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RESUMEN

Introduccién. Las plantas medicinales aun constituyen el recurso mas conocido y
accesible para grandes nucleos de la poblacién mexicana. La verificacion de los datos de
medicina tradicional incluye bioensayos y caracterizacibn de principios activos. Las
enfermedades cronicas se han convertido en uno de los problemas de salud publica mas
importantes debido a los altos costos de su tratamiento. En este estudio se evalud la
actividad hipoglucemiante del extracto etandlico de la planta medicinal conocida como
gordolobo (Gnaphalium semiamplexicaule), misma que es utilizada empiricamente por la
sociedad mexicana como agente hipoglucemiante.

Objetivo. Evaluar el efecto hipoglucemiante del extracto etandlico de Gnaphalium
semiplexicaule (Gordolobo), en un modelo de ratones CD1 hiperglucémicos.

Material y métodos. La planta fue autentificada en el herbario de la FES Zaragoza
(FEZA)-UNAM se le asign6 el numero FEZA 13450. Se realiz6 una extraccion con
etanol, en un rotovapor. En el ensayo hipoglucemiante se utilizaron 6 grupos de 6 ratones
con un peso promedio de 40 g. Se siguié un esquema de induccién de hiperglucemia con
la aplicaciéon subcutanea de glucosa al inicio del ensayo y a los 60 minutos. Al inicio del
ensayo los animales recibieron por sonda gastrica: solucién salina para el grupo control
negativo, dosis del extracto de 25, 50 y 100 mg/kg para los grupos experimentales,
glibenclamida y tolbutamida para los grupos positivos. Se midi6 la glucemia en intervalos
de 60 minutos por 5 horas. Las muestras de sangre se obtuvieron por incision en la parte
distal de la cola. Para evaluar el posible efecto toxico, en el ensayo de toxicidad aguda se
usaron 24 ratones machos de 35 g formando 4 grupos de 6 animales. Los grupos
tratados recibieron una dosis de 25, 50 y 100 mg/Kg del extracto, mediante sonda
gastrica, el control negativo solo recibié solucién salina. Los animales se observaron
diariamente durante 14 dias. Al final del ensayo se obtuvo los sueros y se extrajeron los
rinones, bazo, higado y corazén y se calculo el peso relativo. En los sueros se determind
TGP/ TGO vy electroforesis de proteinas séricas, debido a que los animales tratados
mostraron hepatomegalia y con esplenomegalia

Resultados. Se observd actividad hipoglucemiante a una a la dosis de 100 mg/kg del
extracto al tiempo 2. No se observaron muertes ni signos de intoxicacion visibles, en los
animales tratados. El grupo tratado con dosis de 25 mg/kg presento hepatomegalia y se
encontraron diferencias significativas a una P<0.05 entre las medias de las enzimas
transaminasa glutamico piruvica (TGP o ALT) contra las diferentes concentraciones del
extracto y el testigo negativo. Los animales tratados con dosis de 100 mg/kg mostraron
una esplenomegalia, en comparacién al grupo testigo, no se mostré diferencia
significativa en los patrones electroforéticos entre los grupos.

Conclusiones. Las diferencias estadisticas significativas encontradas en el ensayo
demuestran que el extracto etandlico de Gnaphalium semiplexicaule “Gordolobo”, a una
dosis de 100 mg/kg tiene actividad hipoglucemiante asi como efecto en bazo en el modelo
usado; pero con los marcadores biolégicos ensayados no encontramos diferencias
significativas entre los grupos. A nivel hepatico se sugiere una posible alteracién celular
hepatica a una dosis de 25 mg/kg




INTRODUCCION

Las plantas medicinales adn constituyen el recurso mas conocido y accesible para
grandes nucleos de la poblacién mexicana. Una planta medicinal es cualquier especie
vegetal que contenga en uno de sus 6rganos, o en toda la planta, los principios activos
con actividad farmacoldgica que se puedan utilizar con fines terapéuticos o que se pueda

emplear como prototipo para obtener nuevos farmacos por hemisintesis.

En México existe una extensa variedad de tratamientos fitoterapéuticos que forman parte
de la herbolaria tradicional mexicana. Soportada por aproximadamente 4 500 especies,
ésta ocupa el segundo lugar a nivel mundial en el nimero de plantas medicinales
registradas. La verificacion entonces, de los datos de medicina tradicional incluye
bioensayos y caracterizacién de principios activos. En México, de un aproximado de 4,000

especies medicinales, escasamente 250 estan validadas farmacolégica y clinicamente.

En este sentido es importante la deteccion e identificacidn de los principios activos ya que
permite corroborar o rechazar las propiedades atribuidas a las plantas, admite detectar
posibles nuevas aplicaciones asi como facilitar el descubrimiento de nuevos productos
medicinales. Un ejemplo claro fue el desarrollo de investigaciones de los efectos de la
planta medicinal Galega officinalis lo que condujo al descubrimiento y sintesis de

metformina, un hipoglucemiante utilizado en el tratamiento de la diabetes mellitus.

En este contexto, las enfermedades cronicas se han convertido en uno de los problemas
de salud publica mas importantes debido a los altos costos de su tratamiento y de la
prevencion de las complicaciones. La diabetes mellitus representa una de las

enfermedades de mayor proporcion dentro de los padecimientos crénicos degenerativos.




Los cambios en el comportamiento humano y los estilos de vida en el ultimo siglo han
provocado un gran incremento de la incidencia mundial de diabetes, sobre todo de tipo 2.
Los efectos de esta enfermedad se magnifican al afectar con mayor frecuencia a grupos

de poblacién cuyos factores sociales o econémicos limitan su acceso al tratamiento.

En este estudio se evaluara el extracto etandlico de la planta medicinal conocida como
gordolobo (Gnaphalium semiamplexicaule), misma que es utilizada empiricamente por la
sociedad mexicana, entre otras cosas como agente hipoglucemiante en el tratamiento de

diabetes mellitus tipo 2.



I MARCO TEORICO

1.1 PLANTAS MEDICINALES

La herbolaria, cdmo se conoce a la practica terapéutica que utiliza plantas medicinales en
nuestro pais continua vigente. Las plantas medicinales aun constituyen el recurso mas
conocido y accesible para grandes nucleos de la poblacion mexicana. En este contexto la
Organizacion Mundial para la Salud reconoce el valor de esta practica terapéutica,
definiendo la medicina tradicional como practicas, enfoques, conocimientos y creencias
sanitarias diversas que incorporan medicinas basadas en plantas, animales y/o minerales,
terapias espirituales, técnicas manuales y ejercicios aplicados de forma individual o en
combinacion para mantener el bienestar, ademas de tratar, diagnosticar y prevenir las

enfermedades.!

Una planta medicinal es cualquier especie vegetal que contenga en uno de sus érganos, 0
en toda la planta, los principios activos con actividad farmacoldgica que se puedan utilizar
con fines terapéuticos o0 que se pueda emplear como prototipo para obtener nuevos

farmacos por hemisintesis.?

Estas sustancias conocidas como principios activos, generalmente son del producto del
metabolismo secundario de la planta. Ademas de que su concentracién y calidad
dependen de diversos factores como la edad del organismo, el clima, la época del afio,

entre otros. Una sola planta medicinal puede contener de ocho a diez principios activos.®

En la actualidad, debido a la estructura econdmica y social que ha adoptado nuestro pais,
las nuevas generaciones menosprecian o ignoran este legado cultural, por lo que se

considera que si no hay un cambio de actitud se perdera irremediablemente en corto




plazo. Por otra parte, muchas de las plantas medicinales utilizadas cotidianamente, son
objeto de sobrecolecta, disminuyendo sus poblaciones y las posibilidades potenciales de

conservacion y aprovechamiento. *

En México existe una extensa variedad de tratamientos fitoterapéuticos que forman parte
de la herbolaria tradicional mexicana. Soportada por aproximadamente 4 500 especies,
ésta ocupa el segundo lugar a nivel mundial en el nUmero de plantas medicinales

registradas.’

1.1.1 Importancia del estudio de las plantas medicinales

El estudio de las sustancias de origen natural que poseen una virtud medicinal se conoce
como farmacognosia, y el efecto que ocasionan esas sustancias en el organismo se
estudia en la farmacologia. La Fitoquimica permite detectar y posteriormente identificar

los principios activos responsables de las propiedades atribuidas a la plantas.

Es importante la deteccion e identificacion de los principios activos ya que permite
corroborar o rechazar las propiedades atribuidas a las plantas, admite detectar posibles
nuevas aplicaciones asi como facilitar el descubrimiento de nuevos productos

medicinales.

La verificacion de los datos de medicina tradicional incluye bioensayos y caracterizacion
de principios activos. En México, de un aproximado de 4,000 especies medicinales,

escasamente 250 estéan validadas farmacoldgica y clinicamente.®

El estudio de hipoglucemiantes naturales por ejemplo, puede llevar al desarrollo de

farmacos con utilidad terapéutica con potencial para el tratamiento de la diabetes mellitus




(DM). Entre los compuestos quimicos aislados de plantas con actividad biologica para el
tratamiento de la DM documentada son: alcaloides, glucosidos, polisacaridos, guanidinas,
glicopéptidos, terpenoides y aminoécidos. Asi, las investigaciones de los efectos de la

planta medicinal Galega officinalis condujo al descubrimiento y sintesis de metformina.’

1.2 FAMILIA ASTERACEAE

La familia Asteraceae ocupa un lugar preponderante en la flora de México, tanto a nivel de
géneros como de especies y contribuye substancialmente a la enorme riqueza floristica
de nuestro pais. Con base en una revision exhaustiva de la literatura taxonémica y
floristica y en la consulta de varios herbarios, se estima que Asteraceae es la mas grande
familia de la flora mexicana, lo que representa el 12,5% de todos los géneros en la todo el
pais. Existen entidades federativas que carecen todavia de inventarios floristicos y en
consecuencia de un recuento actualizado del nimero de especies de Asteraceae que

contienen.®

De la flora nacional, la familia Asteraceae es una de las mas estudiadas; sin embargo aun
se tiene insuficiente conocimiento de ella a nivel regional o estatal. Esta especie se
encuentra dentro de las 7 familias mas utilizadas como agentes hipoglucemiantes, de las

93 que existen en México.’




1.2.1 Gnaphalium semiamplexicaule. D.C. (Gordolobo)

1.2.1.1 Descripcién

Es conocido comunmente como gordolobo, como se muestra en la figura 1 y 2 es una
hierba de 40 cm a 1.5 m de altura con los tallos aterciopelados de color blanquecino. Las
hojas son mas largas que anchas pero pequefias, un poco velludas. Las flores son
amarillentas o blanquecinas y estan reunidas en cabezuelas, se ven plateadas con la luz
del sol. Es originario de México, habita en clima templado entre los 2000 y los 3000
msnm. Asociada a vegetacion perturbada de pastizal, bosques de encino, de pino y mixto

de pino-encino.

Figura 1y 2.- Gordolobo
(Gnaphalium semiamplexicaule)
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1.2.1.2 Informacién taxondémica

Reino: Plantae
Phylum: Magnoliophyta
Clase:  Magnoliopsida
Orden | Asterales
Familia Asteraceae

Género Gnaphalium
Epiteto especifico: semiamplexicaule

Nombre Cientifico: Gnaphalium semiamplexicaule DC.*°

1.2.1.3 Usos del Gordolobo

Las propiedades medicinales que se le atribuyen popularmente a esta planta se
relacionan con la cura de padecimientos respiratorios: como bronquitis, asma e irritacién
de la garganta; pero el uso mas frecuente que se registra, es contra la tos. Se utiliza como
ténico, como remedio para la bilis y para calmar los nervios; para el dolor de estbmago y
célicos. En el tratamiento de estos padecimientos se emplea la parte aérea preparada en
cocimiento y administrada por via oral. Asimismo se le ocupa para lavar heridas y
pustulas; y para estimular la circulacion sanguinea, en varices y hemorroides. También se
reporta su utilizacion como hipoglucemiante en algunas regiones de la republica
mexicana.” Estas aplicaciones terapéuticas mas frecuentes no se han validado

experimentalmente.

En la flora de Durango y zonas adyacentes existen por lo menos once especies de
Gnaphalium sp, mismas que son utilizadas tradicionalmente como medicinales®, sin
embargo es vendido simplemente como Gordolobo, lo que no permite definir exactamente

la especie y la actividad para cada una.




1.2.1.4 Estudios experimentales del Gordolobo

La infusién obtenida de las flores ejercié un efecto relajante en muasculo liso de ileon, y

estimulante en Utero de perro a la dosis de 1g /10ml de agua por animal. Esta infusién

provocd una accion hipoglucémica en el mismo animal, cuando se administré6 por via

intravenosa.!

1.2.1.6 Componentes del gordolobo

Contienen terpenos, flavonoides, glucdsidos y compuestos poliacetilénicos.*

1.3 MODELO DE EXPERIMENTACION

El animal de laboratorio es una de las piezas fundamentales en las ciencias biomédicas.

Son usados como modelos para investigar y comprender las causas, diagnéstico y

tratamiento de enfermedades que afectan al
humano y a los animales, ademas de sus
importantes aportes en la docencia biolégica y en
el desarrollo, produccibn 'y control de
medicamentos, alimentos y otros insumos. La
NOM-062-ZO0-1999, Especificaciones técnicas

para la produccion, cuidado y uso de los animales

>

AN

Figura 3. Raton CD 1

de laboratorio, define a un animal de laboratorio cémo el animal utilizado en la

investigacion cientifica, desarrollo tecnolégico e innovacion, pruebas de laboratorio y

ensefianza.?




La seleccion de la especie animal se realiza atendiendo a criterios de disponibilidad,
sensibilidad y similitud. En relaciéon con la disponibilidad o conveniencia, en general se
utilizan animales pequefios por razones econdémicas que condicionan la infraestructura,
consumo de alimentos, gasto de producto y eliminacion de residuos. La comodidad de
manejo, reproduccion y suministro hacen que los mas empleados sean rata, ratén, conejo,
cobayo, hamster y perro. Los roedores tienen un periodo de gestacion corto, una alta
tasa de fertilizacion y amplias camadas, por lo que es barato producir grandes cantidades
para la investigacion, a la vez que son muy Uutiles para estudiar el potencial reproductivo y
la toxicidad sobre el desarrollo. Las ratas y ratones presentan una alta velocidad

metabdlica, pueden ser sensibles al estrés.

De las cepas empleadas del raton, el CD1 es mas utilizado debido a que es una cepa
definida genéticamente, de reproduccién rapida y comportamiento conocido. Algunas

caracteristicas de las diferentes cepas de raton, se muestran en la siguiente tabla:

Raton:
CD-1:
— Albina, no consanguinea. muy empleada.
— Propensa a neoplasias hepdlicas y amioidosis
C3H:
— Consanguinea, muy empleada.
— Propensa a nooplasias hepaticas.
C578BL:
— Negra y consanguinea
BALB/c:
— Albina, consanguinea.
— Propensa a atrofia testicular,

Tabla 1. Caracteristicas de cepas mas empleadas del raton.
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1.4 ESTUDIOS DE TOXICIDAD

El tamizaje farmacolégico constituye una de las etapas iniciales en la investigacién sobre
plantas medicinales, implementando un conjunto de técnicas relativamente simples que
permiten evaluar la posible accion farmacoldgica y la toxicidad de una planta. Los
modelos de estudio de toxicidad en animales, son protocolos bien definidos disefiados
para proveer una descripcion de los efectos producidos por un compuesto, si estos datos
son propiamente calificados, llegan a ser aplicables a modelos humanos. Hay que tener
en cuenta que los estudios de toxicidad no estan disefiados para demostrar que una
sustancia, principio activo o farmaco es seguro para la salud, sino para encontrar los
posibles efectos tdxicos que este pueda generar. Los estudios toxicologicos ofrecen
informacion sobre la dosis a partir de las cuales los efectos toxicos comienzan a aparecer.
Es imprescindible establecer los efectos toxicos de una sustancia, principio activo o
farmaco y para ello se realizan estudios de toxicidad aguda, subaguda, cronica y

subcrénica sobre animales de experimentacion.?

1.4.1 Prueba de Toxicidad Aguda

Generalmente es la primera prueba de toxicidad que se le hace a una sustancia, farmaco
0 principio activo, y se determina con una sola administracion en un organismo, los
objetivos de este estudio son proveer un estimado de la toxicidad especifica de la
sustancia, muchas veces es expresado como dosis letal aproximada (LD50), también
provee informacién de los 6rganos afectados y otras manifestaciones clinicas de
toxicidad, identificar las diferentes especies que son susceptibles, asi como proveer

informacién para poder disefiar y escoger la dosis en un estudio subcronico.
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1.4.2 Prueba de Toxicidad Subaguda

Esta prueba esta disefiada para obtener informaciéon de la toxicidad de una sustancia,
farmaco o principio activo, después de haber repetido la dosis, sirviendo para establecer
la dosis en el estudio subcroénico, los protocolos tradicionalmente manejan diferentes

dosis de los quimicos en 14 dias de exposicion.

1.4.3 Prueba de Toxicidad Subcrénica

La exposicion subcrénica, puede manejar diferentes periodos de tiempo, desde 1 a 3
meses, en esta prueba se trata de identificar y caracterizar los 6rganos afectados, asi
como determinar dafio en el organismo, por el compuesto después de haber recibido
dosis repetidas. En este tipo de pruebas se realiza evaluaciones hematologicas
(eritrocitos, leucocitos, hematocrito, etc.), clinicos (perfiles enziméaticos), urianalisis, etc.,
esto con el fin de hacer una prediccion en relacion a la dosis-respuesta en una exposicion

cronica.

1.4.4 Prueba de Toxicidad Crénica

Es un estudio disefiado de similar forma a la exposicién subcroénica, la diferencia radica en
gue el estudio se prolonga de 6 meses hasta 2 afios, si el estudio lo requiere, la seleccion
de la dosis es critica en este tipo de estudios ya que se puede llegar a provocar la muerte
prematura del animal con una dosis alta. La toxicidad crénica puede llegar a incluir

caracterizacion carcinogénica del compuesto.
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La verdadera finalidad del estudio es encontrar toxicidad progresiva debido a que la

sustancia toxica se acumula dentro del animal.

1.5 PANCREAS

El pancreas es una glandula que esta situada detras de la parte inferior del estomago y
esta inervado por el sistema nervioso auténomo. Este tiene funciones endocrinas y
exocrinas. El pancreas exocrino contiene acinos, que secretan el jugo pancreatico que
contiene enzimas digestivas y liquidos alcalinos hacia el duodeno por medio de los
conductos pancreaticos. El pancreas endocrino secreta hormonas como la insulina y el
glucagon; esta compuesto por cimulos de células llamados Islotes de Langerhans que se
distribuyen en todo el pancreas exocrino. Estan dispersos en el parénquima pancreatico,
aunque abundan en la cola mas que en el cuerpo y la cabeza de dicha glandula. Los
islotes beta comprenden aproximadamente 2% del volumen de la glandula, en tanto la
porcién exocrina de la misma compone el 80%, y el resto esta integrado por conductos y

vasos sanguineos.™
Estos islotes contienen tres tipos principales de células secretoras de hormonas:

e Las células o: secreta el glucagon, que moviliza el glucégeno del higado y suprime
la secrecion de insulina; el glucagon es crucial para mantener la concentracién

normal de glucosa sanguinea entre las comidas.

e Las células B: secretan insulina, que induce la utilizacion y almacenamiento de

glucosa.
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e Las células &: secretan somatostina y gastrina, que regulan la funcion de las
células o y B mediante la supresion de la liberacion de insulina, glucagon y

polipéptidos pancreéticos.

Las hormonas secretadas por los islotes pancreaticos son elementos de control
importantes del metabolismo de carbohidratos, proteinas y lipidos. La secrecion de

insulina aumenta cuando se incrementan:

La glucemia

Aminoéacidos

Potasio, fosfato y magnesio

Glucagon y gastrina

La energia en forma de glucosa es esencial para el funcionamiento humano 6ptimo. La
glucosa es un monosacarido derivado de los carbohidratos de la dieta. El exceso de
glucosa se almacena como glucégeno en el higado. La glucosa sanguinea induce la
liberacion de insulina. La insulina es una hormona anabélica necesaria para la captacion
de glucosa por parte de muchas células, en especial las del higado, musculo y tejido
adiposo. No es necesaria para la captacion de glucosa en cerebro, eritrocitos, riflones y

cristalino del ojo.*

La insulina desempefia una funciébn anabdlica e incrementa el almacenamiento de
glucosa, acidos grasos y aminoacidos. El glucagon tiene una funcion catabdlica, pues
moviliza los tres nutrientes (carbohidratos, proteinas y grasas) y los hace pasar a la

corriente sanguinea.
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El exceso de insulina causa hipoglucemia, que puede generar crisis convulsivas y coma.
La deficiencia de la misma hormona, absoluta o relativa, ocasiona diabetes mellitus
(aumento de la glucemia por largo tiempo) enfermedad compleja y debilitante que puede
culminar en la muerte si no es tratada. La deficiencia de glucagon puede originar
hipoglucemia y el exceso de esta hormona empeora la diabetes. La produccion excesiva
de somatostatina por el pancreas origina hiperglucemia y mas manifestaciones de la

diabetes.*?

1.6 INSULINA

La insulina es una proteina compuesta por dos cadenas peptidicas (cadena A y cadena B)
gue se conectan por dos enlaces disulfuro. Tiene un peso molecular de 5700 daltones. De
una especie a otra, se detectan diferencias pequefias en la composicion de aminoacidos
de su molécula; ellas casi nunca bastan para alterar o disminuir la actividad biol6gica de
una insulina particular en una especie heteréloga, pero bastan para hacer que la insulina
sea antigénica. Hoy en dia, se utiliza ampliamente la insulina humana producida por
bacterias con tecnologia de bioingenieria de acido desoxirribonucleico (DNA), y con ello

se evita la formacion de anticuerpos.*?

1.6.1 Sintesis y metabolismo

Inicialmente se sintetiza como un precursor, la preproinsulina; se sintetiza en los
ribosomas y entra al reticulo endoplasmico de las células 3, donde enzimas microsémicas

la dividen con prontitud para formar la proinsulina. La proinsulina, que consiste en
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cadenas A y B unidas por un péptido C de 31 aminoacidos, se transporta al aparato de
Golgi donde se introduce en las vesiculas secretoras. Mientras se encuentra en la
vesicula secretora, la proinsulina es dividida en dos sitios para formar la insulina y el
fragmento péptido C y de pequefas cantidades de proinsulina que escapan a la division.
La insulina tiene una vida media en la circulacion de 3 a 5 min y se cataboliza en el
higado como en los rifiones. Alrededor del 50% de la insulina se cataboliza en el higado
en su primer paso por dicho 6rgano después de que se secreta a partir del pancreas hacia
la vena porta. En contraste tanto el péptido C como la proinsulina so6lo se catabolizan en
los rifiones, por ende, tienen vida media 3 a 4 veces mas prolongada que la de la insulina

en si.t®

Las hormonas anabdlicas, incluida la insulina, favorece la sintesis de compuestos
complejos en el cuerpo, cdmo las proteinas y los aminoacidos. La insulina tiene varias

funciones clave:

Induccion del uso de glucosa, lo que disminuye su concentracion sanguinea.
e Estimulacién de la sintesis de proteinas.

e Estimulacion de la sintesis y almacenamiento de lipidos.

¢ Facilitacién del transporte de potasio, fosfato y magnesio hacia las células.

e La sintesis y disponibilidad de insulina depende del pancreas.*®

1.6.2 Secrecion

Los estimulos metabdlicos mas potentes para que la insulina se secrete son la glucosa y

los aminoacidos que actian de manera sinérgica. Los triglicéridos y los acidos grasos solo
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tienen un efecto estimulador pequefio. Como respuesta a la ingesta oral de glucosa, la
secrecion de insulina sucede en dos fases. La primera representa la liberacién de insulina
almacenada en los granulos secretores. Aproximadamente 10 minutos después, cuando
los granulos secretores se han agotado, hay una liberacion de insulina gradual y
sostenida que puede durar por varias horas en individuos normales y que depende de la
sintesis de nuevo de la hormona. La produccion vy liberacién de insulina por la célula §,
incluye los siguientes eventos celulares: la glucosa entra a la célula gracias al trasportador
de glucosa GLUT 2, de inmediato se fosforila por la enzima hexocinasa y se inicia la
glucdlisis que genera ATP lo que cierra los canales de potasio y se despolariza la
membrana, esto induce la entrada de Ca®" que a su vez moviliza la salida de la insulina de

los granulos secretores a través de la membrana de la célula B junto con el péptido C.*°

1.6.3 Mecanismo de accion

Los receptores para insulina se hallan en muchas células corporales, incluidas aquéllas
donde dicha hormona no regula la captacion de glucosa. El receptor de insulina, con peso
molecular de 340 000, aproximadamente, es un tetrAmero compuesto de dos subunidades
a. Las subunidades a se unen a la insulina y son extracelulares, en tanto las subunidades
B se sitian a todo lo ancho de la membrana. Las porciones intracelulares de las
subunidades B tienen actividad de tirosina cinasa. Los dos tipos de subunidades estan
glucosilados y los residuos “azucarados” se extienden al interior del liquido intersticial. La
union de la insulina activa la tirosina cinasa de las subunidades B y asi se produce
autofosforilacion de dichas unidades a nivel de los residuos tirosinicos. La

autofosforilacién es necesaria para que la insulina ejerza sus efectos biologicos; también
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activa la fosforilacion de algunas proteinas citoplasmicas y la desfosforilacion de otras, de
modo predominante los residuos serinico y treoninico. El sustrato del receptor insulinico 1
(IRS-1) media algunos de los efectos en los seres humanos, pero existen también otros
sistemas efectores. Por ejemplo, los ratones en los cuales se ha “eliminado” el gen del
receptor insulinico muestran, desde la vida fetal, notable retraso del crecimiento, tienen
anomalias del sistema nervioso central (SNC) y de la piel, y al nacer mueren por
insuficiencia respiratoria, en tanto después de la ablacion génica del sustrato del receptor
insulinico 1, muestran so6lo un retraso moderado del crecimiento en la vida fetal, viven y
son resistentes a la insulina, pero por lo demas son casi normales. Los efectos anabélicos
de la insulina en las proteinas que estimulan el crecimiento son mediados por la
fosfatidilinositol 3-cinasa (PI3K) y los datos obtenidos indican que en invertebrados, la via
en cuestion participa en el crecimiento de células nerviosas y la orientacion de axones en

el sistema visual.'®

1.7 DIABETES MELLITUS

1.7.1 Definicién

La diabetes comprende un grupo heterogéneo de trastornos caracterizados por

hiperglucemia debida a la deficiencia relativa o absoluta de insulina.

La NOM-015-SSA2-2010, Para la prevencion, tratamiento y control de la diabetes, define
a esta como: a la enfermedad sistémica, crénico-degenerativa, de caracter heterogéneo,
con grados variables de predisposicion hereditaria y con participaciéon de diversos factores

ambientales, y que se caracteriza por hiperglucemia crénica debido a la deficiencia en la
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produccion o accion de la insulina, lo que afecta al metabolismo intermedio de los hidratos

de carbono, proteinas y grasas. *’

1.7.2 Clasificacion

1.7.2.1 Diabetes tipo 1

Se caracteriza por infiltracion y destruccion de los islotes pancreaticos por células T
reactivas contra el propio tejido. La NOM-015-SSA2-2010, Para la prevencion, tratamiento
y control de la diabetes, define a esta como: al tipo de diabetes en la que existe
destruccién de células beta del pancreas, generalmente con deficiencia absoluta de
insulina. Los pacientes pueden ser de cualquier edad, casi siempre delgados y suelen
presentar comienzo abrupto de signos y sintomas con insulinopenia antes de los 30 afios
de edad. Se han identificado varias formas: La tipo 1A autoinmune; la tipo 1B y la LADA
(diabetes autoinmune latente en adultos.) La tipo 1A es el resultado de un ataque
autoinmune mediado por células citotoxicas contra las células B mientras que la tipo 1B
es mucho menos frecuente y no tiene causa conocida, ocurre principalmente en los
descendientes de africanos que tienen varios grados de deficiencia de insulina entre
episodios esporadicos de cetoacidosis. La variante LADA se caracteriza por una
progresion lenta en la deficiencia de insulina. Esta variante ocurre en aproximadamente
10% de los pacientes adultos, en un inicio los pacientes no requieren insulina y la mayoria
progresan a formas dependientes de insulina. La diabetes tipo 1 contribuye solo con un 5
a 10 % de los casos, sin embargo, su incidencia contindia incrementando en todo el

mundo y tiene serias implicaciones a corto y largo plazo. El manejo de la diabetes tipo 1
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requiere la administracion de insulina, el escrutinio de los niveles de glucosa sanguinea

una dieta adecuada y la atencion de las complicaciones asociadas con la diabetes.*®

1.7.2.2 Diabetes tipo 2

La NOM-015-SSA2-2010, Para la prevencion, tratamiento y control de la diabetes, define
a esta como: al tipo de diabetes en la que hay capacidad residual de secrecion de
insulina, pero sus niveles no superan la resistencia a la insulina concomitante,
insuficiencia relativa de secrecion de insulina o cuando coexisten ambas posibilidades y
aparece la hiperglucemia. Este tipo de diabetes, a menudo se relaciona con obesidad y
estilo de vida sedentario; ésta se caracteriza por la resistencia a la insulina y deficiencia a
la insulina. Es un grupo heterogéneo de pacientes, la mayoria obesos y/o con distribucion
de grasa predominantemente abdominal, con fuerte predisposicion genética no bien
definida (multigénica). Presentan niveles de insulina plasmatica normal o elevada, sin
tendencia a la acidosis, responden a dieta e hipoglucemiantes orales, aunque muchos con

el tiempo requieren de insulina para su control.*®

1.7.2.3 Otros tipos especificos de diabetes

Existen otros tipos especificos de diabetes, las cuales incluyen pacientes con defectos
genéticos en la funcion de la célula beta como las formas llamadas MODY (por sus siglas
en inglés maturity-onset diabetes of the young); otros pacientes tienen defectos genéticos
gue afectan la acciébn de la insulina; otros presentan patologias pancreaticas

(pancreatectomia, pancreatitis aguda, pancreatitis crénica, neoplasia del pancreas,
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hemocromatosis); también puede presentarse en endocrinopatias (Cushing, acromegalia,
glucagonoma, feocromocitoma). Algunos farmacos o téxicos pueden producir diabetes
secundaria (corticoides, acido nicotinico, interferon o, pentamidina, etc.); puede originarse
por agentes infecciosos (rubeola congénita, coxsachie B, citomegalovirus, parotiditis) y
por ultimo, algunas otras enfermedades como los Sindromes de Down, Kleinefelter,
Turner, enfermedad de Stiff-man y Lipoatrofias también pueden originar diabetes mellitus.
En estos casos se hablan de diabetes secundarias. La diabetes gestacional se caracteriza
por hiperglucemia, que aparece en el curso del embarazo, puede desaparecer al término

del embarazo o persistir como intolerancia a la glucosa o diabetes clinica.™

1.7.3 Epidemiologia

Las enfermedades crénicas se han convertido en uno de los problemas de salud publica
mas importantes debido a los altos costos de su tratamiento y de la prevencion de las
complicaciones. Los cambios en el comportamiento humano y los estilos de vida en el
altimo siglo han provocado un gran incremento de la incidencia mundial de diabetes,

sobre todo de tipo 2.

Alrededor del 8.2% de la poblacién entre 20 y 69 afios padece diabetes y, cerca del 30%
de los individuos afectados, desconoce que la tiene. Esto significa que en nuestro pais
existen mas de cuatro millones de personas enfermas, de las cuales poco mas de un
millon no han sido diagnosticadas. Una proporcién importante de personas la desarrolla
antes de los 45 afios de edad, situacion que debe ser evitada. Por otra parte, la
mortalidad por esta causa muestra un incremento sostenido durante las Ultimas décadas,

hasta llegar a ocupar el tercer lugar dentro de la mortalidad general.
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La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) calcula que el numero de personas con
diabetes en el mundo es de 171 millones y pronostica que aumentara a 366 millones en el
afo 2030. En estudios realizados durante la década pasada se previé que la prevalencia
se encontraba entre 8 y 9% en la poblacion mexicana y se calcula que podra llegar a
12.3% en el aflo 2025. En México, desde 1940 la diabetes ya se encontraba dentro de las

primeras 20 causas de mortalidad, con una tasa de 4.2 por 100,000 habitantes.

A partir del 2000 la diabetes es la primera causa de muerte en mujeres y la segunda y
hombres. La diabetes genera un considerable efecto en los sistemas de salud, por ser de
las principales causas de ingreso a hospitales de Secretaria de Salud durante el afio
2000. Ademas la diabetes es la causa mas frecuente de ceguera, insuficiencia renal
terminal, amputaciones no traumaticas e incapacidad prematura, en México y en la
mayoria de los paises. Los efectos de esta enfermedad se magnifican al afectar con
mayor frecuencia a grupos de poblacién cuyos factores sociales 0 econdémicos limitan su

acceso al tratamiento.?

1.7.4 Enfoque terapéutico

El tratamiento 6ptimo para la diabetes ha sido tema de muchas opiniones y controversia
con respecto al ajuste de la estrategia 6ptima de dosificacion para cada individuo. De
forma tradicional, la mayoria de los médicos que tratan pacientes diabéticos favorecen
una estrategia por pasos, con la adicién secuencial del tratamiento a fin de lograr y
mantener las metas glucémicas. Es importante reconocer que el tiempo de presentacion
en la evolucion de la enfermedad es muy variable y podria influir en el tratamiento inicial.*

A fin de enfrentarse a tan grave problema, existe la Norma Oficial Mexicana NOM-015-
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SSA2-2010, Para la prevencion, tratamiento y control de la diabetes, esta define las
acciones preventivas que realizan los sectores publico, social y privado, asi como los
procedimientos para su deteccién, diagnostico, tratamiento y control. Su aplicacion
pretende contribuir a reducir la incidencia que actualmente registra, evitar o retrasar sus

complicaciones y disminuir la mortalidad por esta causa.®

1.7.5 Fisiopatologia

Los distintos tipos de diabetes se caracterizan por unos o varios elementos siguientes:

e Destruccion completa de las células B del pancreas que conduce a la falta de

secrecion de la insulina.

e Disminucién de la secrecion de insulina por disfuncion de las células p como

respuesta a la estimulacién de glucosa.
¢ Resistencia periférica a la insulina.

La ausencia, déficit o resistencia a la insulina genera un estado de hiperglucemia, que es
el aumento de la concentracion sanguinea de glucosa, aunado a la incapacidad de
transportar glucosa y aminoacidos al interior de las células que dependen de la insulina
para este trasporte. Higado, musculo y células adiposas quedan privados de la glucosa
como fuente energética y deben recurrir a otras fuentes menos eficientes para obtener

energia como grasas corporales o incluso proteinas.****
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1.7.6 Fisiopatologia de la Diabetes mellitus tipo 2

El factor de riesgo principal es la obesidad, resultado de influencias genéticas y
ambientales; todos los individuos con sobrepeso tienen resistencia a la insulina, pero sélo
los que no pueden compensarla mediante el incremento de la produccion de insulina en
las células B del pancreas desarrollan la diabetes tipo 2. No hay destruccion auto
inmunitaria del pancreas, sino que la resistencia a la insulina o la disminucion de la
sensibilidad a la insulina de los tejidos metabdlicos, coémo higado, musculo esquelético, y
tejido adiposo conducen a la utilizacion inadecuada de la glucosa. La obesidad favorece la
resistencia a la insulina mediante la liberaciéon de acidos grasos y citocinas de las células
adiposas. Estos compuestos interfieren con las sefales de la insulina, alteran los
receptores para insulina en las membranas plasmaticas de las células blanco e impiden
gue la insulina facilite la entrada de la glucosa a las células del higado, musculo y tejido
adiposo. La concentracion insuficiente de insulina y la resistencia periférica a ésta, genera

lo siguiente:

e Las células B no responden de manera adecuada a la concentracion circulante de

glucosa.

e La liberacién hepatica de glucégeno aunada a la supresion de la insulina por

efecto del glucagon producen una concentracién excesiva de glucosa circulante.

e Los receptores de insulina en el higado, musculo esquelético y tejido adiposo no

responden, lo que vuelve a estos tejidos resistentes de usar la insulina.
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La secrecion del glucagon aumenta de forma significativa; este es el que moviliza el
glucégeno del higado y suprime la secreciéon de insulina. Aunque no hay disminucion en la
cantidad de células B, la concentracion elevada de lipidos séricos, como puede ocurrir con
la obesidad, permite que la grasa se deposite en el pancreas, lo que causa esclerosis y
afecta mas su funcion. Al final este altera el metabolismo de los carbohidratos, grasas y

proteinas.™

1.7.7 Manifestaciones clinicas de la diabetes mellitus tipo 2

Se caracterizan por varias anormalidades metabdlicas, existen en algunos casos los
sintomas tipicos como: polidipsia, polifagia y poliuria. Sin embargo la mayor parte del
tiempo las manifestaciones clinicas se deben a las complicaciones de largo plazo, como

retinopatia, neuropatia o nefropatia diabética.***

1.7.8 Complicaciones

Las complicaciones pueden ser agudas, son de inicio rapido y a menudo incluyen
manifestaciones intensas de disfuncién neuronal, entre ellas se encuentran la
hipoglucemia, cetoacidosis diabética, coma hiperosmolar e hiperglucemia. Las
complicaciones crénicas de la DM se desarrollan sobre todo en tejidos afectados por la
concentracion elevada de glucosa circundante; se clasifican en microvasculares,

macrovasculares y neuropatias.™
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1.8 TRATAMIENTO

El objetivo del tratamiento para la diabetes, es alcanzar en forma segura concentraciones
de glucosa los méas cercanas posible al intervalo fisiologico normal evitando la
hipoglucemia. Ademas como la DM conlleva un riesgo cardiovascular y se acompafa de
otros factores de riesgo en ese ambito, otro objetivo terapéutico es mejorar dicho riesgo;
sin embargo para esto, el ejercicio, la pérdida de peso y la dieta apropiada son bases
importantes sobre las cudles establecer el tratamiento para la diabetes y la consideracién

de estos aspectos aumentaria el control exitoso sobre la glucemia.”*

1.8.1 Agentes Hipoglucemiantes orales

Son un conjunto heterogéneo de farmacos que se caracterizan por producir una
disminucion de los niveles de glucemia luego de su administracion por via oral,
cumpliendo con este proposito a través de mecanismos pancreaticos Yy/o

extrapancreéticos. Estos abarcan cuatro familias de drogas bien definidas'’:
e Sulfonilureas
e Biguanidas
¢ Inhibidores de las o - glucosidasas

e Tiazolidinedionas

1.8.1.1 Sulfonilureas

En 1955, las sulfonilureas empezaron a ser muy utilizadas en el tratamiento de diabéticos
no dependientes de insulina. Los compuestos son arilsulfonilureas con substituciones en
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los grupos benceno y urea. EI mecanismo de accion de estos farmacos comprende
efectos pancreaticos y extrapancreéticos. Los primeros incluyen un aumento de la
estimulacion a las células B del pancreas para la liberacion de insulina, este efecto se
produce por un bloqueo de la bomba K-ATPasa lo que se traduce en una despolarizacion
prolongada de la membrana celular, con el consiguiente ingreso del Ca'" extracelular
provocando la liberacion de la insulina de los granulos secretorios hacia el torrente
sanguineo. Al comienzo del tratamiento los niveles de insulina en sangre se elevan y la
glucemia desciende, en tanto que con la administracion crénica de sulfonilureas, los
valores de insulina disminuyen hasta cifras pre-tratamiento, y se conservan valores
reducidos de glucosa en plasma, el mecanismo intimo de este proceso se desconoce en
la actualidad, pero se supone que se debe a un aumento de la sensibilidad de los tejidos
diana a la accion de la insulina, debido a la normalizacion de la glucemia y al predominio
de los efectos extrapancreaticos. Los efectos extrapancreaticos comprenden
fundamentalmente un aumento de los receptores de insulina en monocitos, eritrocitos y
adipocitos; aumentan el efecto de la insulina y el nUmero de transportadores para dicha
hormona; producen inhibicién de la gluconeogénesis hepatica y aumento del consumo de
glucosa a nivel periférico. La via de administracién es la oral. La absorcién de todas,
excepto glimepirida se altera con la presencia de alimentos en el tubo digestivo por lo cual
se recomienda, para las de accion corta, la administracién de la droga 30 minutos antes
de las comidas. Las sulfonilureas circulan unidas en forma variable (70-99 %) a proteinas
plasmaéticas, principalmente la albumina. El metabolismo es fundamentalmente hepético,
excepto la cloropropamida que sé metaboliza escasamente (menos del 1%); la excrecion

es fundamentalmente renal, excepto la gliquidona que se elimina por via biliar.
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Las sulfonilureas pueden producir ademdas trastornos gastrointestinales, reacciones
hematoldgicas, trastornos hepéticos, reacciones disulfirdmicas, efectos teratogénicos (por
atravesar facilmente la barrera placentaria), por udltimo, producen hiponatremia al
potenciar los efectos de la hormona antidiurética. La principal indicacién de la
sulfonilureas la constituyen los pacientes diabéticos no insulino-dependiente que no

respondan al tratamiento dietético.?

1.8.1.1.1 Glibenclamida

Derivado de la sulfonilurea. Promueve el aumento de la secrecion de insulina por parte de
las células B de los islotes del pancreas mediante un mecanismo aun no definido.
Disminuye la glucogendlisis y la gluconeogénesis hepética. Al parecer aumenta la
sensibilidad a la insulina de los tejidos extrapancreaticos. Se produce una disminucién de
la glucemia s6lo en aquellos pacientes capaces de sintetizar insulina; no influye en la
produccion de insulina por las células 3, pero parece potenciar su liberacion desde estas
células pancreéticas. Su vida media es de 10 horas, el tiempo hasta la concentracion
maxima es de 4 horas; la absorcion es rapida y su unidon a las proteinas es muy elevada
(90%). Se metaboliza en el higado y sus metabolitos inactivos se excretan por via biliar en

50% vy el resto por el rifién. 2

1.8.1.1.2 Tolbutamida

Es un hipoglucemiante oral perteneciente a la familia de las sulfonilureas (clorpropamida,

gliclazida, glibenclamida) que se emplea para el tratamiento de la diabetes mellitus tipo Il
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(no insulinodependiente). Produce un aumento de la secrecion de insulina y una
reduccion del umbral de sensibilidad a la glucosa de las células B y por sus efectos
extrapancreéticos reduce la insulino-dependencia de los tejidos periféricos (resistencia a
la insulina). Luego de su administracion oral se absorbe en forma completa por la mucosa
digestiva, iniciando su efecto a las 1-2 horas para llegar al maximo de las 2 a las 5 horas.
Posee una larga vida media (5 horas), una elevada ligadura proteica (95%) y una amplia
biodisponibilidad (85-100%). Sufre una activa biotransformacion metabdlica hepatica,

siendo su eliminacion renal (85%) y biliar (9%). **

1.8.1.2 Biguanidas

Dentro de esta familia de farmacos, se encuentra los
agentes fenformina, buformina (ambas retiradas del mercado farmacéutico por sus graves
efectos adversos) y metformina. Fundamentalmente es la inhibicion de Ia
gluconeogénesis hepatica y el incremento de la glucodlisis anaerdbica, con la consiguiente
elevacion de alanina, glicerol y 4cido lactico. Otro mecanismo implicado es la disminucién

de la absorcién intestinal de glucosa.®*°

1.8.1.2.1 Metformina

Es un hipoglucemiante oral del grupo de las biguanidas. Buena absorcion oral con una
vida media plasmatica de eliminacion de 3 a 6 horas. Su mecanismo de accién es el
aumento del numero de receptores a la insulina. Se administra por via oral, se absorbe en

el intestino delgado. Su vida media es de 1.3 - 4.5 horas. El farmaco no se une a las
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proteinas plasméticas y se excreta sin cambios por la orina. Dentro de los efectos
adversos los mas frecuentes son de tipo gastrointestinal. El efecto adverso de mayor
riesgo es la acidosis lactica. Su principal indicacién la constituyen los pacientes con
diabetes mellitus tipo 2 y obesidad, que no responden a la dieta ni al ejercicio fisico. Se

las puede utilizar sola o combinada con sulfonilureas o insulina.?

1.8.1.3 Inhibidores de la a-glucosidasa

Las enzimas glucosidasa a se encuentran en el borde en cepillo del intestino, hidrolizan
los oligosacaridos y polisacaridos no absorbibles en monosacaridos absorbibles. La
inhibicién de estas enzimas disminuye las excursiones prospandriales de glucosa y
mejora el control de la glucemia. El farmaco debe estar en el intestino delgado en el
momento de la absorcién, por lo que se debe administrar antes o junto con la comida. La
inhibicion de esta enzima retrasa la absorcion de la glucosa a la circulacién sistémica, por
lo que mejora la concordancia entre la apariencia sistémica de la glucosa ingerida y la
secrecién amortiguada y tardia de insulina que existe en los diabéticos. Su principal
indicacion la constituyen pacientes con DM tipo 2 con valores de glucemia basales entre
140-180 mg/dl y glucemias postprandiales elevadas (entre 180-250 mg/dl), o aquellos

casos en que exista contraindicacién para el uso de sulfonilureas o metformina.?

1.8.1.4 Tiazolidinedionas

Dentro de este grupo se encuentran la troglitazona, la pioglitazona y la ciglitazona, la

primera fue retirada del mercado por sus efectos hepatotdxicos. El mecanismo de accién
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de estos farmacos se lleva a cabo mediante la unién al subtipo g del receptor nuclear de
proliferacién activado por peroxisomas, produciendo de esta manera un aumento en la
transcripcion de genes de las enzimas que normalmente son inducidas por la insulina,
esta accién se lleva acabo fundamentalmente en el tejido muscular y graso, todo esto se
traduce en un aumento de la utilizacion periférica de glucosa. Otro mecanismo descrito es
la inhibicion de la gluconeogénesis hepética. La via de administracion es oral, circulan
unidas a proteinas principalmente (99%) albumina plasmatica y se metabolizan por
conjugacion en sulfoconjugados, &cido glucurénico y quinonas. Se excreta
fundamentalmente por via biliar, por lo cual no se altera con la insuficiencia renal. Su
principal indicacién son los pacientes con diabetes tipo 2 con predominio de resistencia a
la insulina, especialmente cuando existe intolerancia o contraindicacion para el uso de

metformina.'®?

1.9 BAZO

El bazo es un 6rgano linfatico situado en la parte superior izquierda del abdomen, con un
peso aproximado de 150g. Consta de dos tipos de tejidos: la pulpa roja, que contiene
células plasmaticas y macréfagos que vigilan los eritrocitos y los eliminan en caso
necesario; y la pulpa blanca, que es el area linfoide y contiene areas de células Ty B

residentes, no recirculantes, y que se reinen para proporcionar inmunidad adaptativa.?*

1.9.1 Electroforesis en acetato de celulosa para determinar proteinas séricas.

Una particula coloidea o un idn, provistos de carga eléctrica, emigran hacia el anodo o el

catodo bajo la influencia de un campo eléctrico externo. Si las particulas tienen diferentes
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velocidades de desplazamiento, puede aprovecharse esta propiedad para separarlas en
distintas clases. El empleo de fuerzas eléctricas para lograr esta separacion se llama
electroforesis. Las distintas aplicaciones del principio de la electroforesis difieren

principalmente por el medio en el cual tiene lugar la migracion.

Las proteinas son separadas en la electroforesis de zona casi exclusivamente sobre la
base de su carga eléctrica superficial. El medio de sostén es en teoria inerte y no impide
ni estimula el flujo de las moléculas en el campo eléctrico. Generalmente se utiliza tiras de
acetato de celulosa; éstas tienen la ventaja de presentar mayor rapidez en la migracién
electroforética. De manera adicional el acetato de celulosa es transparente, pueden
aplicarse microcantidades de proteinas y es adaptable a los procedimientos
histoquimicos de tincidon. En la técnica las muestras son colocadas en el origen y
separadas por electroforesis durante aproximadamente 90 minutos, empleando
soluciones amortiguadoras alcalinas. Entonces se tifien las tiras para la busqueda de

proteinas y se separan en un densitdmetro.

En el densitometro la tira tefiida se pasa se pasa a través de un haz de luz. La absorcién
es variable debida a las concentraciones proteicas diferentes es descubierta por una
celdilla fotoeléctrica y reproducida por un registrador analogo como un trazo. La
separacion convierte la configuracion de la banda proteica en picos y permite la
determinacion cuantitativa de los principales picos. El suero humano normal es separado
en 5 principales bandas electroforéticas por este método, la albumina, a;-globulina, a,-

globulina, B-globulina y y-globulina.?®
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1.10 HIGADO

El higado es el mayor érgano del cuerpo; en el adulto, representa cerca de 2 por 100 del
peso corporal. Se encuentra en la parte alta de la cavidad abdominal, inmediatamente por
debajo del diafragma, protegido por la parte inferior de la parrilla costal. Su unidad
estructural es el lobulillo, de forma aproximadamente pentagonal o hexagonal en un corte
transversal. En el centro se encuentra la vena central, via de salida de la sangre del
lobulillo, que desemboca en las venas supra hepaticas; a su vez estas se abren a la vena

cava inferior.*°

Es uno de los mas importantes en cuanto a la actividad metabdlica que desarrolla en el
organismo. Dentro de sus funciones destacan: el almacenamiento de glucégeno, sintesis
de acidos grasos y conversidn a cetonas, formacién de lipoproteinas, colesterol y
fosfolipidos, ademas de sintesis de proteinas plasméaticas, conversion y desaminaciéon de
aminodcidos y formacion de urea; detoxificacibn de sustancias enddgenas como la
bilirrubina, bacterias, subproductos y sustancias exdgenas como farmacos. El sistema de
complemento esta constituido por moléculas implicadas principalmente en la defensa
frente a infecciones y células tumorales. Parte de los factores del complemento potencian

la inflamacion y la fagocitosis y actian produciendo la lisis de células y microorganismos.

La mayor parte de los factores del complemento son proteinas plasmaticas y una
pequefia proporcion de ellos son proteinas de membrana. Muchos de los componentes
del complemento (C2, C3, C4, C6, C7, C8, Factor B y Factor I) son polimérficos, es decir
gue existen diferentes formas alélicas que se expresan con distintas frecuencias en
poblaciones o razas. El hepatocito es el principal productor de factores del

complemento®.
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No obstante, por ejemplo los componentes de Cl son sintetizados por las células
epiteliales del intestino y del sistema genito-urinario, C5 Y C8 son sintetizados
principalmente en el bazo y los adipocitos sintetizan factor D. Se ha observado que los
macréfagos activados producen algunos factores del complemento; sin embargo, esto
solo tiene importancia, en el foco inflamatorio. Las citocinas inflamatorias (IL1, IL6 y TNF)
e IFN-y incrementan la sintesis de algunos factores del complemento en el higado.

Existen pruebas funcionales hepaticas que se pueden dividir en:
a) Pruebas que informan sobre posible lesion hepatocelular o citélisis.
b) Pruebas relacionadas con el metabolismo de la bilirrubina.

c) Pruebas que analizan la sintesis hepatica de sustancias necesarias para el

funcionalismo corporal.

Dentro de las pruebas que informan de lesion hepatocelular o citélisis destacan las
transaminasas o aminotransferasas. Estas representan enzimas del metabolismo
intermedio, que catalizan la transferencia de grupos amino del acido aspéartico o alanina al
acido acetoglutarico, formando &cido oxalacético y acido piravico. En el higado se
producen mutiples reacciones de transaminacion, pero las Unicas transaminasas con valor

clinico son dos:

a) Aspartato-aminotransferada o transaminasa glutamicooxalacética (AST O TGO)

cuya vida media es de 48 horas.

b) Alanino-aminotransferasa o transaminasa glutamico-pirtvica (ALT O TGP) con una

vida media de 18 hrs.
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La ALT es més especifica de dafio hepatico que la AST, debido a que la primera se
localiza casi exclusivamente en el citosol del hepatocito, mientras que la AST, ademas del
citosol y mitocondria, se encuentra en el corazén, musculo esquelético, rifiones, cerebro,
pancreas, pulmdn, eritrocitos y leucocitos. La elevacion sérica de transaminasas se
correlaciona con el vertido a la sangre del contenido enzimatico de los hepatocitos
afectados, aunque la elevacién enzimatica puede no relacionarse con la gravedad de la

lesion.?®

1.10.1 Marcadores enziméaticos TGP Y TGO

TGO

La TGO es una enzima bilocular, se encuentra distribuida en el citoplasma y en las
mitocondrias de las células, junto a la TGP cumple un rol diagndstico y de monitoreo de
enfermedades con dafio hepatocelulares y muscular. No hay evidencia de un aumento de
sintesis de transaminasas en enfermedades hepaticas y musculares. Se encuentra en
varios tejidos como el musculo cardiaco, hepatico, cerebro, pancreas, pulmones,
leucocitos y eritrocitos. Un aumento simultaneo de ambas concluye en un proceso de
necrosis hepatocelular de cualquier indole. En algunos casos también se la usa en la
evolucién del infarto de miocardio (IAM), donde la sensibilidad diagndstica es del 96% vy la
especificidad del 86% post angor. Debido a la localizacion intracelular de las
transaminasas (TGP citoplasmatica y TGO citoplasmatica y mitocondrial) es que se puede
inferir que ante un aumento significativo de TGP sobre TGO hay un dafio celular difuso
con ruptura de membranas celulares y compromiso citoplasmatico y con un aumento de

TGO>TGP el compromiso necrético es mas profundo y severo. La magnitud del aumento
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de ambas se correlaciona con la cantidad de células involucradas. El indice de De Rittis
(TGO/TGP) es menor de 1 cuando el dafio es leve (citoplasmatico) en los casos de
hepatitis viral aunado a la menor vida media de la TGO con respecto a la TGP. Cuando
supera a 1 y particularmente 2, la necrosis celular es profunda tal el caso de hepatitis

alcohdlicas o en hepatitis cronicas activas.

Su utilidad clinica abarca:

e Evaluar magnitud del dafio celular en higado y masculo.

e Monitoreo de la evolucion del dafio de los tejidos que la contienen hepatopatia,

cardiopatias.

TGP

La alanina-aminotransferasa (ALT o TGP) es una enzima unilocular (citoplasmatica) cuya
mayor actividad se localiza en el parénquima del tejido hepéatico. En mucha menor
proporcion, se encuentra actividad de ALT en: musculo esquelético, corazoén, rifidn,
pancreas y eritrocitos (en orden decreciente). La actividad de ALT en eritrocitos es 6
veces superior a la del suero. En la medida que se encuentren elevadas especialmente la
ALT se debe inferir que el dafio persiste. Los mayores aumentos de actividad ALT en
suero se producen como consecuencia de alteraciones hepaticas (colestasis, hepatitis
téxicas o virales). La ALT tiene una sensibilidad clinica del 83% y una especificidad clinica
del 84%. En una poblacién con una prevalencia del 8% de enfermedades hepatobiliares,
el valor predictivo positivo de la ALT fue de 31% y el valor predictivo negativo (exclusion
de la enfermedad) fue del 98%. Esto quiere decir que en una poblacion con un 8% de

hepatopatias la ALT normal efectivamente excluye a los pacientes sanos, pero solo uno
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de tres pacientes con ALT patoldgica tiene enfermedad hepética. La enzima ALT es mas
especifica del dafio hepatico que el cociente AST/ALT. Comparando los valores de
actividad ALT en suero con los de AST, es posible determinar el origen hepatico o
cardiaco de una alteracion de los patrones enzimaticos. Ademas, es Uutil la relacién
AST/ALT en las hepatitis alcohdlicas (con necrosis) este indice es generalmente >1,
mientras que en las hepatitis virales es generalmente <1. La determinacion de ALT
adquiere importancia diagnéstica cuando sus valores se comparan con los de otras
enzimas de similar origen tisular, permitiendo asi completar el perfil enzimético de

organos como el higado.
Su utilidad clinica abarca:
e Evaluar dafio hepatocelular en magnitud y evolucion
e Monitoreo de terapéutica hepatotdxica. De hepatitis crénicas.

Screening de hepatopatias junto con gamma GT y pseudocolinesterasa.?’
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Il. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La diabetes mellitus es uno de los padecimientos crénico degenerativos que se presentan
en mayor proporcion en la poblacién mexicana, esto se ha convertido en uno de los
problemas de salud publica mas importantes debido a los altos costos de su tratamiento y
de la prevencién de las complicaciones. La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS)
calcula que el numero de personas con diabetes en el mundo es de 171 millones y
pronostica que aumentara a 366 millones en el afio 2030; asi mismo los efectos de esta
enfermedad se magnifican al afectar con mayor frecuencia a grupos de poblacién cuyos
factores sociales o econOmicos limitan su acceso al tratamiento farmacolégico

convencional.*®

En México la gran diversidad vegetal y la amplia riqueza cultural han favorecido el
aprovechamiento de las plantas con fines medicinales como alternativa al tratamiento
tradicional. El uso empirico de estas ha perdurado hasta nuestros dias y se ha convertido
en la fuente principal de informacién para la produccién de nuevos medicamentos en la
industria farmacéutica. En México alrededor de 4 000 especies de plantas,
aproximadamente 15% de la flora total tienen atributos medicinales, es decir una de cada
siete especies posee alguna propiedad curativa.® El gordolobo es una planta medicinal
gue pertenece a la familia Asteraceae; misma que se encuentra dentro de las 7 familias

mas utilizadas como agentes hipoglucemiantes, de las 93 que existen en México.®

De aqui la importancia de realizar la evaluacién farmacoldgica de la planta utilizada
empiricamente por la poblacibn mexicana, con el propésito de aportar informacién

relevante que justifigue su uso terapéutico.
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II. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general
1. Evaluar el efecto hipoglucemiante del extracto etandlico de Gnaphalium

semiamplexicaule en un modelo de ratones CD1 hiperglucémicos.

3.1.2 Objetivos especificos

1. Recolectar e identificar la planta en estudio Gnaphalium semiamplexicaule.

2. Obtener el extracto etandlico de Gnaphalium semiamplexicaule.

3. Inducir la hiperglucemia temporal en los ratones mediante la aplicacion
subcutanea de glucosa al 50% (Dilucién 1:10) al inicio del ensayo y a los 60

minutos.

4. Evaluar el efecto hipoglucemiante a tres diferentes dosis (25 mg/Kg, 50 mg/Kg y
100 mg/Kg) del extracto etandlico de Gnaphalium semiamplexicaule en ratones

CD1.

5. Comparar la actividad hipoglucemiante del extracto etandlico de Gnaphalium
semiamplexicaule con farmacos hipoglucemiantes de referencia (Glibenclamida y

Tolbutamida).

6. Realizar las pruebas serolégicas correspondientes segun el 6rgano dafiado, para

evaluar la toxicidad del extracto etandlico en un modelo subagudo en ratones CD1.

39



V. HIPOTESIS

El gordolobo (Gnaphalium sp) es utilizado empiricamente como agente hipoglucemiante
por la poblacion mexicana, por lo que se espera que el extracto etanélico de Gnaphalium
semiamplexicaule muestre efectos en la disminucién de los niveles de glucosa al ser

administrado en un modelo de ratones CD1.
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V. MATERIAL

Material biologico

e 36 Ratones CD1, con un peso promedio de 40 g, machos.
e 24 Ratones CD1, con un peso promedio de 35 g, machos
e Suero fresco de raton

Reactivos

e Solucion de Glucosa al 50%

e Goma Gathi al 1%

e Flor de Gordolobo (Gnaphalium semiamplexicalule)

e Agua destilada

e Extracto etandlico del gordolobo

e Colorante de rojo de Ponceau al 5% en solucién acuosa de TCA al 7.5%
e Acido acético glacial al 5% en agua

e Etanol

e Solucion decolorante (solucién acuosa al 40% de N-metil pirrolidona)

Farmacos

e Glibenclamida Pureza 99.2% (Laboratorios SILANES S.A. DE C.V.)
e Tolbutamida Pureza: 99.51% (Laboratorios SILANES S.A. DE C.V.)

Material de laboratorio

e Matraz bola

e Tubos de ensaye

e Espatula de acero inoxidable

e Matraz Erlenmeyer de 1L

e Cajas Petri

e Estuche de diseccion

e Vaso de precipitados 10, 50 y
100 mL

e Pipetas graduadas de 1,5, y 10 ml

e Embudo Buchner

e Jeringasde 10,5,y 1 ml

e Jeringas de insulina

e Tabla de diseccion

e Gasas
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Termometro

Horno de microondas

Estufa

Centrifuga

Bomba de alto vacio

Vortex

Molino de plantas

Glucémetro AccuCheck® Performa.
Equipo de electroforesis Sepratek (Gelman)
Camara de electroforesis Sepratek
Membranas de acetato de celulosa
Multiaplicador de muestras (Gelman)
Equipo automatizado ILAB 600
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VI. METODOS

DIAGRAMA DE FLUJO

1. Recoleccion e identificacion de la planta, y elaboracion del extracto etandlico.

Identificacion por el

. Recoleccién de la planta “Gordolobo”
Herbario (FEZA) de la FES [¢———

Zaragoza y asignaciéon de
folio.
~ -50 -C
Preparacion del extracto y » -Bajo vacio
concentrado etandlico -Rotavapor
Preparacion de reactivos
2. Ensayo bioldgico hipoglucemiante
Ensayo biolégico hipoglucemiante
|
! I v
' GRUPOS 1 -
, Grupo 1: Solucién salina e Medicién de glucosa Basal
1 Grupo 2:Extracto 25 mg/Kg 1
: Grupo 3: Extracto 50 mg/Kg 1
1 Grupo 4: Extracto 100 mg/Kg !
1 Grupo 5: Tolbutamida 40 mg/Kg L v
| Grupo 6: Glibenclamida 0.8 mg/Kg — Administracion del tratamiento
1
________________________ [}
A
A 4

Administracion de la primer carga de glucosa

Administracion de la Medicidn de glucosa a los 60 minutos

segunda carga de glucosa

A

Medicion de glucosa durante 4 horas
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3. Ensayo de toxicidad agudo

Ensayo de toxicidad subagudo

Administracion del tratamiento
< durante 14 dias

GRUPOS

Grupo 1: Solucion salina

Grupo 3: Extracto 50 mg/Kg v

Grupo 4: Extracto 100 mg/Kg

1
! 1
! 1
! 1
! I
! 1
: Grupo 2:Extracto 25 mg/Kg 1

1
1
' ! Sacrificio y obtencion de 6rganos
1

"""""" [ |

indices 6rgano/raton

Obtencion del suero

A\ 4
Pruebas seroldgicas
(Electroforesis y Marcadores
Hepéticos)




6.1 Elaboracion del extracto y concentrado etandlico.

Se recolecto la planta conocida como Gordolobo, en el mercado municipal “Las aguilas”

del municipio de Nezahualcdyotl. Se autentificé en el herbario FEZA-UNAM de la FES

Zaragoza, para la asignacion de un nimero de identificacion.

Se pesaron 200 g de la flor de gordolobo y se trituraron en un molino de plantas.
Se realizé el extracto etandlico de la planta, dejando dos noches en etanol a
temperatura ambiente la planta molida, en un matraz Erlenmeyer de 1L.
Posteriormente se filtré utilizando un embudo de vidrio y gasas.

Enseguida se filtr6 al vacio utilizando papel Whatman del No.2

Una vez filtrado el extracto etandélico de gordolobo, se eliminé el disolvente a una a
una temperatura de 50 °C y bajo vacio, con la ayuda de un rotavapor. Una vez
obtenido el concentrado del extracto etandlico, se dejé secar por dos dias a
temperatura ambiente, posteriormente se mantuvo en un recipiente de vidrio

ambar en refrigeracion, hasta su utilizacién.

6.2 Preparacion de reactivos.

Los reactivos se prepararon el mismo dia que se realiz6 el ensayo biol6gico.

1.

Para el grupo control se utilizé solucién salina como tratamiento.

Se preparé una suspension de goma Ghatti al 1%, calentando en ciclos de 10
segundos en el horno de microondas.

Se preparé una suspension inicial del extracto de gordolobo en goma Ghatti al 1%,

a una dosis de 100 mg/Kg, y se realiz6 una dilucién 1:2 para obtener la dosis de
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50 mg/Kg; de esta lltima se realizd la misma dilucion para obtener la dosis 25

mg/Kg conformando las dosis de los grupos experimentales.

4. Para los grupos testigo positivo, se prepararon suspensiones en goma Ghatti al

1% utilizando como referencia dos farmacos hipoglucemiantes: Glibenclamida

(Dosis 0.8 mg/Kg) y Tolbutamida (Dosis 40 mg/Kg).

5. Asi mismo se realizé una dilucién 1:10, de una solucion inicial de glucosa al 50%

(Dosis de 2mg/kg) para ser administrado en dos cargas (Dosis de 4mg/kg), al

tiempo O (ti) y a los 60 minutos (t1) durante el ensayo biolégico para la induccién

de hiperglucemia.

6.3 Actividad hipoglucemiante. Ensayo bioldgico.

La atencién de los animales y el proceso experimental se llevé acabo de acuerdo a la guia

para el cuidado y uso de animales de laboratorio, de la Norma Oficial Mexicana (NOM-

062-Z00-199).

Los ratones se sometieron a un periodo de ayuno de 16 horas, antes del ensayo.

1. 36 ratones se distribuyeron al azar y se dividieron en 6 grupos de 6 animales; se

marco y se peso a los ratones conformando los siguiente grupos:

Grupo #
Grupo 1

Grupo 2
Grupo 3

Grupo 4
Grupo 5

Grupo 6

Grupo/ Tratamiento/Dosis
Grupo control-Solucién salina

Grupo experimental-Extracto (Dosis 25 mg/Kg de peso)

Grupo experimental-Extracto (Dosis 50 mg/Kg de peso)
Grupo experimental-Extracto (Dosis 100 mg/Kg de peso)
Grupo testigo positivo-Tolbutamida (Dosis 40 mg/Kg de peso)

Grupo testigo positivo-Glibenclamida (Dosis 0.8 mg/Kg de peso)
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Se midi6 la glucosa basal al tiempo O (ti), por un corte de la parte distal de la cola
para obtener la muestra de todos los grupos, utilizando un glucometro Accu-

Check® Performa.

Inmediatamente se administr6 por via oral los diferentes tratamientos: Para el
grupo 1, se le administré6 un volumen constante de 0.2 ml de solucién salina. Para
los grupos experimentales se administré los volimenes calculados del extracto
etandlico de gordolobo para las dosis de (25, 50 y 100 mg/kg) al grupo 2, 3y 4
respectivamente. Posteriormente se administré los volimenes calculados de
Tolbutamida (40 mg/Kg de peso) al grupo 5, y Glibenclamida (0.8 mg/Kg de peso)

al grupo 6.

Una vez administrados los tratamientos, se administro la primera carga de glucosa
de una solucién al 50% diluida 1:10 via subcutanea, con una dosis de 4 mg/Kg de
peso repartida en dos dosis con un intervalo de tiempo de 1 hora, a todos los

grupos al tiempo O (t) para la induccion a la hiperglucemia.

Se midié la glucosa al tiempo 1 (60 minutos) de todos los grupos después de la
primera carga e Inmediatamente se administr6 una segunda carga de glucosa a

todos los grupos.

Se midio la glucosa al tiempo 2, 3y 4 (120, 180, y 240 minutos respectivamente)

posteriores a la segunda carga de esta en todos los grupos®.

Con los resultados se compar6 el efecto del extracto a sus diferentes
concentraciones, los dos hipoglucemiante como control positivo y la solucién
salina como control negativo y se analizaron los resultados mediante una ANOVA

con una confianza al 95%, al existir diferencias estadisticas se procedio a realizar
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la prueba por contrastes ortogonales (post hoc) de Tukey, mediante el programa

SPSS version 21.

6.4 Modelo de toxicidad subagudo

La atencion de los animales y el proceso experimental se llevo acabo de acuerdo a la guia
para el cuidado y uso de animales de laboratorio, de la Norma Oficial Mexicana (NOM-

062-Z00-199).

1. Se distribuyeron al azar 24 ratones CD1 formando 4 grupos de seis animales cada

uno; se marcé y se peso a los ratones conformando los siguiente grupos:

Grupo # Grupo/ Tratamiento/Dosis

Grupo 1 Grupo control-Solucién salina

Grupo 2 Grupo experimental-Extracto (Dosis 25 mg/Kg de peso)
Grupo 3 Grupo experimental-Extracto (Dosis 50 mg/Kg de peso)
Grupo 4 Grupo experimental-Extracto (Dosis 100 mg/Kg de peso)

2. Se administrdé por sonda gastrica los voliumenes calculados de las diferentes dosis
(25 mg/kg, 50 mg/kg y 100 mg/kg) del extracto etandlico de Gnaphalium

semiamplexicaule durante 14 dias.

3. Se observaron los ratones diariamente para identificar alguna anomalia corporal y

de comportamiento.

4. Después de los 14 dias se sacrificaron los animales por medio de un corte en el

plexo axilar con la previa anestesia con éter.
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5. Se colecto la sangre en tubos Eppendorf y se centrifugaron las muestras a 5000
rpm durante 5 minutos para separar el suero y realizar las pruebas serolégicas

posteriormente.

6. Se pesaron los ratones al final del ensayo.

7. Se extrajeron los 6rganos: higado, corazén, bazo y rifiones y se pes6 cada uno de

ellos para obtener la relacion de peso 6rgano/raton.

8. Por medio del programa SPSS ver.21, se realizé un estudio estadistico ANOVA
para identificar diferencias significativas entre las medias de los indices, y se

realiz6 la prueba por contrastes ortogonales (post hoc) de Tukey.

9. Se realizaron pruebas serolégicas correspondientes segun el 6rgano dafiado.

6.5 Pruebas seroldgicas

6.5.1 Electroforesis en acetato de celulosa para determinar proteinas séricas.

1. Setomod la membrana de acetato de celulosa y se sumergié en el amortiguador de

alta resoluciéon Electra®HR Buffer durante 10 minutos.

2. Se llend la cdmara de electroforesis con el amortiguador de corrimiento.

3. Se secO la membrana con un papel filtro.

4. Se colocd la membrana con la ayuda de unas pinzas sobre el soporte de la

camaray se tenso.
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5. Se tomd con un aplicador multiple las muestras de suero y se colocaron sobre la

membrana siguiendo las guias de la camara.

6. Se conecto la cdmara a la fuente y se aplicé 200 V durante 20 minutos.

7. La membrana se tifié con rojo de Ponceau S &cido tricloroacético (TCA) al 7.5%

durante 10 minutos.

8. Se elimind el exceso de colorante sumergiendo la membrana en una solucion

acuosa de acido acético al 5%.

9. La membrana se escurrid y se coloc6 en solucion clarificadora durante 5 minutos.

10. Se colocé la membrana sobre un vidrio desengrasado y se seco con una secadora

de aire hasta lograr que le membrana se transparento.

11. Se leyé la membrana en un software de analisis de imagenes “ImageJ”.

6.5.2 Determinacién de marcadores enzimaticos TGP Y TGO.

Se determinaron las enzimas TGP Y TGO por medio de un equipo automatizado ILAB

600.
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VIl. RESULTADOS

La planta fue autentificada en el herbario de la FES Zaragoza (FEZA)-UNAM por la M en

C Ma. Magdalena Ayala Hernandez. Se le asign6 el nimero FEZA 13450 y un voucher del

espécimen fue depositado en este herbario. 200 g del material se secaron y se molieron,

se obtuvo un extracto etandlico de la planta a una temperatura de 50 °C y bajo vacio, con

la ayuda de un rotavapor. Se obtuvo un rendimiento del 5.7%.

7.1 ENSAYO HIPOGLUCEMIANTE

Gréafica 7.1.1. Al tiempo 2 (120 min.) los valores representan las medias * el error
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estandar, a una p<0.05 para los grupos 5 y 6.

Grupo 1: Solucién salina

Grupo 2:Extracto 25 mg/Kg

Grupo 3: Extracto 50 mg/Kg
Grupo 4: Extracto 100 mg/Kg
Grupo 5: Tolbutamida 40 mg/Kg
Grupo 6: Glibenclamida 0.8 mg/Kg
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Tabla 7.1.1 Resultados de la prueba post hoc de Tukey para la formacion de
subconjuntos de los tratamientos en el tiempo 2 (120 min).

Tratamiento/Dosis N Subconjunto para alfa = .05
1 2 3

Glibenclamida/0.8

mg/kg 6 74.50*

Tolbutamida/40 6 103.33* | 103.33*

mg/kg

Extracto/100 mg/kg 6 155.17 155.17 155.17
Extracto/50 mg/kg 6 177.67* | 177.67*
Extracto/25 mg/kg 6 164.83* | 164.83*
Solucion Salina 6 227.50*

Sig. .070 113 131

La diferencia de medias es significativa al nivel 0.05.-

Gréafica 7.1.2 Al tiempo 3 (180 min.) los valores representan las medias * el error
estandar, a una °p<0.05 para los grupos 4,5y 6.

Glucemia mg/dL

250
Grupo 1: Solucién salina
200 Grupo 2:Extracto 25 mg/Kg
Grupo 3: Extracto 50 mg/Kg
Grupo 4: Extracto 100 mg/Kg
Grupo 5: Tolbutamida 40 mg/Kg
Grupo 6: Glibenclamida 0.8 mg/Kg
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Glucemia mg/dL

Tabla 7.1.2 Resultados de la prueba post hoc de Tukey para la formacion de
subconjuntos de los tratamientos en el tiempo 3.

Subconjunto para alfa
Tratamiento/Dosis N =05
1 2

Glibenclamida/0.8 mg/kg 6 59.17*

Tolbutamida/40 mg/kg 6 70.33*

Extracto/100 mg/kg 6 82.00*

Extracto/50 mg/kg 6 101.50 101.50
Extracto/25 mg/kg 6 101.33 101.33
Solucién salina 6 165.33*

Sig. .587 .168

La diferencia de medias es significativa al nivel 0.05.-

Gréfica 7.1.3 Al tiempo 4 (240 min.) los valores representan las medias * el
error estandar, a una "P<0.05 para los grupos 5y 6.
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Tabla 7.1.3 Resultados de la prueba post hoc de Tukey para la formacion de
subconjuntos de los tratamientos en el tiempo 4.

Subconjunto para alfa
=.05
Tratamiento/Dosis N
1 2

Tolbutamida 40 6 57 67+
mg/kg
Glibenclamida 0.8 6 58 83+
mg/kg
Extracto 100 mg/kg 6 70.00 70.00
Extracto 25 mg/kg 6 71.00 71.00
Extracto 50 mg/kg 6 76.50 76.50
Solucién salina 6 100.00*

Sig. .624 .156

La diferencia de medias es significativa al nivel 0.05.-

7.2 ENSAYO DE TOXICIDAD SUBAGUDA

Tabla 7.2.1 Resultados de la prueba post hoc de Tukey para la formacion de
subconjuntos de los tratamientos en la prueba de toxicidad Subaguda en higado.

Subconjunto para

Tratamiento/Dosis N alfa = .05
1 2
Solucién Salina 6| 4.95817*
Extracto/100mg 6 5.77450( 5.77450
Extracto/50mg 6 6.05883*
Extracto/25mg 6 6.39117*
Sig. 123 .319

La diferencia de medias es significativa al nivel 0.05.-
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Tabla 7.2.2 Resultados de la prueba post hoc de Tukey para la formaciéon de
subconjuntos de los tratamientos en la prueba de toxicidad Subaguda en bazo.

Subconjunto para alfa

Tratamiento/Dosis N = .05
1 2
Solucioén salina 6| .29333*
Extracto/25mg/kg 6 .36000 .36000
Extracto/50mg/kg 6 .37533 .37533
Extracto/100mg/kg 6 .39717*
Sig. .085 .665

La diferencia de medias es significativa al nivel 0.05.-

7.2.1 Electroforesis de proteinas séricas

Se realiz6 una electroforesis de proteinas séricas, con el propdésito de ver una alteraciéon
en las fracciones de las proteinas y comprobar si la esplenomegalia se debia a una
alteracion de las células linfaticas productoras de inmunoglobulinas (fracciones g y y), o

bien componentes de complemento sintetizados principalmente en bazo como C5 y C8.

55



7.2.1 ELECTROFORESIS Carriles 1

8 7 6 5 4 3 2 1

Grupos del 1-6 Tratamiento: solucién salina, 7-12 Tratamiento: Extracto (25 mg/kQg)

Carriles 2
9 10 11 12 13 14 15 16

Grupos del 13-18 Tratamiento: Extracto (50 mg/kG), 18-24 Tratamiento: Extracto
(100 mg/kg)

Carriles 3
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7.2.1.1 Ejemplo de Proteinogramas arrojados por el software de analisis de imagen

ImagepJd.

5160
2753 /\M\
036 11.50 F
50,35 /\
782

13.14
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7.2.2 Enzimas hepaticas

Tabla 7.2.2.1 Resultados de la prueba post hoc de Tukey para la formacion de
subconjuntos de los tratamientos en la determinacion de TGP.

Subconjunto para

Tratamiento/Dosis N alfa = .05
1 2
Extracto/Dosis 50mg/kg | 6 | 41.8333
Extracto/Dosis 100mg/kg | 6 | 48.0000
Solucién salina 6 | 50.1667
6 *63.1667

Extracto/Dosis 25 mg/Kg
Sig. 274 1.000




XI. DISCUSION

La mayoria de los principios activos de las plantas con la actividad hipoglucemiante se
deben evaluar en animales con pancreas sano. Por esa razon se siguié un modelo de
animales hiperglucémicos y no modelos donde se dafia pancreas de los animales con el
uso de alloxana y estreptozotocina, ambos modelos de diabetes insulinopénica. Se
usaron dos hipoglucemiantes como son la tolbutamida y la glibenclamida, el primero con
efecto principalmente en la gluconeogénesis y el segundo su accién principal es sobre

pancreas utilizados en el tratamiento de Diabetes tipo 2.

Para el ensayo bioldgico fue necesario inducir la hiperglucemia en los ratones después de
la carga de glucosa via subcutanea; esto para no dafiar pancreas y observar la actividad
hipoglucemiante de cada uno de los tratamientos administrados. Esto permitié observar la

disminucion de la glucemia a lo largo del ensayo.

Se realiz6 el analisis estadistico ANOVA utilizando el programa SPSS version 21.0 y se

realizd una prueba por contrastes ortogonales (post hoc) de Tukey.

Al tiempo 0 y al tiempo 1 (60 min.) no se presentaron diferencias estadisticas significativas
a una P= 0.05 de los niveles de glucemia, entre los diferentes tratamientos. Sin embargo,
cdmo se muestra en las gréficas del apartado 7.1 al tiempo 2 (120 min.), 3 (180 min.) y 4

(240 min.) existen diferencias entre las medias con una P<0.05.

En la prueba por contrastes ortogonales (post hoc) de Tukey, se observé que al tiempo 2
(Tabla 7.1.1) existe la separacion de tres subconjuntos, el primero engloba a la
tolbutamida y la glibenclamida utilizados como testigos positivos en este ensayo, asi como

el extracto a una dosis de 100 mg/kg, esto se interpreta como que a esa dosis existe
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actividad hipoglucemiante por encontrarse en ese subconjunto. Sin embargo en el
subconjunto 2 engloba sélo a la tolbutamida y a las diferentes dosis del extracto (25, 50 y
100 mg/kg) sin incluir a la solucién salina que fue utilizado como testigo negativo, lo que
también sugiera actividad hipoglucemiante a estas dosis. El subconjunto 3 engloba sélo a
las dosis del extracto y a la solucién salina interpretdndose que este subconjunto no tiene

actividad hipoglucemiante.

La dosis de 100 mg/kg destaca por pertenecer al subconjunto 1 y sugiere un
comportamiento igual a los testigos positivos, ademas de presentar medias mas bajas, en
comparacion con las que presenta el tratamiento con solucion salina; al mismo tiempo se
encuentra en el subconjunto 2 al igual que la tolbutamida, esto sugiere un mecanismo de

accion similar al de la tolbutamida actuando a nivel de pancreas.

Para el tiempo 3 (180 minutos) se puede apreciar que la dosis de 100 mg/kg a los 180
minutos llega a tener un comportamiento similar a un hipoglucemiante (Tabla 7.1.2) por
encontrarse en el mismo subconjunto que los controles positivos, esto sugiere que es la
dosis 6ptima del extracto de la cual se puede partir para producir este efecto; a diferencia
de las dosis mas bajas, que se observan igualmente en el subconjunto 2 donde se

encuentra el testigo negativo.

Asi mismo, las dosis de 25 y 50 mg/Kg se comparten igualmente en el subconjunto 1, sin
embargo se encuentran en el subconjunto 2 englobando también a la solucion salina lo
gue indica una posible actividad hipoglucemiante disminuida. Al tiempo 4 (240 min) se
observa que la Glibenclamida y Tolbutamida siguen su accién hipoglucemiante, sin

embargo la dosis del extracto a 100 mg/kg que presentd actividad al tiempo 3, se

60



comparte nuevamente en los dos subconjuntos (Tabla 7.1.3). Esto se interpreta como que
su actividad hipoglucemiante disminuye.

Es posible que la dosis de 100 mg//kg no sea suficiente para continuar con el efecto
hipoglucemiante, ya que como se muestra en la tabla anterior, aparece nuevamente en
los dos subconjuntos. Cabe resaltar que las medias estdn disminuidas a las
concentraciones de 25 y 50 mg/kg, pero no llegan a diferenciarse completamente del

control negativo.

No se realizaron mediciones de glucemia al tiempo 5, debido a que el ayuno fue de 16
hrs. Al realizar el estudio de toxicidad subagudo, se encontraron diferencias significativas

(P=<0.05) entre las medias de los indices de higado y bazo mediante la prueba de ANOVA.

En la tabla 7.2.1 se observan dos subconjuntos, donde la diferencia significativa de los
indices se presenta a una dosis de 50 y 25 mg/kg respecto a la media de la solucion
salina en el higado, siendo esto un indicador de un posible dafio celular hepatico a estas

dosis.

Asi mismo, en el bazo se obtuvo diferencia significativa (P<0.05) sélo a una dosis de 100
mg/kg como se observa en la Tabla 7.2.2.

Debido a que se detect6 diferencias significativas entre los indices 6rgano/ ratén del
higado y bazo, indicando espleno-hepatomegalia se realizaron pruebas especificas para
cada 6rgano debido a que son los principales indicadores de dafio celular.

No se encontraron diferencias significativas con una P=0.05 entre las diferentes
fracciones de proteinas (o,p y v). Esto implica que no hay alteracion a este nivel segun los

marcadores evaluados.
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Al realizar la pruebas de enzimas hepéticas, se realizd6 un estudio estadistico ANOVA
donde se encontraron diferencias significativas a una P<0.05 entre las medias de las
enzimas transaminasa glutamico piruvica (TGP o ALT) contra las diferentes
concentraciones del extracto y el testigo negativo, a una dosis de 25 mg/kg. (Tabla
7.2.2.1) Lo anterior sugiere que la actividad microsomal del higado esta alterada en

relacion al grupo control.

En la determinacién de TGO, no se encontraron diferencias significativas de las medias
entre los grupos tratados y el grupo control de esta enzima. Los marcadores enzimaticos
TGP Y TGO, sugiere dafio celular cuando se encuentran niveles elevados en plasma; la
TGP, es una enzima especifica de higado e implica mayor actividad en el parénquima del

tejido hepatico.
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X. CONCLUSION

Se autentifico la planta en el herbario de la FES Zaragoza (FEZA)-UNAM donde se le
asigno el nimero FEZA 13450. A si mismo se obtuvo el extracto etandlico de la misma
con un rendimiento del 5.7%. Las diferencias estadisticas significativas encontradas en el
ensayo demuestran que el extracto etanélico de Gnaphalium semiplexicaule “Gordolobo”,
tiene actividad hipoglucemiante a la dosis de 100 mg/kg de peso. En el ensayo de
toxicidad subaguda los animales mostraron esplenomegalia a esta misma dosis; sin
embargo en el estudio electroforético no presentaron alteraciones en las células linfaticas
productoras o en los componentes del complemento sintetizados principalmente en bazo;
a la dosis de 25 mg/kg del extracto se presentaron valores elevados del marcador TGP lo
gue sugiere una alteracion celular hepatica. En el tratamiento de la DM tipo 2, el uso de
plantas medicinales depende en gran medida del sustento cientifico que pueda facilitar

ademas de informacion, confiabilidad para seguir ésta practica cotidiana.
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Xl. PROPUESTA

e Realizar el estudio comparativo hipoglucemiante del extracto del gordolobo, en

medio acuoso y con diferentes disolventes al utilizado.

e Realizar el ensayo comparativo hipoglucemiante con la dosis de 100 mg/kg como

la mas baja, ya que fue a esta donde se presento la actividad hipoglucemiante.

e Consideramos que debe de realizarse un conteo de células presentes en el bazo
entre los grupos y determinar cudles células estan alteradas en el modelo de
intoxicaciéon, debido a que no fue estadisticamente significativo pero si es

clinicamente relevante.
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XIll. ANEXOS

ANEXO 1

1.1 Obtencién de la muestra sanguinea.

1. Se inmovilizara a los ratones dentro de un cilindro de plastico, el cual tiene un

orificio que permitira que la cola quede expuesta.

2. Con unas tijeras quirdrgicas se hara un corte en la parte distal de la cola, y se

obtendra una gota de sangre.

1.2 Determinacion de glucosa con el glucometro AccuCheck® Performa.

1. Se utilizara un frasco nuevo de tiras reactivas, y se introducira el chip que viene

dentro de éste en el glucometro.

2. Se extraerd una tira reactiva del frasco y se volvera a cerrar herméticamente.
3. Se insertara el extremo dorado de la tira en la ranura de tiras del medidor, éste

encendera automaticamente y aparecera en la pantalla un nimero (c6digo).
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4. Se debe asegurar de que el codigo que se encuentra en el medidor coincide con el
codigo en el frasco de tiras reactivas.

5. Cuando se observe una gota de sangre parpadeando en la pantalla del medidor,
se acercarda la gota de sangre al extremo amarillo de la tira (NO se debera dejar
caer la gota de sangre sobre la tira).

6. En la pantalla aparecera el simbolo del reloj de arena, si no aparece significara
gue la muestra de sangre fue insuficiente y hay 5 segundos para repetir el paso
anterior.

7. Después de ver el resultado de la prueba, se extraera la tira del medidor y se
desechara.

8. Se utilizara una tira reactiva para cada muestra.

1.3 Descripcion del Glucometro Accu-Check® Performa

Determinacidn de glucosa; Principio de la prueba

En presencia de la coenzima (PQQ) la enzima de la tira reactiva, glucosa deshidrogenasa,
convierte la glucosa de la muestra de sangre en gluconolactona. Esta reaccion crea una
corriente eléctrica CC inofensiva que su medidor interpreta para un valor de glucemia. La

muestra y las condiciones medioambientales se evallan usando una pequefa sefial CA.

El envase que contiene las tiras reactivas retne los maximos requisitos de seguridad y de

comodidad para el traslado y manipulacion.

Las tiras reactivas Accu-Chek Performa han sido disefiadas con una Tecnologia

inteligente, que le permite detectar y corregir influencias externas como temperatura,
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humedad , dafio en la tira reactiva o muestras insuficiente de sangre, evitando que ellas

interfieran en el resultado.

Finalidad de uso

Tiras reactivas para pruebas cuantitativas de glucemia en sangre capilar, arterial o
neonatal fresca asi como en sangre venosa anti coagulada con heparina de (litio o sodio)
o con EDTA. Sélo para uso con el medidor ACCU-CHEK Performa. El rango de medicion

es 10-600 mg/DI.

Contenido del estuche

Estuche de tiras reactivas, 1 chip de codificacion y prospectos.

Todos los articulos contenidos en el estuche se pueden eliminar en la basura doméstica.
Dado que hay solo cantidades sumamente pequefias de sustancias reactivas, éstas no se

consideran material peligroso de conformidad con las regulaciones de la UE.

Especificaciones del medidor ACCU-CHECK® Performa

o Pantalla LCD

e Apagado automatico:Después de 2 minutos

e Suministro de energia: Una pila de litio CR 2032 o equivalente

e Tipo de medidor: Medidor Accu-Chek Performa

e Rango de medicion:10-600 mg/dL

e Tamafo de muestra: 0.6uL

e Tiempo de medicidon: Aproximadamente 5 segundos

e Condiciones de operacioén del sistema: 6 °C a 44 °C; 10 a 90 % de humedad

relativa.
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Condiciones de almacenamiento del medidor: De -40°F a 158°F (de -40°C a 70°C)
Rango de humedad relativa para operacién: Menos del 85%

Altitud: < 10,150 pies

Capacidad de memoria: 500 valores de glucosa en sangre con hora y fecha,
Promedios semanales, quincenales y mensuales

Dimensiones: 93 x 52 x 22 mm (largo, ancho, alto).

Peso: 62 grs. aprox. con pila incluida.

Construccion: Portatil
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ANEXO 2

Tabla 2.1 ANOVA para el ensayo biolégico hipoglucemiante.
Suma de cuadrados gl Media F Sig.
cuadrética

T1 Inter-grupos 3312.806 5 662.561 1.583 .195
Intra-grupos 12557.500 30 418.583
Total 15870.306 35

T2 Inter-grupos 89369.667 5] 17873.933 7.650 .000
Intra-grupos 70089.333 30 2336.311
Total 159459.000 35

T3 Inter-grupos 42450.222 5| 8490.044 4.192 .005
Intra-grupos 60760.333 30 2025.344
Total 103210.556 35

T4 Inter-grupos 7124.333 5| 1424.867 3.297 .017
Intra-grupos 12963.667 30 432.122
Total 20088.000 35

Ti Inter-grupos 1157.139 5 231.428 .979 447
Intra-grupos 7093.833 30 236.461
Total 8250.972 35
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Tabla 2.2 ANOVA para ensayo de toxicidad.

ORGANO Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadrética

Inter-grupos 6.754 3 2.251 6.146 .004
HEPATICO

Intra-grupos 7.327 20 .366

Total 14.081 23

Inter-grupos .031 3 .010 .588 .630
RENAL

Intra-grupos .356 20 .018

Total .388 23

Inter-grupos .002 3 .001 .245 .864
CARDIACO

Intra-grupos .054 20 .003

Total .056 23

Inter-grupos .036 3 .012 3.822 .026
ESPLENICO

Intra-grupos .063 20 .003

Total .099 23
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Tabla 2.3. ANOVA para electroforesis de proteinas séricas.

Proteinas Suma de al Media Sig.
séricas cuadrados cuadrética
Inter- 81.188 3 27.063 1.685 .202
grupos
ALBUMINA
Intra- 321.266 20 16.063
grupos
Total 402.454 23
Inter- 33.290 3 11.097 1.261 314
grupos
ALFA
Intra- 175.978 20 8.799
grupos
Total 209.268 23
Inter- 119.156 3 39.719 2.557 .084
grupos
BETA
Intra- 310.703 20 15.535
grupos
Total 429.859 23
Inter- 30.899 3 10.300 1.347 .287
grupos
GAMMA
Intra- 152.922 20 7.646
grupos
Total 183.821 23
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Tabla 2.4. ANOVA para enzimas hepaticas.

Enzimas Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadrética

Inter- 1449.458 3 483.153 8.076 .001
grupos

TGP
Intra- 1196.500 20 59.825
grupos
Total 2645.958 23
Inter- 3388.792 3 1129.597 2.789 .067
grupos

TGO
Intra- 8099.833 20 404.992
grupos
Total 11488.625 23
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ANEXO 3 Fotografias

Fotografia 1. Gordolobo. Autentificado en el Herbario FEZA- FES Zaragoza
UNAM.
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