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RESUMEN

Introduccion: La diabetes es una epidemia cuyo nimero de personas que la padecen, va en acenso
exponencial. En el informe de la Federacion Internacional de Diabetes se dio a conocer que México es el
sexto pais con mayor cantidad de adultos con diabetes. Es una enfermedad que produce un estrés
oxidativo a nivel sistémico. Esto favorece la aparicion de complicaciones y representa un obstaculo al
instaurar tratamientos. El tratamiento actual de la diabetes abarca el uso de insulina o agentes
hipoglucemiantes, de acuerdo al tipo de diabetes; sin embargo, estos solo actian a nivel de la glucemia,
pero no presentan ningln efecto sobre el estrés oxidativo. La actual situaciéon hace necesario buscar
nuevas alternativas terapéuticas. Se ha descrito que diferentes compuestos presentes en las plantas
como los polifenoles y flavonoides pueden intervenir de manera positiva al controlar el estrés oxidativo,
disminuyendo las especies reactivas de oxigeno, siendo una buena alternativa para complementar las
directrices de tratamiento. Objetivo general: Evaluar el efecto hipoglucemiante y antioxidante de la
administracién oral de Cuphea procumbens en un modelo de animales diabéticos. Material y Métodos:
Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar a partir de 250g, los animales 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. Resultados: La evaluacion in vitro de la planta mostro
presencia de compuestos secundarios como polifenoles, fenoles y flavonoides; el extracto acuoso de
hoja mostro la mayor cantidad de polifenoles (126.07+44.14 mg de floroglucinol/g de extracto) y
flavonoides (125.86+0.05 mgQE/g tejido). Se cuantifico la actividad antioxidante realizando la medicion
de la eficiencia antiradical de los extractos siendo el extracto alcohdlico de la flor el que presento mayor
concentracion (1897x103). Se evalu6 la actividad hipoglucemiante de la hoja en los extractos acuoso,
acetonico y alcohélico con curva de tolerancia a la glucosa oral (CTG), en dos modelos de diabetes
mellitus; en el modelo de DM1 el mayor porcentaje de reduccion se obtuvo con la dosis de 150 mg/kg
(28%), siendo esta la dosis 6ptima, en el extracto acetonico la reduccién en una dosis de 0.4 g/kg fue
del 18%. Posteriormente se probd la dosis éptima en curvas de ayuno (CGA) (150 mg/kg) mostrando
una disminucion del 33%. En el modelo de DM2 al probar las diferentes dosis en CTG, se observé que el
extracto acuoso presenta la mayor reduccion en la dosis de 50 mg/kg (26%), la misma dosis se probé
CGA mostrando una reduccion de 12%, en ambas pruebas a los 120 min la glucemia alcanzaba los
valores iniciales. Por Gltimo se evalu6 su efecto hipoglucemiante de forma crénica durante 12 semanas
en las cuales se observé un aumento de peso, una normalizacion de la glucemia en la semana 2 la cual
se mantuvo hasta finalizar la administracion, los animales comenzaron con una HbAlc del 14% y
normalizaron valores alrededor del 6%, por Gltimo en las pruebas de orina se observo la disminucion en
la presencia de glucosa, cuerpos cetonicos y proteinas reflejandose dentro del estado de salud del
organismo asi como mostrando un control del estrés oxidativo. Conclusién: El presente trabajo muestra
la actividad antioxidante in vitro y el efecto hipoglucemiante que posee la planta Cuphea procumbens, la
cual no mostré toxicidad en la administracién crénica, todo lo anterior sugiere que la planta puede

controlar la hiperglucemia y diminuir los danos causados por el estrés oxidativo debido a los

antioxidantes que presenta. Palabras Claves: Hipoglucemiante, antioxidante, diabetis 1, diabetis 2
y plantas medicinales.
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Abstract

Introduction: Generally speaking diabetes is an epidemic whose number of people increase
exponentially. In the report of the International Diabetes Federation it is known that Mexico is the sixth
country with the highest number of adults with diabetes. In fact diabetes can produces an oxidative
stress at a systemic level. Due to the appearance of complications this represents an obstacle when
establishing treatments. The current treatment of diabetes involves the use of insulin or hypoglycaemic
agents, according to the type of diabetes, however these only act at the level of glycemia, but has no
effect on oxidative stress. The current situation makes it necessary to seek new therapeutic alternatives.
It has been disseminated that the different compounds present in plants such as polyphenols and
flavonoids can be involved in the reduction of the oxidative stress, decreasing reactive oxygen species,
being a good alternative to complement treatment guidelines. Objective: To evaluate the hypoglycemic
and antioxidant effect of the oral administration of Cuphea procumbens in a model of diabetic animals.
Material: It was used rat male of the Wistar strain of 250g, the animals were kept in acrylic cages under
the controlled conditions of light-darkness (12h/12h) and temperature (25+2°C), with food supply and
water ad libitum. Results: The in vitro evaluation of the Cuphea procumbens plant showed the presence
of secondary compounds such as polyphenols, phenols and flavonoids; the aqueous leaf extract showed
the highest amount of polyphenols (126.07+44.14 mg of floroglucinol / g extract) and flavonoids
(125.86+0.05 mgQE/g tissue). The aqueous extract of the flower contains a greater presence of phenols
(715.29+33.4 mgGAE/¢g tissue). The antioxidant activity was quantified by measuring the antiradical
efficiency of the extracts, with the alcoholic extract of the flower having the highest concentration
(1897x10-3) The hypoglycemic activity of the leaf in the aqueous, acetonic and alcoholic extracts was
measurment with oral glucose tolerance curve (CTG) was evaluated in two models of diabetes mellitus;
in the DM1 model, the highest percentage of reduction was obtained with the dose of 150 mg/kg (28%),
this being the optimum dose, in the acetone extract the reduction in a dose of 0.4 g/kg was 18%.
Subsequently, the optimal dose was tested in fasting curves (150 mg/kg) showing a 33% decrease. In
the DM2 model when testing the different doses in CTG, it was taken into account that the aqueous
extract had the greatest reduction in the dose of 50 mg/kg (26%), the same dose was tested in the
fasting glucose curve showing a reduction of 12%, in both tests at 120 minutes the glycemia reached
the initial values. Finally, its hypoglycaemic effect was evaluated chronically for 12 weeks in which an
increase in weight was observed, a normalization of glycemia in week 2 which was maintained until the
end of administration, the animals started with a HbAlc of 14% and normalized values around 6%,
finally in urine tests the decrease in the presence of glucose, ketones and proteins reflected in the state
of health of the organism as well as showing a control of oxidative stress was observed. Conclusion: The
present work shows the antioxidant activity in vitro and the hypoglycaemic effect of the plant Cuphea
procumbens, which showed no toxicity in the chronic administration, all the above suggests that the
plant can control the hyperglycemia and diminish the damages caused by the oxidative stress due to the

antioxidants it presents in the plant Cuphea procumbens.
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I. Introduccion

Desde el siglo XIX la tasa de prevalencia de diabetes ha aumentado de forma exponencial,
ubicandola actualmente como una de las epidemias del siglo XXI y un reto de salud global,
el objetivo primordial es reducir el alto costo economico que representa para la sociedad y
los sistemas de salud asi como también mejorar la calidad de vida de quienes padecen
diabetes y sus familiares (Herndndez-Avila et al. 2013). Los datos epidemioldgicos
muestran que la enfermedad a nivel mundial progresa pasando de ser en el 2014 un total
de 387 millones de personas con diabetes ser 427 millones de personas con diabetes en
el 2017. De acuerdo con la Federacién Internacional de Diabetes, México es el quinto
lugar de los primeros 10 paises con mayor numero de adultos con diabetes. La ENSANUT
2012 (Encuesta Nacional de Salud y Nutricidn) indicé que en nuestro pais habia 6.4
millones de adultos que padecian diabetes de un total de 11.9 millones de habitantes,
12.5 millones son adultos padecen diabetes (FID, 2015).

México tiene la mas alta prevalencia de obesidad y diabetes en el mundo, entre las
personas que padecen esta enfermedad, no tienen un buen control glicémico y su
tratamiento no toma en cuenta los demas factores de riesgo (hipertensién y dislipidemias)
(Alegre-Diaz et al. 2016).

Las entidades del pais con mayor prevalencia de esta enfermedad son la ciudad de
México, Nuevo Ledn, Estado de México, Veracruz y Tamaulipas (Hernandez-Avila et al.
2013).

La diabetes es una enfermedad que conlleva altos costos al sector salud el cual asciende
los 85 millones de pesos anuales segun el Instituto Mexicano para la Competitividad
(IMCO). En el 2005 se estimo el costo de la diabetes para el pais el cual seria de $140
millones de ddlares, para el cdlculo tomaron en cuenta aspectos como la atencién médica,
tratamiento farmacoldgico, hospitalizacién y el tratamiento de las complicaciones (Rull et
al. 2005). En el 2006 el costo de la diabetes al pais fue de $1,200 millones de dédlares, y en
el 2010 la estimacion era de aproximadamente $3,400 millones de ddlares, mostrando un

incremento del 8% por un periodo de 5 afios (Barquera et al. 2013).
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La sabiduria ancestral de puede aportar conocimiento, para la resolucion de la
problematica actual con la diabetes. Es por ello que la medicina tradicional mediante el
uso de plantas medicinales estd aumentando su relevancia. Se sabe que los componentes
de las plantas presentan capacidad antioxidante, anticancerigena, hipoglucemiante,
antiinflamatoria, entre otras. Las culturas prehispdnicas mediante un conocimiento
empirico emplearon las plantas para el tratamiento de diferentes enfermedades, siendo

este conocimiento la base de toda investigacidn (Castro Juarez et al. 2014).

1.1 Definicion de Diabetes

Existen varias definiciones de la diabetes como la que propone la Organizacién Mundial de
la Salud (OMS) donde se define a la diabetes como una enfermedad crénica presentada
debido a que el pancreas no produce insulina o el organismo no la utiliza de forma
adecuada. Esta definicién es parecida a la de la CDC donde refieren a la diabetes como
una enfermedad en la cual los niveles de glucemia estdn por encima de lo normal, dado
gue el pancreas que es el drgano secretor y productor de la hormona insulina se ve
afectado y el cuerpo no produce suficiente insulina o no puede utilizar su propia insulina

adecuadamente (CDC, 2016).

Por otra parte el Dr. Alberto Lifshitz de la facultad de medicina de la UNAM da el siguiente
concepto de diabetes: “la diabetes es un conjunto de enfermedades que se caracterizan
por una insuficiente accion de la insulina enddgena, lo que suele provocar hiperglucemia,

alteraciones en los lipidos séricos y lesiones vasculares” (Lifshitz, 2008).

Ambas definiciones en su descripcion hablan de forma general de la diabetes, sin embargo
ninguna habla de los sucesos a nivel celular, donde el estrés oxidativo es un factor
importante que puede llevar a la resistencia de la insulina, asi como ser una causa

importante de las complicaciones, micro y macrovasculares de la diabetes.
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1.2 Tipos de Diabetes

La OMS, la ADA, 2010 y la NOM aplican criterios de clasificacién muy parecidos, como lo
propone la CIE-10 de la siguiente forma:

Diabetes de tipo 1; se ha subclasificado en dos tipos, la primera es llamada “Diabetes
inmunomedida” como el nombre lo describe el sistema inmunolégico se ve comprometido
provocando la destruccion de las células beta productoras de insulina, generando en el
organismo un déficit de insulina (ADA, 2010). Las enfermedades autoinmunes a las que se
asocia son la enfermedad de Addison, enfermedad celiaca, tiroiditis de Hasimoto y
enfermedad gdstrica autoinmune. El segundo subtipo es llamado diabetes idiopatica ya
que en ella no se ha encontrado que este comprometido el sistema inmune (Hayes, 2008).
La prevalencia de este tipo segun al federacion internacional de diabetes es de
aproximadamente 22 de cada 100,000 personas mayores de 14 afios (Valentine et al.
2018).

Diabetes de tipo 2; la fisiopatologia de este tipo de diabetes indica un desarrollo de forma
crénica y se definid como un sindrome heterogéneo iniciado por interacciones genético-
ambiental (Reyes Sanam et al. 2016), en la cual a nivel clinico se caracteriza por una

III

hiperglucemia crdénica. Se ha descrito el “octeto del mal agliero”, que llevan a un estado
de hiperglucemia. El octeto comprende la disminucién del efecto de incretinas, aumento
de la lipolisis, aumento de la reabsorcion tubular de glucosa en el rifidn, disminucion de la
captacién de glucosa por el musculo, mal funcionamiento de los neurotrasmisores,
aumento a nivel hepatico de la gluconeogénesis, aumento de la secrecidon de glucagén en
las células alfa pancreaticas y disminucidn paulatina de la secrecion de insulina por el
pancreas (Cipriani-Thorne y Quintanilla, 2010). La ADA vy la Asosiacion eurpppea para el
estudio de la diabetes recomiendan como primera linea de tratamiento el uso de
metfotmina junto con dietay ejercicio (Orsini-Federici et al. 2018).

Diabetes gestacional; se define como la intolerancia de carbohidratos de intensidad

variable, la cual no fue diagnosticada antes de la gestacién, y que se presenta durante
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alguno de los tres trimestres del embarazo (Pérez et al. 2012). Es importante tener en
cuenta que este tipo de diabetes no es causada por carencia de insulina o defectos en su
produccién, la diabetes gestacional es el resultado del incremento de hormonas que
generan efectos bloqueadores sobre la produccién de insulina, a esto se le denomina
resistencia a la insulina, y su apariciéon es en la vigésima semana de gestacién (Rios-
Martinez et al. 2014). El diagndstico se confirma con una glucemia en ayuno mayor de 126
mg/dL, una glucemia postprandial mayor a 200 mg/dL y una hemoglobina glicosilada
<6.5% (Pérez et al. 2012).

Otros tipos especificos de la diabetes, como pueden ser defectos genéticos en la accidn de
la insulina, enfermedades del pancreas exocrino, inducidas farmacolégicamente o
guimicamente y endocrinopatias (lglesias-Gonzalez et al. 2014; ADA, 2010)

1.3. Formacion de la hemoglobina glicosilada (HbA1c)

La union covalente no enzimdtica de la glucosa con la hemoglobina comienza con una
reacciéon de Amadori mediante intermedios de aldimina que forman bases de Schiff dando
como resultado diversas hemoglobinas glucosiladas, donde HbAlc es una cetoamina
derivada de la glicosilacidn irreversible de la N-terminal de valina (Shing-Leow, 2016).
Cuando se combina la glucosa con la hemoglobina a través de procesos de glicacion forma
la HbAlc pero cuando se une a la albumina forma la fructosamina la cual se forma de igual
manera por reacciones no enzimaticas con la glucosa, las pruebas de fructosamina provén
un indice a corto plazo del control glucémico (7 a 10 dias), mientras que la HbAlc refleja la

concentracién previa de 4 a 8 semanas (Rajamani et al. 2005)
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1.4. Criterios de clasificacion de hemoglobina glicosilada

La medicidn de la hemoglobina glicosilada es el criterio mas utilizado para evaluar el
control metabdlico, el objetivo de su identificacion es disminuir o retrasar la aparicién de
complicaciones de la diabetes (Lenz et al. 2014). Un comité de expertos integrados por
miembros de la ADA, Asociacién europea para el estudio de la diabetes y la IDF
(International Diabetes Federation), se recomendé la inclusién de la HbAlc para usarse
como diagnodstico inicial de diabetes tipo 2, al confirmar una HbAlc > 6.5% (48
mmol/mol), sin pruebas de glucosa (Munera-Jaramillo et al. 2011). El siguiente cuadro
muestra las equivalencias entre los valores de hemoglobina glicosilada y la glucemia en
ayunas (Pereira et al. 2015), que permiten interpretar como ha estado el nivel de glucemia

durante los ultimos 3 meses a partir de la hemoglobina Alc.

TABLA 1. Clasificacion de Hemoglobina glicosilada.

Hemoglobina glicosilada (%)

Glucemia en ayunas (mg/dL)

<6,5 60a110
6,5a <7 111 a126
7a7,9 127 a 180
8a9,5 181 a 200
>9,5 >200

(Pereira et al. 2015)

En la poblacion mexicana estudiada por Alegre-Diaz et al. 2016, un 36% de los
participantes tenian una hemoglobina glicosilada mayor al 10%, lo que se traduce como
un mal control metabdlico que provoca el desarrollo de complicaciones, las cuales
aumentan la probabilidad de muerte de los pacientes. Por lo que deberia prestarse mas
interés a la hemoglobina glicosilada como un marcador del control metabdlico y no como

una herramienta de diagndstico.
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1.4 Problema de salud en México

El nivel de desarrollo de la diabetes en el pais es critico y avanza de forma alarmante ya
que en tan solo 3 afos el aumento del nimero de adultos con diabetes fue de
aproximadamente 5 millones, tal como lo muestran datos de la ENSANUT 2012 los cuales
muestran a México con un numero de personas que padecen diabetes de 6.4 millones de
adultos mexicanos aumentando a 12.5 millones en el 2017 segun datos de la Federacion
Internacional de Diabetes, colocando a la diabetes como una de las principales causas de
muerte en el pais. En 1980 se registraron en México 14 mil muertes por la diabetes, en el
2014, 94 mil muertes por diabetes y en el 2016 se tienen estimadas 98,450 fallecimientos
debido a la diabetes. Esto provoca un aumento en la inversidon de presupuesto para la
prevencion y el tratamiento de la diabetes mellitus. Tan solo en México el costo de
diabetes asociada a sobrepeso u obesidad es de 85 millones de pesos anuales segun el
Instituto Mexicano para la Competitividad (IMCO). La Encuesta Nacional De Salud y
Nutricion estimo el costo anual de la diabetes por persona de aproximadamente 707
délares anuales (ENSANUT, 2012), siendo un costo total al afio de 3,872 millones de
délares. Sumado a los factores previamente mencionados, la falta de acceso a servicios de
salud que sufre la poblacién mexicana del medio rural, ya sea porque hay limitaciones
geograficas, presencia de la marginacion social o falta de recursos econémicos (Jorand,
2008), hace visible la necesidad de buscar fuentes alternativas de terapia para controlar
este problema de salud. Por lo que la medicina tradicional puede tener puntos clave que
complementen los tratamientos actuales. Se ha documentado que las plantas pueden ser
una alternativa eficaz, especialmente durante las primeras etapas de la enfermedad

(Castro-Juarez et al. 2014).

1.5 Daiio oxidativo
El dafio oxidativo generado a nivel celular se da por la participacionde varios componentes

como son los radicales libres y los antioxidantes. Se define a los radicales libres o también
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llamados especies reactivas de oxigeno (ROS), como moléculas cuya estructura presentan
un atomo o electrén desapareado o impar, conllevando a la inestabilidad de la molécula
(Lobo et al. 2010). Dentro de este grupo de especies reactivas al oxigeno se han
identifican al Anién Super Oxido (0,); Peréxido de hidrégeno (H,0,); radical hidréxido(HO")
y a oxigeno singulete (‘0,) (Mayor Oxilia, 2010; Seifried et al. 2007). El término
antioxidante se refiere a cualquier molécula con la capacidad de estabilizar o desactivar a
los radicales libres antes de que generen dafio celular (Rahman, 2007). Se entiende por
dafio oxidativo o estrés oxidativo al aumento de las especies reactivas de oxigeno y una
disminucion de la cantidad de antioxidantes lo anterior genera una amplia cantidad de
alteraciones genéticas, metabdlicas y de respuesta celular (Urquiza-Martinez 2016). El
aumento de los radicales libres se puede generar de forma endégena o exdgena, o
mediante una reduccion de las defensas antioxidantes (Seifried et al. 2007). Las
enfermedades metabdlicas, como la diabetes mellitus (DM), presenta un mayor niamero
de posibilidades para generar elementos oxidativos durante la génesis, evolucién o
complicaciones por su capacidad de generar estados oxidantes y de afecciona la eficiencia
de recuperacion de los mecanismos antioxidantes (Mayor-Oxilia, 2010). Algunos otros
mecanismos descritos es que favorecen aumentos de radicales y disminucion de
antioxidantes en la diabetes se deben a la presencia prolongada de hiperglucemia, este
estado incrementa la via de poliol, la formacién intracelular de productos de glicaciéon
avanzada, la activaciéon de la proteina cinasa C y el aumento del flujo de la via de
hexoamina (Giacco et al. 2010). Todos los factores mencionados generan la pérdida del
balance en el equilibrio pro-oxidante/antioxidante, en la DM esto puede explicar el dafio
oxidativo que presentan las macro-moléculas, dando lugar a alteraciones oxidativas en el
DNA, las proteinas y los lipidos (Avello y Suwalsky, 2006; Matough et al. 2012).

De igual forma, defectos en la defensa antioxidante se han asociado con un incremento en
el riesgo de las complicaciones (Calderdn-Salinas et al. 2013). Por lo anterior se ha
propuesto la evaluacion de la actividad de enzimas antioxidantes para conocer el papel

gue desempefan en la DM.
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1.6 Mecanismos de proteccidn contra el estrés oxidativo de los organismos

Los efectos antioxidantes en el estrés oxidativo observado en la diabetes se realiza
mediante marcadores enzimdticos como catalasa, superdxido dismutasa, glutation
reductasa y peroxidasa (Matough et al. 2012). Entiéndase por antioxidantes aquella
sustancia que reaccionan como sistema de defensa contra especies reactivas de oxigeno o
radicales libres previniendo los efectos negativos sobre funciones fisiolégicas normales del
organismo (Coronado et al. 2015). Dentro de los principales mecanismos antioxidantes en
el organismo encontramos tres lineas de defensa antioxidante; la primera consiste en
eliminadores de radicales libres (scavengers), enzimas con capacidad para reparar el dafo
causado por el estrés oxidativo en estructuras de macromoléculas se incluyen en la
primera linea antioxidante a la vitamina C, el a-tocoferol, carotenoides y flavonoides, el
antioxidante de mayor importancia es el glutatién, asi como la glutation reductasa. Esta
ultima su forma de accién es en estado oxidado y su importancia radica en que recupera
el estado previo del acido ascdrbico y del alfa tocoferol después de que participaron en la
eliminacidn de especie reactivas de oxigeno (Nowotny, 2015).

La segunda linea de defensa contiene antioxidantes enzimaticos que pueden convertir a
los radicales libres en especies menos reactivas, dentro de esta linea de defensa se
encuentran las superodxido dismutasa (SOD), glutatién peroxidasa (GPx), estas enzimas
pueden neutralizan el dafio oxidativo de especies reactivas como el superéxido o el
perdxido de hidrogeno, favoreciendo una menor concentracién de radicales libres con la
consecuente disminucidn del estrés oxidativo. Dentro de esta linea de defensa también se
encuentra la catalasa la cual es una enzima tetramérica que contiene un grupo prostético
de protoporfirina 9 y protohémico, su actividad es elevada a nivel del higado y rifiones, a
nivel celular la encontramos en las mitocondrias y en los peroxisosomas, pero en el
eritrocito lo encontramos en el citosol. Su funcidn enzimatica se caracteriza por catalizar
el peréxido de hidrogeno, para reducirlo a una molécula de agua y otra de oxigeno

(Nowotny, 2015; Lobo et al. 2010).
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En la dltima linea de defensa se encuentran enzimas como la catepsina y el sistema
lisosomal que tienen la capacidad de reparar o restaurar aminodacidos que se modificaron
por la oxidacién, como la metionina y la cisteina, cuando falla esta reparacion varias
proteasas reconocen y remueven a las proteinas disfuncionales como una forma de
prevenir la acumulacién intracelular de estas moléculas y el dafio a la célula (Nowotny,
2015). Ademas se ha observado que en esta linea puede existir la reparacion de novo de
antioxidantes (Lobo et al. 2010).

En forma general se puede decir que el sistema de defensa antioxidante funciona cuando
ocurre una colision entre la especie reactiva de oxigeno y el antioxidante, donde este
ultimo cede un electrén convirtiéndose en una especie reactiva de oxigeno débil que no es
téxico para el organismo, aqui actian los antioxidantes enzimdticos que catalizan las
reacciones en donde son usadas sustratos utilizando las especies reactivas de oxigeno

(Mayor-Oxilia, 2010).

1.7 Estrés oxidativo en la diabetes

La diabetes mellitus conduce al aumento de especies reactivas de oxigeno (ROS) y a una
reduccion de las defensas antioxidantes, incrementandose el estrés oxidativo (OS)
responsable de muchas de las complicaciones (Montier-Iglesias et al. 2015).

El estrés oxidativo constituye una situacidon de desequilibrio entre agentes oxidantes y
antioxidantes en favor de los primeros (Betteridge, 2000). Es el producto del desequilibrio
de la relacion, cantidad de ROS frente a la capacidad del organismo de eliminarlos. En los
diabéticos hay mayor produccion de ROS y debilitamiento de las defensas antioxidantes
responsables de la eliminacion de los radicales libres (Avello y Suwalsky, 2006).

En la hiperglucemia crénica producida por la diabetes, los radicales de oxigeno se
encuentran aumentados, las defensas antioxidantes estan disminuidas lo anterior provoca
una mayor presencia de reacciones oxidativas, sobre todo la peroxidaciéon lipidica y el
ataque de los radicales hidroxilo al acido desoxirribonucleico (ADN) alterando

estructuralmente a las proteinas, como se mencionaba anteriormente los efectos son
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derivados de un aumento en la via de poliol, formacion intracelular de productos de
glicacién avanzada, activacion de la proteina cinasa C y el aumento del flujo de la via de
hexoamina (Giacco et al. 2010). La hiperglucemia destruye gradualmente las defensas
antioxidantes, haciendo posible que otras moléculas se vean comprometidas, incluso las
estructurales (proteinas, lipidos), debido a que esta condicién incrementa la entrada de
substratos metabdlicos a la mitocondria sobrecargando el sistema de transporte de
electrones lo que lleva a una sobreproduccién de especies reactivas del oxigeno (Yu et al.
2006). Ademas tanto la glucosa como sus productos de glicaciéon son potentes reductores
gue generan radicales de oxigeno (Montier-Iglesias et al. 2015).

Los reportes del dafio causado a la diabetes mellitus tipo 1 y a la diabetes mellitus 2 por el
estrés oxidativo son muy parecidos, el estrés genera un aumento de problemas a nivel
cardiovascular como la enfermedad isquémica, favorecer la resistencia a la insulina,
apoptosis y disfuncién de la célula beta pancredtica (Nowotny, 2015). En las proteinas el
dafio oxidativo puede causar carbonilacién, oxidacion o entrelazamiento, estas
modificaciones incrementan la susceptibilidad de la macromolécula a la protedlisis. La
proteina que se ve afectada es la insulina, en la cual los cambios estructurales y quimicos
provocan la pérdida de su actividad biolégica. El estrés carbonilico afecta directamente a
los receptores de insulina y a moléculas que favorecen la liberacion de insulina,
aumentado la resistencia periférica a la insulina (Calderén-Salinas et al. 2013). Ademas del
dafno ocasionado a proteinas el estrés oxidativo puede alterar lipidos membranales y
acidos nucleicos (Rahman, 2007), generando rutas de sefiales intracelulares como la de la
proteina quinasas activadas por mitoégenos (Via MAPK), con las cuales se favorece la
produccién de citocinas proinflamatorias, generando un circulo de inflamacién a nivel
celular que lleva a la atrofia o disfuncionalidad de la célula (Oyagbemi et al. 2014).

La glucosa es la molécula que da energia a nuestro metabolismo, siendo la principal
molécula en oxidarse. Las especies reactivas de oxigeno (ROS), son producto de la
reduccion de oxigeno, debido a que el catabolismo es un proceso oxidativo, causando la

pérdida de electrones de una molécula que sera oxidada. En el caso de la glucolisis, la
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glucosa es convertida en piruvato produciendo acetil-CoA, generando cofactores que
serdn reducidos en el ciclo de Krebs, siguiendo a la cadena respiratoria, lo anterior genera
como producto indeseable al superdxido O,". Un aumento de la glucosa produce glioxal y
3-desoxiglucosa (oxoaldehidos), que afectan los radicales a-hidroxialdehido y generan
dafio oxidativo. Por otro lado la acumulacion de los intermediarios de la glucolisis como lo
es el dihidroxiacetona-P y el gliceraldehido-3-P (Calderdn-Salinas et al. 2013).

Durante el estrés oxidativo los radicales libres generados en la diabetes mellitus actian a
nivel celular dafiando las proteinas, lipidos y el ADN de la célula, los efectos de las especies
reactivas de oxigeno (ROS) pueden ser cambios en la conformacién estructural, pérdida de
funciones, iniciar la respuesta inflamatoria, causar envejecimiento o muerte dependiendo
de la biomolécula que estan afectando. En el caso de los lipidos el efecto de los ROS sobre
estos es a nivel de su estructura, donde el radical libre llega a interactuar con los carbonos
cercanos en los dobles enlaces del acido graso, provocando dafio de la bicapa lipidica, lo
cual puede aumentar la permeabilidad del tejido, a este evento se conoce como
lipoperoxidacién (Birben et al. 2012). Este proceso ocurre en tres etapas, iniciacion,
propagacién y terminacidn. En la primera etapa el radical hidroxilo captura un atomo de
hidréogeno que formaba parte del enlace covalente del dcido graso dejando en la cadena
un electrén no pareado generando con el electrén capturado la molécula de agua,
posteriormente ocurre un re-arreglo molecular que da lugar a un dieno conjugado con un
radical no pareado. El dieno reacciona con el oxigeno molecular y forma el radical peroxilo
(ROOQe), radical con la capacidad de atraer un hidrégeno del acido graso poli-insaturado
adyacente para formar hidroperéxido o conocido también como lipoperéxido (ROOH o
LOOH), esta molécula resultante genera una reaccién en cadena con los siguientes acidos
grasos adjuntos, esto se conoce como la fase de propagacién. Los hidroperdxidos o
lipoperodxidos pueden formar diversos productos de lipoperoxidaciéon debido a que son
compuestos muy reactivos, dentro de los productos esta el Malondialdehido molécula que
marca el ultimo paso de la lipoperoxidacion (terminacion) (Konigsberg, 2008). Por lo

anterior para medir el dafio oxidativo a nivel celular se puede usar como marcador del
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dafio al Tiobarbiturico (TBA)-Malondialdehido (MDA), para conocer el nivel de dafo
causado por la lipoperoxidacion y de esa forma saber cudnto dafio oxidativo presenta la
célula, esta medicidn se realiza con método indirecto de espectrofotometria o
fluorometria o mediante el uso de HPLC directo (Grotto et al. 2009). En el resultado
obtenido si la cantidad del MDA es menor existe mayor protecciéon contra el dafio
oxidativo, si en contra parte existe mayor cantidad de MDA se infiere que hay dano
oxidativo a nivel de la célula (Konigsberg, 2008). El dafio que se produce en la célula afecta
la bicapa lipidica lo que conlleva a una disminucién de la fluidez, afectando la recepcién
hormonal, ocurriendo un rompimiento de la membrana celular por un dafio en la
permeabilidad membranal, todo lo anterior puede iniciar una respuesta inflamatoria
(Konigsberg, 2008; Wong-ekkabut et al. 2007)

El dafio en los acidos nucleicos involucran la degradacidon de bases (purina, pirimidina) o
en los enlaces con el azucar, lo anterior genera mutaciones, deleciones o translocaciones

(Birben et al. 2012; Phaniendra et al. 2015)

1.8 Farmacos utilizados para el tratamiento de la diabetes en humanos

El tratamiento de la diabetes debe cubrir los siguientes rubros: un cambio de estilo de
vida, una alimentacién adecuada a las necesidades, realizar ejercicio fisico y el tratamiento
farmacoldgico. Para el tratamiento farmacolégico se muestran los principales farmacos

usados en la cuadro 2
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TABLA 2. Farmacos utilizados para el tratamiento de la diabetes.

Funcidn Tipo

clorpropamida,

Aumentan la secrecion de .
tolbutamida

insulina independiente del Sulfonilureas
nivel de glucosa glibenclamida, glicazida,

glipizida, glimepirida.
. . . Biguanidas Metformina
Disminuyen la resistencia a la

insulina Tiazolidinedionas pioglitazona, rosiglitazona

Inhibidores de DPP4 (enzima sitagliptina, vildagliptina,
dipeptildipeptidaza IV) saxagliptina, linagliptin
Agonistas del receptor de GLP1
(glucagon-like peptide 1)

Aumentan la secrecion de
insulina dependiente de la

glucemia e inhibe la secrecién exenatida, liraglutida

de glucagén , - _—
glucag Analogos de amilina Pramlintida
Insulina basal insulina NPH
D|sm|.n.U|r la~ glucemia y Insulina prandial insulina cristalina
permitir la entrada de Ia Anl basal lareina. detemi
n rgin mir
glucosa al musculo alogos basales glargina, dete
Analogos prandiales lyspro, aspart, glulisina

(Reyes-Sanam et al. 2016)

De los medicamentos anteriores todos actuan sobre la hiperglucemia tratando de
disminuirla pero ninguno actuda disminuyendo las especies reactivas de oxigeno o el estrés
oxidativo por lo que las plantas medicinales constituyen una alternativa terapéutica para

el tratamiento de la hiperglucemia y el estrés oxidativo.

1.9. Mecanismo de los métodos de induccidon a diabetes mellitus

1.9.1. Aloxano

El aloxano es un derivado del acido urico, el cual en presencia de tiol intracelular como
glutation, es capaz de producir especies reactivas de oxigeno en una reaccidn ciclica con
su producto reducido, el acido dialtrico (Szkudelski, 2001). Las especies reactivas de
oxigeno generadas afectan a la célula beta causando su destruccién por procesos que
involucran la oxidacién de grupos sulfidrilos, inhibicion de glucocinasa y de radicales libres

asi como el desbalance de la homeostasis de calcio intracelular (Rohila y Ali, 2012).
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También se ha descrito que la autooxidaciéon del acido dialtdrico puede formar el radical
superodxido, el peréxido de hidrogeno vy el radical hidroxilo. Los radicales hidroxilo son los
causantes de la disfuncion y la muerte de la célula beta pancreatica (El-Desouki et al.
2015). Otro mecanismo que favorece la diabetes causada por aloxano es que este ultimo
inhibe la secrecién de insulina por su habilidad de inhibir la glucocinasa al oxidar esta
proteina (Lenzen, 2007).

La induccién de diabetes por medio de aloxano, es un proceso que se ha descrito en 4
fases. La primera fase es conocida como fase de hipoglucemia transitoria, ya que aparece
unos 30 minutos después de la induccién de aloxano, la hipoglucemia es el resultado de
una estimulacion de la secrecidn de insulina (hiperinsulinemia). La segunda fase aparece
una hora después y se caracteriza por un aumento de la glucemia, generado por un estado
de hipoinsulinemia, la duracidn de esta fase es de 2 a 4 horas. En la tercera fase ocurre un
estado de hipoglucemia generado por la hiperinsulinemia, en esta fase los dafios a nivel
pancreaticos son irreversibles, esta fase inicia de 4 a 8 horas después de la induccién de
aloxano. La ultima fase se caracteriza por una hiperglucemia permanente caracterizando a
la diabetes, el dafio que se ha descrito es que ocurre una degranulacidon completa de la
célula beta caracteristica de la diabetes tipo 1, perdida de la integridad de las células beta
lo que genera desechos celulares los cuales se eliminan por macréfagos, estos desechos
celulares pueden favorecer un estado proinflamatorio. A nivel pancreatico las células alfa
y gamma no pierden su integridad, por lo cual se ha visto que el aloxano es especifico para

las células beta. Generando la diabetes de tipo uno (Rohilla y Ali, 2012).

1.9.2. Alimentacién con Fructosa
La fructosa es un monosacarido cuya estructura quimica es de 6 carbonos con una cetona
en el segundo carbono (Tran et al. 2009) que a diferencia de la glucosa es una pentosa,
este monosacarido se encuentra en frutas, verduras, en la miel, en alimentos industriales.
(Riveros et al. 2014). La fructosa en un modelo animal es la desencadenante de resistencia

a la insulina, hipertension, estrés oxidativo, aumento del acido urico, hiperinsulinemia,
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hipertrigliceridemia, sindrome metabdlico. Los efectos dependen de la cantidad vy
duracion del consumo de fructosa. La resistencia a la insulina, crea un estado de
hiperglucemia a nivel sistémico acompafado de una sobreproduccion de insulina
(hiperinsulinemia), este estado cuando su duracién es prolongada genera en el organismo
al diabetes mellitus tipo 2 (Tran et al. 2009). Cuando el animal experimental tenga este
tipo de diabetes el tratamiento farmacolégico serd la administracion de metformina , el
efecto de esta biguanida es favorecer la secrecidn de insulina, otros efectos son la
reduccion de los almacenes hepaticos de glucosa, asi como disminuir la absorcién
intestinal de glucosa y aumentar la captacién de glucosa por tejidos periféricos como
musculo esquelético y adipocitos, inhibir la gluconeogénesis, hay estudios donde se
menciona que metformina puede inhibir la cadena respiratoria en la mitocondria
especificamente el complejo. Algunos estudios muestran que la dosis del 10%, aplicada
durante 4 meses, aumenta los niveles de triglicéridos e insulina, pero no glucosa
(Parvaneh-Tafreshi et al. 2010). Se ha descrito el uso de porcentajes mas altos, 66%
durante 2 semanas para poder caracterizar al receptor de la insulina a nivel de los tejidos y
ARNm, donde se describié que el nimero de receptores de insulina y los niveles del ARNm
disminuyeron de forma significativa en el musculo esquelético y a nivel hepatico con este
porcentaje de fructosa (Catena et al. 2003). En otro estudio se utilizé el 60.3% de fructosa
durante 9 semanas, donde se observd que genera hiperinsulinemia, alteracion de la
tolerancia a la glucosa e hipertrigliceridemia pero sin cambios en la presién arterial. Asi
como un aumento del estrés oxidativo (Oudot et al. 2009). En un periodo de tiempo
similar, se reporta que una administracion de 60% incrementan los triglicéridos
sanguineos (Vasiljevi¢ et al. 2014). Otros efectos reportados es el aumento nuclear de
proteina de unidn al elemento regulador del esterol (SREBP-1) y Fox01, proteinas y ADN
unido a proteina de unién al elemento de respuesta a carbohidratos (ChREBP) (Koo et al.
2009). Se ha reportado que después de la administracion oral aproximadamente el 4.39%
no es absorbido y la biodisponibilidad es de aproximadamente el 30%, (Choi et al. 2006,
2008).
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Algunos efectos negativos descritos por la fructosa son el dafio renal, donde se sabe que
de forma normal el rifidn es el drgano de excrecidn de glucosa, en la filtracion glomerular
se reabsorbe la glucosa a la sangre por el tubulo renal. Solo una parte minima permanece
en la orina. Sin embargo la absorcién en los tubulos renales estd limitada. Cuando la
glucemia es mayor de 160-180 mg/dL, las células epiteliales del tubulo proximal alcanzan
el limite de absorcion de glucosa y no puede absorberse la cantidad total, por lo que se
excreta en orina causando la glucosuria. La concentracién minima de glucemia a la que
empieza a parecer la glucosa en orina se conoce como umbral renal para la glucosa.
Cuando se excede este umbral la glucosa aprese en orina (Yin et al. 2017).

Uno de los dafios mas descritos generados por la fructosa es a nivel del rifién donde se ha
descrito sobre la presencia de proteinuria lo que sugiere una manifestacién de un mal
funcionamiento metabdlico agudo de la diabetes, mas que una alteracién estructural del
rifidn (Pennell et al. 1981). Asi como el desarrollo de la glomerulopatia diabética la cual se
atribuye a una extravasacion de proteinas plasmaticas a través de los capilares
glomerulares y su acumulacidn en el mesangio. Por otra parte se propone que la
glicosilaciéon no enzimatica de proteinas proporciona el vinculo entre la hiperglucemiay la
anomalia estructural y funcional del rifidn en la diabetes (Pennell et al. 1981).

Los danos causados por la diabetes incluyendo el aumento del estrés oxidativo son el
objetivo primordial en el tratamiento de la enfermedad, por lo que se han buscado
fuentes alternas y se ha observado que las plantas medicinales pueden aportar nuevas

alternativas gracias a sus compuestos generados por su metabolismo.

1.10. Sintesis de los metabolitos secundarios de las plantas

Los metabolitos secundarios o componentes secundarios de la planta se dividen en 3
grupos dependiendo de su estructura y las vias de su biosintesis; compuestos fendlicos,
terpenoides y componentes que contienen de nitrégeno (Borrelli y Trono, 2016). El

proceso de generacién de compuestos secundarios empieza en la via del shikimato, la cual
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produce 3 aminoacidos aromaticos esenciales, L-triptéfano, L-fenilalanina y L-tirosina,
estos sirven en la planta para sintetizar proteinas, asi como también son precursores de
pigmentos, alcaloides, hormonas y componentes de la pared celular (Maeda y Dudareva,
2012). Esta via inicia con la conversion de 2 metabolitos, el PEP (fosfoenolpiruvato) de la
via de la glicolisis y la E4-P (eritrosa-4-fosfato) en chorismato, este es el punto inicial para
la sintesis de los aminodacidos aromaticos y los metabolitos secundarios derivados de esta
via, el proceso implica 7 reacciones catalizadas por 6 enzimas. El chorismato es el
metabolito final de la via de shikimato y funciona como iniciador de la sintesis de los tres
aminodacidos aromaticos (Tzina y Galili, 2010).

La fenilalanina, es precursor de los fenilpropanoides, flavonoides, glicosinolatos, lignina de
la pared celular y antocianinas. La tirosina es precursor de los tocochromanoles
(tocoferoles y tocotrienoles), plastoquinones, isoquinolina alcaloides, aminoacidos no
proteicos y algunos fenilpropanoides. En algunas plantas algunos componentes
secundarios de la via de los fenilpropanoides no se sintetizan a partir de la fenilalanina,
sino de la tirosina. Por ultimo el triptdfano es catabolizado en varios metabolitos
secundarios como Indol-3-acético, indol-glicosilatos, fitoalexinas, terpenoides, indol-
alcaloides y derivados de triptamina (Tzina y Galili, 2010).

La combinacién de la via del malonato y del shikimato, produce flavonoides. La
condensacidon y reacciones de polimerizaciéon producen taninos condensados, lignanos,
cutina y suberina. Los terpenos y terpenoides derivan de un precursor comun, el
isopentilfosfato (IPP), el cual es ubiquitinizado atreves de la via de mevalonato, la
condensacién del IPP con pirofosfato de dimetilalilo, genera pirofosfato de geranilo, el
cual es el precursor de los monoterpenos. Los compuestos que contienen nitrégeno son
derivados de los aminoacidos alifaticos, los ejemplos de estos compuestos son los
alcaloides y los glucosinolatos alifaticos (Borrelli y Trono, 2016). Lo anterior queda

explicado en la figura 1.
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Figura 1. Representacion esquemadtica de la biosintesis de metabolitos secundarios.

(Borrelliy Trono, 2016).

1.11 Biodisponibilidad de los compuestos secundarios de las plantas
Los compuestos fendlicos en las plantas se encuentran en forma de esteres, glicdsidos,
polimeros o como agliconas, por lo que necesitan de ser hidrolizados para su absorcion, la

cual sucede en diferentes regiones del organismo (Dryden et al. 2006; Talavéra, 2003)

La digestion de los polifenoles inicia desde la via oral, donde el proceso de masticacién
(Dryden et al. 2006) y la secrecién de saliva al igual que la microbiota tienen actividad B-
glucosidasa, reduciéndolos a su forma simple (agliconas) (Duefias et al. 2015). En el
estdmago los glicdsidos resisten las secreciones gastricas, aunque existen reportes de que

algunos compuestos como la quercetina y las antocianinas pueden absorberse en esa
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region (Talavéra et al. 2003; Cardona et al. 2013). Lo anterior permite inferir que cuando
los compuestos se encuentran en forma de aglicona es posible la absorciéon a nivel
gastrico. Sin embargo la absorcidn en el intestino delgado es minima, se ha reportado que
las concentraciones a nivel del lumen son mayores a las encontradas en la concetracion

del suero (Ozdal et al. 2016).

La absorcion a nivel intestinal de polifenoles es de 5-10% (Marin et al. 2015; Del rio et al.
2013), las enzimas implicadas son B-glucosidasa y lactasa-floricina hidrolasa, esta ultima
ubicada en la membrana del enterocito (Favari et al. 2013; Pietta et al. 2003) mostrando
una especificidad para flavonoides O-B-D-glicésidos. Sin embargo, no presentan accién
sobre los compuestos unidos a la ramnosa (Van Duynhoven et al. 2011). Cuando un
polifenol llega al intestino en su forma monomeérica (aglicona) o como estructura de
dimero se absorben por difusiéon pasiva, al interior del enterocito por su propiedad

lipofilica (Marin et al. 2015; Angelino et al. 2017).

Las formas mdas complejas como los polifenoles oligoméricos y poliméricos (taninos
condensados o hidrolizable) llegan al colon donde son degradadas por la microbiota
intestinal (Marin et al. 2015), el porcentaje que llega a esta region es 90-95% (Marin et al.
2015; Del rio et al. 2013). Siendo diferentes las formas plasmaticas a las encontradas en
sus fuentes. La absorcidn se ve afectada por la estructura quimica, grado de glicosilacion,
circulaciéon enterohepdtica y el porcentaje que alcanza al colon (Pietta et al. 2003). La
microbiota intestinal presenta la capacidad de hidrolizar glicésidos a su forma simple
(agliconas) al provocar la apertura del anillo heterociclico, metabolizando diferentes
acidos para generar acido benzoico, equol, enterolactona y enterodiol. Los cuales pueden
presentar efectos agonistas o antagonistas sobre los estrégenos (Favari et al. 2013). A este
nivel las enzimas a- rhamnosidasa de la microbiota son secretadas por Bifidobacterium
dentium, las cuales producen la separacion de los polifenoles que estdn unidos con

ramnosa (Marin et al. 2015; Pietta et al. 2003).
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Los polifenoles se metabolizan en dos etapas, fase | y fase Il; en la primera ocurren
procesos de oxidacion, reduccion e hidrdlisis, conduciendo a una reduccién del nimero de
grupos hidroxilo, al adicionar sulfato, dcido glucorénico o grupos metilos a la estructura,
modificando al compuesto favoreciendo un aumento en la polaridad y su propiedad
hidrofilica, lo anterior torna al compuesto mas soluble, facilitando su excrecién a través de
la orina (Marin et al. 2015; Dryden et al. 2006). En la segunda fase ocurren procesos de
conjugacién, que pueden desarrollarse al interior del enterocito y del hepatocito,
generando como producto metabolitos conjugados (derivados de metilo, glucurénido y
sulfato), los cuales se liberan en la circulacion sistémica para su distribucion a érganos y
excrecion por orina o heces. La mayoria de las mediciones estan limitadas debido a que
son semicuantitativas por que no toman en cuenta el balance entre el consumo con lo
eliminado de estos compuestos secundarios de las plantas. (Bohn, 2014; Pressman et al.

2017).

Una vez que el compuesto llega a nivel intracelular, a través de los transportadores SGLT1,
el glicésido se hidroliza por la B-glucosidasa citosdlica (CBG) (Angelino et al. 2017; Bohn,
2014). Los compuestos encontrados de forma intracelular entran en procesos de
detoxificacion donde sufren cambios por procesos de metilacién, sulfatacién vy
glucuronidacién mediante enzimas como catecol-O-metiltransferasas (COMT),
sulfotransferasas (SULT) y por uridina-5-difosfato-glucuronosiltransferasas (UGT),
respectivamente, otras enzimas descritas son las N-acetil-transferasas (NAT's), glutation-
S-transferasas (GST's) y tiopurina-S-metil-transferasa (TPMT) (Dryden et al. 2006; Angelino
et al. 2017). Esta aglicona se biotransforma por enzimas de fase Il en metabolitos
conjugados (glucurénidos, O-metileteres y sulfatos) dentro del enterocito y a nivel
hepatico (Marin et al. 2015). Lo explicado anteriormente es parte de la fase Il al interior
del enterocito. De tal forma que los compuestos que llegan a los tejidos son

guimicamente y funcionalmente diferentes a las ingeridas (D’Archivio et al. 2010).
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Posteriormente el metabolito pasa a la periferia, donde se une a proteinas plasmaticas
(albumina), la afinidad de los polifenles a las proteinas puede ser alta como en el caso de
la apigenina y quercetina (90%) y menor como la epicatequina (10%) (Bhattacharyya et al.
2014). De ahi el compuesto puede ingresar a los tejidos (hepatico, estomacal, intestinal y
nefritico) donde es metabolizado o transportado a los tejidos diana (pulmonar,
pancreatico, cerebral, cardiaco y esplénico). Los metabolitos llegan al hepatocito a través
de la vena porta, en este nivel pueden someterse a metabolismo de fase Il por procesos
de glucuronidacion, metilacién, sulfatacion o una combinacién de estos, los metabolitos
de esta fase pueden pasar a la circulacién enterohepatica, permitiendo la recaptacion y
biodisponibilidad (Marin et al. 2015; Bohn et al. 2014), al llegar al intestino a través de la
secrecion biliar (Ozdal et al. 2016; Del rio et al. 2013). Al proceso en el cual los metabolitos
se reciclan en el lumen intestinal o en la sangre periférica para llegar al higado, se le
conoce como la fase Il del metabolismo. En esta fase el reflujo o reciclado de polifenoles
es facilitado por la Atp-Binding-Cassette (ABC, transportador de membrana), la proteina
de resistencia a multidrogas 2 (MRP-2, proteina apical y de lumen) y (MRP-1,

transportador basolateral) (Dryden et al. 2006).

Por ultimo la eliminacién de estos compuestos es por via biliar o urinaria. Ademas se ha
reportado que los metabolitos fendlicos pueden eliminarse a través de las heces
(Pressman et al. 2017; Van Duynhoven et al. 2011). El proceso anterior se esquematiza en

la figura 2.
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Figura 2. Rutas de absorcion y metabolismo de polifenoles dietéticos y sus derivados.
(Marin et al. 2015)

Es importante tener en cuenta que la biodisponibilidad de cada polifenol es diferente y no
tiene relacién con la cantidad ingerida Como se menciona anteriormente la
biodisponibilidad del total de polifenoles ingeridos por la dieta solo 5-10% se absorbe en
el estdmago y el intestino delgado en un tiempo de 30 min a 2 h y el otro 90-95% se
absorbe en el intestino grueso 6-8 h (Skibola y Smith, 2000). A nivel del plasma se ha
reportado que la concentracién raramente excede 1 uM después de haber consumido de

10 a 100 mg de un mismo compuesto (Acalbert y Williamson, 2000).

1.12 Efecto antioxidante de las plantas en el estrés oxidativo

Los reportes de las funciones antioxidantes de las plantas son varios, dentro de los cuales
se destacan las siguientes actividades: inhibicidn de la reabsorcién de glucosa renal,
estimulacion de la secrecién de insulina por la célula beta, inhibir el proceso de

degradacion de la célula, reducir la resistencia a la insulina, aumento del nimero y
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tamafio de las células en los islotes de Langerhans, estimular la glucogénesis y la glucolisis
a nivel hepatico y funciones protectoras a la célula beta contra el estrés oxidativo
(Oyaghemi et al. 2014). Lo anterior es realizado por varios compuestos activos
(metabolitos secundarios) como los flavonoides, estilbenos, lignanos y acidos fendlicos de

los cuales se describiran algunos a continuacion.

Los polifenoles se definen como sustancias no energéticas que estdn presentes en
alimentos de origen vegetal resultantes del metabolismo secundario de las plantas como
mecanismo de defensa a rayos ultravioleta, agresion de patdgenos (Bhooshan y Ibrahim,
2009). En los alimentos proporcionan caracteristicas organolépticas como el color, sabor,
aroma y estabilidad oxidativa (Bhooshan y Ibrahim, 2009). Los polifenoles tienen actividad
protectora en diversas enfermedades como la diabetes, el cdncer, hipertension, la
inflamacién. La clasificacion de los polifenoles es en base al nimero de anillos que
contienen en su estructura, dentro de la divisién estructural se encuentran a los acidos
fendlicos, flavonoides, estilbenos y los lignanos. (Bhooshan y Ibrahim, 2009). La accién de
los polifenoles a nivel celular se ha descrito que pueden interactuar con los receptores o
enzimas involucradas en la traduccion de sefiales, esto se traduce en la modificacion del
estado de oxidacién de la célula, este proceso puede desarrollar reacciones dependientes

de la oxidacion (Scalbert et al. 2005).

Los flavonoides son polifenoles cuya estructura esta compuesta por dos anillos fenilos
unidos por un anillo pirano, formando un esqueleto difenilpirano, con una configuracién
quimica Ce-C3-Cg (Quifiones et al. 2012). Cada anillo se numera con las letras A, By C. A su
vez estos se pueden clasificar de acuerdo a las variaciones en su estructura en:
antocianidinas, flavonas, flavonoles y flavanos. Los flavonoides tienen propiedades
antioxidantes debido a que son secuestradores de radicales libres o especies reactivas de
oxigeno, inhiben enzimas oxidasas. (Escamilla et al. 2009). Estructuralmente los

flavonoides presentan O-dihirdroxi en el anillo B dandole mayor estabilidad a su forma

23 | Francisco Manuel Orozco Montes



Efecto hipoglucemiante y antioxidante de la administracion de Cuphea | 2018
procumbens en un modelo de animales diabético

radical la cual participa en la deslocalizacién de electrones. Se ha descrito que los
flavonoides recogen el oxigeno reactivo en el estado de anién superdxido, hidroxilos y
perdxidos de hidrogeno, bloqueando el efecto de estas especies reactivas de oxigeno en la
célula (Martinez-Flérez et al. 2002).

Otros compuestos antioxidantes son la quercetina que es un flavonol de la familia de
flavonoides, cuya funcidn reportada es la prevencién del estrés oxidativo al eliminar los
radicales libres, inhibiendo la peroxidacién de lipidos, reduce la absorcidn intestinal de
glucosa al inhibir el GLUT2 en las células intestinales CaCo-2 (Oyenihi et al. 2014). En el
pancreas aumenta la secrecion de insulina y disminuye el daio por estrés oxidativo. En el
musculo aumenta los receptores de insulina lo que favorece la captacién de glucosa por
el tejido muscular asi como estimular la translocacién de los GLUT4. Lo anterior se traduce

en una disminucién de la glucemia y mejor control de la diabetes (Oyenihi et al. 2014).

1.13 Efecto hipoglucemiante en las plantas

Los extractos de las plantas mediante los compuestos secundarios pueden favorecer la
homeostasis de la glucosa. Uno de los compuestos mas descritos son los polifenoles, que
presentan la capacidad de inhibir el transporte de glucosa por GLUT2, SGLT1 y SGLT2 en el
intestino delgado (Hanhineva et al. 2010; Murugan et al. 2015). En esta misma region
anatdémica se ha descrito la capacidad de inhibir la actividad de enzimas como a-amilasa y
a-glucisidasa, con lo que se disminuye la absorcién intestinal de glucosa (Kim et al. 2016).
Incluso son capaces de controlar la hiperglucemia mediante una respuesta asistida y
sintesis de GLP-1 y péptido insulinotrdpico dependiente de glucosa (GIP) (Murugan et al.
2015). Otras propiedades descritas son el aumento de la actividad de glucocinasa y la
produccién de glucdgeno en el higado, asi como un incremento de los niveles plasmaticos
de insulina (Bahadoran et al. 2013). Asi como también promover la translocacion de
GLUT4 lo que aumenta la captacion de glucosa en los tejidos periféricos (Kim et al. 2016).

En la figura 3. Se pueden apreciar los efectos que favorecen la homeostasis de la glucemia.
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Figura 3. Mecanismos potenciales de los polifenoles en la homeostasis de la glucosa.
(Kim et al. 2016)
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1.14 Categoria taxonémica de Cuphea procumbens

Las Categoria taxondmica superiores descritas para la planta son:
Reino: Plantae

Subreino: Traqueobionta (plantas vasculares)

Superdivision: Spermatophyta (plantas con semillas)

Divisién: Magnoliophyta (plantas con flore)

Clase: Magnoliopsida (dicotiledéneas)

Subclase: Rosidae

Orden: Mytrales

Familia: Lythraceae

Especie: Cuphea procumbens Ortega

1.15 Descripcion

La planta Cuphea procumbens pertenece a la familia Lythraceae conocida también por el
nombre de hierba de la calavera (Arizaga, 2007), hierba del cancer, nube azul, atlanchana,
macachampa de milpa y pegajosa. Los nombres purépechas que recibe son Calaver tsistiki
cuya traduccion seria "flor calavera" y Azul tsitsiki que significa "flor azul". Segun datos de
la Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional Mexicana la planta es procedente de
México, encontrandose distribuida en diferentes estados como: Chihuahua, Colima,
Distrito Federal, Durango, Estado de México, Guanajuato, Hidalgo, Jalisco, Nayarit, Nuevo
Ledn, Oaxaca, Puebla, Querétaro, San Luis Potosi, Tlaxcala, Veracruz y Zacatecas. Aqui en
el estado de Michoacdn se puede encontrar en los municipios de: Alvaro Obregén, Charo,
Churintzio, Coalcoman, Erongdricuaro, Huaniqueo, Huetamo, lJiquilpan, La Piedad,
Maravatio, Morelia, Patzcuaro, Tuxpan, Tzintzuntzan, Uruapan, Zinapecuaro, Zitacuaro

(Arizaga, 2007).
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El habitat donde se encuentra la planta son campos cultivados de suelo hiumedo, en orillas
de caminos, campos bajos inundables y al margen de los rios.

Los datos de la Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional Mexicana especifican que la
hierba tiene una altura aproximada de 20-60 cm de largo, el cual es muy ramificado, el
tallo tiene presencia de pelos que pueden ser blancos o morados. La hoja puede tener
forma angosta con los maargenes ligeramente enrollados hacia debajo de 7 cm de largo y
de 7-15 mm de ancho. Las flores son velludas de color purpura (Arizaga, 2007),
concentradas en la parte superior de los tallos. La planta se emplea para el catarro, el
empacho y el cdncer. Otro uso descrito es como planta melifera. En el estado de

Michoacdn se utiliza como hipoglucemiante.
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Il.  Justificacion

En la patologia de la diabetes se ha observado un aumento del estrés oxidativo a nivel
celular lo que lleva a una disminucién del sistema de defensa antioxidante, causando un
aumento de radicales libres los cuales dificultan la accién de la insulina periférica,
generando un deterioro de las células beta del pancreas, creando un estado de
hiperglucemia, lo anterior debido a la disminucién de antioxidantes (Cuerda et al.
2011). Esto lleva a intuir que la alimentacidn juega un papel importante para prevenir la
produccién de radicales libres lo que genera un nuevo campo de busqueda para
alternativas terapéuticas (Acalbert y Williamson, 2000).

Con el paso de los afios, la tasa de prevalencia y mortalidad de diabetes tuvo un aumento
drastico. Durante 1999 la diabetes se ubico en la tercera causa de muerte en México
(Altagracia-Martinez et al. 2007). En el 2016 estuvo en la primera causa de muerte. De
acuerdo con la Federacién Internacional de Diabetes México es uno los 10 paises con
mayor numero de adultos con diabetes en orden descendente son China (ocupando el
primer lugar), India, Estados Unidos de América, Brasil, Federacion Rusa, México,
Indonecia, Egipto, Japdn y Banglandesh (ocupando el ultimo lugar). Como vemos en la lista
anterior México se ubica en el sexto lugar de la lista. La ENSANUT 2012 (Encuesta Nacional
de Salud y Nutricién) indicd que en nuestro pais habia 6.4 millones de adultos que
padecian diabetes de un total aproximado de 116.9 millones de habitantes. Actualmente
de un total de 119 millones de habitantes, 12.5 millones son adultos padecen diabetes
(FID, 2017). Es decir que aumentaron en 3 afios aproximadamente 5 millones de personas
en nuestro pais con diabetes, junto a esto se incrementé la mortalidad debido a este
padecimiento. Aunado a lo anterior el poco apego del paciente al tratamiento genera
complicaciones a largo plazo las cuales deben ser prevenidas y tratadas de forma
temprana para contrarrestar los efectos negativos de la enfermedad. Dicho lo anterior se
conoce que todos los farmacos para el tratamiento de la diabetes tienen buenos
resultados en el control de la glucemia, pero se desconoce si tienen efectos antioxidantes

u efectos que eviten la aparicion de radicales libres, los cuales pueden intervenir en el
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dafio a la célula que puede afectar desde el acido desoxirribonucleico (DNA) hasta
distintas macromoléculas. Lo cual nos hace ver la urgencia por encontrar alternativas
terapéuticas que sean de fdcil acceso a las personas con diabetes, siendo una opcion de
terapia de apoyo las plantas medicinales.

En el trabajo previo de nuestro grupo de trabajo, se demostré que el uso de plantas
medicinales disminuye el estrés oxidativo al bajar los niveles de especies reactivas de
oxigeno por los diferentes compuestos antioxidantes de las plantas (Vargas-Vargas, 2016),
sin embargo, no hay informacién o registros acerca de la Cuphea procumbens conocida
como hierba de la calavera que se utiliza cominmente en Morelia para tratar la diabetes

mellitus.

Hipétesis
La planta Cuphea procumbens ejerce un efecto hipoglucemiante y antioxidante en

animales diabéticos.

Objetivos
4.1. Objetivo General
Evaluar el efecto hipoglucemiante de la administraciéon oral de Cuphea procumbens en

animales diabéticos.

4.2. Objetivos Particulares
1 Evaluar las concentraciones de polifenoles, flavonoides y fenoles.
2 Evaluar la actividad antioxidante in vitro en los extractos acuosos, acetdnicos y
alcohdlicos.
3 Comprobar la actividad hipoglucemiante y estandarizar la dosis dptima de
extractos de Cuphea procumbens.

4 Evaluar la capacidad hipoglucemiante de forma aguda y crdnica.
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V. Material y métodos

5.1. Obtencion e identificacidn de la planta Cuphea procumbens
La planta se obtuvo en la calle Ortiz rubio en Charo, Michoacan (19°44°36.4”N
101°02°39.5”W) lugar donde se realizé la recoleccién de la planta. La identificacidn,

clasificacién y el nimero de folio fueron proporcionados por el instituto de biologia de la

Universidad Nacional Auténoma De México (Anexo 1).

FIGURA 4. Ubicacidn geografica del municipio de Charo.

5.2. Obtencion del extracto acuoso
Las hojas de Cuphea procumbens se homogenizaron con agua destilada, se filtraron vy
centrifugaron a 3000 rpm por 30min, obteniéndose el sobrenadante, al que se le llamo

extracto acuoso.

5.3. Extraccién acetdnica y alcohdlica de pigmentos
Se realizaron al extracto acuoso lavados de acetona (CH3 (CO) CH3) y etanol (CH3-CH,-OH)
como disolventes organicos para remover los pigmentos contenidos en las hojas de la

planta y con ello, todos los componentes activos a los que se les atribuyen diversas
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funciones bioldgicas como alcaloides, glucidos y otros componentes propios de la planta
(Bermudez, 2009). Los pigmentos de los solventes orgdnicos utilizados por destilacién

simple y evaporacion para su posterior uso.

5.5 Mediciones realizadas a los extractos de Cuphea procumbens
5.5.1. Contenido de polifenoles

El andlisis de polifenoles totales se realizé por el método descrito por Singleton y Rossi
(1965) en el cual se utiliza el reactivo Folin-Ciocalteu. El extracto de la planta maneja pH
basicos, por lo que se redujo con acido acético glacial. Una parte de la muestra se tratd
con PVPP insoluble (polivinilpolipirrodilona), para evitar las interferencias, en un medio
acido el reactivo se une a los polifenoles permitiendo una lectura mas eficiente. Por ultimo
se adiciono Na,COs al 20%. Las disoluciones se mantienen en oscuridad durante 1 hora,
posterior a esto se procede a la lectura en el espectrofotdmetro a 760nm. Se elabord la
curva de calibracién con floroglucinol. Los resultados se interpolaron en la muestra

problema expresandolos en mg equivalentes de floroglucinol (FGE) por 100 g de la planta.

5.5.2 Contenido de flavonoides
Se cuantificaron los flavonoides con el método de Dowd, el cual consiste en mezclar el
control (quercetina) o la muestra problema con el extracto de la planta, con tricloruro de
aluminio (AICl3) al 10%, acetato de potasio (CH;COOK 1M) y agua destilada. Se dejaron en
incubacién por 30 min. Al termino del tiempo se leyeron la absorbancia a 415 nm en
espectrofotémetro manual (Jenway Modelo 6305). Los valores de la muestra problema se
interpolaran en la curva patrén de quercetina. Y el total de flavonoides se expresara como

gramos equivalentes de quercetina (QE) por gramo de la planta.

5.5.3 Ensayo de la actividad antioxidante
En esta prueba, se realiza la evaluacién de la capacidad que tiene un posible antioxidante

para neutralizar al radical DPPH, este es un compuesto 1,1-difenil-2-pricrilhidrazil (DPPH)
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cuya capacidad de absorber radiaciéon es a 517 nm, de forma que su concentracidn se
puede determinar mediante métodos espectrofotométricos. En el ensayo se determina la
concentracién inicial de DPPH y la concentracidn resultante una vez que se ha afiadido el
posible antioxidante, de forma que una disminucidn de la absorcion de radiacién se
traduce en una disminucidn de la concentracion de DPPH debida a la cesidn de electrones
de la especie antioxidante a este radical (Bondet y Brand-Williams, 1997). La
concentracién utilizada de DPPH fue de 20 mg/L. Se evalué la actividad antioxidante de la
flor y hoja en los extractos; acuoso, acetdnico y alcohélico. Como control se realizdé una
curva de calibracion de acido ascorbico. El calculo del % de DPPH remanente se calculd de
la siguiente forma: % DPPH ¢,=100*DPPH (emn/DPPH ipicial

Los resultados se analizan por regresion del porcentaje remanente contra la
concentracion necesaria de la muestra para disminuir el 50% del radical (EC50), también
se expresan como el tiempo necesario para inhibir el 50% de la concentracidn del radical
(TEC50). Al tomar en cuenta los dos valores anteriores surge el pardmetro eficiencia
antiradical (AE), que combina las 2 variables (AE= 1/ (EC50 X TEC50) (Sanchez-Moreno, et
al. 1998). De igual forma se calcula el poder antiradical (ARP), mediante la siguiente

formula ARP= 1/EC50 (Brand-Williams, et al. 1995)

5.6. Animales

Se utilizaron ratas macho Wistar a partir de un peso de 250g, 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.

Los procedimientos experimentales se realizaron de acuerdo con la Norma Oficial
Mexicana (NOM 062-Z00-1999) de especificaciones técnicas para la produccion, cuidado
y uso de los animales de laboratorio y con la Guia de los institutos de Salud de los Estados
Unidos de Norte América (NIH) para el uso y cuidado de animales de laboratorio
(publicacion NIH n2 80-23, 1996). Se llevaron a cabo las medidas adecuadas para reducir al

minimo el dolor o sufrimiento de los animales.
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5.7. Induccidn de Diabetes Experimental

5.7.1 Diabetes tipo 1 con aloxano

Los animales se mantuvieron en ayuno por un periodo de 12 h, posterior a esto se
administré de forma intraperitoneal el aloxano (Sigma St. Louis Mo., USA) 200 mg/Kg peso
corporal en solucidn salina al 0.9% de NaCl. Después de la inyeccidn tendrdn libre acceso a
comida y agua, una hora después de la administracion.

Se considerd a los animales diabéticos al presentar una glucemia (evaluada con un
glucometro ACCU-CHEC) mayor de 180 mg/dL, 24h después de la administracion de
aloxano.

Una vez que se confirma la diabetes mellitus de tipo 1, el tratamiento del animal es con

insulina exégena (insulina Lantus).

5.7.2 Fructosa

La fructosa se administré de forma oral siendo diluida en agua en una concentracién del
60% de fructosa. Se permitid al animal un acceso Ad libitum. Para que el consumo fuera
diario. Se comprobé la diabetes mellitus tipo 2 mediante el diagnostico de hiperglucemia,
realizado con el Accu-Chec performa. Ademas de un analisis de orina y corroborar la

presencia de HbAlc para confirmar el establecimiento del modelo.

5.8 Medicion de la hemoglobina glicosilada

Se evaludé la hemoglobina glicosilada utilizando kits de SDAl1cCare, basado en
inmunocromatografia y fotometria de reflectancia en muestras capilares o venosas,
siguiendo las instrucciones proporcionadas en el kit. El fundamento es el uso de
anticuerpo antiHbAlc especifico para residuos de aminodcidos del extremo N terminal
glicado de la cadena B de la hemoglobina. Al agregar la sangre en la solucién tampdn, los

eritrocitos se lisan para liberar la hemoglobina glicosilada (HbAlc), al poner la muestra en
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el panel de prueba, el fluido de la mezcla migra por la membrana de panel de prueba de
accién capilar, inmovilizando la hemoglobina glicosilada en la linea recubierta con
anticuerpo anti-HbAlc. Se mide la intensidad del color de la hemoglobina que esta en la
membrana del panel de prueba, en donde se produce la reaccidn quimica e inmunoldgica
producida en el panel de prueba por el sistema éptico del aparato. Los valores obtenidos
se expresan en porcentaje y mg/dL. Basados en los criterios de NGSP (National
Glycohemoglobin Standardization Program). Se consideran diabéticos cuando los valores

son >6.5%.

5.9 Parametros para evaluar el efecto hipoglucemiante en plantas

Para la medicion del efecto hipoglucemiante se utilizara la curva de glucosa en ayuno, la
curva de tolerancia a la glucosa. La primera consiste en medir la glucosa a los 0, 60, 120,
180, 240, 300 y 360 minutos para cuantificar el nivel de glucemia siendo util para evaluar
la si el extracto de la planta favorece la gluconeogénesis hepatica. El segundo tipo de
medicion se utiliza para evaluar el metabolismo de carbohidratos, comprobar la actividad
o el efecto de los extractos, asi como determinar la dosis y el tiempo a la que el efecto
resulta efectivo, este método consiste en administrar una carga de glucosa de 1.5g/kg al
animal, posterior a esto se administra el tratamiento con la planta tras lo cual se mide la
glucemia a los 0, 15, 30, 60, 120, 180, 240, 300 y 360 minutos tanto a ratas sanas como

hiperglucémicas (n=6 cada grupo) (Attanayake et al. 2013).

5.10 Diseio Experimental

5.10.1 Administraciéon aguda del extracto

Basados en las guias de toxicidad de la OECD/OCDE (407 y 408) se establecieron diferentes
dosis para encontrar la que presenta el mejor efecto hipoglucemiante de los extractos de
Cuphea procumbens, en dos diferentes pruebas; curva de tolerancia a la glucosa oral y la
curva de glucosa en ayuno con una duracién de 360 minutos (Ernsberg y Koletsky, 2012),
para realizar las dos pruebas se distribuyeron los animales del modelo de aloxano (DM1) y

el modelo de fructosa (DM2) en 5 grupos de 6 animales cada uno.
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TABLA 3. Distribucion grupos administracion aguda

Grupo DM1(Modelo con Aloxano) DM2 (Modelo con Fructosa)

Grupo | Control sanos Control sanos

Grupo Il Hiperglucemicos + Solucion salina Hiperglucemico + solucion salina

Grupo IV | Hiperglucemico + Insulina Hiperglucemico + Metformina

Grupo V Hiperglucemica + Extracto acuos de Hiperglucemica + Extracto acuos de
Cuphea procumbens Cuphea procumbens

5.10.2 Administracidn crénica
Al confirmar cual es la dosis éptima de acuerdo al efecto hipoglucemiante observado, este
se utilizd para la administracion crénica, para ello se realizé la administracion por un
periodo de 12 semanas del extracto acuoso de Cuphea procumbens y se distribuyeron los

animales de la siguiente forma:

TABLA 4. Distribucion grupos administracion cronica.

Grupo | Control animales sanos + Extracto Acuoso Cuphea procumbens
Grupo Il Diabetes Mellitus Il + Metformina
Grupo Il Diabetes Mellitus Il + Extracto acuoso de Cuphea procumbens

Durante el periodo de administracidon crénica se realizé medicion de diferentes
parametros antropométricos una vez por semana hasta que se completd el periodo. De
igual forma se cuantificaron los niveles sanguineos de glucosa utilizando el glucometro
(Accu-Chek® Performa) cada semana durante el periodo experimental.

Al término del periodo experimental, los animales se sacrificaron 24 horas posteriores al
Gltimo tratamiento con una dosis alta de pentobabital sddico (150 mg/kg).

El uso de animales, las instalaciones donde estaran, las técnicas experimentales, la
movilizacion de ellos, asi como medidas de bioseguridad del personal involucrado con el
cuidado y uso de los animales de laboratorio, cumple con lo dispuesto en la norma oficial
mexicana: NOM-062-Z00-1999, y 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 n2 80-

23, 1996).
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VI.  Analisis estadisticos
Las bases de datos se crearon en Excel, el analisis estadistico fue de tipo descriptivo con
un analisis ANOVA seguido de un post-hoc Tukey. Las variables estudiadas se describen
por grupos utilizando la media y la desviacidn estandar. Se considera significativo cuando

p<0.05. Lo anterior se realizd con el paquete de datos estadistico GraphPad Prism 7.
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VII. Resultados
7.1. Evaluacidn de las concentraciones de polifenoles, flavonoides y fenoles.
Como lo establece el objetivo uno, se realizé la evaluacion de los componentes
secundarios mencionados en los extracto acetdnico, alcohdlico y acetdnico, los resultados

obtenidos se muestran a continuacion.

7.2. Cuantificacion de polifenoles
A continuacién se puede observar en el cuadro 5 los resultados obtenidos en los

diferentes extractos y en el grafico 1 la curva de calibracién con floroglucinol.

GRAFICA 1. Curva de calibracién de Florogluciol. R*=0.8377. Los resultados obtenidos se
interpolaron en la curva de calibracion expresandose como mg de floroglucinol / gramos

de extracto.
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TABLA 5. Concentracion de polifenoles en extractos acetdnico, alcohdlico y acuoso de

Cuphea procumbens.

Polifenoles

Extracto Tejido mg de floroglucinol/ g de

extracto
Acuoso Hoja 126.07 + 44.14 °
Flor 189.80 + 0.001 °
Acetonico Hoja 20.37 £ 48.19
Flor 20.11 +72.09
Alcohdlico Hoja 25.21 + 88.29
Flor 58.03+71.1

Se muestra las medias y desviacién estandar de los diferentes extracto utilizados (n=6). Se
analizdé con comparacién multiple entre los grupos mostrando significancia p<0.001. (a)
Indica los grupos con diferencia significativa de p<0.001. Como se puede observar, el
extracto acuoso de la flor contiene la mayor cantidad de polifenoles (189.90 + 0.01), la

menor cantidad fue observada en el extracto aceténico de la flor (20.37 + 48.19).

7.3. Cuantificacion de flavonoides
. . . . 2
En el grafico 2 se muestra la calibracidon con quercetina con una R” cercana al entero y en

el cuadro 6 los resultados obtenidos en los diferentes extractos comparando hoja y flor de

la planta Cuphea procumbens.
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GRAFICA 2. Curva de Calibracién de Quercertina. R?=0.96. Los valores de las muestra
problema se interpolaron en la curva. El contenido total de flavonoides se estimd vy

expresé en mg equivalentes de quercetina/g de extracto.

TABLA 6. Concentracion de flavonoides en extractos acuoso, aceténico y alcohdlico de la

hierba de la calavera

Flavonoides

Extracto  Tejido mgQE/g tejido

Acuoso Hoja 125.86 + 0.05 @
Flor  137.26+0.04°

Acetdnico Hoja 9.24+0.01
Flor 6.22 £ 0.004
Alcohdlico  Hoja 26.51+£0.02

Flor 19.35 +0.015

Se muestra las medias y desviacidén estandar de los diferentes extracto utilizados (n=6). Se
analizé con comparacién multiple entre los grupos mostrando significancia p<0.001. (a)
Indica los grupos con diferencia significativa Se observa al extracto acuoso de la flor con la
mayor cantidad de flavonoides (137.26 + 0.04). El valor mas bajo se encontré en el

extracto acetonico de la flor (6.22 +0.004).
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7.4 Cuantificacion de Fenoles
Por ultimo se evalué la cantidad de fenoles, para ello se utilizé de control al acido gdlico,
en el grafico 3 se muestra la calibraciéon y en el cuadro 7. Las concentraciones de fenoles

obtenidos.

GRAFICA 3. Curva de calibracion del acido galico, R?=0.9864. Los resultados obtenidos de
la cuantificacidn de fenoles se interpolaron en la recta y se reportaron como mg de acido

galico (mg GAE)/ g de extracto.
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TABLA 7. Concentracion de fenoles en extractos acetdnico, alcohdlico y acuoso de la

hierba de la calavera

Extracto Tejido mg GA/g tejido
Acuoso Hoja 617.44 +33.44 °
Flor 715.29 + 33.16 °

Acetonico Hoja 29.88 + 6.05 °
Flor 128.49 + 10.85 ©
Alcohélico Hoja 139.28 +20.86 ©
Flor 259.23+1.49 €

Se muestran los resultados como media y desviaciéon estandar, n=6. Se analizé con
comparacion multiple entre los grupos mostrando significancia p<0.005. (a y b) muestra
los grupos con diferencia significativa, (c) grupos con una p>0.05. El extracto acuoso de la
flor obtuvo la mayor cantidad de fenoles (715.29 + 33.16), el extracto con menos

concentracion fue el aceténico de la hoja (29.88 £ 6.05).

Una vez identificados los compuestos secundarios que presenta la planta Cuphea
procumbens, se procedié a evaluar la capacidad antioxidante in vitro de los diferentes
extractos, en el cuadro 8 se muestran los controles utilizados asi como los resultados
obtenidos, en el grafico 4 se puede observar la cinética enzimdtica de los diferentes
extractos en la cual el extracto acuoso de hoja y flor tiene el DPPH remanente mas bajo,
mostrando un porcentaje de inhibicion mas alto. Mientras que el acuoso de flor presenta
el porcentaje mas alto de DPPH remanente lo cual se traduce como un porcentaje de

inhibicidon mas débil. El cuadro 9 exhibe los resultados de los diferentes extractos.
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TABLA 8. Control acido ascérbico y galico, para la cinética enzimatica

7.46 £2.85 3.84 £ 0.003
6.32+0.03 3.83 + 0.004 8.263

Cinetica de extractos de Cuphea procumbens

100

Control &cido ascoérbico

Extracto alcéholico Flor

Extracto alcohdlico Hoja
Extracto acetoénico Flor
50 © Extracto aceténico Hoja
f Extracto acuoso Flor

% Inhibicién DPPH

Extracto acuoso Hoja

- Extracto acuoso Flory Hoja

0 5 10 15 20 25 30

Tiempo (minutos)

GRAFICO 4. Comportamiento cinético de los extractos, acuoso, acetonico, alcohélico de
flor y hoja

TABLA 9. Resultados cinética enzimatica de los extractos; acuoso, acetdnico y alcohdlico

Extracto i TEC50 EA (1X10?)
11.46+0.23  1.08 +0.05 80.01
6.24 +0.05 4.2 +4.25 37.35

\ 5.4+0.19 0.1+0-05 185.151*
7.37 £0.19 2.75%0.76 49.19

Acuoso

|
Acetonico “ 10.41+0.65 0.133% 0.16  722.26*

7.79+0.12 1.54+1.73 83.32

|
AIcohéIico\

5.27 £ 0.65 0.1+ 0.001 1897*

Se observa en los grupos una n=6. (*) muestra una diferencia significativa de p<0.001. Se

observan los diferentes parametros obtenidos en extractos de hoja y planta.
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7.5. Evaluacioén del efecto hipoglucemiante de la planta
Para establecer la dosis con efecto hipoglucemiante se realizaron curvas de tolerancia ala
glucosa oral en diferentes dosis basandose en la guia de OECD 420 del 2001.
El efecto hipoglucemiante se comprobé en los modelos animales de diabetes mellitus tipo
1 inducida por aloxano y diabetes mellitus tipo 2 generada por una administracion crénica

de fructosa

7.6. Evaluacion del efecto hipoglucemiante en DM1
El grafico 5 muestra los resultados de reduccidn en la glucemia inicial observados en una
curva de tolerancia a la glucosa oral el extracto acuoso de la planta Cuphea procumbens
en la cual se utilizaron como grupo control negativo a las ratas con administracion de
solucion salina y grupo control positivo con insulina. El Gltimo grupo tuvo una disminucién
de la glucemia a partir del minuto 15 normalizando la glucemia en el minuto 60. El grupo
control negativo no disminuyo los valores de glucemia, durante el desarrollo del ensayo
se mantuvieron elevados. Al probar las diferentes dosis del extracto acuoso, la dosis de

150 mg/dL tuvo el mejor resultado en comparacién con las otras dosis.
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Curva de tolerancia a la glucosa
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GRAFICA 5. Curva de tolerancia a la glucosa con extracto acuoso de la hoja de Cuphea
procumbens en machos con DM |. Se muestra las medias y desviacidn estandar de las
dosis de extracto acuoso (50, 150, 300, 500, 1000, 2000 mg/kg). De una n=6 por grupo. Se
analizé con ANOVA entre los grupos y un post hoc Tukey mostrando significancia p<0.05.
(*) Indica diferencia entre tiempos y (a, b) muestra la diferencia significativa entre grupos.
El drea bajo la curva del control negativo (solucién salina)= 100%, control positivo
(insulina)=23.32%, en las diferentes dosis: 50 mg/kg=108.5, 150 mg/kg=77.26%, 300
mg/kg=80.30%, 500 mg/kg=95.8%, 1000 mg/kg=94.04% y 2000 mg/kg=98.49%, Ratas
sanas + 150 mg/kg=20.26%.

Posteriormente se probd la mejor dosis en curva de glucosa en ayuno para descartar

efecto gluconeogénico a nivel hepatico
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GRAFICA 6. Curva de Glucosa en Ayuno con extracto acuoso de la hoja de Cuphea
procumbens en machos con DM I. Se muestra las medias y desviacidén estandar de la dosis
de extracto acuoso (150 mg/kg). De una n=6 por grupo. Se analizé con ANOVA entre los
grupos y un post hoc Tukey mostrando significancia p<0.05. (*) Indica diferencia entre
tiempos y (a, b, c, d) muestra la diferencia significativa entre grupos. El drea bajo la curva
del control negativo (solucién salina)= 100%, control positivo (insulina)=23.30%, en la

dosis de 150 mg/kg= 87.9%, Ratas sanas + 150 mg/kg=15.58%.

Al comprobar el efecto hipoglucemiante de la planta Cuphea procumbens se procedid a
comparar el efecto de la planta seca y fresca usando la dosis de 1000 mg/kg como se

muestra en el grafico 7.
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GRAFICA 7. Curva de Tolerancia a la Glucosa en ratas macho con Diabetes Mellitus 1
contrastando el efecto del extracto acuoso de la hoja fresca y seca. Se muestran la
media y la desviacién estandar de los grupos, donde se utilizé una n=6 por grupo. Se
presentan el grupo control negativo (solucidn salina), grupo control positivo (insulina) y
los extractos acuosos de hoja fresca y seca en la dosis de 1000 mg/kg. Se aplicé un analisis
ANOVA ajustando con post-hoc Tukey (p<0.001). El drea bajo la curva calculada fue;
solucion salina: 100%, insulina: 23.32%, extracto acuoso de hoja fresca: 89.5% y de

extracto acuoso de hoja seca: 94.1%.

Una vez corroborada la dosis dptima se procedido a evaluar el efecto en el extracto

acetdnico y alcohdlico como se muestra en los graficos 8,9, 10y 11.
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GRAFICA 8. Curva de Tolerancia a la Glucosa en ratas macho con Diabetes Mellitus 1
mostrando el efecto del extracto aceténico. Se muestran la media y la desviacién
estandar de los grupos, donde se utilizé una n=6 por grupo. Se presentan el grupo control
negativo (solucién salina), grupo control positivo (insulina) y el extracto aceténico de hoja
en la dosis de 0.4 g/kg. Se muestran las diferencias significativas entre tiempo (*), (a,b,c)
indican diferencias entre los diferentes grupos al aplicar un andlisis ANOVA ajustando con
post-hoc Tukey (p<0.001). El drea bajo la curva calculada fue; solucion salina: 100%,
insulina: 25.3%, Ratas sanas + extracto acetdnico: 13%, DM1 mas extracto acetonico de

hoja: 90.7%.

Se muestra a continuacidén los resultados obtenidos en la curva de glucosa en ayuno
utilizando el extracto acetdénico en la misma dosis (0.4 g/kg). Donde se aprecia la

diferencia significativa entre los controles y el extracto de Cuphea procumbens.
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GRAFICA 9. Curva de Glucosa en ayuno en ratas macho con Diabetes Mellitus 1
mostrando el efecto del extracto aceténico. Se muestran la media y la desviacién
estandar de los grupos, donde se utilizé una n=6 por grupo. Se presentan el grupo control
negativo (solucidn salina), grupo control positivo (insulina), grupo sanos y DM1 mas el
extracto aceténico de hoja en la dosis de 0.4 g/kg. Se muestran las diferencias
significativas entre tiempo (*), (a,b,c) indican diferencias entre los diferentes grupos al
aplicar un analisis ANOVA ajustando con post-hoc Tukey (p<0.0001). El drea bajo la curva
calculada fue; solucion salina: 100%, insulina: 83%, grupo sanos: 12.8% y DM1 mas

extracto acetonico de hoja: 78.35%.

En la grafica 10 se observan los resultados de la curva de tolerancia a la glucosa en el
extracto alcohdlico de la planta Cuphea procumbens, observandose que no se presentd

diferencia significativa entre el control negativo y el extracto de la planta.
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Curva de tolerancia a la glucosa
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GRAFICA 10. Curva de Tolerancia a la Glucosa en ratas macho con Diabetes Mellitus 1
mostrando el efecto del extracto alcohdlico. Se muestran la media y la desviacién
estandar de los grupos, donde se utilizé una n=6 por grupo. Se presentan el grupo control
negativo (solucién salina), grupo control positivo (insulina) y el extracto aceténico de hoja
en la dosis de 0.4 g/kg. (*) Muestra las diferencias significativas entre tiempo, (a,b,c y d)
indican diferencias entre los diferentes grupos. Se aplicé un analisis ANOVA ajustando con
post-hoc Tukey (p<0.001). El drea bajo la curva calculada fue; solucion salina: 100%,

insulina: 29.3%, grupo sanos: 14.98% y DM1 mds extracto alcohdlico de hoja: 97.3%.

El siguiente grafico 11 muestra los resultados obtenidos con la curva de glucosa en ayuno
utilizando el control positivo (insulina), control negativo (solucién salina) y el extracto

alcohdlico de la planta Cuphea procumbens en una dosis de 0.4g/kg de extracto.

49 | Francisco Manuel Orozco Montes



Efecto hipoglucemiante y antioxidante de la administracion de Cuphea | 2018
procumbens en un modelo de animales diabético

Curva de glucosa en ayuno
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GRAFICA 11. Curva de Glucosa en ayuno en ratas macho con Diabetes Mellitus 1
mostrando el efecto del extracto alcohdlico. Se muestran la media y la desviacién
estandar de los grupos, donde se utilizé una n=6 por grupo. Se presentan el grupo control
negativo (solucion salina), grupo control positivo (insulina) y el extracto aceténico de hoja
en la dosis de 0.4 g/kg. Se muestran las diferencias significativas entre tiempo (*), (a,b,c y
d) indican diferencias entre los diferentes grupos al aplicar un andlisis ANOVA ajustando
con post-hoc Tukey (p<0.0001). El drea bajo la curva calculada fue; solucién salina: 100%,

insulina: 83%, sana: 87.97% y DM1 mas extracto alcohdlico de hoja: 76.85%.

En forma de epitome de los efectos observados en los extractos acuoso, aceténico y
alcohdlico utilizados, se crea el cuadro 5 donde se expresan en porcentajes el efecto
hipoglucemiante mostrados en las curvas de tolerancia a la glucosa oral y curva de glucosa

en ayuno. Se observa de los extractos utilizados de Cuphea procumbens, una mayor
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porcentaje de disminucién en el extracto acuoso durante la curva de glucosa en ayuno

(33.1%), asi como también en la curva de tolerancia a la glucosa oral (28%).

TABLA 11. Porcentaje del efecto hipoglucemiante en los diferentes extractos de Cuphea

procumbens en DM1.

De igual forma con las ratas alimentadas con fructosa via oral se examind la dosis 6ptima
para generar el efecto hipoglucemiante a través de la curva de tolerancia a la glucosa,

utilizando las mismas concentraciones de extracto acuoso como se observa en el grafico 5.

7.7. Evaluaciodn del efecto hipoglucemiante en DM2
De igual forma que en el modelo de diabetes mellitus 1 se utilizaron los extractos
acetdnico, alcohdlico y acuoso de la planta Cuphea procumbens, sin embargo en el
modelo de diabetes mellitus 2 se establecieron dosis mas bajas adecuandolas a los niveles

de glucemia iniciales. Como se observa en el grafico 12.
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GRAFICO 12. Curva de Tolerancia a la Glucosa con diferentes dosis del extracto acuoso
de la hoja en el modelo de Diabetes Mellitus tipo 2. n=6 por grupo, de los cuales se
observa media y desviacién estandar, se utilizaron como grupo control negativo (solucién
salina), grupo control positivo (metformina) y a los grupos de administracion del extracto
acuoso de la hoja en sus diferentes dosis. Se realizd un analisis de varianza (ANOVA) con
un post hoc de Tukey, el cual mostro diferencias grupales (a, b, c y d) (p<0.0001). Se
calculé el drea bajo la curva resultando: solucién salina: 100%, metformina: 90.6%,
5mg/kg: 92.3%, 25 mg/kg: 97.9%, 50 mg/kg: 98.5%, 150 mg/kg: 86.3%, 300 mg/kg:
103.5%, 500 mg/kg: 88.79% y en ratas sanas + 50 mg/kg: 88.79%.

Para observar con mayor claridad el efecto hipoglucemiante de las dosis utilizadas en el
modelo de Diabetes Mellitus 2, se calculé el porcentaje de variacién de la glucosa como se

muestra en el grafico 13.
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GRAFICA 13. Porcentaje de Variacion de glucosa en ratas macho con Diabetes Mellitus 2.
n=6 por grupo, de los cuales se representan los valores con media y desviacidn estandar,
se observan como grupo control negativo (solucién salina), grupo control positivo

(metformina) y a los grupos de administracién del extracto acuoso de la hoja en sus

diferentes dosis.

Una vez establecida la dosis 6ptima del efecto hipoglucemiante, se comparé el efecto de
la hoja seca y fresca de Cuphea procumbens en la dosis de 150 mg/kg (grafico 14). Entre
los grupos analizados no se reporta diferencia significativa, sin embargo al minuto 60 los

dos grupos mostraron el inicio de la reduccién de la glucemia.
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GRAFICA 14. Curva de Tolerancia a la Glucosa en ratas con Diabetes Mellitus 2
contrastando el efecto del extracto acuoso de la hoja fresca y seca. Se muestran la media
y la desviacién estandar de los grupos, donde se utilizé una n=6 por grupo. Se presentan el
grupo control negativo (solucién salina), grupo control positivo (metformina) y los
extractos acuosos de hoja fresca y seca en la dosis de 150 mg/kg. Se aplicé un analisis
ANOVA ajustando con post-hoc Tukey (p<0.05). El area bajo la curva calculada fue;
solucién salina: 100%, metformina: 90.6%, extracto acuoso de hoja fresca: 85.2% y de

extracto acuoso de hoja seca: 91.4%.
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Curva de glucosa en ayuno
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GRAFICA 15. Curva de Glucosa en Ayuno con extracto acuoso de la hoja de Cuphea
procumbens en machos con DM 2. Se muestran la media y la desviacion estandar de los
grupos, donde se utiliz6 una n=6 por grupo. Se presentan el grupo control negativo
(solucion salina), grupo control positivo (metformina), sana mas extracto acuoso (50
mg/kg), grupo diabetes mellitus 2 mas extracto acuoso (50 mg/kg). Se aplicé un analisis
ANOVA ajustando con post-hoc Tukey (p<0.005). El drea bajo la curva calculada fue;
solucién salina: 100%, metformina: 96.7%, extracto acuoso de hoja fresca: 84.6% y de

extracto acuoso de hoja seca: 96.9%.

TABLA 12. Porcentaje del efecto hipoglucemiante en los diferentes extractos de Cuphea

procumbens en DM2
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7.8. Efectos de la Cuphea procumbens en la administracion cronica
Los resultados de los pardmetros medidos cada semana durante la administracion crénica
se muestran a continuacion.
7.8.1. Peso de los animales durante la administracion.

Uno de los parametros medidos semanalmente fue el peso de los animales en
experimentaciéon durante 12 semanas. En la cuadro 13 se muestra los promedios con
desviacidon estandar expresado en gramos, los resultados muestran un incremento del

peso en todos los grupos, los cuales se graficados se pueden ver en la grafica 16.

TABLA 13. Peso de los animales durante la administracion crdnica.

Semana

Inicio 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

175.6x4.2 189.12+85 21596+8.2 266.87+9.2 297.75#9.1 302.3+6.1 308.1#55 318.3+5.3 324.78+4.3 341.25+#5.8 354.71#5.1 369.28+4.3 389.5%6.8

Sanos +
50 mg/kg

154.33+44 16801432 23722158 297.6t65 3134464 327.4+46 3285+7.2 319.14+7. 348.9+62 372.8453 A02t62 436.98+42  453+5.4

DM2+
Metformina

184.22+4.2 198.3+5.6 256.47+6.1 301.5+6.4 311.5#6.3 328.14+5.4 327.8+5.1 331.3+4.5 339.36+3.6 345+4.4  359.24+5.2 376.51+4.8 392.35%6.2

DM2+
Eac
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GRAFICA 16. Peso de los animales durante la administracion crénica. Los resultados
muestran los promedios y desviacién estandar de cada grupo de un total de 6 animales
por cada grupo (n=6). (a,b y c) indican diferencia significativa entre los diferentes grupos
mediante un analisis de varianza (ANOVA) con un ajuste post hoc de Tukey, con una

p<0.0001.

7.8.2. Niveles de glucemia durante la administracion cronica

En el cuadro 14 se muestran las concentraciones de glucosa circulante durante la
administracion crénica, los niveles de glucemia de los grupos disminuyeron a valores
normales en la semana 12. El grupo de DM2 mads extracto acuoso tuvo la mayor reduccién
de la glucemia normalizando sus valores a parir de la semana 8. En la grafica 17 se pueden

apreciar las disminuciones de los grupos experimentales.
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TABLA 14. Glucemia de los animales durante la administracion crénica.

Semana

Inicio 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
2
o
N 11175:65 1067432  106.7:27  105.66:4.8 10501+13 101.69+12 101.15+3.1 100.94+4.1 101.89+2.7 99.2t1.3  98.7446  955:28  04.67+4.2
38
g
o=
(0 12020563 11574140 10064153 106.5:42 106.78:41 10062t2.7 98.25:4.9 O5.78:2.1 O04.42:5.8 04.42:58 88.71:31 842+45  B84.66:18
.
SRl 13453:46 1247534 1105:24 1075617 10433:13 10337:58 99.83:67 98.75:47 90.20:12  89.68:2  8593:13 7563132 7599:49

Administracién Crénica

@ Sanos +50 mg/kg

,\140
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;’120 4 DM2+ Eac
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GRAFICA 17. Glucemia de los animales en el periodo de administracion crénica. Los
resultados muestran los promedios y desviacién estandar de cada grupo de un total de 6
animales por cada grupo (n=6). (a y b) indican diferencia significativa entre los diferentes
grupos mediante un andlisis de varianza (ANOVA)con un ajuste post hoc de Tukey, con
una p<0.005.
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7.8.3. Prueba de orina en la administracion crénica

En el cuadro 15. Se observan los valores de orina resultantes en el tiempo 0 o inicio de la
administracién (To) y al finalizar (Too), se aprecia una disminucién en la excrecion de
proteinas y glucosa en las ratas con DM2 administradas con el extracto acuoso. En el
grupo tratado con metformina se puede observar de igual manera un control en la

excrecion de proteinas y glucosa.

TABLA 15. Prueba de orina en ratas con DM2 en administracion cronica

Prueba de orina en ratas

Sanas+ Extracto Control DM2+Metformina DM2+Extracto acuoso
Acuoso DM2

Parametros To Too To To Too To Too
Sedimentacion 1.030 1.015 1.025 1.025 1 1.020 1.010
pH 7 7 8 8 8 8 8
Leucocitos ++ ++ + ++ ++ + -
Nitrégeno + Negativo  Negativo + Negativo + +
Proteinas ++ ++ ++ +++ ++ ++ +
Glucosa + Negativo  Negativo + Negativo +++ Negativo
Cuerpos + + ++ + + ++ Negativo
Cetdnicos
Urobilinogeno + Negativo  Negativo + Negativo ++ Negativo
Billirubinas Negativo  Negativo - ++ Negativo ++ Negativo
Eritrocitos Negativo  Negativo ++++ + + Negativo Negativo
Hb en orina +++ + ++++ + ++ ++++ Negativo
HbA1c 5% 4.5% Negativo >8% 4.1% >8% 4%

111.74¢6.5 99+2.1 83+2.81 120.246.3  84.6+1.69 134.5%4.6  75.99+4.9

GRAFICA 18. Hemoglobina glicosilada de los animales en el periodo de administracién
crénica. Los resultados muestran los promedios y desviacién estandar de cada grupo de
un total de 6 animales por cada grupo (n=6). (*) Muestra una diferencia significativa en los
tiempos.
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VIIl.  Discusion
Por primera vez se reportan los efectos hipoglucemiantes y antioxidantes In vitro de la
planta Cuphea procumbens. La administracion de la planta medicinal se realizdé por la
mafiana (9-10), basados en reportes la medicina tradicional donde a los pacientes se
recomienda su consumo en las primeras horas de la mafana (Sudasunghe y Peiris, 2018).
Se utilizaron modelos de diabetes experimental en ratas utilizando sustancias que afectan
el funcionamiento adecuado de la célula beta pancreatica (aloxano y fructosa), los cuales
son modelos muy convenientes y de fécil utilizacion (Moradabadi et al. 2013).
Los resultados muestran que los efectos hipoglucemiantes producidos por los diferentes
extractos no fueron dosis-dependientes. Particularmente el efecto hipoglucemiante por
las dosis altas fue menor comparado con las dosis bajas para diabetes tipo 1 (150 mg/kg) y
diabetes tipo 2 (50 mg/kg). La reduccidon de la glucemia puede deberse a una interaccién
acumulativa de los componentes fitoquimicos de los extractos. Es posible que las dosis
altas muestren una accién dual de la activacidon e inhibicién de la glucosa en sangre.
Sudasunghe y Peiris, 2018 plantean la hipdtesis sobre la presencia de moléculas
antagonistas en los extractos de la planta con la posible capacidad de disminuir la
actividad del extracto hipoglucemiante del extracto. Tal vez debido a ello las dosis mas
bajas contienen menos concentracién de antagonistas permitiendo que se observe el
efecto hipoglucemiante de la planta. Lo anterior se comprueba al comparar el efecto del
extracto acuoso con sus diferentes dosis.
La forma de control de la glucemia por parte del extracto acuoso de la planta se puede
deber a la presencia de compuestos como polifenoles, flavonoides y fenoles, los cuales
podrian favorecen una reduccion de la hiperglucemia al inhibir la a-amilasa y a-
glucosidasa. Asi como inhibir la absorcién de la glucosa intestinal, generando un
incremento de la secrecién de insulina y proteccién a la célula beta pancreatica (Hanhieva

etal. 2010).
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Un posible mecanismo mediante el cual los polifenoles favorecen la sensibilizacién de los
tejidos periféricos y mejorar la captacién de glucosa es mediante el aumento de la
fosforilacion de AMPK y activando PI3K (Hanhieva et al. 2010).

El mecanismo es el siguiente: al activar el PI3K o Akt, las sefiales se trasmiten
intracelularmente a vesiculas que contienen GLUT4 lo que lleva a su translocacién, anclaje
y fusién del GLUT4 con la membrana plasmatica (Yamashita et al. 2016).

Al activar el AMPK esta molécula puede ejercer una funcién protectora de la célula beta
contra la glucolipotoxicidad (Kim et al. 2016), debido que al activarse la AMPK puede
inhibir la oxidacion de la glucosa mitocondrial y la sintesis de ATP en la célula beta, con lo
gue activa canales de potasio disminuyendo el flujo del calcio estimulado por glucosa lo
gue conduce a la fosforilacidon de kinesina, miosina y sintaxina, afectando el trafico de las

vesiculas que almacenan la insulina y permitiendo su liberacion (Rutter et al. 2003).

Las curva de tolerancia a la glucosa permiti6 comprobar el control de la glucosa
postprandial ejercida por el extracto, lo anterior puede deberse a una regulacién de la
captacién de glucosa intestinal a través de la inhibicién de la absorcion y digestion de los
carbohidratos (Moradabadi et al. 2013).

Otro mecanismo probable del control de la glucemia es la capacidad de los polifenoles de
incrementar la vida media de GLP-1, molécula con la capacidad de estimular a la célula
beta para producir insulina, una vez liberada la insulina genera la sensibilizacién en tejidos
periféricos (musculo y tejido adiposo), lo que restaura los niveles de la glucemia
(Dominguez-Avila et al. 2017)

Al comparar la reduccion de la glucemia en los diferentes extractos, se puede observar
gue el acuoso genero una mayor reduccion, con lo que se deduce la actividad de los
compuestos de la planta los cuales ocasiona una mejor respuesta de la glucemia debido a
gue al no tratar a la planta con algun disolvente los compuestos se encuentran en su
forma completa. Sin embargo, el extracto acetdnico al compararlo con el alcohdlico

mostro una mayor reduccion, debido a que en la obtencidn de los extractos aceténico se
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aislan compuestos como los flavonoides, ademds de que se puede contener grupos de
aldehido y condensacion de aldol u otros como carotenos y xantofilas (Delgado-Vargas et

al. 2000).

Los resultados exhiben un patrén de actividad decreciente de la glucemia desde el minuto
180 en la diabetes DM1 y en DM2. Lo anterior puede suceder ya que los componentes del
extracto necesitan una fase de latencia para alcanzar la concentraciéon a la que son
efectivas. Otros estudios con plantas medicinales reportan un tiempo de 2 a 5 h para ver
la actividad hipoglucemiante de la planta (Wanniarachchi et al. 2009; Sudasunnghe y
Peiris, 2018).

Otra propiedad descrita para los compuestos identificados en la planta Cuphea
procumbens como los flavonoides y los compuestos fendlicos, pueden reducir el potencial
antidiabético a través de una actividad insulino-mimética del extracto de la planta (Patel
etal. 2012).

La confirmacion de flavonoides, fenoles y polifenoles en la planta Cuphea procumbens,
sugiere que estos compuestos (Hanhineva et al. 2010) son los que confieren la propiedad
hipoglucemiante de la planta. Existe la posibilidad que los compuestos secundarios de la
planta puedan inhibir el transporte a través de la membrana intestinal por un tipo de
inhibicién no —competitivo con el transportador de glucosa GLUT1 y SGLT1 (Sudasunghe y

Peiris, 2018; Nistor-Bladea et al. 2010). Reduciendo los valores de la glucemia circulantes.

En el tratamiento a largo plazo (90 dias) el extracto acuoso de la planta normalizo los
valores de forma similar a la metformina a partir de la semana 4. Durante la
administracion crénica no se observaron signos toxicolégicos de la planta Cuphea
procumbens, constatado mediante el aumento de peso en los 3 meses de la prueba. El
grupo con un mayor incremento fue el grupo tratado con metformina, lo cual puede
deberse al consumo de Fructosa en la alimentacidn de la rata, sin embargo los valores de

HbA1lc mostraron un rango normal al final el periodo de experimentacion.
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En cuanto a la glucemia durante la administracidn crdnica, la reduccién con el extracto
acuoso fue de casi un 52% normalizando los valores de la glucemia desde la semana 4. Al
medir el control metabdlico mediante la cuantificacién de HbAlc, se observé que los
valores eran menores a 6.5%, lo que se traduce en un excelente control. Para explicar este
fenédmeno recordemos que la hiperglucemia favorece que la glucosa participe en
reacciones no enzimaticas con proteinas (reaccién Maillard) como con la hemoglobina que
es susceptible a este proceso de glicacion (Rajamani et al. 2005). Para formar lo que se
conoce como hemoglobina glicosilada. Por lo que al disminuir la absorcién de la glucosa
del lumen intestinal, se restringe la presencia de la glucosa en la periferia ante lo cual no

se producen las reacciones que generan la HbAlcy la fructosamina.

En cuanto a los valores en orina de la rata, al inicio del periodo experimental mostraban
un deterioro del organismo del animal, al finalizar la administraciéon crénica se observo
una normalizacién en valores con la disminucién de la excrecion de glucosa y proteina. El
aumento de la glucosa en orina al inicio del periodo experimental se debidé a que la
glucemia de las ratas sobrepaso el umbral renal de glucosa, por lo que al filtrarse la
glucosa se generd la glucosuria. Es importante recalcar que cuando la glucosa en ayuno
aumenta, los niveles de glucemia en orina se mantienen altos (Yin et al. 2017). Por lo que
el control de la hiperglucemia de la planta mediante los compuestos secundarios
(polifenoles, flavonoides, fenoles) favorecié que las células epiteliales del tubulo proximal
no alcanzaran la reabsorcion de glucosa (umbral renal para la glucosa), lo cual se observd
con la disminucidn de la presencia de glucosa en orina en el dia 90 de la administracién
cronica. Un mecanismo propuesto para explicar la reduccidon de la proteinuria es
mediante la propiedad descrita de los antioxidantes donde estos disminuyen el ARNm vy la

expresion de NF-kB asi como también de las citocinas inflamatorias en podocitos.

63 | Francisco Manuel Orozco Montes



Efecto hipoglucemiante y antioxidante de la administracion de Cuphea | 2018
procumbens en un modelo de animales diabético

Recordemos que uno de los componentes que desencadena un rol importante en la
enfermedad renal es el NF-kB, debido a que su sobreproduccién desencadena el dano
renal, favoreciendo la expresiéon de moléculas inflamatorias como TNF-a, IL-1B y la IL-6
(Sutariya y Saraf, 2018). La presencia de nitritos en la orina de la rata coincide con lo
reportado en animales con diabetes, los reportes muestran una elevada produccién de
oxido nitrico, componente que puede favorecer la formacién del radical libre peroxinitrito,
el peroxinitrito presenta la capacidad de generar nitracidon y oxidacién de proteinas
alterando su adecuada funcién (De Young et al. 2004). En otro estudio se describié en
animales a los cuales se les indujo la diabetes mediante estreptozotocina, una excrecién
elevada de nitritos y nitratos a partir de la semana 6, lo cual sugiere un aumento de oxido
nitrico, la alta concentracién de esta molecula se asocia con la hiperfiltracién glomerular
asi como a una disminucidn de la expresidon de GLUT4 en las células glomerulares y de la
vasculatura renal (Maree et al. 1996). Lo anterior puede explicar la presencia de nitritos al
finalizar la administracién crénica donde se ve reducida la cantidad pero aun existe

presencia en las ratas utilizadas.

Para conocer la capacidad antioxidante de la planta Cuphea procumbens se analizé el
efecto antioxidante In vitro. Podemos observar en los resultados como el extracto,
alcohdlico y acuoso son los que presentan una capacidad antioxidante elevada de acuerdo
a la clasificacion propuesta por Sanchez-Moreno et al. 1998. El extracto acetdnico
presento la mayor capacidad antioxidante, debido a que cuando se realiza la extraccidn,
se obtienen compuestos como flavonoides, ademds de que se puede determinar la
presencia de grupos de aldehido y condensacién de aldol, asi como obtener carotenos y
xantofilas (Delgado-Vargas et al. 2000), se ha descrito que la acetona es el mejor solvente
para obtener flavonoides por su propiedad como solvente aprético que no proporciona
iones OH, al contrario del metanol el cual es un disolvente prético polar que proporciona
iones OH por lo que facilita su interaccién con grupos funcionales polares como los

taninos (Bakari et al. 2017). Lo anterior demuestra la eficacia de la acetona para extraer
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antioxidantes, mientras que el metanol es efectivo en extraer compuestos fendlicos
(Altemimi et al. 2017).

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

Con lo anterior, junto con lo observado en los parametros de la orina y en la hemoglobina
glucosidala, se puede observar que la planta Cuphea procumbens contiene mayor
cantidad que otras plantas de la misma familia, con ello se puede deducir que su
capacidad antioxidantes es mayor.

En el presente trabajo se demostrd que la hierba de la calavera (Cuphea procumbens)
utilizada en la poblacidn de Michoacan si tiene actividad hipoglucemiante y antioxidante
en animales experimentales, lo que proporciona el primer reporte a nivel mundial que

apoya el uso que la poblacion utiliza como tratamiento de la diabetes.
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IX. Conclusiones

e La planta Cuphea procumbens ejerce un efecto hipoglucemiante en ratas con DM1
y DM2

e Los extractos acetdnico, alcohdlico y acuoso presentan metabolitos con
propiedades descritas como antioxidantes e hipoglucemiantes

e Los extractos de la planta muestran capacidad antioxidante In vitro.

e La administracion cronica del extracto acuoso de la planta ejerce un control
metabolico en la DM2

e El extracto acuoso de Cuphea procumbens en administracion cronica normaliza la

glucemia.
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X.  Perspectivas

e Evaluar el efecto antioxidante in vivo utilizando la planta Cuphea procumbens en
un modelo de animales con diabetes tipo 1y 2.

e |dentificar los compuestos responsables del efecto antioxidante e
hipoglucemiante.

e Evaluar la combinaccion del extracto junto con farmacos utilizados cominmente

en México para pacientes con diabetes mellitus tipo | y II.
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Xill.  ANEXOS

Anexo 1

26 de octubre 2017.

Dra. Bertha Fenton Navarro
Universidad Michoacana
de San Nicolas de Hidalgo

PRESENTE:

Hago de su conocimiento la determinacion realizada por la M. en C. Verdnica
Juarez Jaimes y Juan Ismael Calzada, del ejemplar recolectado por Bertha Fenton
M. y Francisco Orozco Montes (1), en la calle Ortiz Rubio, Charo, Michoacan.

El cual se ubica en la familia Lythraceae

Especie: Cuphea procumbens Ortega

Cabe sefalar que esta determinacion botanica esta corroborada con ejemplares
depositados en el herbario, y es valida solamente para el ejemplar referido en la

solicitud OD03102017, el cual se encuentra depositado en el acervo con el
numero de folio 1460945

Sin mas por el momento le envio un cordial saludo.

Atentamente,

M. en C. Verdnica Juarez Jaimes
Programa de determinacion
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