.04 mg/mL) y proteinas (0.92 mg/mL). Antes la comprobacion que
tiene actividad hipoglucemiante. Durante la administracion crénica logr6 mantener una
ganancia de peso a los animales, protegid a las diferentes enzimas antioxidantes y
disminuyendo el grado de lipoperoxidacion en diversos tejidos. El TFN-a disminuy6 a partir
de la semana 2 en donde sus niveles se mantuvieron por debajo de los 500 pg/mL, en
cuanto a la IL-1 logré una completa inhibiciéon durante todo el periodo experimental y por
ultimo los niveles de IL-6 siempre se mantuvieron en niveles normales sin ninguna
diferencia significativa al compararlos con los controles Conclusiones: La capitaneja
(Verbesina montanoifolia) posee efecto hipoglucemiante, antioxidante, mejora el estrés
oxidativo. La administracion cronica del extracto acuoso de capitaneja (Verbesina

montanoifolia) posee un efecto antiinflamatorio (IL-1B, IL-6 y TNFa).

Palabras clave: Diabetes Mellitus, Capitaneja, Verbesina montanoifolia, Citocinas

proinflamatorias, polifenoles.
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ABSTRACT

Introduction. Diabetes mellitus is a disease that involves a series of metabolic disorders.
Chronic inflammation promotes the secretion of various pro inflammatory cytokines (IL-1,
IL-6, and TNFa) and increase the oxidative stress. Pharmacological therapy used generate
adverse side effects. Medicinal plants have less adverse side effects and possess active
compounds which have hypoglycemic and antioxidant activity, and this compounds are
expected to have anti-inflammatory activity as well. Objective. To measure changes in
circulating levels of pro inflammatory cytokines (IL-18, IL-6, and TNFa) in hyperglycemic
rats treated with oral administration of capitaneja (Verbesina montanoifolia).
Methodology. Evaluation of acute hypoglycemic activity was measure through fasting and
glucose tolerance. The animals were divided into 4 groups of 6 animals each. 1) Healthy
rats + saline solution 2) Hyperglycemic rats + Insulin 3) Hyperglycemic rats + Capitaneja
agueous extract 4) Healthy rats + Capitaneja aqueous extract. All groups with a daily oral
administration for 60 days. Thereafter circulating cytokines were measured by sandwich
ELISA. Results. The analysis of the aqueous extract and pigments from Capitaneja
showed it has hypoglycemic and antioxidant activity, with higher polyphenols, phenols and
flavonoids as the controls used. Also it has reducing carbohydrates (36.04 mg/mL) and
proteins (0.92 mg/mL). During chronic administration, a weight gain was observed in all
groups: Protects different antioxidant enzymes and decreasing the lipid peroxidation in
various tissues. TNF-a decreases from week 2 wherein levels remain below 500 pg/mL, IL-
18 achived complete inhibition throughout the experimental period , and finally the levels of
IL-6 always remained at normal levels without any significant difference when compared
with controls Conclusion. The capitaneja (Verbesina montanoifolia) has hypoglycemic and
antioxidant effect, and also decreases oxidative stress. Chronic administration of the

agueous extract of capitaneja (Verbesina montanoifolia) has antiinflamatory effect.

Key words: Diabetes mellitus, Capitaneja, Verbesina montanoifolia, proinflamatory

cytokines, polyphenols.
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l.- INTRODUCCION

1.1. Diabetes

El término diabetes mellitus define alteraciones metabdlicas de mdultiples etiologias
caracterizadas por hiperglucemia crénica y trastornos en el metabolismo de los
hidratos de carbono, las grasas y las proteinas, resultado de defectos en la

secrecion de insulina, en la accion de la misma o en ambas (ADA, 2013).

El control adecuado de la hiperglucemia en la diabetes se asocia con la prevencion
del dafio a largo plazo ocasionando complicaciones micro y macro vasculares,
arterioesclerosis, retinopatia, nefropatia, neuropatia, pie diabético entre otras
complicaciones (Rodriguez JL y Del Rio M, 2014), sin embargo, para lograr un
control estricto se requiere una estrategia de cuidado estructurado-(Renders CM y
cols 2001).

En México, en la poblacion adulta (20 a 69 afios) se calcula que hay méas de 17
millones de pacientes con hipertension, mas de 14 millones con dislipidemia, mas
de seis millones con diabetes mellitus tipo 2, mas de 35 millones de adultos con
sobrepeso u obesidad y mas de 15 millones de individuos con grados variables de

tabaquismo (Lozada ALT y cols. 2011).
1.1.1. Clasificacion de la diabetes
La clasificacidon de la diabetes incluye cuatro tipos diferentes de diabetes:
v Diabetes tipo 1: enfermedad autoinmune que produce como resultado la
destruccion de las células beta del pancreas, por lo general conduce al

déficit absoluto de insulina.

v' Diabetes tipo 2: resultado de un progresivo déficit de secrecion de insulina o

bien como resultado del desarrollo de una resistencia a la insulina.
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v Diabetes mellitus gestacional: diabetes diagnosticada durante el embarazo

por lo que no es claramente una diabetes.

v Otros tipos especificos de diabetes debido a otras causas, por ejemplo,
defectos genéticos en la funcion de las células beta, defectos genéticos en la
accion de la insulina, las enfermedades del pancreas exocrino (por ejemplo,
fibrosis quistica), y las inducidas por drogas o por productos quimicos (ADA,
2015).

La Diabetes Mellitus tipo 2 es la mas comun afectando a un 90% de total de los
casos de la poblacion diabética del mundo y existe un acelerado aumento de

nuevos casos en zonas urbanas y rurales (ADA, 2015)

En el afio 2008 se report6 que:

v' Mas del 80% de las muertes por diabetes se registran en paises de ingresos

bajos y medios.

v' Casi la mitad de esas muertes corresponden a personas de menos de 70

anos.

v La alimentacion saludable, la actividad fisica regular, el mantenimiento de un
peso corporal normal y evitar el consumo de tabaco pueden prevenir la
diabetes de tipo 2 o retrasar su aparicion (Reducing risk and preventing
disease, 2011).

Mientras que en América Latina hay méas de 25 millones de diabéticos, y para 2030
podrian ser 40 millones, en América del Norte y los paises angloéfonos del Caribe
este numero podria elevarse de 38 a 51 millones en ese mismo lapso. (La salud,

nuevos retos y padecimientos. 2015).
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A su vez en el afio 2012, la Federacién Internacional de la Diabetes estim6 que
mas de 371 millones de personas vivian con dicha enfermedad y que 4.8 millones
de personas mueren a causa de la misma. Por otro lado a nivel mundial se estima
que para el afio 2030 el numero de personas diabéticas se incremente a 439
millones, lo que representa el 7.7% de la poblacion adulta (de 20 a 79 afios de
edad) del mundo (Boletin epidemiolégico diabetes mellitus tipo 2 primer trimestre,
SINAVE, 2013).

En México, la DM ocupa el primer lugar en numero de defunciones por afio, tanto
en hombres como en mujeres las tasas de mortalidad muestran una tendencia
ascendente en ambos sexos con mas de 70 mil muertes y 400,000 casos nuevos
anuales y al igual que otros paises, México enfrenta problemas diversos que limitan
la eficacia de los programas institucionales para la contencién de esta enfermedad.
Destacan por su importancia el insuficiente abasto de medicamentos, equipo
inadecuado y obsoleto en las unidades de salud, la inaccesibilidad a examenes
de laboratorio, limitaciones de los servicios de apoyo psicolégico, nutricional, nula
promocion de actividad fisica, auto monitoreo y escasa supervision de los servicios

para alcanzar la adherencia terapéutica (NOM 0-15, 2010).

En el afio 2012 se identificaron a 6.4 millones de adultos mexicanos con diabetes,
es decir, 9.2% de los adultos en México han recibido ya un diagnéstico de diabetes.
El total de personas adultas con diabetes podria ser incluso el doble, de acuerdo a
la evidencia previa sobre el porcentaje de diabéticos que no conocen su condicion
(ENSANUT, 2012).

En el mundo, los gastos sanitarios por diabetes se han elevado a 465.000 millones
de USD en 2011, lo cual equivale al 11% del gasto sanitario total. Si no se invierte
en hacer que los tratamientos eficaces para prevenir las complicaciones diabéticas
estén al alcance de todos, se predice que esta cifra aumentara hasta los 595.000
millones de USD para 2030 (Federacion Internacional de Diabetes, 2011).
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Respecto a los costos al bolsillo de los usuarios, de cada 100 pesos que se gastan
en diabetes en Meéxico, aproximadamente 51 pesos proviene de los
hogares/ingresos familiares, representa una carga social de muy alto impacto que
evidentemente tendra un efecto considerable en la medicion del gasto catastréfico
en salud del pais, sobretodo tratandose de un padecimiento de alto costo y alta
prioridad como problema de salud publica en México (Arredondo A, De Icaza E,
2011).

1.1.2. Factores de riesgo para desarrollar diabetes

Existen factores de riesgo para cada tipo de diabetes. Existen factores de riesgo no
modificables, como la edad, la historia familiar, haber presentado diabetes
gestacional, o la raza; sin embargo, hay algunos habitos de vida que pueden elevar
el riesgo a desarrollar diabetes como el sedentarismo, malos habitos alimenticios,
el sobrepeso o la obesidad abdominal, los cuales son factores de riesgo

modificables (Guia ¢, Conoces tu riesgo de desarrollar diabetes en el adulto? 2013).

1.2. Diabetes mellitus y estrés oxidativo

Se sabe que el estrés oxidativo juega un papel importante en el desarrollo de las
complicaciones en la diabetes (Ullah A y cols. 2015), este es un proceso
caracterizado por un desequilibrio bioquimico entre la produccién de radicales
libres y especies reactivas de oxigeno, con respecto a los antioxidantes a favor de
los primeros con implicaciones en la homeostasis del organismo por dafio a nivel
celular, tisular y sistémico (Rosado-Pérez y Mendoza-Nuiez 2007).

El incremento en especies reactivas de oxigeno puede deberse a la disminucion en
la destruccién o al aumento en la produccién por la catalasa (CAT), superédxido
dismutasa (SOD) y glutation peroxidasa (GSH-Px). La variacién en los niveles de
estas enzimas hace que los tejidos mas susceptibles al dafio por estrés oxidativo
(Ullah A'y cols. 2015).
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El dafio celular que producen el estrés oxidativo, ocurre en los enlaces de
proteinas, los fosfolipidos poliinsaturados de las membranas celulares, hidratos de
carbono y acidos nucleicos, lo que provoca gran variedad de cambios bioquimicos
y fisiologicos en la célula, ocasionados por la activacion de una reaccion en
cadena. Esto induce a que se presenten diversas enfermedades, como diabetes,
ateroesclerosis, procesos inflamatorios, enfermedad de Alzheimer, Parkinson,
cataratas, depresion, diversos tipos de cancer, entre otros (Ramos IML y cols.
2006).

Se ha precisado ademas, que el desbalance entre las especies reactivas de
oxigeno y los antioxidantes es un elemento patogénico importante de la resistencia
a la insulina ya que una de las proteinas que puede sufrir dafio oxidativo en los
diabéticos es la insulina, lo cual provoca cambios quimicos y estructurales en esta
hormona y, como consecuencia, una pérdida de su funcién biolégica (Cruz HJ y
cols. 2011).

La hiperglucemia da como resultado una excesiva produccion de Acetil CoA el cual
entra al ciclo de Krebs, produciendo un exceso de NADH, por lo tanto la cadena
transportadora de electrones se encuentra bajo una fuerte presién. De esta
manera, la oxidacion de la sobreproduccion del NADH por la mitocondria va a
conducir inevitablemente a la produccién de mas peroxido por ende especies
reactivas de oxigeno, lo cual eleva la magnitud del estrés oxidativo (Liang-Jun,
2014), ademas, dado que las mitocondrias de las células juegan un papel central
en la secrecién de insulina en el pancreas, estimulada por glucosa, el dafio a nivel
mitocondrial puede contribuir a la atenuacion de esta respuesta. Por lo tanto, la
generacion de especies reactivas de oxigeno y el dafio oxidativo pueden contribuir
a la aparicion, progresion y complicaciones de la diabetes tipo 1 y 2 (Danay HR y
cols. 2014).
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Existen varios mecanismos implicados en el incremento de las especies reactivas

de oxigeno en la Diabetes mellitus, entre los que se encuentran:

e La via del poliol o sorbitol: Es una cascada de reacciones quimicas en la

cual se obtiene fructosa a partir de la glucosa, pasando por el sorbitol con la
ayuda de la enzima aldosa reductasa. El incremento de esta via trae
aparejado cambios severos que incluye la disminucién en los niveles de
NADPH, Glutation y miositol; cada uno con un papel importante en el

desarrollo de la microangiopatia diabética (Triana M. 2001).

Glicacion no enzimética de proteinas: Este proceso implica una reaccién en
la cual los azlcares reaccionan no-enzimaticamente con las proteinas para
formar los productos de glicacion precoz Illamados de Amadori
posteriormente una serie compleja de reordenamientos intramoleculares y
reacciones oxidativas conduce a la formacion de compuestos mdultiples, muy
reactivos, colectivamente conocidos como productos de glicacion avanzada
(AGEs), estos son capaces de producir agregacion de proteinas y se ha
demostrado que exhiben diversas actividades biol6gicas deletéreas; Los
AGEs contribuyen a la coloracion marrén, al aumento en la fluorescencia y a
la escasa solubilidad de las cristalinas asi como a la agregacién y a la
disminucién graduales de la elasticidad del colageno tisular, cambios tipicos

gue ocurren en el envejecimiento (Gugliucci A 2000).

Auto oxidacion de la glucosa: Esta ruta es muy importante en el desarrollo
de la diabetes y sus complicaciones ya que genera peroxidos de hidrogeno
(H202) que en presencia de ciertos metales pueden formar el radical
hidroxilo el cual ataca al DNA provocando alteraciones muta génicas
(Robertson P 2004).

MANUEL ALEJANDRO VARGAS VARGAS 6



“EVALUACION DEL EFECTO HIPOGLUCEMIANTE DE LA ADMINISTRACION ORAL DE EXTRACTOS DE HOJAS DE
CAPITANEJA (VERBESINA MONTANOIFOLIA) EN UN MODELO DE ANIMALES HIPERGLUCEMICOS SOBRE LA
VARIACION DE CONCENTRACIONES DE CITOCINAS PROINFLAMATORIAS”

La cadena transportadora de electrones: Es considerada la mayor fuente de
formacioén de radicales libres. Del total del oxigeno que llega a la mitocondria, del 5
al 10% se reduce por la accion de los electrones procedentes de los
transportadores de la cadena respiratoria que escapan de ésta, la cual es
responsable de la formacion del anion O2-, que por accion de la enzima super oxido
dismutasa se convierte en H202 y éste a *OH mediante la reaccion de Fenton
(Maldonado Sy cols. 2010; Rodriguez C y Céspedes M 1999).

HIPERGLUCEMIA
/ J}
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Figura 1.- Participaciéon del estrés oxidativo en la diabetes mellitus (Villa-

Caballero y cols. 1999).
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1.2.1. Radicales libres

Quimicamente, un radical libre se define como un atomo o molécula que en su
altimo orbital presenta un electron no apareado, por lo cual es una especie
altamente inestable y reactiva que precisa de obtener el atomo que le falta de las
moléculas vecinas, y dependiendo de dbénde y cuanto se genere puede
estabilizarse tomando el electrén que requiere de las biomoléculas proximas a él
(Valko My cols. 2006).

Una vez que el radical libre ha conseguido sustraer el electron (reduccion) que
necesita, la molécula estable que lo pierde (oxidacion) se convierte a su vez en un
radical libre por quedar con un electrén desapareado, iniciAndose asi una reaccion
en cadena. Debido a que estas especies reactivas no poseen receptores
especificos, tienen una capacidad de agresion indiscriminada sobre células y
tejidos vivientes. Como producto del metabolismo se generan distintos tipos de
radicales libres, tales como: especies reactivas de oxigeno (el anién superoxido, el
perdxido de hidrogeno y el radical hidroxilo) y especies reactivas de nitrégeno
(6xido nitrico, radical peroxinitrito), entre otros, cuya principal fuente son las
mitocondrias, los lisosomas, los peroxisomas, asi como la membrana nuclear,

citoplasmica y del reticulo endoplasmico (Maldonado Sy cols, 2010).

Los radicales libres también son generados por factores como: la contaminacion
ambiental, la exposicion a radiaciones ionizantes, el tabaco, los medicamentos, los
aditivos quimicos en alimentos procesados y algunos xenobidticos como pesticidas,

herbicidas y fungicidas (Ortiz-Garcia y Morales-Vazquez, 2013).

Los radicales libres se producen generalmente en la célula a través de reacciones
de transferencia de electrones, con o sin participacién enzimatica, pero mediada
por iones metalicos de transicidn; tal es el caso del radical hidroxilo (*OH) que es

generado siempre que el peroxido de hidrogeno (H202) entra en contacto con iones
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cobre (Cu*2) o iones fierro (Fe*2); ya que el H202 y los complejos metalicos estan

presentes en humanos.

Los mecanismos de formacién de los radicales libres son tres:
e Transferencia electrénica, en la que se produce la cesion de un electron a
una molécula.
e Pérdida de un protén de una molécula.
e Ruptura homolitica de un enlace covalente de cualquier molécula, de
manera que cada fragmento obtenido conserva uno de los electrones

apareados del enlace.

Aunque el oxigeno es indispensable para la vida de los organismos aerobios, a
altas concentraciones o bajo ciertas condiciones a la concentracion normal llega a
ser toxico, esta toxicidad del oxigeno se puede explicar por la formacién de las
especies reactivas de oxigeno. Asi, la presencia de las especies reactivas de
oxigeno ha sido asociada al proceso de envejecimiento y a una amplia diversidad
de estados patolégicos como la enfermedad de Alzheimer, la artritis reumatoide, la
hipertension y la carcinogénesis, entre otros (Cardenas-Rodriguez y Pedraza-
Chaverri 2006).

Este grado de oxidacion molecular definido como estrés oxidativo depende del nivel
de las especies reactivas de oxigeno ya que el flujo neto de radicales libres
representa el nivel de estrés oxidativo, causante de la modificacion quimica de
moléculas bioldgicas. El dafio resultante puede afectar las funciones celulares y de
tejidos dando lugar a diferentes patologias (Balderas Fy Méndez J 1998).

Es importante mencionar que los radicales libres existen como derivados de
muchos elementos o moléculas quimicas, y los mas importantes desde el punto de
vista biolégico son los derivados del oxigeno y del nitrogeno principalmente,

aunqgue también destacan los derivados del hidrogeno y del carbono, asi como los
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formados por metales de transicion como el hierro y el cobre entre otros (Cardenas-

Rodriguez y Pedraza-Chaverri, 2006).

El oxigeno (Oz) contenido en el aire que normalmente respiramos es fundamental
para la vida, sin embargo muchas reacciones en las que participa el Oz originan
radicales libres, de ahi que el oxigeno sea una molécula potencialmente téxica. La
reduccion univalente de Oz genera intermediarios reactivos en una serie de
reacciones que involucra cuatro electrones, produciendo 3 compuestos

denominados especies reactivas de oxigeno:

1.-El anion superoxido (O2-)
2.-Peroxido de Hidrégeno (H202)
3.-Radical Hidroxilo (OH-) (Sanchez Rodriguez y cols. 2004).

El producto final de la cadena de reacciones, puede ser la molécula de agua, en
cuyo caso hay menores posibilidades de dafio al organismo; sin embargo
considerando que este es un sistema dinamico, es probable que se den otras
interacciones bioquimicas que conduzcan a la generacion y acumulacion de
radicales libres. Condiciones como la presencia de iones metalicos reductores,
compuestos derivados de nitrdgeno o deficiencia en los donadores de electrones
necesarios para remover o estabilizar a los radicales libres puede causar un exceso
de éstos (Mc Cord, 2000).

Las consecuencias de las reacciones de los radicales libres con diferentes
materiales celulares pueden ser muy variadas. Los objetivos celulares
frecuentemente atacados son: el ADN, los lipidos membranales, asi como
proteinas y carbohidratos. A nivel de organelos, se ha observado que las
mitocondrias son sumamente sensibles a la presién oxidativa, o que se refleja en
cantidades elevadas de oxidacion en lipidos y proteinas, y en mutaciones del ADN
mitocondrial (Gonzales-Torres MC y cols. 2000).
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Se ha demostrado que las especies reactivas de oxigeno se producen en diversos
tejidos bajo condiciones diabéticas, alguna de las fuentes de produccion de
especies reactivas de oxigeno en células son: La reaccion de glicacion no
enzimatica (AGEs), la cadena transportadora de electrones en la mitocondria y la
produccion de NADH oxidasa (Kaneto y cols. 2009).

Quimicamente el estrés oxidativo esta asociado con un aumento en la produccién
de especies oxidantes y una disminucion de la efectividad de los sistemas de
defensa antioxidantes como el glutation (Kumawat y cols. 2013).

1.2.2. Antioxidantes primarios y secundarios

Un antioxidante se define como aquella sustancia que presente en bajas
concentraciones en relacién a un sustrato oxidable, previene o retarda la oxidacion
de tal sustrato (Halliwell B y Gutteridge J 1995). Los antioxidantes utilizan varios
mecanismos de accién y con base en esto se han clasificado en primarios y

secundarios (Rosado-Pérez y Mendoza-Nufiez, 2007).

Tabla 1. Clasificacion de los antioxidantes (Rosado-Pérez y Mendoza-Nufiez
2007).

Antioxidantes primarioz  Antioxidantes secundarics

Enzrimas Proteinas
Superdxido

dizmutaza {500 Transferrina YVitamina C
YVitaminz E

Glutatidn perozidasa — Ceruloplasmina Vitamina A
{GPx) ¥ carcltenos
Catalasa (CAT) Albimina Acide drico
Metalotioneinas Bilirrubinas

Alblimina

Melatonina

Estrigenos

MANUEL ALEJANDRO VARGAS VARGAS 11



“EVALUACION DEL EFECTO HIPOGLUCEMIANTE DE LA ADMINISTRACION ORAL DE EXTRACTOS DE HOJAS DE
CAPITANEJA (VERBESINA MONTANOIFOLIA) EN UN MODELO DE ANIMALES HIPERGLUCEMICOS SOBRE LA
VARIACION DE CONCENTRACIONES DE CITOCINAS PROINFLAMATORIAS”

El antioxidante al colisionar con el radical libre cede un electron, se debilita su
accion y en algunos casos como la vitamina E, puede regenerarse a su forma
primitiva con la ayuda de otros antioxidantes (Bacallao, 2011). Los productos
finales de esta reaccion de disipacion energética antioxidante-oxidante son
comunmente el O2 y el H20, acompafiados de liberacion de calor (Goémez Pérez,
2013).

1.3. Enzimas antioxidantes

Los sistemas antioxidantes se pueden diferenciar en primarios constituidos por
enzimas como la superéxido dismutasa Yy la catalasa, asi como otras del ciclo
redox del glutation), estas enzimas poseen capacidad antioxidante que no se
consumen al reaccionar con los radicales libres y son dependientes de ciertos
cofactores generalmente oligoelementos metélicos tales como cobre, hierro,

magnesio, zinc o selenio.

Los mecanismos de acciéon de las distintas defensas antioxidantes las podemos
centrar en tres campos: mecanismos de prevencidn (sistemas primarios),
mecanismos eliminadores de radicales libres y sistemas enziméaticos de reparacion

o sintesis de novo (Galvan Cy cols. 2008).

1.3.1. Superodxido dismutasa

Es un grupo de metaloproteinas, caracterizadas por la presencia de manganeso en
las mitocondrias o de zinc/cobre en el citosol.

La familia de las SOD ha ido en aumento y ya se han descubierto al menos tres
miembros ademas de las dos proteinas inicialmente detectadas (la Mn-SOD
mitocondrial y la Zn/Cu-SOD citoplasméatica, que dan cuenta del 100% de la

actividad SOD intracelular), la Esc-SOD es de localizacion extracelular.
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La distribucion de la SOD es muy amplia a nivel tisular, con excepcion de la Mn-
SOD, que no se localiza a nivel eritrocitario; todas ellas ejercen un importante papel
en el control de los niveles de radical superédxido a nivel celular (Galvan C y cols.
2008).

Esta enzima cataliza la dismutacion de la especie reactiva de oxigeno anion
superéxido a O2 y a una especie menos reactiva, el peréxido de hidrogeno, este
peréxido puede ser destruido por la enzima catalasa o la glutation peroxidasa
(Krishnamurthy P y Wadhwani A, 2012).

0O2-- + O2:- + 2H+ — O2 + H202

1.3.2. Catalasa

La calatasa es una enzima tetramérica que consta de 4 subunidades tetraédricas
de 60 kDa, tiene un peso molecular de 240 kDa. La catalasa reacciona de manera
muy eficiente con el H202 para formar agua y oxigeno molecular, y con donadores
de hidrogeno como metanol, etanol o fenoles con actividad de peroxidasa (Matés
JMy cols. 1999).

H202 — 2H20 + O2
ROOH + AH2 - ROH + H20 + A

1.3.3. Glutation peroxidasa

La enzimas Glutation peroxidasa es una metaloenzima, lo que significa que
dependen de la presencia de minerales como selenio (Se), cobre (Cu), zinc (Zn) y
manganeso (Mn), que actian como catalizadores para su sintesis (Villa N y cols.
2008), cataliza la reduccion de H202 y también la reduccion de lipoperoxido (L-
OOH), utilizando al glutation (GSH) como agente reductor. Glutation peroxidasa es

el nombre genérico de un grupo de isoenzimas que poseen una triada catalitica

MANUEL ALEJANDRO VARGAS VARGAS 13



“EVALUACION DEL EFECTO HIPOGLUCEMIANTE DE LA ADMINISTRACION ORAL DE EXTRACTOS DE HOJAS DE
CAPITANEJA (VERBESINA MONTANOIFOLIA) EN UN MODELO DE ANIMALES HIPERGLUCEMICOS SOBRE LA
VARIACION DE CONCENTRACIONES DE CITOCINAS PROINFLAMATORIAS”

compuesta de selenocisteina, glutamina y triptéfano; se conocen cuatro enzimas
mayoritarias en los tejidos de los mamiferos todas dependientes de Selenio: GPX
citosdlica (GPX1), GPX gastrointestinal (GPX2), GPX plasmatica (GPX3) y GPX de
fosfolipidos (GPX4). El centro activo se encuentra en el aomo de Se unido
covalentemente a un residuo de cisteina; entre las diferentes formas de GPX se
conserva casi intacta esta estructura del centro catalitico. La capacidad reductora
de las enzimas GPX se basa en altas concentraciones de glutatién reducido (GSH);
un tripéptido celular con un grupo sulfhidrilo, con capacidad antioxidante. Durante el
mecanismo catalitico de GPX un selenol reacciona con un peréxido para dar acido
selénico, aqui es donde se une el primer GSH formando agua y una proteina Se-
SG, se enlaza un segundo GSH produciendo una proteina Se-GH mas un H+ y un
GSSG. Reaccion peroxidativa de la catalasa, en esta reaccion utiliza como
donadores de hidrégeno al metanol o al formaldehido para la produccion de dos
moléculas de agua metabdlica. El GSSG formado durante la reaccion es reducido
por la enzima glutatién reductasa utilizando NADPH como cofactor (Krishnamurthy
P y Wadhwani A, 2012).

ROOH + 2 GSH — ROH + GSSG + + H20
1.3.4. Glutatiéon reductasa
La glutatién reductasa es la enzima encargada de transferir electrones del NADPH
al glutatiéon oxidado (GSSG) reduciendo asi esta molécula. Durante las reacciones
catalizadas por la glutation peroxidasa y la glutation reductasa el glutatiéon no es
consumido, pero es reciclado y asi puede de nuevo ser utilizado cuando se

requiera (Martinez-Samano y cols. 2011).

1.3.5. Lipoperoxidacién en tejidos como consecuencia del aumento en el estrés

oxidativo

MANUEL ALEJANDRO VARGAS VARGAS 14



“EVALUACION DEL EFECTO HIPOGLUCEMIANTE DE LA ADMINISTRACION ORAL DE EXTRACTOS DE HOJAS DE
CAPITANEJA (VERBESINA MONTANOIFOLIA) EN UN MODELO DE ANIMALES HIPERGLUCEMICOS SOBRE LA
VARIACION DE CONCENTRACIONES DE CITOCINAS PROINFLAMATORIAS”

Los radicales libres atacan a los &cidos grasos poliinsaturados de las membranas
celulares y lipoproteinas transformandolos en acidos grasos peroxidados, los
cuales sufren un acortamiento de su cadena lateral liberando Malondialdehido

(MDA), de tal manera que la concentracion sérica de MDA, es proporcional a los

acidos grasos poliinsaturados oxidados y por lo tanto un buen indicador de

peroxidacion lipidica (Yoshida Y y cols. 2013).

1.4. Inflamacioén y diabetes mellitus

La inflamacion es una respuesta del organismo ante la exposicibn a agentes
infecciosos, estimulos antigénicos o lesiones fisicas que involucra a células del
sistema inmunolégico como neutrofilos, basofilos, células T entre otras.
Inicialmente tiene una funcibn homeostatica de proteccion o defensa que se
caracteriza por rubor, dolor, tumefaccion, edema y falta de funciéon en la zona
afectada, no obstante si el proceso es ineficiente y se vuelve crénico, se transforma
en un proceso fisiopatoldgico que favorece el incremento de radicales libres y
consecuentemente estrés oxidativo (Punchard N y cols, 2004).

Durante el proceso inflamatorio participan elementos celulares como humorales,
también actlan las células endoteliales del tejido dafiado o proximo a la lesion, asi
como las células efectoras de la respuesta inmune como los leucocitos cuya
actividad es coordinada y regulada por citocinas y por otros mediadores que
pueden ser liberados por células de los sistemas inmunitarios innato y adquirido, o
bien producidas por los sistemas enzimaticos plasmaticos entre los que estan el
sistema de la cinina, el de la coagulacion, el fibrinolitico y el del complemento.

El mecanismo es complejo e implica una sucesion de eventos en el que participan
los elementos ya mencionados, coordinados y dirigidos a controlar o reparar el

dafio (Rosado-Pérez y Mendoza-Nufiez 2007).
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Se han acumulado evidencias que subrayan la relevancia del factor nuclear kappa

(NF-kB) como comun denominador en la expresion coordinada de los genes

inducidos por procesos inflamatorios en la activacion endotelial, a diferencia de
otros factores de transcripcion, la activacion del NF-kB no requiere la induccion de

Su expresion ya que este factor se encuentra en forma de heterodimero inactivo en

el citoplasma unido a proteinas inhibidoras denominadas genéricamente IkB. El
heterodimero tipico de NF-kB consiste en una subunidad p50 y otra p65. Cuando la

célula es estimulada por alguno de los agentes mencionados anteriormente Ikp se

fosforila y experimenta ubiquitinacién, lo que sirve de sefial para la degradacion
proteolitica. Entonces el dimero p50/p65 se transloca al ndcleo, donde activa la
transcripcion de genes diana que poseen en su promotor elementos de respuesta
KB. Entre los numerosos genes regulados por NF-kB se encuentran citocinas
(factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), IL-1B, IL6 e IL-8), factores estimuladores
de la formacién de colonias de granulocitos/macréfagos, MCP-1, Factor tisular,
varias moléculas de adhesion como la molécula de adhesion intercelular 1 (ICAM-
1) y moléculas de adhesion vascular (VCAM-1) (Badimon L y Martinez-Gonzalez,
2006).

El factor de transcripciébn NF-kB controla la expresion de gran nimero de genes
implicados en la inflamacion y la proliferacion, su activacion incluye una serie de
diferentes estimulos incluyendo citocinas proinflamatorias, intermediarios de las
especies reactivas de oxigeno y ciertos microorganismos (Brand K y cols 1996).

1.4.1. Citocinas proinflamatorias y su curso temporal

Son moléculas de bajo peso molecular, normalmente entre 15-30 KDa, constituidas

por 120-180 aminoacidos. Aunque en general estan producidas por leucocitos,
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determinadas citocinas pueden también ser secretadas por otros muchos tipos
celulares (Navajas LF y Cano MF 2011).

La mayoria de las citocinas actuan cerca del lugar donde son producidas, bien en
la misma célula que la secreta (accién autdcrina), bien en una célula préxima
(accion paracrina). Cuando se producen en grandes cantidades, las citocinas
pueden entrar a la circulacién y actuar a distancia del sitio de produccion (accion
endocrina), y estas comienzan al igual que otras hormonas polipeptidicas a iniciar
sus acciones uniéndose a receptores de membrana especificos presentes en las

células diana (Abbas y cols. 2000).

Ante cambios vasculares, las células endoteliales expresan moléculas de adhesion,
por lo que los neutréfilos se les unen y emigran desde la sangre hacia el sitio de
reaccion, una vez unidos y activados por los mediadores locales o incluso por el
patdgeno en caso de infeccion, liberan agentes quimiotacticos que atraen a los
macrofagos, los cuales incrementan la fagocitosis y la liberacidon de mediadores y
citocinas, entre las que se encuentran el TNF-qa, IL-18 e IL-6. Estas tres citocinas a
nivel local promueven la coagulacion (para limitar la extension de la reaccion al
tejido préximo) e incrementan la permeabilidad vascular. EI TNF-a y la IL-13
inducen el aumento de la expresion de moléculas de adherencia sobre las células
endoteliales, posteriormente los neutrdéfilos, los monocitos y los linfocitos que
reconocen estas moléculas, se adhieren y luego pasan a través de la pared
vascular hacia los espacios tisulares; aunque éstos no son sus unicos efectos

(Rosado-Pérez y Mendoza-Nufiez 2007).
1.4.2. Factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a)
Se hace referencia al TNF como TNFa para diferenciarlo del TNF- o lifotoxina,

estrechamente relacionado, esta citocina fue identificada inicialmente como una

sustancia que se encontraba en el suero de animales tratados con LSP bacteriano,
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0 endotoxina, y causaba necrosis tumoral in vivo. Su principal fuente celular son los

fagocitos mononucleares activados, aunque también puede ser secretado por las

células T estimuladas por antigenos, células NK (natural killer) y mastocitos y es el
mediador principal de la respuesta inflamatoria aguda frente a las bacterias
gramnegativas y a otros microorganismos infecciosos y es responsable de muchas

complicaciones sistémicas de las infecciones graves (Abbas y cols. 2000).

Existen dos receptores distintos para TNF, cuyos tamafios moleculares son de 55
kDa denominado receptor de TNF tipo 1 (TNF-R1 o receptor p55) y de 75 kDa
denominado receptor de TNF tipo 2 (TNF-R2 o receptor p75) (Rainer Sy Gerd H
2016).

Se le ha relacionado al TNF-a de manera critica con la patogénesis de diversas
enfermedades cronicas inflamatorias incluyendo la diabetes, esta citocina regula
diversos eventos bioldgicos fundamentales de las células, tales como la activacion
de los leucocitos, la liberacion de diversas citocinas y quimiocinas, y la produccion
de especies reactivas de oxigeno a su vez parte de la estructura proteica de ambos
receptores (TNF-R1 y TNF-R2) es compartida. Una vez iniciada la sefializacion
celular mediada por TNF-a-TNFR1 (y sus proteinas accesorias), el complejo
TRADD-RIP1- TRAF2 es liberado de TNF-R1, e inmediatamente después
comienza la fosforilacién de los inhibidores del factor nuclear kB (NF-kB) mediante
diversas cinasas, evento que lleva a la liberacién y translocacion del factor de
transcripcion NF-kB desde el citoplasma al nucleo; finalmente este factor de
transcripcion actta en el nacleo celular, donde se une a secuencias especificas del
ADN y expresa genes involucrados con la sintesis de proteinas relacionadas con la
inmunidad, inflamacion, autoinmunidad y maduracion de la respuesta inmune
innata y adaptativa. Aunque TNFR1 dispara la respuesta inmune inflamatoria
mediada por TNF-a, se ha observado que TNFR2 esta involucrado en la
proliferacion de las células del sistema inmunitario, citotoxicidad y activacion de NF-

kKB (Fragoso L y cols. 2013)
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Esta bien documentado que la inflamacion es uno de los principales factores de
riesgo para el desarrollo de la disfuncién endotelial y el aumento de la expresion de
esta citocina de manera local o en la circulacién promueve la disfuncion endotelial a
través de induccion de ROS. La produccion de ROS a través del TNF-a estimula la
sintesis de diversas citocinas (incluyendo el mismo gen de TNF-a) a través del

factor de transcripcion NF- kB (Zhang H y cols. 2009).

Cuando el estimulo para la produccion de TNF es suficientemente intenso, se
producen cantidades tan grandes de esta citocina que entra al torrente sanguineo y
actia a distancia, como una hormona enddcrina, las principales acciones

sistémicas son las siguientes (Fig 2.) (Abbas y cols. 2000).

TNF
Cantidades bajas Cantidades Cantidades elevadas
(Conc. enplasma«10 % M) moderadas (Conc. enplasma 2107 M)
Inflamacién local Efectos sistémicos Shock séptico
Células endoteliales Cerebro Corazén
i1y
quimiocinas .
Adhesin T . < ‘
molecular v " Fiebre R -
. ” Higado - ;

C T

"y Proteinasde

Leucocito i
Hueso Trombos
v 2 Higado
d
Activacion ~ : A
N

Leucocitos Hipoglucémia

Figura 2.- Acciones bioldgicas del factor de necrosis tumoral a (Abbas y cols.
2000).
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1.4.3. Interleucina 1 (IL-1)

La interleucina 1 es una molécula involucrada en mdultiples reacciones como
inflamacion, defensa contra infecciones virales o bacterianas, desarrollo de fiebre y
respuesta al estrés, existen dos formas de la IL-1, llamadas IL-1a e IL-1B3, estas
efectos biologicos muy similares compartiendo el mismo receptor (IL-1RI) sin
embargo la IL-1a se secreta en cantidades muy inferiores a diferencia de la IL-18 la
cual es la responsable de la mayoria de los efectos biologicos (Nakae S y cols.
2001).

Cuando se secreta en concentraciones bajas, la IL-1 actia como mediador de la
inflamacion local. Actla sobre células endoteliales aumentando la expresion de
moléculas de superficie que median la adhesion leucocitaria, como ligando para

integrinas; Cuando se secreta en cantidades mayores, la IL-1 entra a la circulacion
y ejerce efectos enddcrinos. La IL-1 sistémica comparte con el TNF la capacidad de
producir fiebre, inducir sintesis hepética de proteinas plasméticas de fase aguda e

iniciar con el deterioro metabdlico (Abbas y cols 2000).

Las principales dianas celulares y sus efectos bioldgicos del IL-1 se presentan en la
Fig. 3.
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Figura 3.- Acciones bioldgicas de la Interleucina 1 B (Suarez Ay cols. 2003).

1.4.4. Interleucina 6 (IL-6)

Es una citocina que actua en la inmunidad innata y adaptativa. Es sintetizada por
los fagocitos mononucleares, las células endoteliales vasculares, los fibroblastos y
otras células en respuesta a microorganismos y a otras citocinas, principalmente a
la IL-1 y al TNF. También la sintetizan algunas células T activadas. La forma
funcional de la IL-6 es un homodimero en el que cada subunidad forma un dominio

globular de cuatro hélices a. El receptor de la IL-6 consta de una proteina de unién

a citocinas y una subunidad transductora de sefiales; Ambas pertenecen a la
familia de receptores de citocinas tipo I. La subunidad transductora de sefiales
tiene un tamafio de 130 kDa y se denomina gp130; activa una via de sefializacion
de JAK/STAT y también es el componente de sefalizacion de otros receptores de
citocinas, la IL-6 tiene varias acciones diferentes, en la inmunidad innata, estimula
la sintesis de proteinas de fase aguda por los hepatocitos contribuyendo asi a los
efectos sistémicos de la inflamacion, la denominada respuesta de fase aguda. En la

inmunidad adaptativa, la IL-6 estimula el crecimiento de los linfocitos B que se han
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diferenciado en células productoras de anticuerpos (Hernandez-Urzua y Alvarado-
Navarro 2001).

La IL-6 actia asi mismo como factor de crecimiento para células plasmaticas
neoplasicas (mielomas), y muchas células de mieloma que crecen de forma
auténoma secretan IL-6 como factor de crecimiento autocrino. Ademas la IL-6
induce el crecimiento de hibridomas productores de anticuerpos monoclonales, los

cuales derivan de mielomas (Abbas y cols. 2000).
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Principales acciones biolégicas de la IL-6 sobre diferentes érganos vy células

Figura 4.- Acciones biolégicas de la Interleucina 6 (Suarez Ay cols. 2003).

1.5. Citocinas proinflamatorias y su contribucién a la resistencia a la insulina
La insulina es una hormona producida por las células 3 localizadas en el pancreas,
y liberada hacia la circulacion. Esta hormona juega un papel muy importante en el

metabolismo de carbohidratos. Con la ayuda de la insulina las células de todo el

cuerpo absorben la glucosa circulante para obtener energia (Meda Paolo, 2013).
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La resistencia a la insulina es una condicion en la cual el cuerpo produce insulina
pero no la utiliza adecuadamente, cuando una persona tiene resistencia a la
insulina, los niveles de glucosa se elevan debido a que la glucosa no entra a la
célula para ser aprovechada como energia lo que conduce a prediabetes o a
diabetes tipo 2 (NIH, 2014).

Se sabe que la resistencia a la insulina esta directamente relacionada con la
obesidad debido a una elevada exposicion a nutrientes por parte de los tejidos, sin
embargo investigaciones recientes indican que existen otros factores como la

sintesis de moléculas de citocinas proinflamatorias (Muoio M y Newgard B 2008).

El TNF-a y la IL-1B ejercen sus acciones méas importantes en la inflamacion se
derivan de sus efectos sobre el endotelio, leucocitos y fibroblastos e incluyen la
induccion de respuestas sistémicas de fase aguda. En el endotelio inducen un
espectro de cambios, principalmente regulados al nivel de la transcripcion de
genes, sobre la sintesis de mediadores quimicos, en los que destaca por su efecto
en la resistencia a la insulina la IL-6 (Miranda-Gardufio y Reza-Albarran, 2008).

Respecto a las citocinas, se ha sefalado que tanto la IL-6 como el TNF-a
interrumpen las cascadas de sefalizacién requeridas para que se incorpore la
glucosa a los tejidos y por lo tanto contribuyen a la resistencia a la insulina
(Rosado-Pérez y cols. 2006).

El TNF-a disminuye la sefalizacion intracelular del receptor de insulina en
adipocitos, en células HepG2 (linea celular humana de carcinoma hepatocelular) y
en células de musculo esquelético humano, a través de la inhibicion de IRS-1
(substrato del receptor de insulina-1) haciendo a esta molécula un pobre sustrato
para fosforilacion de los residuos de tirosina mediada por el receptor de insulina, y

por tanto disminuyendo la amplificacion intracelular de la sefal del receptor
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insulinico, generando un estado de resistencia a la insulina, que trae

consecuencias sobre el metabolismo celular (Ramirez Ay Sdnchez R, 2012).

1.6. Tratamiento farmacoldgico en la diabetes mellitus

El tratamiento farmacol6gico para tratar la diabetes mellitus incluye insulina y
diversos agentes antidiabéticos como son los de la familia de las biguanidas,
sulfoniureas, meglitinidas, tiazolidinedionas, inhibidores de la DPP-4 (Botargues M
y cols. 2011), los farmacos orales son una alternativa mas utilizada que la insulina
ya que su administracion es mas facil, menor costo y en general tiene una mayor

aceptacion (Balsells M y cols. 2015).

Al inicio del tratamiento los pacientes generalmente responden satisfactoriamente
con los cambios en el estilo de vida y el inicio de la monoterapia con farmacos
hipoglucemiantes orales (generalmente metformina) para controlar la glucosa en la
sangre, la mayoria de ellos requieren dosis mas altas y agentes adicionales en un
esfuerzo por alcanzar los objetivos glucémicos, lo que ocasiona que finalmente
muchos pacientes requerirdn la adicion de insulina a su régimen de tratamiento
para mantener el control glucémico (Weiisman N y cols 2014). Sin embargo, existe
inercia clinica para subir cada uno de estos escalones en el tratamiento de la
enfermedad (sobre todo en la indicacion de insulina, que genera resistencia entre

pacientes y médicos de atencién primaria) (Botargues My cols. 2011).

Estos farmacos son muy efectivos, sin embargo, todos estos poseen efectos
secundarios adversos principalmente trastornos gastrointestinales (Arredondo A e
Icaza E, 2011).

Una efecto secundario adverso a un medicamento se puede definir como “cualquier
respuesta a un farmaco que es nociva, no intencionada y que se produce a dosis
habituales para la profilaxis, diagnéstico, o tratamiento” (Formulario Modelo de la
OMS, 2004).
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Existen un gran numero de farmacos hipoglucemiantes, estos medicamentos son
costosos y provocan efectos secundarios adversos. Productos naturales y algunos
derivados de ellos han demostrado satisfactoriamente ser una fuente de productos
bioactivos los cuales han sido usados en la medicina desde tiempos antiguos
(Jadhav R y Puchchakayala G 2012).

En la tabla 2, se resumen los mecanismos de accion y los efectos adversos mas
relevantes de cada grupo de farmaco no insulinicos para el tratamiento de la
diabetes tipo 2.

Tabla 2.- Farmacos utilizados para el tratamiento de la diabetes.

Familia Mecanismo de Efectos adversos Farmacos

accién disponibles

Biguanidas Aumenta efecto de  Gastrointestinales Metformina
la insulina en los
tejidos periféricos e

inhibe la
gluconeogénesis

Sulfoniureas Estimulan la Hipoglucemias y
secrecién de
. . aumento de peso
insulina en las
células B
pancredticas

Acarbosa Inhibe la alfa-  Gastrointestinales Acarbosa

glucosidasa

intestinal, lo que

provoca un retardo

en la absorcion de

carbohidratos.
Analogos del GLP- Estimula la Nauseas, vomitos y Exenatida,
secrecion de

1 . . prurito en el sitio de liraglutida.
insulina cuando los
nutrientes llegan al la inyeccion
intestino.
Meglitinidas Incrementan la Hipoglucemias y Repaglinida,
secrecion de .
) . aumento de peso Nateglinida
insulina.
Tiazolidineidonas Incrementan la Mayor incidencia de Rosiglitazona,
sensibilidad a la N
fracturas, aumento Pioglitazona

insulina en los
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tejidos periféricos. de peso

Inhibidores de la  Inhiben la dipeptidii  Aumentan riesgo de Sitagliptina,
DPP-4 peptidasa, _enzima

gue desactiva

péptidos respiratorias

intestinales, incluido

el GLP-1, conlo

cual aumenta su

actividad, y por lo

tanto la secrecion

de insulina.

infecciones Saxagliptina.

Tomado de: (Botargues M y cols. 2011).

1.7. Tratamiento no farmacoldgico

Actualmente hay pruebas inequivocas de que la diabetes tipo 2 puede prevenirse o
al menos demorarse mediante cambios en el estilo de vida como lo son medidas
dietéticas y ejercicio, que generalmente dan como resultado la pérdida de peso y
una mayor actividad fisica en aquellos individuos con alto riesgo de progresar a
diabetes. La pérdida de peso y el control son los objetivos clave para las personas
diabéticas. La pérdida de peso mejora la sensibilidad a la insulina y el control
glucémico, los perfiles de lipidos, la presion arterial, la salud mental y la calidad de
vida (Balaguer V y cols. 2012).

Un estudio realizado por Davies y colaboradores 2009 un equipo de salud el cual
se encarg6 de darle atencién integral a pacientes con diabetes tipo 2 mediante
platicas las cuales iban orientadas a impactar en el cambio estilo de vida de los
pacientes tales como promocién de la actividad fisica, correcta eleccion de
alimentos y factores de riesgo cardiovasculares, se relacion6 favorablemente a una
mejoria en el nivel de la hemoglobina glucosilada, pérdida de peso, y disminucion
del habito tabaquico (Davies MJ y cols. 2009).

Por otra parte Kattah y cols en 2007 también lograron una reduccién en los niveles
de hemoglobina glucosilada en pacientes diabéticos mediante un programa de

atencion integral multidisciplinaria a través de educacion individualizada y sesiones
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grupales. En este estudio participaron educadores en diabetes, enfermeria,
nutricion, endocrinologia, podologia, gimnasia terapéutica y psicologia con el apoyo
de otras especialidades médicas como cardiologia, oftalmologia y nefrologia
(Kattah W y cols. 2007).

Una de las recomendaciones que el Instituto Mexicano del Seguro Social da para el
correcto tratamiento de la diabetes mellitus tipo 2 en el primer nivel de atencion es
el fomento de ejercicio fisico para la pérdida de peso para un mejor control
glucémico y asi mejorar la resistencia a la insulina y prevenir riesgo cardiovascular

(Tratamiento de la Diabetes Mellitus tipo 2 en el primer nivel de Atencion, 2014).

1.8. Plantas medicinales

Los antiguos pobladores de nuestro territorio desarrollaron una de las herbolarias
mas complejas del mundo, debido a la riqueza cultural y étnica, asi pues, desde
tiempos prehispanicos diferentes grupos étnicos han usado plantas con fines
medicinales (Ocegueda Sy Koleff P 2005).

En México se cuenta con una vasta herencia prehispanica, mesoamericana,
evidenciada por el abundante recurso de hierbas medicinales en el Cddice de la
Cruz-Badiano, que contiene 185 plantas con la descripcién de sus caracteristicas
fisicas, el modo de preparacion como remedio y la manera de empleo en diversas
situaciones patoldgicas (Figueroa HJL, 2009)

De manera resumida la Medicina tradicional o el uso de plantas medicinales tal y

como hoy se practican en México, pasaron previamente por las siguientes etapas:

e La medicina prehistérica (¥40,000 a.C. al 20,000 a.C.)
e Prehispéanica (2000 a.C. al 1519 d.C.)

e Colonial (1519-1821)

¢ Independiente (1821-1910)

MANUEL ALEJANDRO VARGAS VARGAS 27



“EVALUACION DEL EFECTO HIPOGLUCEMIANTE DE LA ADMINISTRACION ORAL DE EXTRACTOS DE HOJAS DE
CAPITANEJA (VERBESINA MONTANOIFOLIA) EN UN MODELO DE ANIMALES HIPERGLUCEMICOS SOBRE LA
VARIACION DE CONCENTRACIONES DE CITOCINAS PROINFLAMATORIAS”

e Contemporanea (1910 Al presente)

Los cinco periodos pueden agruparse en dos grandes periodos: el prehistérico
propiamente dicho (¥4000 a.C. al 2000 a.C.) y el Historico (2000 a.C. al presente)
(Rojas AM 2009).

A principios del siglo IX se han identificado un gran numero de metabolitos
secundarios biol6gicamente activos de origen vegetal los cuales se usan en la
industria farmacéutica, de sabores, pesticidas, de alimentos entre otros (Douglas K,
1986).

A pesar de que en la actualidad existe un enorme progreso en el tratamiento de la
diabetes usando hipoglucemiantes orales, la busqueda de nuevos farmacos
continua debido a que los farmacos existentes poseen ciertas limitaciones. Los
farmacos derivados de plantas con actividad antidiabética ya son comercializados y
se consideran como medicina moderna, muchos de los compuestos de las plantas

han sido utilizados en el tratamiento de la diabetes (Arumugam G y cols. 2013).

En la actualidad el uso de plantas medicinales en la medicina tradicional se
mantiene como la fuente mas accesible para el tratamiento de diversas
enfermedades en el sistema de atencion primaria de salud en paises de escasos

recursos (Maroyi A. 2013).

La Organizacién Mundial de la Salud estima que mas del 80% de las personas
recurre a la medicina tradicional, mayormente a las plantas, para el tratamiento de
ciertas enfermedades, y un 85% de la medicina tradicional implica el uso de
extractos de plantas (Gheno HJ 2010).

Desde hace algunos afios, tanto los paises desarrollados como aquellos del tercer
mundo con escasos recursos econdmicos, han retomado y desarrollado el uso de

las plantas medicinales con fines terapéuticos (Garcia B y cols. 2002).
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En México alrededor de 4 000 especies de plantas con flores (aproximadamente el
15% de la flora total) tienen atributos medicinales, es decir que mas o menos una
de cada 7 posee alguna propiedad curativa. Sin embargo, se estima que la
validacion quimica, farmacolégica y biomédica de los principios activos que
contienen se ha llevado acabo solo en 5% de estas especies (Ocegueda SM y cols.
2005).

Existe un amplio camulo de especies vegetales, cuya accién terapéutica ain no se
ha confirmado. Es por eso que la herbolaria mexicana representa un recurso viable
para encontrar nuevos tratamientos contra las enfermedades degenerativas, como
el cancer, la artrosis, la esclerosis multiple, la enfermedad de Alzheimer y la
diabetes (Figueroa H. 2009).

1.8.1. Compuestos activos de las plantas

Actualmente, se tiene el conocimiento de que muchos compuestos derivados de
plantas, cuya actividad farmacologica es importante, se producen mediante vias
metabdlicas adicionales al metabolismo primario, conocido como metabolismo

secundario (Esquivel-Gutiérrez y cols. 2012).

Estos metabolitos secundarios se agrupan en cuatro clases principales:
1. Terpenos. Entre los que se encuentran hormonas, pigmentos o aceites
esenciales.
2. Compuestos fendlicos. Cumarinas, flavonoides, lignina y taninos.
3. Glicésidos. Saponinas, glicosidos cardiacos, glicésidos cianogénicos vy
glucosinolatos.
4. Alcaloides (Avalos G y Pérez-Urria 20009).
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Figura 5.- Rutas de sintesis de metabolitos secundarios (Avalos G y Pérez-Urria

2009).

1.8.2. Compuestos fendlicos y su biodisponibilidad

Uno de los grupos de metabolitos secundarios a los que se les atribuye beneficios

a la salud contra diversas patologias son los polifenoles estos estan involucrados

generalmente en la defensa contra la luz ultravioleta, radiacion o agresion contra

algunos patégenos. Se han identificado mas de 8,000 compuestos polifenélicos y

en la ultima década, estos han adquirido mayor importancia debido a los beneficios

gue estos producen en el organismo ya que estos poseen actividad antioxidante
(Bhooshan P e Ibrahim R 2009)
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Figura 6.- Acciones biolégicas de los polifenoles en el cuerpo humano
(Bhooshan P e Ibrahim R 2009).

Las sustancias fendlicas o polifenoles constituyen un grupo muy numeroso de
sustancias que incluyen familias de compuestos con estructuras diversas, desde
algunas relativamente simples, como los derivados de acidos fendlicos, hasta
moléculas poliméricas de relativamente elevada masa molecular, como los taninos
hidrolizables y condensados. Los polifenoles pueden ser divididos en varios
subgrupos atendiendo a su estructura béasica. Los flavonoides, con estructura
bésica C6-C3-C6, incluyen a las antocianinas, los flavonoles y flavonas, las
flavanonas, chalconas y dihidrochalconas, las isoflavonas y los flavan-3-oles.

Otro subgrupo importante es el de los fenil propanoides que incluye a los derivados
de acidos hidroxicinamicos (cafeico, ferulico, sinapico, p-cumarico). También tienen
importancia los estilbenoides (resveratrol) y los derivados del benzoico (acido
galico y elagico, etc.). Sélo de flavonoides se conocen mas de 5.000 compuestos
diferentes en la naturaleza. Estos efectos sélo tienen reflejo en la fisiologia cuando
forman parte de un habito alimentario que hace que se ingieran estas sustancias
durante un largo periodo de tiempo, cuando los sintomas de la enfermedad que

ayudan a combatir, todavia no han aparecido, Esto se debe a que se trata de
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moléculas con relativamente baja actividad bioldgica, sobre todo cuando los
comparamos con farmacos (Tomas-Barberan 2003).

La biodisponibilidad, desde el punto de vista de la nutricibn, se expresa
frecuentemente como la proporcion de la dosis ingerida que es excretada en orina
comparada con la excretada en heces Sin embargo, los compuestos liposolubles,
no seran directamente excretados en orina sino que apareceran como metabolitos
hidrosolubles. Principalmente, en el caso de compuestos liposolubles, parte de
estas sustancias pueden almacenarse en los tejidos adiposos, de forma que la
ingesta menos la excreta no reflejara la historia real del destino biolégico de estos
metabolitos. Tanto el contenido plasmatico como el urinario de un compuesto
determinado se pueden utilizar para reflejar su absorcibn en el tracto
gastrointestinal. Muchos compuestos son muy metabolizados, y su
biodisponibilidad total se ve reflejada en la cantidad del compuesto de partida mas
la de todos sus metabolitos. Muchos compuestos pueden sufrir una gran
modificacion en el tracto gastrointestinal antes de la de la absorcion inicial o tras la
excrecion biliar previa a la reabsorcion, posterior metabolismo, posible degradacion
y para terminar con la excrecion. Los flavonoides no son muy solubles ni en
solventes organicos ni acuosos y Se encuentran presentes generalmente en
alimentos en combinaciones con azlcares en forma de glicésidos, que son mas
solubles que las correspondientes agliconas, y que pueden necesitar una hidrélisis
enzimatica de la porcién glicidica mediante glicosidasas bacterianas o humanas
antes de la absorcion (TOmas-Barberan 2003).

Uno de los factores que influye en la biodisponibilidad es la estructura quimica del
compuesto. En la mayoria de los alimentos los polifenoles se encuentran como
polimeros con formas glicosiladas: la parte que contiene el azdicar es conocido
como glicona, y la parte que no contiene el azucar (el polifenol) es conocido como
aglicona. Cuando los polifenoles contienen esta estructura deben ser hidrolizados
por las enzimas intestinales o por la microflora del colon antes de ser absorbidos
(Archivio M. y cols. 2010).
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1.8.3. Plantas con actividad antioxidante

Los antioxidantes secundarios se pueden encontrar en diferentes partes de las
plantas y entre estos se encuentran los carotenoides, vitaminas, fenoles y
flavonoides. La categoria de los antioxidantes y sus funciones son las siguientes:
Enzimas y cofactores; moléculas de uniébn a metales (Ferritina, transferina y
albumina); vitaminas (A, C y E); pigmentos (carotenoides, polifenoles como los

flavonoides, taninos, antocianinas y clorofilas) (Butnariu M. y Grozea |, 2012).

La vitamina C es considerada el antioxidante soluble en agua mas importante en
fluidos extracelulares, capaz de neutralizar a las especies reactivas de oxigeno en
un medio acuoso antes de que la lipoperoxidacion ocurra, a su vez se ha
comprobado que la vitamina C es capaz de regenerar a la vitamina E (Percival M.
1996).

En los ultimos afios se ha demostrado que una dieta rica en polifenoles vegetales
puede mejorar la salud ya que la capacidad de los polifenoles para modular la
actividad de diferentes enzimas, y para interferir consecuentemente en
mecanismos de sefializacion y en distintos procesos celulares, puede deberse, al
menos en parte, a las caracteristicas fisicoquimicas de estos compuestos, que les
permiten participar en distintas reacciones metabdlicas celulares de oOxido-
reduccion. Sus propiedades antioxidantes justifican muchos de sus efectos

beneficiosos (Quifiones M. y cols. 2012).

Existe un gran numero de investigaciones realizadas de diferentes plantas las
cuales poseen capacidad antioxidante, como el caso de los frutos que producen las
plantas del género Rubus estos poseen metabolitos con actividad antioxidante,

aunado al alto contenido de antocianinas (Martinez-Cruz y cols. 2011).
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En un estudio realizado en 2013 se midi6 la capacidad antioxidante de 6 diferentes
plantas de las regién huasteca usadas en la medicina tradicional, se encontré que
las plantas seleccionadas efectivamente contienen compuestos antioxidantes,
siendo esta una posible fuente de materia prima para el desarrollo de productos
alimenticios y farmacéuticos (Reyes M. y cols. 2014).

1.8.4. Plantas medicinales con actividad hipoglucemiante

Las plantas medicinales juegan un papel muy importante en el manejo de diversas
patologias como la diabetes especialmente en paises en vias de desarrollo en
donde los recursos son escasos (Bnouham M y cols. 2006), debido a que el riesgo
a desarrollar complicaciones de la diabetes se puede disminuir teniendo un
adecuado control de la glucemia, componentes de nuestra dieta pueden ayudar a
atenuar la glucemia postprandial en una persona con diabetes puede ser muy util
(Williams A.J. y cols. 2007).

Las plantas medicinales o sus extractos pueden optimizar el metabolismo de la
glucosa y la condicién integral de pacientes con diabetes, no sdélo por sus efectos
hipoglucemiantes sino también al mejorar el perfil lipidico, el estado antioxidante y

la funcion capilar (Yeh Y.G. y cols. 2003).

Estudios demuestran que las plantas poseen actividad antioxidante dentro del
organismo tal es el caso de la investigacion realizada por Lépez V y colaboradores
en el afio 2007 en donde se analizaron 34 especies de plantas se encontrd que la
mayoria poseia actividad antioxidante incluso una de ellas (Lytrhum salicaria)

superando a la vitamina C (Lopez V. y cols. 2007).

A su vez existen una enorme variedad de plantas que poseen efecto

hipoglucemiante como la Bouvardia terniflora, Brickellia veronicifolia, Parmentiera
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edulis el cual se administré a ratones diabéticos y tuvo efecto similar a el farmaco

tolbutamida (Pérez-Gutiérrez y cols. 1998).

Es importante mencionar que el farmaco mas utilizado para el tratamiento de la
diabetes mellitus tipo 2, la metformina es un derivado de un activo natural de la
planta galega (Galega officinalis) la cual es una especie de planta herbacea

perteneciente a la familia de las herbaceas (Bailey C.J. y Day C, 2004).

En México se cuenta con una amplia variedad de plantas las cuales en la medicina
tradicional se les atribuye tener efecto hipoglucemiante, en la grafica 1 se clasifica
la distribucién de las plantas con efectos antidiabéticos por familia botanica y sus
porcentajes de acuerdo con el nimero de especies empleadas en Oaxaca, México
(Castro J.C. y cols. 2014).
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Grafica 1. Distribucion de las plantas con efecto antidiabético por familia
botanica y sus porcentajes de acuerdo al numero de especies empleadas
(Castro J.C. y cols. 2014).

Se ha demostrado que ciertas plantas como el compuesto activo epigalocatequina
3 galato proveniente un polifenol que se encuentra en el té verde ayudan a reducir
la ingesta de alimentos, niveles plasméaticos de glucosa mediante la inhibicion de la

gluconeogénesis y el peso corporal (Fan C. y cols. 2007).

El uso de componentes bioactivos de ciertos alimentos han sido considerados
como una herramienta para la prevencion y el manejo de la diabetes y sus

complicaciones (Bahadoran Z. y cols. 2013).

Concentraciones elevadas de glucosa aumentan la secrecion de insulina y reduce
la liberacion de glucagén, lo cual inactiva a la enzima glucégeno fosforilasa
(inhibiendo la glucogendlisis), y se activa la glucogeno sintasa (estimulando la
sintesis de glucégeno), y aumentando las concentraciones de fructosa-1-6-
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bifosfato. Estos eventos reducen la produccién hepética de glucosa e incrementa el

almacenamiento de glucosa en glucogeno (Villar-Palassi y Guinovart J. 1997).

Los principales objetivos enzimaticos para controlar la elevacion de glucosa son la
inhibicién de la glucosa-6-fosfatasa, ya que se ha demostrado que inhibiendo a
esta enzima en modelos animales la glucosa circulante disminuye, algunas de las
plantas que inhiben esta enzima son Allium sativum, Allium cepa, Casearia
esculenta, Eugenia jambolana entre otras. Otro mecanismo es a través de la
activacion de la AMPK protein cinasa lo cual inhibe la gluconeogénesis (Andrade-
Cetto 2012).

A su vez un gran numero de estudios reporta que los polifenoles poseen efectos
antidiabéticos, estos metabolitos secundarios pueden alterar los niveles de glucosa
sanguinea a través de diferentes mecanismos, incluyendo la inhibicién de la
glucosa en el intestino o en su absorcion por los tejidos periféricos. Algunos
polifenoles como las catequinas, epicatequinas, epigalocatequinas, isoflavonas
proveniente de los frijoles de soya, acido clorogénico y saponinas disminuyen S-
Glut-1 mediador intestinal del transportador de glucosa (Bhooshan P y lbrahim R.
2009).

Existen numerosas especies vegetales con posible actividad hipoglucemiante.
Algunas de ellas estan siendo ampliamente estudiadas y aunque es necesario
realizar un mayor nimero de ensayos clinicos controlados, los resultados de los
trabajos realizados en los dltimos afios son muy positivos, por la eficacia que se
desprende de ellos y por la escasa toxicidad a dosis recomendadas, y por lo que
podrian utilizarse durante largos periodos (Lopez L.T. 2006).

Por la literatura se sabe que los polifenoles pueden actuar en diferentes partes del
organismo mejorando el metabolismo de la glucosa, por ejemplo: a nivel intestinal

se ha comprobado que ciertos polifenoles disminuyen absorcion de la glucosa
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mediante la inhibicion de los transportadores GLUT2 y SGLT1, una vez evitando
qgue se lleve a cabo una disminucion en la absorcion de la glucosa el pancreas se
protege de la glucotoxicidad, a su vez se mejora la absorcion de glucosa por parte
de los tejidos periféricos. A nivel hepatico los compuestos fendélicos son capaces de
inhibir enzimas que participan en la gluconeogénesis por lo tanto disminuyen la

liberacion de glucosa hepatica (Hanhineva K. y cols. 2010).
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Figura 7. Principales sitios de accion de los polifenoles de la dieta sobre el
metabolismo de los carbohidratos y de la homeostasis de la glucosa
(Hanhineva K. y cols. 2010).
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1.8.5. Plantas con actividad antiinflamatoria

La modulacién de citocinas pro inflamatorias pueden ofrecer nuevos enfoques en el
tratamiento de diversas patologias. Una estrategia en la modulacion de la
expresion de citocinas puede ser a través del uso de plantas medicinales, una
clase de plantas medicinales conocidas como inmunomoduladoras, altera la
actividad de la funcion inmune a través de la modulacion de moléculas tales como

las citocinas (Spelman K'y cols. 2006).
Un inmunomodulador es definido como una sustancia biolégica o sintética que
puede estimular, suprimir o modular cualquiera de los componentes del sistema

inmunitario incluyendo los sistemas innato y el adaptativo (Mukherjee y cols. 2014).

En la tabla 3 se muestran algunos ejemplos de plantas las cuales e ha demostrado

gue modulan la expresion de citocinas proinflamatorias.

Tabla 3.- Plantas con efecto modulador de citocinas proinflamatorias

Citocina Planta Modelo Efecto biolégico

TNF-a Acalypha wilkesiana In vitro, Humano Disminuye
Acanthopanax gracilistylus In vitro, Humano Disminuye
Acer nikoense In vitro, Murino Disminuye
Allium sativum In vitro, Murino Disminuye
Acalypha wilkesiana In vitro, Humano Aumenta
Acanthopanax gracilistylus In vitro, Humano Aumenta

IL-18 Ampelopsis brevipedunculata In vitro, Humano Disminuye
Coriolus versicolor In vitro, Humano Disminuye
Echinacea purpurea In vitro, Murino Disminuye
Coriolus versicolor In vitro, Human Aumenta

Harpagophytum procumbens In vitro, Humano Disminuye
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Ludwigia octovalvis In vitro, Humano Disminuye
Echinacea purpurea In vitro, Humano Aumenta
Poria cocos In vitro, Humano Aumenta
Pinus maritima In vitro, Murino Disminuye
Poria cocos In vitro, Humano Disminuye
IL-6 Acalypha wilkesiana In vitro, Humano Disminuye
Acalypha wilkesiana In vitro, Human Aumenta
Acanthopanax gracilistylus In vitro, Humano Disminuye
Allium sativum In vitro, Murino Disminuye
Acanthopanax gracilistylus In vitro, Humano Aumenta
Aloe secundiflora In vitro, Humano Disminuye
Silybum marianum In vitro, Humano Aumenta

Tomado de: (Spelman K. y cols. 2006).

Existen dos tipos de inmunomoduladores basado en sus efectos:
inmunosupresores e inmunoestimulantes. En la actualidad existen gran nimero de
plantas medicinales que ayudan a disminuir el estrés oxidativo y por lo tanto

mejoran la inmunidad (Das S. y cols. 2014).

Dentro de los mecanismos de accion asociados a la regulacion del sistema inmune
son modificaciones epigenéticas como metilacion del ADN en secuencias
reguladoras, supresion transcripcional de micro ARN lo cual influye en la expresion
de algunos factores de transcripcion involucrados en la respuesta inmune (Cuevas
A.y cols. 2013)

1.9. Capitaneja (Verbesina montanoifolia)

La capitaneja (Verbesina montanoifolia) es un arbusto originario de México,

perteneciente a la familia Asteraceae que puede medir hasta de 2 metros de altura,
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con hojas alargadas y de color verde obscuro, con flores color amarillo de 1 cm de

diametro (Cornejo-Tenorio e Ibarra-Manriquez, 2011).

En una investigacion realizada por Cornejo y colaboradores donde estudiaron la
composicion, estructura y diversidad de la flora del cerro del Aguila en Michoacan,
encontrando que la capitaneja (Verbesina montanoifolia) forma parte del

ecosistema de dicho lugar (Cornejo-Tenorio y cols. 2013).

Actualmente la capitaneja se utiliza en la medina tradicional mexicana para tratar

diferentes padecimientos entre los que se encuentra la diabetes.

Se realiz6 una busqueda bibliografica de los estudios previos realizados de la
Verbesina montanoifolia y hasta donde se sabe, no existen estudios previos que
reporten datos bromatoldgicos, de metabolitos secundarios, compuestos activos o
de alguna actividad fisiolégica reportada, sin embargo, en la medicina tradicional
mexicana se recomienda para tratar diversos males como es la diabetes, en
particular, en Morelia se vende para tratar la diabetes, la poblacion la utiliza para

éste fin.
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Il.- JUSTIFICACION.

La diabetes es un problema de salud mundial y México ocupa actualmente el
noveno lugar mundial en la prevalencia de diabetes. Esto es alarmante, y mas adn
cuando las proyecciones de los especialistas internacionales refieren que para el
afo 2025, el pais ocupard el sexto o séptimo lugar, asi mismo representa un
problema grave para el sector salud debido a los altos costos para tratar esta
enfermedad (Arredondo A. e Icaza E. 2011).

En México, el Instituto Mexicano para la Competitividad reporté que cada afio, la
diabetes absorbe 85 mil millones de pesos en costos sociales como tratamiento
médico, ausentismo laboral y pérdidas de ingreso por mortalidad prematura (IMCO,
2016).

Aunado a esto se sabe que los medicamentos para tratar la diabetes tienen
diversos efectos secundarios adversos que van desde problemas gastrointestinales
hasta un aumento en las infecciones respiratorias y debido a esta razén en muchos
de los casos existe poco apego al tratamiento (Botargues M y cols. 2011), de igual
forma se requieren alternativas mas econdmicas y menos agresivas para tratar
este problema de salud es por eso que en los ultimos afios el uso de plantas
medicinales ha adquirido mayor auge dentro del campo de la investigacién para el
tratamiento de diversas enfermedades entre ellas la diabetes, ya que son mas
econOmicas y poseen efectos secundarias adversos menos agresivos o en muchos

casos no poseen ningun efecto secundario adverso (WHO, 2005).

Existen mas de 1000 especies diferentes de plantas que se utilizan en todo el
mundo para tratar la diabetes, ya que estas contienen diversos componentes
activos como aceites esenciales, taninos, acidos fendlicos polifenoles,

antocianinas, alcaloides, flavonoides entre muchos otros los cuales poseen
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propiedades hipoglucemiantes y ya ha sido demostrado su efecto en diversas
investigaciones (Coman C y cols. 2012).

Existen plantas con actividad antioxidante e hipoglucemiante tal es el caso de la
planta Picramila (Picralima nitida) y de la Nauclea (Nauclea latifolia) el extracto
butandlico mostro tener un significativo descenso en las concentraciones de
glucosa y de igual manera para el extracto etandlico de la planta Oxytenanthera
(Oxytenanthera abyssinica) llegando a la conclusién de que pueden ser una
alternativa viable para el tratamiento de la diabetes y diabetes gestacional
(Yessoufou Ay cols. 2013).

Por otra parte Di Lorenzo y colaboradores en el afio 2013 realizaron una revision
sistematica en la cual encontraron 10 plantas con propiedades antiinflamatorias las
cuales tenian diferentes mecanismos de accion entre los que destacaban la

disminucién de citocinas proinflamatorias (Di Lorenzo y cols. 2013).

Actualmente no existen reportes en los cuales se haya evaluado el efecto
antioxidante e hipoglucemiante de la capitaneja (Verbesina montanoifolia), asi
como su efecto antiinflamatorio, por lo cual la presente investigacion representa la
primera investigacion cientifica que genera un aporte al conocimiento asi como una

corroborar y enriquecer lo que menciona la medicina tradicional.

ll.- HIPOTESIS.

La administracion oral de Capitaneja (Verbesina montanoifolia) tiene un efecto
hipoglucemiante y provoca un descenso en los niveles circulantes de citocinas

proinflamatorias (TNFa, IL-13 e IL-6).

MANUEL ALEJANDRO VARGAS VARGAS 43



“EVALUACION DEL EFECTO HIPOGLUCEMIANTE DE LA ADMINISTRACION ORAL DE EXTRACTOS DE HOJAS DE
CAPITANEJA (VERBESINA MONTANOIFOLIA) EN UN MODELO DE ANIMALES HIPERGLUCEMICOS SOBRE LA
VARIACION DE CONCENTRACIONES DE CITOCINAS PROINFLAMATORIAS”

IV.- OBJETIVO GENERAL.

Evaluar la capacidad hipoglucemiante, antioxidante y antiinflamatoria de la
capitaneja (Verbesina montanoifolia) tras la administracion tras la administracion

oral de sus diferentes extractos en ratas hiperglucémicas

V.- OBJETIVOS PARTICULARES.

1. Comprobar la actividad hipoglucemiante de extractos de capitaneja
(Verbesina montanoifolia).

2. Estandarizar la dosis oOptima del extracto acuoso capitaneja (Verbesina
montanoifolia).

3. Cuantificar la actividad antioxidante de la capitaneja (Verbesina
montanoifolia).

4. Cuantificar la concentracion de carbohidratos en la capitaneja (Verbesina
montanoifolia).

5. Evaluar el efecto antiinflamatoria de la capitaneja de manera cronica

(Verbesina montanoifolia).

VI.- MATERIALES

Capitaneja (Verbesina montanoifolia)
Ratas macho Wistar 100-150 g
Canula intra-géastrica

Reactivos de grado analitico

NN

Kits comerciales de ELISA para citocinas proinflamatorias
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VI. METODOS

7.1.Recoleccidn e identificacion de la capitaneja (Verbesina montanoifolia)

En la figura 8 se ubica el cerro del Aguila, lugar donde se recolecté la planta para
su posterior identificacion en el Instituto de Biologia de la Universidad Nacional
Autonoma de México en donde se llevdo a cabo la correcta identificacion,

clasificacion y namero de folio (Anexo 2).
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Figura 8.- Ubicacién geografica del cerro del Aguila. A) Ubicacion del estado de

19°30°00"N
19°30°00"N

[ 1
L] 10 km

Michoacan en México, B) Localizacion de los municipios de Lagunillas y Morelia,
donde se encuentra la zona de recoleccion del ejemplar C) Ubicacion del cerro del

Aguila (Zacarias-Eslava y cols. 2011).

MANUEL ALEJANDRO VARGAS VARGAS 45



“EVALUACION DEL EFECTO HIPOGLUCEMIANTE DE LA ADMINISTRACION ORAL DE EXTRACTOS DE HOJAS DE
CAPITANEJA (VERBESINA MONTANOIFOLIA) EN UN MODELO DE ANIMALES HIPERGLUCEMICOS SOBRE LA
VARIACION DE CONCENTRACIONES DE CITOCINAS PROINFLAMATORIAS”

7.2. Obtencion de diferentes extractos de capitaneja (Verbesina

montanoifolia)

7.2.1. Obtencién del extracto acuoso

Para la obtencion del extracto acuoso de capitaneja se cortaron Unicamente las
hojas de la planta estas se trituraron en un mortero con agua destilada,
posteriormente se filtré el homogeneizado y se centrifugd (3000 rpm,15 min), para

utilizar solamente el sobrenadante.

7.2.2. Obtencion del extracto aceténico

Para la obtencién del extracto aceténico o también llamado pigmentos acetonicos,
las hojas de la planta de capitaneja de dejaran en un frasco previamente
esterilizado en acetona pura durante 1 semana, esto con el fin de remover los
compuestos poco hidroxilados como carotenoides y clorofila a y b, después se
realizaran otros lavados con acetona con el fin de extraer los pigmentos acetdnicos
de la planta y posteriormente a través de destilaciéon simple, removeremos el
solvente, quedandonos unicamente con los pigmentos acetonicos (Delgado-Vargas
y cols. 2000).

7.2.3. Obtencién del extracto alcohdlico

Una vez removidos los compuestos poco hidroxilados con ayuda de la acetona se
procedera a la obtencion del extracto alcohdlico o también llamado pigmentos
alcoholicos las hojas de la planta de capitaneja de dejaran en un frasco
previamente esterilizado en alcohol etilico desnaturalizado al 70%, con el fin de
obtener sustancias altamente hidroxiladas, esto durante 1 semana, posteriormente
se realizaran otros lavados con alcohol con el fin de extraer los pigmentos de la

planta posteriormente a través de destilacion simple, removeremos el solvente,
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quedandonos Unicamente con los pigmentos alcohdlicos (Delgado-Vargas y cols.
2000)

7.2.4. Obtencion de la fraccion sin pigmentos

Una vez que realizada la extraccién de los pigmentos de la planta con acetona y
alcohol, se procedi6 a realizar la obtencion de la fraccion sin pigmentos donde la
planta se hidratd con agua destilada, se trituraron, y se filtraron el homogeneizado
para posteriormente centrifugarlo a 2500 rpm durante 15 minutos obteniendo asi la
fraccion sin pigmentos (Delgado-Vargas y cols. 2000).

7.3. Animales

Ratas macho Wistar de 100-150 g obtenidas del bioterio de la Universidad
Michoacana de San Nicolas de Hidalgo los cuales se mantuvieron en jaulas de
acrilico bajo condiciones controladas de luz-oscuridad (12h/12h) y temperatura (25
+ 2°C), con suministro de alimento y agua ad libitum.

El protocolo de investigacion esta aprobado por la Coordinacion de la Investigacion
Cientifica de la UMSNH (CIC-2014, 2015 UMSNH otorgado a DC. Bertha Fenton
N). Los procedimientos experimentales se realizaran de acuerdo con la Norma
Oficial Mexicana (NOM 062-ZO0-1999) de especificaciones técnicas para la
produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio y con la Guia de los
institutos de Salud de los Estados Unidos de Norte América (NIH) para el uso y
cuidado de animales de laboratorio (publicacién NIH N° 80-23, 1996). Se tomaran
las medidas adecuadas para reducir al minimo el dolor o sufrimiento de los

animales.

7.4. Induccién a la hiperglucemia experimental

Para la induccion de la hiperglucemia experimental en las ratas se utilizé utilizando

como inductor el farmaco aloxano (2, 4, 5, 6 - tetraoxypyrimidina; 2,4, 5, 6 -
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pyrimidinetetrona), el cual se administré6 por via intraperitoneal una vez que los
animales cumplen un ayuno de 12 horas a una dosis de 200 mg/kg de peso del
animal (Szkudelski T. 2001).

Se consideraron hiperglucémicos aquellos animales que sus niveles de glucosa
sanguinea (evaluada con un glucometro Accu-Chek) se encontraban por arriba de

180 mg/dL a las 24 h posteriores a la administracion de aloxano.

El aloxano tiene una alta afinidad por la membrana celular de las células [
pancredticas que ocasiona alteraciones en su permeabilidad, lo cual puede
explicar, en parte, la necrosis selectiva de las células B del islote pancreatico.

Es importante resaltar que la glucosa protege a los islotes pancreaticos. Este
modelo de hiperglucemia da como resultado niveles muy elevados de glucosa
circulantes ya que destruye en su totalidad a las células B del pancreas (Ramos
Rodriguez, 1994; Szkudeski, 2001).

7.5. Disefo experimental

7.5.1 Administracién aguda

Para encontrar la dosis hipoglucemiante 6ptima de los diferentes extractos de la
planta se realizaron dos diferentes pruebas: la primera prueba es la curva de
glucosa en ayuno la cual usa en la clinica para el diagndstico de la diabetes (Trujillo
Arriaga H.M. 2007) y en la investigacion de plantas con actividad hipoglucemiante
usando animales de experimentacién, dejandolos en ayuno de 12 horas
Gnicamente con acceso a agua y se le administré utilizando una canula de
alimentacién oral (Animal feeding needles 16X3” w/3, Candence Science Inc.) la
dosis del extracto a evaluar para posterior mente realizar mediciones de glucosa
obteniendo una gota de sangre de la cola de la rata a los 0, 15, 30, 60, 120, 180,

240, 300 y 360 minutos posterior a la administracion del extracto de la planta, este
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parametro nos permite evaluar la gluconeogénesis hepatica a partir del glucégeno

0 ciertos aminoacidos.

La segunda prueba es la prueba de tolerancia a la glucosa que al igual que en la
curva de glucosa en ayuno se usa para el diagnostico de la diabetes (Truijillo
Arriaga H.M. 2007) y en la investigacion donde de igual forma se dejan a las ratas
se les deja en ayuno de 12 horas y se les da una carga de glucosa de 1.5 g de
glucosa por kilogramo de peso y posteriormente se le da con una canula intra
gastrica el extracto a evaluar y se realizan mediciones de glucosa obteniendo una
gota de sangre de la cola de la rata a los 0, 15, 30, 60, 120, 180, 240, 300 y 360
minutos posterior a la administracion del extracto de la planta, y este parametro
ayuda a conocer la absorcion y el metabolismo hepatico de la glucosa, de los

tejidos y produccion de insulina (Garcia-Verdi y cols. 2006).

Para la estandarizacion de la dosis hipoglucemiante éptima se formaron 7 grupos

de 6 ratas cada uno,

Grupo 1: Ratas hiperglucémicas con administracién de insulina (6Ul / kg).

e Grupo 2: Ratas hiperglucémicas con administracion de solucion salina.

e Grupo 3: Ratas sanas con administracion de extracto de capitaneja.

e Grupo 4: Ratas hiperglucémicas con administracion de extracto acuoso de
capitaneja.

e Grupo 5: ratas hiperglucémicas con administracion de extracto aceténico de
capitaneja.

e Grupo 6: ratas hiperglucémicas con administracion del extracto alcohdlico de
capitaneja

e Grupo 7: ratas hiperglucémicas con administracion de la fraccion sin

pigmentos de la capitaneja
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7.5.2 Administraciéon créonica

Una vez encontrada la dosis hipoglucemiante optima se realizé la administracion
cronica.
Se dividieron los animales en 4 grupos de 6 animales cada uno.

e Grupo I: Ratas sanas con administracion de solucion salina.

e Grupo II: Ratas hiperglucémicas con administracidon subcutanea diaria de
insulina en una concentracion de 6UIl/Kg peso corporal.

e Grupo lll: Ratas hiperglucémicas con administracion de extracto de
capitaneja (200 mg/Kg peso) con una administracion unica diaria oral por 60
dias.

e Grupo IV: Ratas sanas con administracion de extracto de capitaneja (200
mg/kg).

El peso corporal se medira una vez a la semana hasta que se complete el periodo
de 2 meses, asi como los niveles sanguineos de glucosa se mediran utilizando un
Glucémetro cada semana durante el periodo experimental.

Se obtendra el suero de los animales de experimentacion y se guardaran a -70°C
para los analisis posteriores, asi como diferentes 6rganos para su posterior analisis
histopatologico.

A momento de sacrificar a los animales estos se dejaron en ayuno de 12 horas
para posterior mente administrarles una inyeccion intraperitoneal de pentobarbital

sédico a una dosis de 30-40 mg/kg de peso del animal (Forner y cols. 1990).

7.6. Estudios realizados a los extractos

7.6.1. Método de Brand Williams (1,1-difenil-2-pricrilhidrazil (DPPH)

En este ensayo, se evalla la capacidad que tiene un posible antioxidante para

neutralizar un radical. Se utilizara el compuesto 1,1-difenil-2-pricrilhidrazil (DPPH) el

cual es un radical estable que presenta una intensa coloracién violeta y que
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absorbe radiacion a 517 nm, de forma que su concentracion se puede determinar
mediante métodos espectrofotométricos. La reaccion se realizé6 usando 3.9 ml de
DPPH y 0.1 ml de las diferentes muestras problema con diferentes concentraciones
(Brand-Williams y cols. 1995).

La absorbancia se leyé a 517nm a intervalos de tiempo diferentes hasta que la
reaccion alcanz6 un equilibrio. El porcentaje de DPPH* remanente fue calculado
con la siguiente formula:

%DPPH rem= 100X [DPPH] rem/[DPPH] T=0

A partir del grafico de este porcentaje contra la concentraciéon de la muestra se
obtiene el EC50 definido como la cantidad de la muestra (g de muestra) necesarios
para disminuir en un 50% la absorbancia. A valores mas bajos de EC50 mayor la
actividad antioxidante. El tiempo necesario para alcanzar el equilibrio a la
concentracion de EC50 (TEC50) se calcula graficamente. Como el EC50 y el
TEC50 afectan la capacidad anti radical se calcula la eficiencia anti radical (EA)
gue combina estos dos factores con la siguiente formula:
EA = 1/EC50 * TEC50

Este ensayo se realiz6 con diferentes extractos de la planta: Extracto acuoso,
extracto acetonico y extracto alcohdlico, estos se dejaron en la obscuridad a 30 min
y se midio6 la absorbancia a 30 y 60 min. Para la obtencion de los pardmetros antes

descritos

7.6.2. Cuantificacion de compuestos fendlicos de extractos de capitaneja

(Verbesina montanoifolia).

Se evalué el contenido de Fenoles, polifenoles y flavonoides de extracto acuoso,

extracto acetonico y extracto alcoholico de capitanjea (Verbesina montanoifolia).
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Para la conocer el contenido total de flavonoides se utilizé el método de Dowd, se
utilizé quercetina para la realizacion de la curva patron para la cuantificacion de
flavonoides, y una determinacion espectofotométrica de 415 nm (Plazoni¢ A y cols.
2009).

En cuanto a la cuantificacion de fenoles y polifenoles se utilizé el método de Folin
Cicalteu usando una curva patron de &acido gélico y de fluoroglucinol
respectivamente. Los resultados se expresan como equivalentes de acido galico
(EAG) g/100g de muestra seca y como equivalentes de fluoroglucinol g/100g.

En esta reaccién los compuestos fendlicos reaccionan con el reactivo Folin Cicalteu
(Tungstofosfato-molibdoosfato) formando sales de tungsteno y mobdileno, a pH
basico, dando lugar a una coloracién azul susceptible a una determinacion

espectrofotométrica de 760 nm (Balinsky A y cols 2013).

7.6.3. Cuantificacion de proteinas (Método de Bradford)

El método Bradford se basa en utilizar un colorante hidrofébico (comassie blue G-
250) cuyas disoluciones acuosas en presencia de acido fosférico tienen un color
pardo que al entrar en contacto con la parte hidrofébico del interior de una proteina

se fija.

Las proteinas se unen a la forma azul para formar un complejo proteina-colorante
con un coeficiente de extinciobn mayor que el colorante libre. La determinacién del
contenido proteico de una muestra requerira la comparacion del valor de
absorbancia de la muestra con los obtenidos a partir de cantidades conocidas
de proteinas, con los que se construira una curva de calibracion empleando una

proteina patrén utilizando albumina sérica bovina (Bradford M 1976).

Se utiliz6 albumina de suero bovino para la realizacion de una curva patrén, en
donde los valores los valores de las muestras problema se interpolaron con los

valores de la curva y se obtuvo la concentracion de proteinas del extracto.
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7.6.4. Cuantificacién de carbohidratos por el método de Benedict

Es una técnica rapida y sencilla para determinar la presencia de azlcares
reductores (Cualquier azucar que forme un aldehido en presencia de una solucion
alcalina es un azucar reductor. Los tipos de azlcares reductores son glucosa,
fructosa, lactosa, maltosa, galactosa) en el cual se usa el reactivo de Benedict, el
cual contiene ion cuprico formando un complejo con citrato en solucidon alcalina
caliente. La glucosa y otras sustancias reductoras reducen el sulfato cuprico, de
color azul a sulfato cuproso formando hidroxido cuproso amarillo o de Oxido
CUproso rojo que es insoluble.

Se utilizé glucosa para realizar una curva patron, posteriormente se leyeron las
absorbancias de las muestras y los valores obtenidos se interpolaron en la curva

para asi obtener la concentracion de carbohidratos reductores.

7.6.5. Cuantificacion de carbohidratos por el método de Dubois (Fenol-sulfurico)

Este método propuesto por Dubois y colaboradores en 1956 se fundamenta en que
los carbohidratos son particularmente sensibles a acidos fuertes y altas
temperaturas. Bajo estas condiciones una serie de reacciones complejas toman
lugar empezando con una deshidratacion simple, si se continGa el calentamiento y
la catalisis acida se producen varios derivados del furano que condensan consigo
mismos y con otros subproductos para producir compuestos coloridos producto de
la condensacion de compuestos fendlicos y con heterociclos con el nitrbgeno como
hetero-atomo. La condensacion mas comun es con fenol. Este método es facil,
eficaz y rapido. Todos los azlUcares como oligosacaridos y polisacaridos pueden
ser determinados, recordando que éstos bajo hidrdlisis acida producen
monosacaridos. La forma en que procede la reaccibn no es estequiométrica y
depende de la estructura del azucar, por lo tanto se realiza una curva patrén, en
donde los valores de las muestras se interpolaron en la curva para asi obtener la

concentracion de carbohidratos reductores.
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7.6.6. Cuantificacion de carbohidratos por el método Método de Fehling.

Este ensayo identifica la presencia de azucares reductores (aldosas: glucosa,
ribosa, eritrosa, etc.), con la ayuda del reactivo de Fehling, se trata de una reaccion
redox en la que el grupo aldehido (reductor) de los azlcares es oxidado a grupo
acido por el Cu2+ que se reduce a Cu+ . Tanto los monosacéaridos como los
disacaridos reductores reaccionan con el Cu2+ dando un precipitado rojo de éxido
cuproso. La reaccion tiene lugar en medio basico por lo que es necesario introducir
en la reaccion tartrato sddico-potasico para evitar la precipitacion del hidroxido
cuprico.

Se realiza una curva patrén, en donde los valores de las muestras se interpolaron

en la curva para asi obtener la concentracién de carbohidratos reductores.

7.7. Medicidon de enzimas antioxidantes

7.7.1. Determinacién de la actividad de la superoxido dismutasa

Para la determinacion cuantitativa in vivo de Superoxido Dismutasa se utilizaron
estuches comerciales RANDOX en donde se siguieron las instrucciones del
proveedor. El principio del ensayo consta en que la funcién de la superéxido
dismutasa (SOD) es acelerar la dismutacion de un radical toxico, el radical
superoéxido (O2.), producido durante un proceso oxidativo enérgico, en peréxido de
hidrégeno y oxigeno molecular. Este método emplea Xantina y Xantin oxidasa
(XOD) para formar radicales superoéxido, los cuales reaccionan con cloruro de 2-(4-
yodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-fenil tetrazolio (I.N.T) para formar un colorante
formazan rojo. Se mide la actividad de la superoxido dismutasa por el grado de
inhibicion de esta reaccién. Una unidad de SOD es la que causa un 50% de
inhibicion del valor de reduccion de INT bajo las condiciones del andlisis.

Los resultados se expresaron en Unidades de SOD / mg de Hb.
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7.7.2. Determinacion de la actividad de la catalasa

Se midié la cantidad de la enzima catalasa en pancreas, higado y rifion.

El ensayo se realiza afiadiendo buffer de fosfatos (50mM, pH 7.0) en una cubeta de
cuarzo, se le agrega 100 pL del tejido previamente homogeneizado con el mismo
buffer y posteriormente se aflade H202 30mM disuelto en buffer de fosfatos, se
mide en los tiempos 0 al 30 segundos con intervalos de 5 segundos a 240 nm.

Este ensayo se basa en que la catalasa cataliza la descomposicion del peroxido de
hidrogeno (H202) en dos pasos: en un primer momento se forma un intermediario
entre la enzima y el H202, luego la actividad peroxidativa de la enzima, cataliza la
reaccion del intermediario con un donador de hidrégenos como el metanol (Torres
My cols 2004).

La actividad de la catalasa se expresa en Unidades de catalasa / mg de proteina,

mediante la siguiente formula:

Actividad catalasa = (Longitud de onda de la muestra/min) (Vol. Total) (Factor de
dilucion 10) / (Vol. Muestra) (min) (0.0436) = 0.00218

Los resultados se expresaron en Unidades de catalasa / mg de proteina

7.7.3. Determinacion de la actividad de la glutation peroxidasa

Para la determinacion cuantitativa in vivo de superoxido dismutasa se utilizaron
estuches comerciales RANDOX, en este método la Glutation Peroxidasa (GPx)
cataliza la oxidacion del Glutation (GSH) por el hidroperéxido de cumeno. El
Glutatiéon oxidado (GSSG) en presencia de Glutation Reductasa (GR) Y NADPH es
inmediatamente convertido en su forma reducida con una oxidacion concomitante
de NADPH en NADP+. Se mide la disminucion de la absorbancia a 340 nm. Los
resultados se expresaron como unidades de glutation peroxidasa/ L de

hemoglobina
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7.7.4 Determinacion de la actividad de la glutation reductasa

Para la determinacion cuantitativa in vivo de superoxido dismutasa se utilizaron
estuches comerciales RANDOX en donde se siguieron las instrucciones del
proveedor. El principio de este ensayo consta en que la enzima glutation reductasa
cataliza la reduccién de glutation (GSSG) en presencia de NADPH, el cual se oxida
a NADP+. La disminucion en la absorbancia se mide a 340 nm.

Los resultados se expresaron como Unidades de GR / L de Hemoglobina

7.8. Cuantificacion del grado de lipoperoxidacion

La determinacion del malondialdehido (MDA) se realizé siguiendo el método de
Ohkawa y colaboradores en 1979, el cual se basa en la reaccion del tiobarbiturico
con el malondialdehido (MDA), producto este del desdoblamiento de los
hidroperoxidos, formandose asi un color susceptible de ser medido directamente.
Esta técnica se fundamenta en un procedimiento que comprende una etapa de
precipitacion proteica, durante la cual se incorpora el &cido tiobarbitdrico que
produce una reaccion directa con la fraccion de malondialdehido presente en el
suero. Esta fraccion fue separada del mismo agregando butanol. El producto de
MDA (TBARS) se determiné por colorimetria en un espectrofotbmetro a una
longitud de onda de 532 nm.

Los resultados se expresaron como TBARS (mmol / g de tejido).

7.9. Medicion del estado antioxidantes total (TAS)

Para la determinacion cuantitativa del estado antioxidante total se utilizaron
estuches comerciales de la marca RANDOX donde se siguieron las instrucciones
del proveedor. En este método se utiliza el reactivo ABTS (2,2'-Azino-di-[3-
etilbenzotiazolin sulfonato]) se incuba con peroxidasa (metamioglobina) y H202
para generar el radical cation ABTSe+. Este radical presenta una coloracion

verdeazulada relativamente estable, que se mide a 600 nm. La presencia de
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antioxidantes en la muestra produce una supresion de esta coloracién, siendo esta
supresion, proporcional a la concentracion de antioxidantes presentes en la
muestra.

Los resultados obtenidos se expresaron como mmol / L

7.10. Cuantificacion de citocinas (TNF-a, IL-1B e IL-6)

Durante la administracion cronica se sacrificaron ratas a la primera, segunda,
cuarta, sexta y octava semana y se extrajo sangre por medio de puncién cardiaca.
La sangre se centrifugd a 2500 rpm durante 5 minutos y se separaron los sueros a
-70 grados centigrados. Posterior se evalud la concentracion de citocinas la cual se
realiz6 a través del método de ELISA tipo sandwich con estuches comerciales
Prepro Tech, siguiendo las instrucciones del fabricante, el cual consta de las
siguientes etapas:

e Fijacion al soporte insoluble de anticuerpos especificos del agente patdégeno
a detectar.

e Lavado para eliminar los anticuerpos fijados deficientemente o no fijados.

e Adicién de la muestra problema (suero), de tal forma que si esta presente el
agente de diagndstico (antigeno), reaccionara especificamente con los
anticuerpos fijados al soporte. Lavado para eliminar los antigenos que no
hayan reaccionado y los restos de la muestra no fijados.

e Adicién de anticuerpos especificos del antigeno a detectar (deben tener un
epitope diferente de los anticuerpos con los que se han tapizado el soporte)
conjugados con una enzima, los cuales reaccionan con los antigenos
afiadidos con la muestra problema y que se encuentran fijados a los
anticuerpos. Lavado para eliminar los anticuerpos marcados que no hayan
reaccionado.

e Adicidbn de un substrato sobre el que sea capaz de actuar la enzima
marcadora. Se puede parar la reaccion si se desea.

e Lectura visual o colorimétrica del producto final coloreado.
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7.11. Andlisis estadistico

Los resultados de los datos se expresaran en promedios con desviacion estandar
por medio de estadistica descriptiva donde se utilizaron medidas de tendencia
central como media y desviacion estandar.

Se realiz6 un analisis de distribucion de datos y posteriormente un analisis de
varianza (ANOVA) con un ajuste post hoc de Tukey, asi como area bajo la curva.
Se considerd significativo la P <0.05, para el cual se emple6 el programa

estadistico GraphPad Prism version 6.0.
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VIII. RESULTADOS

8.1. Estandarizacion de la dosis hipoglucemiante optima

Para encontrar la dosis hipoglucemiante 6ptima se realizo en primera instancia una
curva de glucosa en ayuno y se probaron diferentes dosis para encontrar cual tenia

la mejor actividad hipoglucemiante.

8.1.1. Extracto acuoso de capitaneja (Verbesina montanoifolia)

A continuacién en la Grafica 2 se muestran los resultados obtenidos de una curva
de glucosa en ayuno utilizando diferentes dosis de extracto acuoso de capitaneja,
en donde podemos observar al grupo control (+) que comienzan a descender los
niveles de glucosa circulante en los primeros minutos y logra niveles normales de
glucosa antes del minuto 200. Se puede apreciar al grupo control (-) al cual se le
administré solucion salina y se observa como los niveles de glucosa se mantienen
elevados durante todo el experimento. Posteriormente se aprecia que la dosis
hipoglucemiante mas efectiva fue la de 200 mg/kg la cual tuvo diferencia

significativa en comparacion con la mayoria de las dosis probadas.
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Grafica 2. Curva de glucosa en ayuno con diferentes dosis de extracto acuoso de
capitaneja (ECC) en ratas hiperglucémicas. Los resultados muestran los promedios de
cada grupo de un total de 6 animales por cada grupo (n=6) y la desviacion estandar (x) de
cada grupo de las diferentes dosis de extracto crudo de capitaneja (80, 160, 200, 250, 300
mg/kg), grupo control (+) Insulina (6Ul / kg) y grupo control (-) Solucién salina. (*) Muestra
la diferencia entre un tiempo y otro, (a, b, c y d) indica diferencia significativa entre los
diferentes grupos mediante un andlisis de varianza (ANOVA) con un ajuste post hoc de
Tukey considerando significativo p < 0.05. Un é&rea bajo la curva: Control (-) = 100%,
Control (+) = 31.35%, EAC 80 mg/kg= 69.58%, EAC 160 mg/kg = 73.24%, EAC 200
mg/kg= 77.37%, EAC 250 mg/kg = 84.0052%, EAC 300 mg/kg = 83.36%, ratas sanas +
200 mg/kg EAC= 19.69%.

En la gréfica 3 se pueden apreciar las diferentes dosis probadas del extracto
acuoso de capitaneja que utilizamos para encontrar la dosis hipoglucemiante
Optima, en donde se observar de nueva cuenta que la dosis mas efectiva fue la de
200 mg/kg de peso corporal, esta dosis fue diferente significativamente que todas

las demas dosis probadas.
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Grafica 3. Curva de tolerancia a la glucosa con diferentes dosis de extracto acuoso
de capitaneja (EAC) en ratas hiperglucémicas. Los resultados muestran los promedios
de cada grupo de un total de 6 animales por cada grupo (n=6) y la desviacion estandar (%)
de cada grupo de las diferentes dosis de extracto acuoso de capitaneja (80, 160, 200, 250,
300 y 2000 mg/kg), grupo control (+) Insulina (6Ul / kg) y grupo control (-) Solucién salina.
(* y @) Muestra la diferencia entre un tiempo y otro, (a, b, ¢ y d) indica diferencia
significativa entre los diferentes grupos mediante un andlisis de varianza (ANOVA) con un
ajuste post hoc de Tukey considerando significativo p< 0.05. Un &rea bajo la curva: Control
(-)= 100%, Control (+)= 30.67%, EAC 80 mg/kg= 93.50%, EAC 160 mg/kg= 84.04%, EAC
200 mg/kg = 73.62%, EAC 250 mg/kg = 97.81%, EAC 300 mg/kg = 87.47%, EAC 2000
mg/kg = 86.63% Y ratas sanas + EAC= 18.03%.

Una vez que se corroboré el efecto hipoglucemiante de la capitaneja se procedio a
comparar el efecto de la planta comprada en el mercado con la planta recolectada
en el cerro del aguila lo cual se muestra a continuacion (Gréfica 4) ambas se utilizé
la mejor dosis que previamente habia sido determinada (200 mg/kg) y no se

observé ninguna diferencia significativa entre ambos grupos.
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Grafica 4. Curva de tolerancia a la glucosa comparando el efecto del extracto acuoso
de capitaneja (EAC) fresco y seco en ratas hiperglucémicas. Los resultados muestran
los promedios de cada grupo de un total de 6 animales por cada grupo (n=6) y la
desviacion estandar (x) de cada grupo, el EAC seca y el EAC fresca ambos grupos con la
misma dosis (200 mg/kg), grupo control (+) Insulina (6Ul / kg) y grupo control (-) Solucién
salina. (*) Nos muestra la diferencia entre un tiempo y otro, (a, b y ¢) indica diferencia
significativa entre los diferentes grupos mediante un analisis de varianza (ANOVA) con un
ajuste post hoc de Tukey considerando significativo p < 0.05. Un &rea bajo la curva: Control
(-)= 100%, Control (+)= 30.67%, EAC Seca 200 mg/kg = 73.62%, EAC fresca 200 mg/kg =
74.75%.

8.1.2. Extracto acetdnico de capitaneja (Verbesina montanoifolia)

En la grafica 5 se muestran los resultados de la curva de glucosa en ayuno
utilizando el extracto acetonico de la capitaneja, los cuales se utilizaron a diferentes
dosis con el fin de encontrar la dosis hipoglucemiante éptima, a pesar de que no se
logré un descenso muy notorio se observa que las tres diferentes dosis probadas
fueron diferentes significativamente al grupo control (-) con un valor de P < 0.05

cuando se les compar6 con el grupo control (-).
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Grafica 5. Curva de glucosa en ayuno de diferentes dosis de extracto aceténico de
capitaneja (EACC) en ratas hiperglucémicas. Los resultados muestran los promedios de
cada grupo de un total de 6 animales por cada grupo (n=6) y la desviacion estandar (+) de
cada grupo, las diferentes dosis de EAC probadas (0.4, 4 y 40 mg/ kg), grupo control (+)
Insulina (6Ul / kg) y grupo control (-) Solucién salina. (*) Muestra la diferencia entre un
tiempo y otro, (a, b y c) indica diferencia significativa entre los diferentes grupos mediante
un andlisis de varianza (ANOVA) con un ajuste post hoc de Tukey considerando
significativo p < 0.05. Un éarea bajo la curva: Control (-)= 100%, Control (+)= 27.48%, 0.4
mg/kg de EACC = 84.17%, 4mg/kg de EACC= 75.53%, 40 mg/kg de EACC= 90.83% Yy
ratas sanas + 4mg/kg de EACC = 16.96%.

En la gréfica 6 se tienen los resultados obtenidos de la curva de tolerancia a la
glucosa probando tres diferentes dosis de pigmentos acetonicos en la que se
observa que Unicamente la dosis de 4 mg/ kg tuvo diferencia significativa cuando
esta se compard con el grupo control (-), ya que tanto la dosis de 0.4 mg/kg y la
dosis de 40 mg/kg no hubo diferencia significativa con el grupo control (-).
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Grafica 6. Curva de tolerancia a la glucosa de diferentes dosis de extracto aceténico
de capitaneja (EACC) en ratas hiperglucémicas. Los resultados muestran los promedios
de cada grupo de un total de 6 animales por cada grupo (n=6) y la desviacion estandar ()
de cada grupo, las diferentes dosis de EAC probadas (0.4, 4 y 40 mg/ kg), grupo control (+)
Insulina (6UI / kg) y grupo control (-) Solucién salina. (*) Muestra la diferencia entre un
tiempo y otro, (a, b y ¢) indica diferencia significativa entre los diferentes grupos mediante
un andlisis de varianza (ANOVA) con un ajuste post hoc de Tukey considerando
significativo p < 0.05. Un area bajo la curva: Control (-)= 100%, Control (+)= 29.50%, 0.4
mg/kg de EACC= 92.16%, 4mg/kg de EACC = 76.24%, 40mg/kg de EACC = 92.64%, ratas
sanas + 4 mg/kg de EACC = 16.96%.

8.1.3. Extracto alcohdlico de capitaneja (Verbesina montanoifolia)

En la gréfica 7 observamos los resultados obtenidos de la curva de glucosa en
ayuno utilizando tres diferentes dosis del extracto alcohdlico de la capitaneja,
donde se observa que no hubo diferencia significativa entre las tres dosis
probadas, a su vez estas fueron diferentes significativamente cuando se les
comparé con el grupo control (-) al cual se le administré Unicamente solucién

salina.
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Grafica 7. Curva de glucosa en ayuno de diferentes dosis de extracto alcohdlico de
capitaneja (EOHC) en ratas hiperglucémicas. Los resultados muestran los promedios de
cada grupo de un total de 6 animales por cada grupo (n=6) y la desviacion estandar (+) de
cada grupo, las diferentes dosis de EOHC probadas (0.4, 4 y 40 mg/ kg), grupo control (+)
Insulina (6Ul / kg) y grupo control (-) Solucién salina. (*) Muestra la diferencia entre un
tiempo y otro, (a, b y c) indica diferencia significativa entre los diferentes grupos mediante
un andlisis de varianza (ANOVA) con un ajuste post hoc de Tukey considerando
significativo p < 0.05. Un area bajo la curva: Control (-)= 100%, Control (+)= 27.48%, 0.4
mg mg/kg de EOHC = 83.18%, 4mg/kg de EOHC = 84.53%, 40mg/kg de EOHC = 85.72%
y ratas sanas + 4 mg/kg de EOHC = 16.94%.

A continuacion (grafica 8) se muestran los resultados de la curva de tolerancia a la
glucosa utilizando tres diferentes dosis del extracto alcohdlico de la capitaneja en
donde se observa que solo la dosis de 4 mg/kg fue diferente significativamente al

grupo control (-) ya que las dosis de 40 y 0.4 mg/kg fueron iguales

significativamente al grupo control (-).
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Grafica 8. Curva de tolerancia a la glucosa de diferentes dosis de extracto alcohdlico
de capitaneja (EOHC) en ratas hiperglucémicas. Los resultados muestran los promedios
de cada grupo de un total de 6 animales por cada grupo (n=6) y la desviacion estandar ()
de cada grupo, las diferentes dosis de EOHC probadas (0.4, 4 y 40 mg/ kg), grupo control
(+) Insulina (6Ul / kg) y grupo control (-) Solucién salina. (*) Muestra la diferencia entre un
tiempo y otro, (a, b y c) indica diferencia significativa entre los diferentes grupos mediante
un andlisis de varianza (ANOVA) con un ajuste post hoc de Tukey considerando
significativo p < 0.05. Un area bajo la curva: Control (-)= 100%, Control (+)= 29.50%, 0.4
mg/kg de EOHC = 92.60%, 4 mg/kg de EOHC = 89.51%, 40 mg/kg de EOHC = 96.41% vy
ratas sanas + 4 mg/kg de EOHC = 16.96%.

8.1.4. Fraccion sin pigmentos de capitaneja (Verbesina montanoifolia)

En la grafica 9 se presentan los resultados obtenidos de la curva de glucosa en
ayuno probando diferentes dosis de la fraccion sin pigmentos donde se aprecia que
entre las dos diferentes dosis no hubo diferencia significativa, ambas se
comportaron de manera muy parecida, pero cuando estas se compararon con el

grupo control (-) tuvieron diferencia significativa.
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Grafica 9. Curva de glucosa en ayuno de diferentes dosis de la fracciéon sin
pigmentos (FSP) en ratas hiperglucémicas. Los resultados muestran los promedios de
cada grupo de un total de 6 animales por cada grupo (n=6) y la desviacién estandar (x) de
cada grupo, las diferentes dosis de la FSP probadas (200 y 500 mg/ kg), grupo control (+)
Insulina (6Ul / kg) y grupo control (-) Solucién salina. (*) Muestra la diferencia entre un
tiempo y otro, (a, b y c) indica diferencia significativa entre los diferentes grupos mediante
un analisis de varianza (ANOVA) con un ajuste post hoc de Tukey considerando
significativo p < 0.05. Un area bajo la curva: Control (-)= 100%, Control (+)= 27.48%, 200
mg/kg de FSP = 72.19%, 500 mg/kg de FSP = 72.74% vy ratas sanas + 200 mg/kg de FSP
= 17.57%.

En la grafica 10 se observan los resultados de la curva de tolerancia a la glucosa
usando diferentes dosis de la fraccidon sin pigmentos, aunque ambas dosis no
lograron un efecto hipoglucemiante en los animales muy marcado ambas fueron
diferentes significativamente al grupo control (-) a cual solo se le administro

solucién salina
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Grafica 10. Curva de tolerancia a la glucosa de diferentes dosis de la fraccion sin
pigmentos (FSP) en ratas hiperglucémicas. Los resultados muestran los promedios de
cada grupo de un total de 6 animales por cada grupo (n=6) y la desviacion estandar (+) de
cada grupo, las diferentes dosis de la FSP probadas (200 y 500 mg/ kg), grupo control (+)
Insulina (6Ul / kg) y grupo control (-) Solucién salina. (*) Muestra la diferencia entre un
tiempo y otro, (a, b y ¢) indica diferencia significativa entre los diferentes grupos mediante
un andlisis de varianza (ANOVA) con un ajuste post hoc de Tukey considerando
significativo p < 0.05. Un area bajo la curva: Control (-)= 100%, Control (+)= 29.98%, 200
mg/kg de FSP = 72.95%, 500 mg/kg de FSP = 76.04% vy ratas sanas + 500 mg/kg de FSP
=17.57%.

A manera de resumen de todas los diferentes extractos probados en la tabla 4 se
muestran los porcentajes de efectividad hipoglucemiante, tanto en las curvas de
glucosa en ayuno como en las curvas de tolerancia a la glucosa en donde se
aprecia que el extracto acuoso de capitaneja fue el que obtuvo un mayor porcentaje
de efectividad con un 44.4% en la curva de glucosa en ayuno y de un 42.39% en la
curva de tolerancia a la glucosa
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Tabla 4.- Tabla de efectividad hipoglucemiante de diferentes extractos de

capitaneja (Verbesina montanoifolia).

Tipo de extracto

Dosis Curva de glucosa
en ayuno

Curva de Tolerancia

ala glucosa

Extracto acuoso 200 mg/kg 44.4% 42.39%
Extracto 4 mg/kg 9.2% 21.4%
acetdnico

Extracto 40 mg/kg 4.1% Nula
alcohdlico

Fraccién sin 200y 500 5.8% 8.0%
pigmentos mg/kg

Insulina 6 Ul/kg 83.7% 77.3%

8.2. Evaluacién de la actividad antioxidante de extractos de capitaneja

(Verbesina montanoifolia).

8.2.1. Método de Brand Williams (1,1-difenil-2-pricrilhidrazil (DPPH)

La grafica 11 se aprecia una cinética antioxidante usando como control el &cido
ascorbico y los diferentes extractos: extracto acuoso, alcohdlico y aceténico, se
observa como el 4cido ascorbico logra un porcentaje de inhibicién de casi el 100%
a los 5 minutos, sin embargo los 3 extractos de capitaneja logran reaccionar con el
DPPH de una manera mas rapida que el acido ascorbico y logran estabilizarse

antes de los 5 minutos.
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Grafica 11.- Cinética antioxidante del acido ascérbico, extracto acuoso de capitaneja,
y los extractos alcohdlico y aceténico de capitaneja (Verbesina montanoifolia). (a, b,
c y d) indica diferencia significativa entre los diferentes grupos mediante un andlisis de
varianza (ANOVA) con un ajuste post hoc de Tukey considerando significativo p < 0.05.
EAC= Extracto acuoso de capitaneja, EOHC= Extracto alcohdlico de capitaneja, EACC=
Extracto acetdnico de capitaneja.

Una vez que se realizd la cinética antioxidante se midieron diferentes parametros
como el EC50 (Concentracion necesaria para disminuir el DPPH AL 50%) donde
este valor es menor en los 3 diferentes extractos comparandolo con el acido
ascorbico. Otro de los parametros que se obtuvieron fue el TEC 50 (Tiempo para
reducir el DPPH a la mitad) donde el valor fue menor en los tres extractos
comparandolo con el acido ascorbico. Por dltimo la eficiencia anti radical la cual se
obtuvo con el ECso y el TECso y la eficiencia anti radical fue mejor en los tres

extractos de la capitaneja que en el &cido ascorbico.
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Tabla 5.- Capacidad antioxidante de los diferentes extractos de la capitaneja

(Verbesina montanoifolia) y del acido ascoérbico.

Muestra EC 50 TEC 50 EA
mg/ml DPPH minutos (1/EC50)*(TEC 50)
Acido ascérbico 25 2 0.08
Extracto acuoso 9.1 0.1 0.010
Extracto aceténico 6.2 0.2 0.032
Extracto alcohdlico 4.5 1 0.222

EC50: Concentracién necesaria para disminuir el DPPH AL 50%, TEC50: Tiempo para reducir el
DPPH a la mitad y EA: Eficiencia anti radical.

8.2.2. Cuantificacién de compuestos fendlicos de extractos de capitaneja
(Verbesina montanoifolia).

Se cuantificé la cantidad de fenoles, polifenoles y flavonoides del extracto acuoso,
extracto acetdnico y extracto alcohodlico de capitaneja y los resultados obtenidos de
la cantidad de fenoles de los diferentes extractos de capitaneja se muestran a
continuacion en la siguiente tabla 6 se muestran la cantidad de fenoles en los tres
extracto de la planta en donde la mayor cantidad la posee el extracto acetdnico. En

la siguiente grafica 12 se muestra la curva patron realizada con acido galico.

Tabla 6. Cuantificacion de fenoles en diferentes extractos de capitaneja.

Extracto Fenoles

(mg de acido galico / mL)

Acuoso 93.21 + 0.05
Acetoénico 144.97 + 0.02
Alcoholico 142.16 £ 0.05

(%) desviacion estandar
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Grafica 12. Curva patrén para la cuantificacion de fenoles utilizando Acido galico.

A continuacién en la tabla 7 se aprecian los resultados obtenidos de la
cuantificacion de polifenoles en diferentes extractos de capitaneja, donde el
extracto acuoso es el que posee la mayor concentracion de polifenoles con una
cantidad de 311.16 + 2.59 mg de fluoroglucinol/ml de extracto. En la grafica 13 se
muestra la curva patrén realizada con fluoroglucinol.

Tabla 7. Cuantificacion de polifenoles en diferentes extractos de capitaneja

Extracto Polifenoles

(mg de fluoroglucinol /

mL)
Acuoso 311.16 £ 2.59
Aceténico 268.70 + 3.03
Alcohdélico 292.84 + 0.04
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Grafica 13. Curva patréon para la cuantificacion de polifenoles utilizando utilizando
fluoroglucinol.

En la tabla 8 se aprecia la cantidad de flavonoides de los diferentes extractos de
capitaneja, y posteriormente en la grafica 14 se muestra la curva patrén en la cual
se utiliz6 quercetina. El extracto que contiene la mayor concentracion de
flavonoides fue el extracto acuoso con la cantidad de 37.96 = 2.2 mg de

guercetina/ml.

Tabla 8. Cuantificacion de flavonoides en diferentes extractos de capitaneja.

Extracto Flavonoides

(mg de quercetina/ mL)

Acuoso 3796 £2.2
Acetoénico 23.95+ 3.5
Alcoholico 18.37 £ 0.55
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Grafica 14. Curva patron para la cuantificacion de flavonoides utilizando quercetina.

8.3. Cuantificacién de proteinas (Método de Bradford)

En la tabla 9 se aprecia la concentracion de proteinas a través del método de
Bradford.

Tabla 9. Concentracion de proteina en el extracto acuoso de la capitaneja
Extracto Bradford

mg de proteina/mL

Acuoso 0.92 mg/mL

8.4. Cuantificaciéon de carbohidratos reductores

8.4.1. Método de Benedict

En los resultados usando este método se muestran la cantidad de carbohidratos
reductores (tabla 10), en donde se aprecia que la planta posee carbohidratos
reductores en una cantidad de 36.04 miligramos de carbohidratos reductores por

mililitro de extracto.
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Tabla 10. Concentracidén de carbohidratos reductores en la capitaneja por el

método de Benedict

Contenido de carbohidratos
reductores
Método de 36.04 mg/mL

Benedict

8.4.2. Método de Dubois (Fenol-sulfarico)

A continuacién en la tabla 11 se muestran el contenido total de pentosas (ribosa y
fucosa) y hexosas (glucosa y fructosa) de la capitaneja en donde se observa que la

planta posee mayor cantidad de pentosas que de hexosas.

Tabla 11. Concentraciéon de hexosas y pentosas en la capitaneja por el

método de Dubois

Contenido de carbohidratos

reductores por el método de Dubois

Hexosas 3.114 mg/mL

Pentosas 6.632 mg/mL

8.4.3. Método de Fehling

A continuacién en la tabla 12 se observan los resultados obtenidos a través del
método de Fehling en donde se muestra la cantidad total de carbohidratos

reductores muy similar a la obtenida con el método de Benedict.

MANUEL ALEJANDRO VARGAS VARGAS 75



“EVALUACION DEL EFECTO HIPOGLUCEMIANTE DE LA ADMINISTRACION ORAL DE EXTRACTOS DE HOJAS DE
CAPITANEJA (VERBESINA MONTANOIFOLIA) EN UN MODELO DE ANIMALES HIPERGLUCEMICOS SOBRE LA
VARIACION DE CONCENTRACIONES DE CITOCINAS PROINFLAMATORIAS”

Tabla 12. Concentracién de carbohidratos reductores en la capitaneja por el

método de Fehling

Contenido de carbohidratos
reductores
Método de 37.44 g/mL
Fehling

8.4.4. Curva de glucosa en ayuno con extracto acuoso de capitaneja y glucosa

En la gréfica 15 se muestra una curva de glucosa en ayuno en donde se utilizé a un
grupo de ratas hiperglucémicas se les administré la cantidad de glucosa que posee
200 mg de capitaneja, y al otro grupo se le administré la dosis de 200 mg de
capitaneja. Se puede observar que a los 30 minutos posteriores a la administracion
hay una elevacion de glucosa, en el grupo al cual se le administré Unicamente la
glucosa, los niveles de glucosa se mantienen elevados, por otro lado al grupo al
gue se le administrod la capitaneja después del minuto 30 los niveles circulantes de

glucosa disminuyen notablemente.

Curva en ayuno

6007 =& Control (-)

a & EAC 200 mg/kg

-9~ 0.036g de glucosa /kg
400

200 A

Glucosa (mg/dl)

0 100 200 300

Tiempo (minutos)

Grafica 15.- Curva de glucosa en ayuno con la dosis de 200 mg/kg de EAC y 0.036
g/kg de glucosa en ratas hiperglucémicas. Los resultados muestran los promedios de
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cada grupo de un total de 6 animales por cada grupo (n=6) y la desviacion estandar (+) de
ambos grupos.

(ay b) indica diferencia significativa entre los diferentes grupos mediante la prueba de T de
Student con una p significativa < 0.05.

Un area bajo la curva: Control (-) = 100%, EAC 200 mg/kg = 70.50%, 0.036 g/kg de
glucosa = 87.11%.

8.5. Administracion cronica

A continuacion se muestran los resultados de los parametros medidos

semanalmente durante el periodo experimental.

8.5.1. Peso de los animales durante la administracion crénica

Durante la administracion cronica se monitore6 el peso corporal de los animales de
experimentacion de los 4 grupos durante las 8 semanas, en la tabla 13 se muestran
los promedios de los pesos en gramos de todos los grupos, se observa que hubo
un aumento de peso en todos los grupos y en la gréfica 16 se muestran los mismos

resultados en grafica.

Tabla 13. Pesos de los animales durante la administracion cronica.

Inicio Semanal Semana2 Semana3 Semanad4 Semana5 Semana® Semana7 Semanas8

Grupo | 132,.2+9.0 142,149.2 167.548.5 178.4118.2 185 £13.6 205.718.1 223+ 9.5 240+14.1 246.516.3
Grupo 130.4+7.6 1404475 157.745.1 166.5+ 8.6 178.847.6 185.745.6 207.5£5.4 21045.6 227+4.2
Grupo Il 125.5+9.9 139.849.8 152.444.6 161.1+11.2 175.849.8 184.7+12.8 215.2+14 21949.8 232.2+49

Grupo IV 133.5+8.7 143478 164.518.8 178.2¢7.0 187.8 6.3 201.5%5.5 220+ 5.0 227.5%3.5 23545.8

+ Error estandar
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Grafica 16.- Pesos de los animales durante la administraciéon crénica. Los resultados
muestran los promedios de cada grupo de un total de 3 animales por cada grupo (n=3) y la
desviacion estandar () de cada grupo, las diferentes grupos: ratas sanas con
administraciébn de solucién salina (S.S.), ratas hiperglucémicas + insulina (H+l), ratas
hiperglucémicas + 200 mg/kg de extracto acuoso de capitaneja (H+C) y ratas sanas + 200
mg/kg de extracto acuoso de capitaneja (SC). (a y b) indica diferencia significativa entre los
diferentes grupos mediante un analisis de varianza (ANOVA) con un ajuste post hoc de
Tukey considerando significativo p < 0.05.

8.5.2. Concentraciones de glucosa circulante en la administracién crénica

En la tabla 14 se muestran las concentraciones de glucosa circulante durante la
administracion crénica y se observa que en todos los grupos los niveles de glucosa
fueron disminuyendo al paso de las semanas, en el grupo 3 fue menos notorio sin
embargo esta disminuyé y a final del periodo experimental llego casi a
concentraciones normales de glucosa circulante.

En la grafica 17 se muestran los mismos resultados.
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Tabla 14. Concentraciones de glucosa circulante durante la administracion

cronica.

Inicio Semanal Semana2 Semana3 Semana4 Semana3 Semana 6 Semana?7 Semana 8
Grupo| 100.4:8.4 95.446.0 84.3:9.3 87.6+7.4 80.2+9.7 74.2£20.0  92.5:5.8 101.5#3.5  96.56.3
Grupoll 366.2£120.3 114.2+22.9 104.8+11.3 103.28:+6.5 102#4.1 100.75%4.1 102.5#7.2  97.5#4.9 98.5+13.4

Grupo lll 357.6£129.9 289.5%158.6 233#89.5 236.6+94.9 185#41.9 184.+37.2 161+16.5 142+4.2 137.5#9.1

Grupo IV 99.1x3.8 94.7+11.2 91.1+10.4 89.817.0 94.2+8.6 96.7+4.7 94.246.1 96.5%6.3 87+11.3

Administracion crénica

500 1 S.S.
» B H+
2400+ A H+C
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1 ] ] I 1
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Grafica 17.- Concentraciones de glucosa circulante durante la administracion
cronica. Los resultados muestran los promedios de cada grupo de un total de 3 animales
por cada grupo (n=3) y la desviacién estandar () de cada grupo, las diferentes grupos:
ratas sanas con administracion de solucion salina (S.S.), ratas hiperglucémicas + insulina
(H+1), ratas hiperglucémicas + 200 mg/kg de extracto acuoso de capitaneja (H+C) y ratas
sanas + 200 mg/kg de extracto acuoso de capitaneja (SC). (a y b) indica diferencia
significativa entre los diferentes grupos mediante un analisis de varianza (ANOVA) con un
ajuste post hoc de Tukey considerando significativo p < 0.05
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8.6. Determinacion de la actividad enzimatica

8.6.1. Concentracion de la superdxido dismutasa

A continuacion en la grafica 18 se muestran los resultados obtenidos de la
determinacion de la actividad de la enzima superoxido dismutasa donde se observa
que en el grupo 1 (sanas con solucién salina) los niveles de la SOD se mantuvieron
en niveles por encima de los 150 U de SOD / g de Hb durante todo el periodo
experimental, cosa similar sucedié con el grupo de ratas sanas con administracion
de capitaneja en donde también se mantuvieron visibles los niveles durante el
periodo experimental, a diferencia del grupo de ratas hiperglucémicas con
administracion de insulina que a partir de la tercer semana los niveles de la enzima
no se detectaron.

Por dltimo en el grupo de ratas hiperglucémicas con administracion de capitaneja
los niveles se mantuvieron visibles durante todo el periodo experimental y donde no
se encontro diferencia significativa cuando se compar6 con el grupo de sanas con

solucién salina.
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Grafica 18. Concentracion de superéxido dismutasa en la administracion crénica.
Los resultados muestran los promedios de cada grupo de un total de 3 animales por cada
grupo (n=3) y la desviacion estandar (+) de cada grupo, las diferentes grupos: ratas sanas
con administracion de solucidon salina (S.S.), ratas hiperglucémicas + insulina (H+l), ratas
hiperaglucémicas + 200 ma/ka de extracto acuoso de capitaneja (H+C) v ratas sanas + 200
mg/kg de extracto acuoso de capitaneja (SC). (* y @) Indica la diferencia entre una semana
y otra. (a 'y b) indica diferencia significativa entre los diferentes grupos mediante un analisis
de varianza (ANOVA) con un ajuste post hoc de Tukey considerando significativo p < 0.05.

8.6.2 Concentracién de la catalasa

Se realizé la determinacion de la enzima catalasa en diferentes tejidos extraidos de

animales de cada grupo semanalmente.

A continuacion en la grafica 19 se muestran los resultados obtenidos de la cantidad
de catalasa en pancreas en donde se observa que en el grupo de sanas con
solucion salina no hubo diferencia significativa al compararlos con todos los grupos

excepto con el grupo de ratas hiperglucémicas con administracion de capitaneja.
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Grafica 19.- Concentracion de catalasa en pancreas durante la administracion
cronica. Los resultados muestran los promedios de cada grupo de un total de 3 animales
por cada grupo (n=3) y la desviacion estandar () de cada grupo, las diferentes grupos:
ratas sanas con administracion de solucién salina (S.S.), ratas hiperglucémicas + insulina
(H+1), ratas hiperglucémicas + 200 ma/kg de extracto crudo de capitaneja (H+C) y ratas
sanas + 200 mg/kg de extracto crudo de capitaneja (SC). (* y ¢) Indica la diferencia entre
una semana y otra. (a y b) nos muestra la diferencia significativa entre los diferentes
grupos mediante un analisis de varianza (ANOVA) con un ajuste post hoc de Tukey
considerando significativo p < 0.05.

A continuacién en la grafica 20 se muestran las concentraciones de catalasa en
higado en el cual se observa que no hubo diferencia significativa entre el grupo de
ratas hiperglucémicas con administraciéon de insulina y el grupo de ratas sanas con
administracion de capitaneja sin embargo no se encontré diferencia entre el grupo
de ratas hiperglucémicas y el grupo de ratas sanas con administracion de solucion

salina ni el grupo de ratas sanas con administracion de capitaneja.
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Grafica 20.- Concentracion de catalasa en higado durante la administraciéon crénica.
Los resultados muestran los promedios de cada grupo de un total de 3 animales por cada
grupo (n=3) y la desviacion estandar (+) de cada grupo, las diferentes grupos: ratas sanas
con administracién de solucion salina (S.S.), ratas hiperglucémicas + insulina (H+l), ratas
hiperglucémicas + 200 mg/kg de extracto crudo de capitaneja (H+C) y ratas sanas + 200
mg/kg de extracto crudo de capitaneja (SC). (*) Indica la diferencia entre una semana y
otra. (a y b) nos muestra la diferencia significativa entre los diferentes grupos mediante un
analisis de varianza (ANOVA) con un ajuste post hoc de Tukey considerando significativo
p <0.05.

Por dltimo se muestra en la grafica 22 los resultados de las concentraciones de
catalasa en rifion en donde no se encontré diferencia significativa en ninguno de los
4 grupos, excepto cuando se compard el grupo de ratas hiperglucémicas con
administracion de insulina y el grupo de ratas sanas con administracion de

capitaneja.
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Grafica 21.- Concentracién de catalasa en rindn durante la administraciéon crénica.
Los resultados muestran los promedios de cada grupo de un total de 3 animales por cada
grupo (n=3) y la desviacion estandar (x) de cada grupo, las diferentes grupos: ratas sanas
con administracion de solucién salina (S.S.), ratas hiperglucémicas + insulina (H+l), ratas
hiperglucémicas + 200 mg/kg de extracto crudo de capitaneja (H+C) y ratas sanas + 200
mg/kg de extracto crudo de capitaneja (SC). (*) Muestra la diferencia entre una semana y
otra. (a y b) nos muestra la diferencia significativa entre los diferentes grupos mediante un
andlisis de varianza (ANOVA) con un ajuste post hoc de Tukey considerando significativo
p < 0.05.

8.6.3 Concentracion de la glutation peroxidasa (Gpx)

En la grafica 22 se muestran los resultados obtenidos de las diferentes
concentraciones de la enzima glutation peroxidasa monitoreada durante las 8
semanas del periodo experimental y donde se observa que los niveles de la enzima

en el grupo de ratas sanas con administracion de solucion salina se mantuvieron en

niveles de 6000 a 8000 unidades durante todo el periodo experimental y donde no
hubo diferencia significativa entre las diferentes semanas, posteriormente podemos
observar que el grupo de ratas hiperglucémicas con administracion de insulina los

niveles de la enzima comienzan muy elevados (15,000 unidades) y a partir de la
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semana 6 esta disminuye drasticamente hasta lograr niveles por debajo de las
1,000 unidades, mostrando diferencia significativa a partir de la sexta semana.

El grupo de ratas hiperglucémicas con administracion de capitaneja se observa que
los niveles de la enzima comienzan muy elevados y posteriormente disminuyen a la
cuarta semana de administracién y estos se mantienen hasta la octava semana,
mediante un analisis de varianza, no se encontré ninguna diferencia cuando se

comparo con el grupo de ratas sanas.
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Grafica 22.- Concentracion de glutation peroxidasa durante la administracion
cronica. Los resultados muestran los promedios de cada grupo de un total de 3 animales
por cada grupo (n=3) y la desviacién estandar (+) de cada grupo, las diferentes grupos:
ratas sanas con administracion de solucién salina (S.S.), ratas hiperglucémicas + insulina
(H+I), ratas hiperglucémicas + 200 mg/kg de extracto crudo de capitaneja (H+C) y ratas
sanas + 200 mg/kg de extracto crudo de capitaneja (SC). (*) Muestra la diferencia entre
una semana y otra. (a y b) nos muestra la diferencia significativa entre los diferentes
grupos mediante un analisis de varianza (ANOVA) con un ajuste post hoc de Tukey
considerando significativo p < 0.05.

8.6.4 Concentracién de la glutatiéon reductasa (GR)

A continuacion en la grafica 23 se muestran los resultados obtenidos de la

determinacién de la glutation reductasa no se observd ninguna diferencia
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significativa cuando se comparé entre los diferentes grupos. Los niveles de la
enzima se mantuvieron muy similares sin embargo cabe resaltar que el grupo de
ratas hiperglucémicas con administracion de insulina los niveles se elevaron a
partir de la semana 6 en adelante mostrando diferencia significativa entre los
niveles de la semana 6 a la semana 8, lo mismo sucedié con el grupo de ratas
hiperglucémicas con administracion de capitaneja donde al inicio de la
experimentacion los niveles de la enzima fueron los mas elevados de todos los
grupos sin embargo a partir de la semana 2 estos niveles se estabilizaron
mostrando diferencia significativa cuando se comparé con la semana 1y a partir

de esa semana no hubo diferencia significativa.
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Grafica 23.- Concentracién de la glutation reductasa durante la administracion
cronica. Los resultados muestran los promedios de cada grupo de un total de 3 animales
por cada grupo (n=3) y la desviacion estandar (+) de cada grupo, las diferentes grupos:
ratas sanas con administracion de solucion salina (S.S.), ratas hiperglucémicas + insulina
(H+), ratas hiperglucémicas + 200 mg/kg de extracto crudo de capitaneja (H+C) y ratas
sanas + 200 mg/kg de extracto crudo de capitaneja (SC). (*) Muestra la diferencia entre
una semana y otra. (a y b) nos muestra la diferencia significativa entre los diferentes
grupos mediante un analisis de varianza (ANOVA) con un ajuste post hoc de Tukey
considerando significativo p < 0.05.

8.7. Grado de lipoperoxidacion (Malondialdehido)
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A continuacion en la grafica 24 se aprecian los resultados obtenidos del grado de
lipoperoxidacidon en pancreas. Se puede apreciar que en el grupo de ratas
hiperglucémicas con administraciéon de insulina en la semana 2 sus niveles se
elevaron mas que en cualquier otro grupo, sin embargo no se encontrd diferencia

significativa en ninguno de los 4 grupos al compararlos
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Grafica 24.- Cuantificacion de lipoperoxidacion en pancreas durante la
administracién crénica. Los resultados muestran los promedios de cada grupo de un total
de 3 animales por cada grupo (n=3) y la desviacion estandar (+) de cada grupo, las
diferentes grupos: ratas sanas con administracion de solucion salina (S.S.), ratas
hiperglucémicas + insulina (H+1), ratas hiperglucémicas + 200 mg/kg de extracto acuoso de
capitaneja (H+C) y ratas sanas + 200 mg/kg de extracto acuoso de capitaneja (SC). (*)
Indica la diferencia entre una semana y otra. (a y b) nos muestra la diferencia significativa
entre los diferentes grupos mediante un analisis de varianza (ANOVA) con un ajuste post
hoc de Tukey considerando significativo p < 0.05.

El grado de lipoperoxidacion en tejido hepatico se muestran a continuacion en la
grafica 25 donde se observa que el grupo de ratas hiperglucémicas con
administracion de insulina registr0 los niveles mas elevados de MDA y fue

significativamente diferente a todos los grupos, por otra parte el grupo de ratas
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hiperglucémicas con administracion de capitaneja registro niveles inferiores y no se
encontré diferencia significativa entre este grupo y el grupo de ratas sanas con

solucion salina ni con el grupo de ratas sanas con administracion de capitaneja.
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Grafica 25.- Cuantificacion de lipoperoxidacion en higado durante la administracion
cronica. Los resultados muestran los promedios de cada grupo de un total de 3 animales
por cada grupo (n=3) y la desviacion estandar (+) de cada grupo, las diferentes grupos:
ratas sanas con administracion de solucion salina (S.S.), ratas hiperglucémicas + insulina
(H+I), ratas hiperglucémicas + 200 mg/kg de extracto acuoso de capitaneja (H+C) y ratas
sanas + 200 mg/kg de extracto acuoso de capitaneja (SC). (*) Indica la diferencia entre una
semana y otra. (a y b) nos muestra la diferencia significativa entre los diferentes grupos
mediante un analisis de varianza (ANOVA) con un ajuste post hoc de Tukey considerando
significativo p < 0.05.

Por ultimo en la grafica 26 se muestran los resultados del grado de lipoperoxidacion
en riidn en donde a pesar de que no hubo diferencia significativa entre los 4
grupos los niveles mas elevados se encontraron en el grupo de ratas diabéticas
con administracion de insulina, por otro lado en el grupo de ratas hiperglucémicas
con administracion de capitaneja se registré una elevaciéon en los niveles de MDA

en la semana 2 los cuales se volvieron a normalizar a las 4 semanas de
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administracion de la capitaneja, sin embargo no hubo diferencia significativa entre

este grupo y ninguno de los demas.
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Grafica 26.- Cuantificacion de lipoperoxidacion en riion durante la administracion
cronica. Los resultados muestran los promedios de cada grupo de un total de 3 animales
por cada grupo (n=3) y la desviacién estandar (+) de cada grupo, las diferentes grupos:
ratas sanas con administracion de solucion salina (S.S.), ratas hiperglucémicas + insulina
(H+), ratas hiperglucémicas + 200 mg/kg de extracto acuoso de capitaneja (H+C) y ratas
sanas + 200 mg/kg de extracto acuoso de capitaneja (SC). (*) Indica la diferencia entre una
semana y otra. (a y b) nos muestra la diferencia significativa entre los diferentes grupos
mediante un andlisis de varianza (ANOVA) con un ajuste post hoc de Tukey considerando
significativo p < 0.05.

8.8. Medicién del estado antioxidante total (TAS)
A continuacion en la grafica 27 se muestran los resultados obtenidos de la

medicion del estado antioxidante total, en donde no hubo ninguna diferencia

significativa entre los distintos grupos.
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Grafica 27.- Cuantificacion del estado antioxidante total durante la administracion
cronica. Los resultados muestran los promedios de cada grupo de un total de 3 animales
por cada grupo (n=3) y la desviacion estandar (+) de cada grupo, las diferentes grupos:
ratas sanas con administracién de solucion salina (S.S.), ratas hiperglucémicas + insulina
(H+), ratas hiperglucémicas + 200 mg/kg de extracto crudo de capitaneja (H+C) y ratas
sanas + 200 mg/kg de extracto crudo de capitaneja (SC). (*) Muestra la diferencia entre
una semana y otra. (a y b) nos muestra la diferencia significativa entre los diferentes
grupos mediante un analisis de varianza (ANOVA) con un ajuste post hoc de Tukey
considerando significativo p < 0.05.

8.9. Cuantificacion de citocinas proinflamatorias (TNFa-, IL-1B e IL-6).

Para la realizar la cuantificacion de las citocinas proinflamatorias (TNFa-, IL-18 e
IL-6) se extrajo sangre mediante puncion cardiaca semanalmente y esta se
almaceno a -70 °C hasta su posterior uso, las cuales se midieron por el método de
ELISA tipo sandwich.

En la grafica 28 se muestran los resultados de las concentraciones del factor de

necrosis tumoral a de los 4 grupos de estudio en donde se observa que el grupo de
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ratas hiperglucémicas fue el que registro niveles mas elevados de esta citocina pro
inflamatoria a partir de la semana 2 y se mantuvo elevada hasta finalizar la
administracion cronica, por otro lado en el grupo de ratas hiperglucémicas con
administracion de capitaneja a pesar de que no hubo diferencia significativa con el
grupo al que se le administrg insulina, los valores de TNF-a alfa fueron menores a
partir de la semana 2 en adelante y no se encontrd diferencia significativa con el
grupo de ratas sanas con administracion de solucion salina. Por ultimo los grupos
sanas + solucion salina y el grupo de sanas + administracion de capitaneja no se
detectd6 presencia de TNF-a en ningin momento de las 8 semanas de

experimentacion.
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Grafica 28.- Concentracién de TNF-a circulante durante la administracion crénica.
Los resultados muestran los promedios de cada grupo de un total de 3 animales por cada
grupo (n=3) y la desviacion estandar (+) de cada grupo, las diferentes grupos: ratas sanas
con administraciéon de solucidn salina (S.S.), ratas hiperglucémicas + insulina (H+l), ratas
hiperglucémicas + 200 mg/kg de extracto acuoso de capitaneja (H+C) y ratas sanas + 200
mg/kg de extracto acuoso de capitaneja (SC). (*) Indica la diferencia entre una semana y
otra. (a, b, c y d) nos muestra la diferencia significativa entre los diferentes grupos
mediante un andlisis de varianza (ANOVA) con un ajuste post hoc de Tukey considerando
significativo p < 0.05.
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En la grafica 29 se muestran los resultados de las concentraciones de IL-1B y q se
observa que no se detectdé presencia de esta citosina en los grupos de ratas
hiperglucémicas con administracion de capitaneja y en el grupo de ratas sanas con
administracion de capitaneja, por otro lado el grupo de ratas hiperglucémicas con
administracion de insulina se observaron niveles de alrededor de los 400 pg/ml en
la semana uno, posterior mente estos niveles se mantuvieron en la semana 2 pero
después de la semana 4 en adelante no se registraron niveles de IL-1B, y en el
grupo de ratas sanas con administracion de solucién salina, se registraron niveles

inferiores del orden de los 300 pg/ml .
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Grafica 29.- Concentracion de IL-1B circulante durante la administraciéon crénica. Los
resultados muestran los promedios de cada grupo de un total de 3 animales por cada
grupo (n=3) y la desviacion estandar (x) de cada grupo, las diferentes grupos: ratas sanas
con administraciéon de solucidon salina (S.S.), ratas hiperglucémicas + insulina (H+l), ratas
hiperglucémicas + 200 mg/kg de extracto acuoso de capitaneja (H+C) y ratas sanas + 200
mg/kg de extracto acuoso de capitaneja (SC). (*) Indica la diferencia entre una semana y
otra. (a, b, c y d) nos muestra la diferencia significativa entre los diferentes grupos
mediante un analisis de varianza (ANOVA) con un ajuste post hoc de Tukey considerando
significativo p < 0.05.

A continuacion se muestran los niveles de las concentraciones circulantes de la IL-

6 (grafica 30) en donde se observa que los niveles mas elevados se encontraron en
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el grupo de ratas hiperglucémicas con administracion de insulina registrando
niveles incluso por arriba de los 1000 pg/ml. El grupo de ratas hiperglucémicas con
administracion de capitaneja se registraron niveles inferiores a los 700 pg/ml
durante todo el periodo experimental y sin diferencia significativa con el grupo de
ratas sanas con administracion de capitaneja.

Por ultimo el grupo de ratas sanas con administracion de solucién salina mostro los
niveles mas bajos de todos los grupos sin embargo no hubo diferencia significativa

al compararlo con el grupo de ratas sanas con administracion de capitaneja.

IL-6
1500 «
SS
* " - S+C
1000 + - Ht|
= - H+C
o b
Q.
500 4
b,c
c
0 | | | )
0 2 4 6 8
Semanas

Grafica 30.- Concentracion de IL-6 circulante durante la administraciéon crénica. Los
resultados muestran los promedios de cada grupo de un total de 3 animales por cada
grupo (n=3) y la desviacion estandar (+) de cada grupo, las diferentes grupos: ratas sanas
con administracion de solucion salina (S.S.), ratas hiperglucémicas + insulina (H+l), ratas
hiperglucémicas + 200 mg/kg de extracto acuoso de capitaneja (H+C) y ratas sanas + 200
mg/kg de extracto acuoso de capitaneja (SC). (*) Muestra la diferencia entre una semana y
otra. (a, b, ¢ y d) nos muestra la diferencia significativa entre los diferentes grupos
mediante un andlisis de varianza (ANOVA) con un ajuste post hoc de Tukey considerando
significativo p < 0.05.
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IX. DISCUSION

En el presente trabajo de tesis se estudié la actividad hipoglucemiante de
diferentes extractos de la capitaneja (Verbesina montanoifolia) asi como también el
efecto de esta sobre el sistema inmunoldgico en ratas hiperglucémicas. Hasta el
momento no existen reportes previos de la capitaneja (Verbesina montanoifolia) por
lo que los resultados presentados son de gran relevancia ya que el hecho de
utilizar un producto fitoterapéutico no solo es mas econdémico, sino que poseen
menos efectos secundarios adversos, a su vez es de gran importancia el presente
estudio ya que la diabetes es un problema de salud mundial, por una parte debilita
los sistemas de salud al tratar a millones de personas con este padecimiento y por
otra parte impacta en la calidad de vida de las personas que la padecen. También
es preciso resaltar que en la actualidad esta planta se adquiere de manera muy
facil en los mercados de la ciudad y la gente la utiliza comunmente para ayudar al
tratamiento farmacoldgico en la diabetes sin embargo no existen reportes previos
de estudios de la planta capitaneja (Verbesina montanoifolia). Por lo que en la

presente investigacion todos los aportes son de gran relevancia.

Para comenzar con la presente investigacion se compré un lote de hojas de
capitaneja (verbesina montanoifolia) en el mercado independencia ubicado en la
ciudad de Morelia, Michoacéan, México. Asi mismo se recolecto la planta en el cerro
del 4guila ya que en un estudio realizado en el afio 2008 se sabia que dicha planta
se encontraba dentro de la flora de ese lugar (Zacarias-Eslava y cols. 2008),
posteriormente se herborizo el ejemplar y se llevd al herbario de la Universidad
Nacional Autbnoma de México para corroborar que se iba a trabajar con la especie
que se deseaba. Una vez que se corroboro que el género y la especie de la planta
comprada en el mercado era la misma a la recolectada en el cerro del Aguila
(Anexo 1) se comenzé con la preparacion de los diferentes extractos de la
capitaneja: El extracto acuoso de capitaneja se obtuvo homogeneizando las hojas

con agua destilada, este es el modo de empleo mas frecuente en la medicina
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tradicional; El extracto acetdnico se realiz6 mediante lavado con acetona pura la
cual se removia cada semana, y mediante un proceso de destilacion simple, se
removia el solvente quedando los pigmentos aceténicos, en este extracto
encontramos compuestos poco hidroxilados verde/amarillos clorofila (clorofila a,
clorofila b), flavonoides (quercetina) y flavonoles (catequina); El extracto alcohdlico
se realizé posteriormente de la realizacion del extracto aceténico y en este extracto
se encuentran compuestos altamente hidroxilados amarillos naranjas y rojos
(fenoles y polifenoles). Y por dltimo ya que se habian removido todos los pigmentos
de la planta se obtuvo la fraccion sin pigmentos (Hanhieva y cols 2010; Delgado y
cols. 2014).

Para la induccion de la hiperglucemia se utilizo el farmaco aloxano, varios estudios
experimentales han demostrado que el mecanismo de accion del aloxano provoca
un aumento repentino en la secrecion de insulina en presencia o ausencia de
glucosa, la cual aparece justo después del tratamiento con aloxano, esta liberaciéon
de insulina inducida por aloxano, se produce por una corta duracién seguida por la
supresion completa de islotes de la respuesta a la glucosa, incluso cuando se
utilizan altas concentraciones de glucosa. Ademas, la accion del aloxano en el
pancreas esta precedido por su rapida absorcion por las células beta pancreaticas
gue han sido propuestos para ser una de las caracteristicas importantes que
determinan la diabetogenicidad del aloxano, asi como una produccion de especies
reactivas de oxigeno. (Szkudelski, 2001; Rohilla A. y Ali S. 2012),

Como se describié anteriormente se realizé la curva de glucosa en ayuno y la curva
de tolerancia a la glucosa utilizando diferentes dosis del extracto crudo de la
capitaneja (80 160, 200, 250 y 300 mg/kg), encontrando que la dosis
hipoglucemiante optima fue la de 200 mg/kg de peso la cual demostro tener una
efectividad del 44.4% en la curva de glucosa en ayuno y de 42.9% en la curva de

tolerancia a la glucosa.
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Previamente primero se probd el efecto hipoglucemiante de otra especie de
capitaneja (Verbesina crocata) la cual no tuvo ningun efecto hipoglucemiante por lo
cual se descartd y se decidid buscar otra especie que fue la que si logré efecto

hipoglucemiante.

Como se menciond anteriormente en cada uno de los extracto obtenidos se
encuentran compuestos diferentes es por eso que se realizo la estandarizacion de
la dosis hipoglucemiante 6ptima usando extractos acetonicos en donde se logro un
porcentaje de efectividad del 9.2% en la curva de glucosa en ayuno y del 21.4 % en
la curva de tolerancia a la glucosa utilizando una dosis de 4 mg/kg.

Posteriormente se buscé la dosis hipoglucemiante Optima utilizando el extracto
alcoholico en donde la mejor dosis fue la de 40 mg/kg que logré un porcentaje de
efectividad del 4.1% solo en la curva de glucosa en ayuno cuando. Por ultimo
cuando se utilizé la fraccion sin pigmentos para encontrar la dosis hipoglucemiante
se encontro que la dosis de 500 mg/kg fue la mas efectiva logrando un porcentaje
de efectividad del 5.8% en la curva de glucosa en ayuno y del 8.0% en la curva de

tolerancia a la glucosa.

Por lo anterior, se corrobora que la capitaneja (Verbesina montanoifolia) posee
efecto hipoglucemiante y que el extracto crudo a una dosis de 200 mg / kg posee el

mayor porcentaje de efectividad.

En un estudio realizado por Coman y colaboradores en el afio 2012 reportaron que
existen mas de 1000 plantas utilizadas alrededor del mundo para el tratamiento de
la diabetes. Estas poseen un gran numero de compuestos bioactivos con efectos
antidiabéticos, en la mayoria de los casos no se conoce el mecanismo de accion de
estas plantas pero se han realizado muchas investigaciones con el fin de conocer

el mecanismo de accion (Coman C y cols. 2012)

En la grafica 3 se muestran los resultados de la comparacion del efecto

hipoglucemiante de la capitaneja comprada en el mercado y de la capitaneja
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recolectada, las cuales no tuvieron diferencia significativa cuando se les comparo
estadisticamente, este dato es de suma importancia ya que nos indica que las
personas no deben ir y recolectar la planta en el lugar en donde se encuentre sino

puede ir al mercado y adquirirla de una manera mas practica.

Una vez que se encontré la dosis hipoglucemiante 6ptima se pasoé a la realizacion
de la administracion cronica la cual tuvo una duracion de 8 semanas y en donde se
monitoreo semanalmente la concentracion de glucosa circulante donde los
resultados obtenidos se pueden apreciar en la gréfica 16 y se observa que en los 4
grupos la glucosa disminuyo semanalmente, en el grupo 2 el cual eran las ratas
hiperglucémicas con el extracto de la planta, si bien al final del estudio las
concentraciones no lograron llegar a niveles normales de glucosa, este fue
disminuyendo semanalmente, cabe resaltar que ninguno de los animales de

experimentacién de ningun grupo murié durante el periodo experimental.

Otro de los parametros monitoreados semanalmente fue el peso y se observé que
ninguno de los 4 grupos estudiados tuvo descenso del peso durante el periodo
experimental (Gréafica 15), el grupo de ratas hiperglucémicas con administracién del
extracto de la capitaneja logré tener un aumento gradual cada semana durante el
experimento, esto es un excelente dato ya que corrobora que el extracto tenia un
efecto protector ya que en cuadros clinicos de diabetes uno de los sintomas mas
comunes es la pérdida de peso (Franz MJ y cols. 2007).

En el grupo de ratas sanas a las cuales se les administré el extracto también
observamos un aumento gradual del peso, con lo que pudimos constatar que el
extracto no impacta en el peso de un animal sano tras la administracion cronica
(Gréafica 15).

Al momento de la realizacién de las curvas de glucosa en ayuno se observé que en
los primeros minutos tras la administracion de los diferentes extractos de la planta

habia un ascenso en los niveles de glucosa circulante por lo cual se procedio a la
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cuantificacion de carbohidratos del extractos crudo de la capitaneja (Verbesina
montanoifolia) mediante tres diferentes métodos: Los dos primeros meétodos fueron
el método de Benedict y el método de Fehling ambos métodos son empleados para
el contenido de carbohidratos reductores en muestras, una vez que se realiz6 el
conteo se observd que mediante ambos métodos se encontrd la presencia de
carbohidratos reductores muy similares: A través del método de Fehling un total de
37.44 mg/mL (Tabla 12) de extracto el cual se puede apreciar en la tabla 12 y un
total de 36.04 mg/Ml a través del método de Benedict. (Tabla 10).

Posteriormente se realizd el método de Dubois (1956) con la finalidad de conocer la
cantidad de carbohidratos principalmente hexosas (glucosa y fructosa) y pentosas
(fucosa y ribosa) del extracto crudo de la capitaneja, encontrando que dicho
extracto posee mas cantidad de pentosas que de hexosas dichos resultados se
pueden apreciar en la tabla 11. Este método es facil y usado comunmente en el
estudio de plantas para conocer la cantidad de carbohidratos reductores (Chow P y
Landhausser S, 2004)

Estos datos fueron de suma importancia ya que de esta manera pudimos
corroborar que el aumento en las concentraciones de glucosa que aparecian en los
primeros minutos tras la administraciéon del extracto crudo tanto en la curva de
tolerancia a la glucosa como en la curva de glucosa en ayuno se debia a la
presencia de carbohidratos reductores en el extracto que se estaba empleando
(Grafica 14).

También se descubrié la presencia de proteinas en el extracto crudo de la
capitaneja (Verbesina montanoifolia) mediante el método de Bradford en donde se
encontré que el extracto crudo posee 0.92 mg/mL el cual se puede observar en la
tabla 9).

MANUEL ALEJANDRO VARGAS VARGAS 98



“EVALUACION DEL EFECTO HIPOGLUCEMIANTE DE LA ADMINISTRACION ORAL DE EXTRACTOS DE HOJAS DE
CAPITANEJA (VERBESINA MONTANOIFOLIA) EN UN MODELO DE ANIMALES HIPERGLUCEMICOS SOBRE LA
VARIACION DE CONCENTRACIONES DE CITOCINAS PROINFLAMATORIAS”

Posteriormente se midié la capacidad antioxidante in vitro del extracto crudo, el
extracto acetonico y el extracto alcohdlico de la capitaneja a través del método de
Brand Williams 1995, en el cual se utiliza el reactivo DPPH, este método es facil,
rapido y barato, ademas de ser ampliamente utilizado para investigar las
propiedades antioxidantes de alimentos (Kedare B y Singh P, 2011). En la gréfica
10 y en la tabla 5 se puede apreciar que los tres extractos poseen actividad
antioxidante incluso reaccionaron de manera mas rapidamente que con el acido
ascorbico el cual es un antioxidante por excelencia (Brand Williams 1995), sin
embargo al realizar el analisis estadistico no se observé diferencia significativa
entre el extracto y el acido ascorbico con lo cual se concluyé que la planta poseia

actividad antioxidante in vitro.

Una vez que se descubrio del efecto antioxidante in vitro (Brand Williams, 1995) se
pasoO a cuantificar la cantidad de compuestos fendlicos se la planta, por lo que se
inicié cuantificando la cantidad de fenoles encontrando que los tres extractos
poseen fenoles. El extracto aceténico es el que posee mayor cantidad de estos
compuestos con 144,97 £ 0,02 mg de &cido galico por mililitro de extracto, seguido
por el extracto alcohdlico con 142.16 + 0.05 mg de &cido gélico por mililitro de
extracto y por ultimo el extracto crudo con una cantidad de 93.21 + 0.05 mg de

acido galico por mililitro de extracto (Tabla 6).

Una vez concluido lo anterior se pasoé a cuantificar el contenido de polifenoles y fue
el extracto acuoso el que contiene la mayor cantidad de estos compuestos con
311,16 + 2,59 mg de fluoroglucinol por ml de extracto, seguido por el extracto
alcoholico con 292. 84 + 0.04 mg de fluoroglucinol por ml de extracto y por ultimo el
extracto acetonico con 268.70 + 3.03 mg de fluoroglucinol por ml de extracto (Tabla
7).

Por ultimo se realizé la cuantificacion de flavonoides y de nueva cuenta el extracto
acuoso resulto con la cantidad mas elevada de estos compuestos con 37,96 + 2,2
mg de quercetina por ml de extracto seguido del extracto acetdnico con 23.95 + 3.5
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mg de quercetina por ml de extracto y por ultimo el extracto alcohdlico con 18.37 +
0.55 mg de quercetina por mL de extracto (Tabla 8).

Por lo anterior podemos asegurar que la capitaneja (Verbesina montanoifolia)
posee una alta concentracion de polifenoles y estos pueden ser lo posibles
responsables de la capacidad antioxidante. Es importante mencionar que aparte de
ser compuestos con poder antioxidante, diversos estudios corroboran que los
fenoles son compuestos fotoquimicos que poseen propiedades antidiabéticas
(Phoobo S y cols. 2013), a su vez los polifenoles se les ha relacionado no solo con
poseer efecto antidiabético (Coman C y cols 2012) sino contra ciertos tipos de
cancer, hipertension, asma entre otras patologias (Bhooshan P e Ibrahim R 2009).
Otro estudio reporta que los polifenoles contrarrestan la resistencia a la insulina y
por consiguiente se puede considerar una terapia para los pacientes con diabetes
tipo 2 gracias a sus capacidades antioxidantes y sus propiedades antiinflamatorias
(Mirsky N 2012)

Posteriormente se pasé a medir la capacidad antioxidante in vivo de la capitaneja
(Verbesina montanoifolia), en donde se midieron enzimas antioxidantes como la

catalasa, glutation redutasa, glutation peroxidasa y superéxido dismutasa.

Se midio la catalasa primeramente en pancreas (grafica 18) donde se observé que
el grupo de ratas hiperglucémicas mantuvo concentraciones por debajo del grupo
de ratas sanas con solucion salina y a pesar de que estas fueron diferentes
significativamente no se encontrd6 ninguna diferencia significativa cuando se
comparé con el grupo de ratas sanas con administracion de capitaneja ni con el

grupo de ratas hiperglucémicas con administracion de insulina.

Posteriormente se midié catalasa en higado (Grafica 19) en donde el grupo de
ratas hiperglucémicas con administracion de capitaneja y el grupo de ratas
hiperglucémicas con administracion de insulina no tuvieron diferencia significativa

sin embargo ambos grupos si fueron diferentes significativamente a los grupos de
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ratas sanas. Sin embargo cabe resaltar que a partir de la semana 6 de tratamiento
la enzima disminuye drasticamente los niveles en el grupo de ratas tratadas con
insulina y en el grupo de ratas tratadas con capitaneja los niveles se mantuvieron
en niveles mas elevados, este indicador es muy importante ya que en pacientes
con diabetes mellitus se ha reportado que los niveles de esta enzima son inferiores
a los de un paciente sano (Danay H y cols 2014; Clapes H y cols 2006)

Por dltimo se midié la enzima catalasa en rifion (Grafica 20) en donde no se
encontré diferencia significativa cuando se comparé al grupo de ratas
hiperglucémicas con administracion de capitaneja contra el grupo de ratas sanas
con administracion de solucion salina, este dato nos indica que el extracto crudo
protege a la enzima catalasa, la cual es un antioxidante primario que ayuda a
combatir el aumento en el estrés oxidativo ya que se sabe que las especies
reactivas de oxigeno juegan un papel muy importante en el desarrollo de las
complicaciones de la diabetes como un mecanismo de defensa contra las especies
reactivas de oxigeno, los sistemas de defensa antioxidantes intracelulares juegan
un papel muy importante, cuando existe un aumento en el estrés oxidativo puede
ocurrir un desbalance en las enzimas antioxidantes lo que conlleva al desarrollo de
diversas complicaciones ya que las especies reactivas de oxigeno son la pieza
clave para que esto se lleve a cabo, en condiciones como la diabetes existe un
desbalance en las concentraciones de estas enzimas debido al aumento en el

estrés oxidativo (Qujeq D y Rezvani T, 2007).

Posteriormente se pasé a medir la cuantificacién de la enzima glutation peroxidasa
(Gpx) cuyos resultados se presentan en la grafica 21, y donde al hacer un analisis
de varianza no se encontré diferencia significativa entre los diferentes grupos sin
embargo cabe resaltar que los niveles de glutation peroxidasa en el grupo de ratas
hiperglucémicas tratadas con insulina disminuyeron sus niveles a partir de la
semana 6 y al concluir el estudio fue el grupo que tuvo una menor cantidad de esta
enzima, a diferencia de las ratas hiperglucémicas tratadas con capitaneja, ya que

estas mantuvieron niveles mas elevados al finalizar el estudio. Esto concuerda con
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una investigacion realizada por Guerra y colaboradores en el afio 2005 en donde
observaron que los niveles de esta enzima en pacientes diabéticos controlados y
pacientes diabéticos no controlados era muy inferiores en comparacion de
pacientes sanos, mimas que son un reflejo del aumento en las especies reactivas
de oxigeno las cuales desgastan los niveles de la enzima (Guerra y cols. 2005;
Jandric-Balen y cols. 2005)

Posteriormente se midid la enzima glutation reductasa (Grafica 22), donde se
puede observar que al hacer las comparaciones entre los diferentes grupos, el
grupo de ratas hiperglucémicas con administracion de capitaneja no tuvo diferencia
significativa cuando se compar6 mediante un andlisis de varianza contra los grupos
de ratas sanas, a diferencia del grupo de ratas hiperglucémicas en donde si tuvo
diferencia significativa cuando se compar6 con los deméas grupos. Cabe resaltar
gue los niveles de la enzima en este grupo se elevaron a partir de la semana 6 en
adelante, de acuerdo a resultados obtenidos por Taheri y colaboradores en el afio
2012, observaron gue precisamente los niveles de esta enzima aumentan debido al
deterioro de los radicales libres generados durante el desarrollo de la diabetes
(Taheri E y cols. 2005).

Se midié la cantidad de la enzima superoxido dismutasa en donde los resultados
que se observan en la grafica 17 muestran que no hubo diferencia significativa
entre el grupo de ratas hiperglucémicas tratadas con capitaneja y el grupo de ratas
sanas tratadas con solucion salina, otro dato que es de resaltar es que a partir de la
semana 3 en adelante los niveles de la enzima no se detectaron en el grupo de
ratas hiperglucémicas con administracién de insulina, en diversos estudios muestra
que en pacientes diabéticos la enzima superoxido dismutasa disminuye
notablemente como consecuencia del aumento en las especies reactivas de

oxigeno (Guerra y cols 2005)

Otra forma de medir la capacidad antioxidante in vivo es realizarlo es mediante la

cuantificacion del malondialdehido, el cual es uno de los métodos mas
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comunmente utilizados el cual se basa en la reaccion del tiobarbitdrico con el
malondialdehido, producto este del desdoblamiento de los hidroperoxidos,
formandose asi un color susceptible de ser medido directamente. Su andlisis es

usado por su buena practicabilidad y sencillez (Pérez G y Pérez A, 2009).

Primero se realiz6 la medicion de malondialdehido en pancreas en donde los
resultados se pueden apreciar en la grafica 23 y se observa que a pesar de que no
hubo diferencia significativa cuando se compararon los 4 grupos las
concentraciones mas elevadas se registraron en la semana dos en el grupo de
ratas hiperglucémicas con administracién de insulina, esto concuerda con estudio
realizado por Rakesh Ky colaboradores en el afio 1999 donde midieron el nivel de
lipoperoxidacion en ratas diabéticas y encontraron que los niveles de MDA en ratas
diabéticas es mayor que en condiciones fisiolégicas normales (Rakesh K y cols.
1999).

Posteriormente se midio la cantidad de malondialdehido en higado (Grafica 24) en
donde se encontr6 que el grupo de ratas hiperglucémicas administradas con
extracto crudo de capitaneja tuvo valores muy similares al grupo de ratas sanas
administradas con solucion salina y al de grupo de ratas sanas con administracion
de capitaneja, al realizar los andlisis estadisticos se encontr6 que no hubo
diferencia significativa entre dichos grupos pero si hubo diferencia significativa con

el grupo de ratas hiperglucémicas con administracion de insulina.

Por ultimo se midié la cantidad de malondialdehido en rifidn (Grafica 25) en el cual
al realizar los analisis estadisticos no hubo diferencia significativa entre los 4

grupos de estudio.

Por lo que se puede afirmar que el extracto de capitaneja tiene efecto antioxidante
in vivo ya que los niveles de malondialdehido medidos en tejidos nunca fueron
diferentes significativamente a los grupos de ratas sanas, y estos se mantuvieron

por niveles inferiores a los del grupo de ratas hiperglucémicas tratadas con insulina,
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esto concuerda con la literatura ya que pacientes con diabetes mellitus existe un
aumento en el estrés oxidativo lo que trae como resultado niveles de
malondialdehido mayores que en condiciones fisiologicas normales (Licea Piug
2003).

Por ultimo para concluir con la medicion de los diferentes parametros para medir la
capacidad antioxidante in vivo se procedié a medir el estado antioxidante total en
donde no hubo diferencia significativa entre los diferentes grupos al realizar un
analisis de varianza, sin embargo el grupo de ratas hiperglucémicas tratadas con
insulina muestran que en la semana dos hubo un aumento en el estado
antioxidante, mismo que puede explicarse debido a que en condiciones como la
diabetes en los inicios de la enfermedad existe un aumento en las enzimas
antioxidantes debido a la sobreproduccién de especies reactivas de oxigeno,
consecuencia de la hiperglucemia crénica. En cuanto al grupo de ratas
hiperglucémicas tratadas con capitaneja los niveles se mantuvieron mas estables,
ya que no hubo diferencia significativa cuando se realizd la comparacion entre las
diferentes semanas. En una investigacion realizada en el 2005 se midi6 el estado
antioxidante total en pacientes diabéticos y de no diabéticos y se encontré que los
niveles del estado antioxidante total en pacientes diabéticos es menor que en

pacientes sanos (Jandric-Balen y cols. 2005).

Con todo lo anterior se puede afirmar que la planta capitaneja (Verbesina
montanoifolia) no solamente posee actividad antioxidante in vitro sino in vivo ya que
logro proteger los niveles de las diferentes enzimas de defensa antioxidante, asi

como una disminucion en la lipoperoxidacion.

Como objetivo principal de la presente investigacion, se midieron las citocinas

proinflamatorias TNF-a, IL-183 e IL-6.

Como se mencion6é en previamente la diabetes mellitus tiene como principal

caracteristica bioguimica la hiperglucemia crénica, esta trae como resultado un
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aumento en las especies reactivas de oxigeno lo cual conlleva a un aumento en el
estrés oxidativo, el cual es un factor que activa al factor nuclear kappa B,
responsable de la liberacion de moléculas proinflamatorias entre ellas TNF-a, IL-13
e IL-6 (Rosado-Pérez y Mendoza-Nufies 2007; Evans JL y cols. 2003; Mohamed
AK vy cols. 1999; Hattori Y y cols. 2000), esta liberacion de moléculas
proinflamatorias por un lado provoca resistencia a la insulina ya que tanto el TNF-a
como la IL-6 una vez que llegan a sus receptores en la membrana provoca que no
se lleve a cabo una correcta translocacion de los receptores GLUT 4 a la
membrana celular (Ramirez A 'y Sanchez R, 2012) y por otro lado que la diabetes
sea una enfermedad inflamatoria crénica ya que el ciclo se perpetua al no controlar
los niveles de glucosa circulante. Esto es preocupante ya que el 46% de las

personas que padecen diabetes aun no han sido diagnosticada (FID, 2011).

Dicho lo anterior los resultados obtenidos de las concentraciones de TNF-a se
muestran en la grafica 27 donde se observa que a partir de la semana 2 en el
grupo de ratas hiperglucemicas tratadas con capitaneja las concentraciones de
TNF-a se mantuvieron por debajo del grupo de ratas tratadas con insulina, incluso
no hubo diferencia significativa entre el grupo de ratas tratadas con capitaneja y el
grupo de ratas sanas tratadas con solucion salina por lo que el presente estudio
aporta que la administracibn de extracto crudo de capitaneja (Verbesina

montanoifolia) disminuye las concentraciones de TNF-a.

Existe un gran numero de reportes del uso de la fitoterapia en la modulacién de
citocinas proinflamatorias, algunas de las plantas que poseen estas propiedades
son Bupleurum falcatum, Cinnamomum cassia, Cnidium monnieri ya que tras 2
semanas de administracion del extracto acuoso de dichas plantas en murinos hubo

un descenso en las concentraciones de TNF-a (Spelman K'y cols 2006).

Uno de los posibles mecanismos de accion por los cuales la capitaneja (Verbesina
montanoifolia) logre controlar las complicaciones de la diabetes puede ser a través

de este mecanismo, ya que se sabe que el TNF- a es uno de los factores que
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contribuyen para la aparicion de la resistencia a la insulina, debido a que impide
que exista una correcta fosforilacién en el receptor de insulina y no se lleve a cabo
adecuadamente la translocacion del receptor de insulina GLUT-4 a la membrana
celular, provocando asi una exacerbacion del cuadro (Ramirez A y Sanchez R,
2012).

También se ha reportado que los polifenoles del cacao tienen propiedades
antioxidantes y antiinflamatorias, y en el afio 2010 Jong-Eun y colaboradores
reportaron que tras la administracion de los polifenoles del cacao se logré disminuir
las concentraciones del TNF-a citocina, la cual juega un rol importante en la

patogénesis de muchas enfermedades inflamatorias (Jong-Eun y cols. 2010).

Hunt S y colaboradores en 2015 probaron el efecto de un extracto comercial de la
planta Artemisia annua sobre marcadores de inflamacion como TNF-a, COX y
prostaglandina E2 en neutréfilos activados provenientes de rata, y reportaron que
hubo una inhibicion provocada por la planta Artemisia annua a concentrraciondes
del extracto de 25, 10, and 5 uyg/mL de un 89% del TNF-a (Hunt S y cols 2015).

Posteriormente se midieron las concentraciones de IL-1B (Grafica 28) en donde no
se detecto la presencia de esta citocina en ninguno de los grupos excepto el grupo
de ratas sanas con administracion de solucion salina los cuales fueron niveles muy
bajos (menores a los 300pg/ml) lo cual de nueva cuenta se corrobora que el
extracto de capitaneja modula la expresién no solo de TNF-a sino de IL-1p.

Existen reportes de que los polifenoles pueden modular la secrecion de moléculas
pro inflamatorias, tal es el caso de la investigacion que realizo Chen A y
colaboradores en el afio 2014, en donde descubrieron que los polifenoles
presentes en las bluberries suprimieron la expresion del gen de la IL-18 (Chen Ay
cols. 2014).
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Existen numerosos del uso de la fitoterapia para la modulacion de citocinas
proinflamatorias tal es el caso del extracto acuoso de la raiz de plantas como
Astragalus membranaceus, y Codonopsis pilosula que tras 24 horas después de la
administracion logré un descenso en las concentraciones plasmaticas de IL-1B en

humanos (Spelman Ky cols 2006)

En una estudio realizado por Edirisinghe y colaboradores donde estudiaron el
efecto de las fresas en licuado (10 gramos de fresas congeladas; 94.7 mg de
polifenoles totales) sobre marcadores de inflamacion en 24 sujetos con sobrepeso
tras 6 semanas de administracién, en donde observaron que los polifenoles
provenientes de las fresas lograron una disminucién de la IL-1B. (Shama V y cols.
2014).

Por ultimo se cuantifico la IL-6 cuyos resultados se presentan en la grafica 29 se
observa que el grupo de ratas tratadas con insulina mantuvo niveles muy elevados
de IL-6 durante todo el periodo experimental, en cuanto al grupo de ratas
hiperglucémicas tratadas con capitaneja sus niveles fueron menores y al hacer el
analisis de datos no hubo diferencia significativa cuando se compard con el grupo
de ratas sanas con administracion de capitaneja. La IL-6 ha sido estrechamente
relacionada como uno de los mecanismos moleculares de la resistencia a la
insulina (Zamora-Valdés y cols. 2004; Ramirez A y Sanchez R, 2012; Acosta G
2012). Existen diversos estudios que reportan que el uso de la fitoterapia suprime
la secreciobn de la IL-6 es el caso del estudio realizado por Edirisinghe y
colaboradores donde estudiaron el efecto agudo de las fresas en licuado (10
gramos de fresas congeladas; 94.7 mg de polifenoles totales) sobre marcadores de
inflamacion en 24 sujetos con sobrepeso. A un grupo se les administro placebo y a
otros el licuado con las fresas. Las muestras de sangre se recolectaron en el
tiempo 0 y 6 horas después de la ingesta y se observd un descenso significativo en

las concentraciones de IL-6 (Shama V y cols. 2014).
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Estudios epidemioldgicos reportan que poblaciones en donde se consumen mayor
cantidad de polifenoles tienen una menor incidencia en desarrollar enfermedades
inflamatorias cronicas. Los polifenoles tienen la capacidad de modular la activacion
del factor nuclear kappa B, la biosintesis de glutation, eliminacion de especies
reactivas de oxigeno. Polifenoles como el resveratrol y la curcumina, aumentan la
produccién de IL-10 la cual es una interleucina antiinflmatoria y suprimen la
produccion de citocinas proinflamatorias como el TNF-a, IL-1B8 e IL-6 (Mazor Ay
Javed N 2008).

Estudios in vivo e in vitro han demostrado que uno de los principales efectos de los
polifenoles en los macréfagos es la inhibicion de reguladores de la inflamacion
como la supresion de las cicloxigenasas, 0xido nitrico sintasa (iNOS), y citocinas

proinflamatorias como TNF-a, IL-18 e IL-6 (Cuevas Ay cols. 2013).
En la ciudad de Morelia esta planta se usa diariamente comdnmente, por lo que la

presente investigacion pretende ayudar al tratamiento de la diabetes, siempre y

cuando se siga adecuadamente el tratamiento farmacologico.
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X. CONCLUSIONES

e La capitaneja (Verbesina montanoifolia) posee efecto hipoglucemiante

e El extracto crudo, el extracto acetonico y el extracto alcohdlico de capitaneja

(Verbesina montanoifolia) tiene capacidad antioxidante in vitro.

e La capitaneja (Verbesina montanoifolia) contiene polifenoles

e La capitaneja (Verbesina montanoifolia) tiene proteinas.

e La capitaneja (Verbesina montanoifolia) posee carbohidratos reductores

e La administracion crénica del extracto crudo de capitaneja (Verbesina

montanoifolia) tiene capacidad antioxidante in vivo
e La administracion crénica del extracto crudo de capitaneja (Verbesina

montanoifolia) inhibe los niveles circulantes de las citocinas proinflamatorias
(IL-1B, IL-6 y TNFa).
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XI. PERSPECTIVAS

11.1. Probar el efecto hipoglucemiante de la capitaneja (Verbesina

montanoifolia) en un modelo de ratas con diabetes tipo 2.

11.2. Dilucidar el mecanismo de accion de la actividad hipoglucemiante de la

capitaneja (Verbesina montanoifolia)

11.3. Identificar el o los compuestos activos responsables de la actividad

hipoglucemiante.
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Xlll.  ANEXOS

13.1. Recoleccion de la capitaneja en el cerro del aguila Michoacan, México.
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13.2. Identificacion cientifica de la capitaneja (Verbesina montanoifolia).

Instituto i
de Biologia HERBARIO NACIONAL DE MEXICO

Universidad Nodiond! ” DEPARTAMENTO DE BOTANICA
Auténoma de Méxiko

1° de noviembre de 2015.

Dra. Bertha Fenton Navarro

Laboratorio de Glicobiologia

Divisién de Estudios de Posgrado

Facultad de Ciencias Médicas y Biologicas “Dr. Ignacio Cheévez”
Universidad Michoacana de San Nicolds de Hidalgo
PRESENTE

Hago de su conocimicnto T determinacion realizada por el Dr. José Luis Villasefior
de los ejemplares recolectados por Bertha Fenton No. 1 y No.2 en el estado de
Michoacén.

Los cuales se ubican en la familia Asteraceae, especic Verbesina montanoifolia B. L.
Rob. & Greenm. var. montanoifolia

Ejemplar No. 1, con foliol423236 en el acervo MEXU.
Ejemplar No. 2, con folio1423237 en el acervo MEXU.

Cabe seiialar que estas determinaciones son vélidas solamente para los ejemplares
referidas, soficitud OD12102015-1.

Sin més por el momento le envio un cordial satudo.

Atentamente,

3o Circuites Extarion, Ca. Unversitorin. Apda, Postal 70-367 C.P. 04510 México, D.F. Tals. (+55) 5622-9070, 9071, Fox: (+55) 5550-1760

mexu@@ibislogio.unam.mx www.iblofoalo. ynam, mx
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