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RESUMEN.

La Diabetes  representa uno de los principales problemas de salud publica,
actualmente es la primera causa de muerte en nuestro pais, ésta es una
enfermedad caracterizada por hiperglicemia. Existen dos tipos principales de
diabetes: en la tipo 1, la causa es una absoluta deficiencia de la secrecion de
insulina; en la tipo 2, la causa es una combinacion de resistencia a la accién de la
insulina y una inadecuada secrecion compensatoria de la misma. La hiperglicemia
cronica de la diabetes esta asociada con un largo periodo de dafio, disfuncién y
falla de varios 6rganos. La informacién etnobotanica reporta cerca de 800 plantas
usadas en el control de la diabetes a nivel mundial, y cerca de 150 de éstas
existen en México, aunque solo un pequefio nimero ha sido estudiado. La chaya
(Cnidoscolus chayamansa) ha sido ampliamente utilizada para el tratamiento de la
diabetes en Meéxico, sin embargo, su uso estd basado en una tradicién y con
pocos antecedentes cientificos. Por lo anterior el objetivo de este trabajo fue
evaluar la capacidad hipogiucemiante y antihiperglicémica del té de la hoja de
chaya en animales sanos y diabéticos inducidos con estreptozotocina. Se trabajé
con tres diferentes isotipos de hojas de chaya ( AGS1, AGS2 y AGS3), siendo
AGS3 la que presenté el mayor efecto hipoglucemiante, por lo que fue usada en el
resto del experimento. La dosis que presenté el mayor efecto, tanto
hipoglucemiante como antihiperglicémico fue de 0.6 g hoja/kg de peso corporal.
Asi mismo, el estado de maduracién de la hoja influyé en la capacidad de
disminuir la glucosa sanguinea. De acuerdo a los resultados obtenidos, la
disminucién de glucosa es por un mecanismo diferente al de la inhibicién de la
absorcién de este carbohidrato. En animales diabéticos tratados con té de chaya
no se observé disminucién en el nivel de glucosa durante el tratamiento crénico,
tampoco tuvo efecto en la ingesta de alimento, consumo de agua, peso corporal,
s6lo en la concentracién de triglicéridos., Los grupos tratados con té sobrevivieron
mas que el grupo control. Por lo anterior, se puede concluir que el té de chaya
s6lo aumenta el tiempo de sobrevivencia de ratas diabéticas y esto podria ser
debido a que acttia a nivel de disminucion de triglicéridos en sangre o bien a una
proteccién antioxidante de los compuestos presentes en ésta.

Palabras clave: diabetes, chaya, hipoglucemiante, antihiperglicémico,
triglicéridos.




SUMMARY

Diabetes represents one of the principal problems of public health. Currently it is
the first cause of death in our country, diabetes is a disease characterized for
hyperglycemia. Two principal types of diabetes exist: in type 1, the cause is an
absolute deficiency of the insulin secretion; in type 2, the cause is a combination of
resistance to the action of the insulin and an inadequate compensatory secretion of
the same one. The chronic hyperglycemic of the diabetes is associated with a long
period of damage, dysfunction and failure of several organs. The ethnobotanic
information reports about 800 plants used in the control of diabetes worldwide,
and close to 150 of these exist in Mexico, although only a small humber has been
studied. Chaya (Cnidoscolus chayamansa) has been widely used for the treatment
of diabetes in Mexico, nevertheless, its use is based on a tradition and with few
scientific precedents. For this reasons objective of this work was to evaluate the
hypoglycemic and antihyperglycemic capacity of the tea of the leaf of chaya in
healthy animals and diabetics induced with streptozotocin. We worked with three
different isotypes of leaves of chaya (AGS1, AGS2 and AGS3), being AGS3 the
one that presented the major hypoglycemic effect, this being the reason for it use
in the rest of the experiment. The dose that presented the major hypoglycemic and
antihyperglycemic effect was of 0.6 g/kg. Likewise, the state of maturation of the
leaf influenced in the capacity to diminish the blood glucose. According to the
obtained results, the decrease of glucose is by a mechanism different from the one
of the inhibition of the absorption of this carbohydrate. In diabetic animals treated
with tea of chaya a decrease was not observed in the level of glucose during the
chronic treatment, neither did it have an effect in the ingestion of food,
consumption of water and corporal weight. However it did cause a decrease in the
concentration of triglycerides. The groups treated with tea lived longer ithan the
control group. For that reason, it is possible to conclude that the tea of chaya only
increases the time of survival of diabetic rats and this might be due to the fact that
it acts to level on decrease triglycerides in the blood or to serve as a antioxidant
protection of the present compounds in this one.

Key words: diabetes, chaya, hypoglycemic, antihyperglicemic, triglycerides.
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I. INTRODUCCION

Las enfermedades crénico degenerativas responden a la sobrepoblacion,
pero principalmente al proceso social, crisis econémica, habitos y déficit de

conocimientos que denotan desviaciones en la salud.

Una de las grandes transformaciones en el perfil epidemiolégico registrada
en las ultimas décadas ha sido sin duda el notable incremento de las defunciones
por enfermedades cronico degenerativas, en gran medida consecuencia de las
acciones en el control de las enfermedades infecciosas y el aumento en la
esperanza de vida. La importancia relativa que tales patologias han cobrado como
causa de muerte es incuestionable, ya que actualmente ocupan los primeros

lugares de la mortalidad general.

La Federacion Internacional de Diabetes (FID) considera que hay 177
millones de personas con diabetes en el mundo. Esta cifra se basa en reportes
proporcionados por 140 paises. Los diez paises con mayor prevalencia de esta
enfermedad en orden de importancia son: India, China, Estados Unidos, Rusia,
Japén, Brasil, Indonesia, Pakistan, México y Ucrania. Se estima que en el afio
2025 México ocupara el séptimo lugar mundial con 12 millones de enfermos (FMD,
2003). La diabetes representa uno de los principales problemas de salud publica y
actualmente es la primera causa de muerte en nuestro pais, (Secretaria de Salud,
2004). El 10.75% de los mexicanos de 20 a 69 afios tienen algtn tipo de diabetes
mellitus, lo que equivale a una poblacién de mas de 5 millones y medio de
personas con la enfermedad (FMD, 2003). La diabetes se ha hecho
estadisticamente significativa desde Ila década de los 80 y ha ido incrementando

rapidamente.

Esta enfermedad es mas frecuente en los grupos sociales con estilo de

vida urbano. La esperanza de vida de un individuo diabético es de dos tercios de




la esperada; mientras que los pacientes con complicaciones cronicas tienen el

doble de posibilidades de morir con referencia a la poblacién general.

Para el control de la diabetes existen medidas dietéticas y cambios de
estilo de vida, ademas de medicamentos, lo que sumado a una vigilancia
adecuada, su aparicién y desarrollo de complicaciones se pueden reducir de una

manera importante.

Conocer esta enfermedad, su tratamiento y prevencién ayudara a buscar
formas de mantener el nivel de glucosa cerca de lo normal para disminuir la

manifestacion de complicaciones.

Investigacicnes etncbotanicas realizadas en México reportan que la
poblaciéon ha utilizado mas de 150 especies de plantas para el control de la
diabetes. La chaya (Cnidoscolus chayamansa) ha sido tradicionalmente
recomendada para diversas enfermedades ademas de la diabetes como son:
obesidad, enfermedades de! rifién, hemorroides, acné y problemas de los ojos
(Diaz-Bolio, 1975). La chaya es un arbusto originario de México el cual produce
hojas en cantidades abundantes, prospera en una amplia variedad de suelos y
climas ademas de ser considerada como una hortaliza rica en proteinas, calcio,
hierro y vitamina A. La chaya también ha resultado ser también uno de los
productos naturales ampliamente utilizado en varias regiones de nuestro pais
debido a que se le ha atribuido un efecto hipoglucemiante. Por lo que, es

importante realizar estudios mas exhaustivos que demuestren dicha capacidad y

justifiquen su uso en el control empiricamente de esta enfermedad.




II. ANTECEDENTES

2.1. Insulina
2.1.1..Via de secrecion de la insulina.

Para que las células incorporen la glucosa, es necesario que la insulina
esté presente en la sangre, ésta acta en la superficie de las células para permitir

la entrada de este carbohidrato.

La homeostasis de la glucosa depende del balance entre su produccion
por el higado y su utilizacion por los tejidos dependientes de insulina, tales como
el tejido adiposo y el musculo; y por los tejidos no dependientes de insulina, tales
como el cerebro y el rifién (Ronald, 1994). La forma de utilizacion de la glucosa es
altamente reguiada, particularmente por hormonas secretadas por los islotes

pancreaticos, la insulina de las células B y el glucagon de las células a.

La glucosa plasmatica se incorpora a las células B de los islotes
pancreaticos y actia como sefial metabdlica, elevando el nivel de ATP intracelular.
Este aumento del nucleétido induce el bloqueo de los canales de potasio sensitles
a ATP, la célula se despolariza y permite el ingreso de iones calcio a través de los
canales de Ca?" dependientes de voltaje. El Ca* intracelular interactia con el
AMP, el cual constituye un estimulo para la formacién de AMPc y éste activa a la
proteina cinasa A (PKA), de modo que Ca?* y PKA, modulan la liberacién de

insulina al plasma (Williams,1997) (Figura 1).

Para que la célula B sea capaz de liberar insulina ante el estimulo que
significa la presencia de glucosa plasmatica, ésta debe tener la facultad de

sintetizarla. La insulina se sintetiza en los ribosomas ligados al reticulo

endoplasmico en forma de preproinsulina, la cual consta de cuatro segmentos: la
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Figura 1. Liberacién de insulina por la célula . El aumento de ATP intracelular (1) induce

el bloqueo de canales de K*(2), la célula se despolariza e ingresa Ca? (3) el cual activa a

PKA (4) para provocar la liberacion de insulina (5) (Williams, 1997).




cadena A, el péptido C, la cadena B y una secuencia aminoacidica denominada
PRE. Esta preprohormona tiene un peso molecular inicial de 11500 daltones, pero
se escinde a continuacion en el reticulo endoplasmico; mediante la accién de
enzimas especificas, el segmento PRE es cortado de la estructura dando origen a
la proinsulina de un peso molecular de 9000 daltones aproximadamente. Existen
dos puentes disulfuro que mantienen ligadas las cadenas A y B y un tercer puente
disulfuro entre los residuos aminoacidicos nimero 6 y 11 de la cadena B. La
mayor parte de la proinsulina es escindida todavia mas en el aparato de Golgi.
Enzimas especificas cortan la estructura a nivel del residuo aminoacidico 1 de la
cadena A y 30 de la cadena B, liberando al péptido C, el cual es posible detectar
en plasma. Al perder el péptido C, la proinsulina se convierte en insulina, la cual se
encuentra biolégicamente activa y en condiciones de ser secretada (Morimoto,
2000).

De esta forma, la insulina es secretada por las células p de los isiotes de
Langerhans del pancreas en respuesta al incremento en los niveles de glucosa.
Ademas, en el higado (a través de la disminucién de la gluconeogénesis y
glucdlisis) disminuye la salida de glucosa y en el tejido muscular y adiposo
promueve la incorporacién de glucosa al intericr de la célula. La vida media de Ila
insulina en plasma es de cinco a seis minutos en sujetos normales y en pacientes

con diabetes no complicada (Sodoyez y'col., 1983).
2.1. 2. Mecanismos de accién de la insulina.
La insulina endégena, como aquella que es administrada exégenamente

con fines farmacolégicos, tiene diversos mecanismos de accién, como se puede
deducir por la gran diversidad de respuestas bioldgicas y el desarrollo temporal de

éstas.




Las respuestas celulares van desde la regulacion del flujo i6nico con
tiempos de respuesta del orden de los milisegundos, a la estimulacién de la

divisién celular, con una temporalidad de decenas de horas.

En términos generales podemos distinguir diferentes tipos de respuestas
celulares a la insulina: Regulacién del flujo de iones de Na*, K' y Ca",
estimulacion del receptor cinasa de tirosina, fosforilacion de proteinas mediada por
receptores, estimulacién del transporte celular de glucosa, activacién de enzimas
(glucéogeno  sintetasa, piruvato deshidrogenasa, acetil-CoA-carboxilasa),
estimulacion del transporte de aminoacidos y de la sintesis proteica, regulacién de

la transcripcién génica y estimulacién de la divisién celular.
2.1.3. Regulacion del transporte de glucosa via insulina

El principal rol de la insulina es controlar la concentracién de la glucosa, al
estimular el transporte de este monosacarido ai interior de las células musculares
y adiposas, asi como al reducir la produccién de glucosa por el higado (Bimbaum,
1993). La accién de la insulina se inicia a través de la unién de esta hormona a los
recepiores de la superficie de las células, esto produce una cascada de eventos

de fosforilacion intracelular (Figura 2).

Los eventos después de la unién de la insulina a su receptor son
altamente regulados y especificos. El primer paso de la accién de la insulina a
nivel celular es la unién de la hormona a su receptor. El receptor de la insulina (IR)
solamente se expresa en musculo, tejido adiposo, higado y pancreas. Este es una
proteina tetrameérica compuesta por dos subunidades o (peso molecular ~135
kDa) ricas en cisteinas y glicinas que interactian con la insulina y se unen por
puentes disulfuro a dos subunidades B (peso molecular ~95 kDa) que atraviesan la
membrana plasmatica y cerca de la regién carboxilo terminal se encuentran los

residuos de tirosinas. Ademas IR es un miembro de una familia de enzimas

llamadas cinasas de tirosina (Kasuga y col., 1982).
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Cuando la insulina se une a la subunidad o. del receptor de la insulina,
ocurre un cambio conformacional en estas subunidades y tanto la autofosforilacion
cémo la actividad cinasa en la subunidad B son estimuladas. Esto permite la
transferencia de grupos fosfato del ATP a muiltiples residuos de tirosina en el
receptor de la insulina, asi como la fosforilacion de substratos de proteinas

. intracelulares (Ronald, 1994).

Después de la autofosforilacion del receptor, se inicia la activacion de las
cinasas de tirosina sobre los sustratos del receptor de la insulina (IRSs). Se han
identificado cuatro proteinas de IRS, siendo IRS-1 e IRS-2 (185 y 195 kDa,
respectivamente) responsables del control de la glucosa. Las proteinas IRS
contienen en su regién NHx-terminal un grupo homoélogo a pleckstrina (PH) que se
asocia con fosfolipidos de membrana y/o proteinas intracelulares, seguido de un
sitio de union a fosfotirosina (PTB), la cual interactiia con la tirosina 960 en el
motivo NPXY del receptor de la insulina (Morris, 1998). Otra regién censervada
es el motivo YXXM que se une al dominio SH2 de la subunidad p85 de la cinasa
de 3 fosfatidilinositol (P13-cinasa) (Cruz y col., 2000).

La primera molécula cuesta abajo que fue asociada con IRS-1 es la PI3-
cinasa, que pertenece a la familia de proteinas con actividad enzimatica que
fosforilan a lipidos de inositol de la membrana. Esta enzima esta compuesta de
una subunidad catalitica de 110 kDa y una subunidad reguladora de 85 kDa,
fosforila la posicién D-3 del anillo de inositol de fosfoinositidos y produce fogfatidil
inositol 3 fosfato, fosfatidil inositol 3,4-bifosfato y fosfatidil inositol 3,4,5 trifosfato
(Goodyear y col., 1995). Estos lipidos especializados sirven para reclutar dominios
de homologia a pleckstrina contenidos en proteinas como la proteina cinasa D
(PDK), la cual tiene un dominio catalitico en la regién N-terminal y un dominio PH
en la regién C-terminal que sirve como sito de unién a fosfoinositidos con una alta

afinidad (Cantrell, 2001). Después del reclutamiento a la membrana, Akt es

fosforilada y consecuentemente activada, por PDK.




La cinasa de serina-treonina Akt (también conocida como proteina cinasa
B, PKB) es mediadora de muchos efectos de PI3K y consecuentemente juega un

papel central en la via de sefializacion de ésta.

La activacion de Akt es un proceso de multiples pasos que involucran
tanto la unién a la membrana como la fosforilacién de la misma. Cuando PI3K se
activa e induce la formacion de fosfoinositidos, Akt es reclutada a ia membrana
donde se une con estos fosfoinositidos a través de su dominio PH (Franke y col.,
1997). Su activacién involucra un cambio conformacional y fosforilacion en dos
residuos. Uno de los sitios de fosforilacién se encuentra en el dominio de cinasa
(Thr 308 en Akt1) y es fosforilada por otro dominio PH contenido en la proteina
PDK1. Se cree que este es el mayor evento de fosforilacion. En adicién, una
segunda fosforilacion en el sitio C-terminal (Ser 473 en Akt1) es requerido para
tener su maxima actividad. Después de su activacion, Akt puede fosforilar a
diversos sustratos en el citoplasma ’y en el nucleo. La fosforilacion de PKB
correlaciona con la translocacion de los transportadores de glucosa (GLUT4) a

superficie celular.

Los transportadores GLUT estdn encargados dei ingreso de los
monosacaridos a todas las células del organismo. Se han identificado trece de
ellos enumerados desde el GLUT 1 hasta el GLUT 13 (Diaz y col., 2003) (Cuadro
1). Sin embargo, se demostré afios mas tarde que GLUT7 no tenia funcién de
transportador de glucosa (Uidry y col., 2001; Rogers y col., 2002).

La proteina GLUT 4 se expresa en tejidos donde el transporte de glucosa
depende de insulina: el musculo (cardiaco y esquelético) y el tejido adiposo. El

GLUT 4 es una proteina que atraviesa 12 veces la membrana plasmatica y es

entre los dominios seis y siete donde se localiza el sitio de entrada de la glucosa.




Cuadro 1. Caractenstlcas delos transportadores de glucosa GLUT (Dlaz y col., 2002)
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En ausencia de insulina, alrededor del 90% de GLUT 4 se encuentra
secuestrado en vesiculas intracelulares que son llevadas hacia la membrana
plasmatica por la activacion previa del complejo proteico Pl3-cinasa y las proteinas
PKB/Akt. Las vesiculas transportadoras contienen proteinas V-SNARE (conocida
como sinaptobrevina), VAMP2 y VAMP3 que interactian fisicamente con las
proteinas T-SNARE (conocida como sintaxina 4 y SNAP23) que se encuentran
localizadas en. la cara interna de la membrana plasmatica. Otras proteinas
accesorias del tipo Munc18c, Synip y NSF se requieren en los eventos de anclaje
y fusion de las vesiculas de GLUT con la membrana. Ademas, en esta asociacion
participan las proteinas del citoesqueleto como la actina y la tubulina que
interactian con los complejos proteicos para la movilizacién y anclaje de los GLUT

en la membrana plasmatica (Cruz y col., 2000).

2.2. Resistencia a la insulina .

La resistencia insulinica (RI) es un estado caracterizado por disminucién
de la accién de la insulina, lo que implica una respuesta biolégica aiterada a las
acciones de la hormona en el metabolismo de los hidratos de carbono, proteinas y

lipidos.

Existen evidencias de que los acidos grasos libres (AGL) constituyen un
vinculo importante entre la obesidad, la resistencia a la insulina y la diabetes tipo
2. La elevacién del nivel de AGL inhiben el transporte de glucosa y/o la
fosforilacion del receptor de insulina, lo que trae como consecuencia la reduccién
tanto en la velocidad de oxidacién de la glucosa como de la sintesis de glucégeno
en musculo (Roden y col., 1996). Las moléculas participantes en el mecanismo de
sefalizacion de lipidos pueden derivarse de los AGL y entre ellas se incluyen el
diacilglicerol. Se ha reportado que en ratas Zucker (modelo de diabetes tipo 2) el
mecanismo por el cual niveles elevados de 1,2-diacilglicerol pueden reducir la

respuesta a la insulina involucran efectos en la unién y fosforilacién del receptor

(Turinsky y col., 1990). El diacilglicerol activa a la cinasa de proteina C6 (PKC 0)




(itani y col., 2000), el mecanismo por el cual esta proteina puede contrarregular
uno o mas pasos involucrados en el transporte de glucosa y metabolismo incluyen
la disminucién de la autofosforilacién y actividad de cinasa de tirosina del receptor
de la insulina, la inactivacion de la sintasa de glucégeno, la inhibicién de la
actividad de Akt1 y Akt3 y el incremento de la degradacién del receptor de insulina
(Proietto y col., 1999; Qu y col., 1999).

2.3. Diabetes
2.3.1. Definicion.

La diabetes es un grupo de enfermedades metabdlicas caracterizada por
hiperglicemia, la cual es el resultado de defectos en la secrecién de insulina, en la
accion de la insulina o ambos ( The Expert Committee, 2002). Ocasionalmente la
diabetes produce sintomas desde su inicio'y otras veces no presenta ninguno por
lo que puede pasar totalmente inadvertida. La hiperglicemia cronica de la diabetes
esta asociada con un largo periodo de dafio y disfuncién de varios érganos,
especialmente de los ojos, los rifiones, los nervios, el corazén y los vasos

sanguineos.
2.3.2. Tipos de diabetes

La mayoria de los casos de diabetes se encuentra dentro de dos
categorias etiopatogénicas. La primera llamada diabetes tipo 1, que es causada
por una absoluta deficiencia de la secrecion de insulina y la segunda, denominada
como diabetes tipo 2 que es de mayor prevalencia que la anterior, causada por

una combinacién de resistencia a la accion de la insulina y una inadecuada

secrecion compensatoria de la misma.




2.3.2.1 Diabetes tipo 1

Esta forma de diabetes llamada previamente diabetes insulino-
dependiente, diabetes tipo1, o diabetes juvenil resulta de una destruccién

autoinmune de las células  del pancreas (The Expert Committee, 2002).

En esta forma de diabetes, la velocidad de destruccién de las células 3 es
totalmente variable, siendo rapida en algunos individuos (principalmente nifios) y
lenta en otros (principalmente adultos). Algunos pacientes, particularmente los
nifios y adolescentes, pueden presentar cetoacidosis como primera manifestacion
de la enfermedad. Otros desarrollan moderada hiperglicemia en ayuno que puede
cambiar a hiperglicemia severa y/o cetoacidosis en presencia de infeccién o
estrés. Otra forma silenciosa, particularmente en adultos, es aquella en la que las
células B pueden tener funcién residual, suficiente para prevenir la cetoacidosis
por muchos afios. La gran mayoria de individuos que presentan diabetes tipo 1
empiezan a ser dependientes de insulina para sobrevivir y presentan un alto riesgo
de desarrollar cetoacidosis. Posterior a este estado de la enfermedad, hay poca o
nula secrecién de insulina, la cual se pone de manifiesto por bajos o indetectables
niveles del péptido C en plasma. La diabetes autoinmune cominmente ocurre en
nifios y adolescentes, pero puede ocurrir a cualquier edad.

2.3.2.2 Diabetes tipo 2

Esta forma de diabetes, previamente llamada diabetes no insulino-
dependiente, diabetes tipo 2, o diabetes del adulto, es el término usado para
individuos quienes presentan resistencia a la insulina y usualmente deficiencia de
insulina, aunque a veces es absoluta. Al menos al inicio y casi durante toda su
vida, estos individuos no necesitan tratamiento con insulina para sobrevivir.
Aunque las etiologias de esta forma de diabetes no son conocidas

completamente, la destruccién autoinmune de las células 8 no ocurre. .
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La diabetes tipo 2 o diabetes no insulino-dependiente representa mas del
90% de los casos y se caracteriza por: 1) resistencia a la accién de la insulina para
la apertura de canales de glucosa en tejidos periféricos, especiaimente en
musculo esquelético y adipocitos, 2) disminucién de la accién de la insulina para
inhibir la produccién de glucosa hepatica, y 3) alteracién en la secrecion de
insulina. Inicialmente, el incremento en la secreciéon de insulina compensa la
resistencia a esta hormona, pero cuando la enfermedad comienza la

compensacion por las células B se altera (The Expert Committee, 2002).

Muchos pacientes con ésta forma de diabetes son obesos y esta
obesidad causa cierto grado de resistencia a la insulina. Los pacientes que no son
obesos pueden tener un incremento en porcentaje de grasa distribuida
predominantemente en la region abdominal (Kissebah, 2000). La cetoacidosis
puede ocurrir espontaneamente en este tipo de diabetes, cuando se observa, se
asocia usualmente con el estrés o con infecciones. Esta” forma de diabetes
frecuentemente no es diagnosticada en varios afios porque la hiperglicemia se
desarrolla gradualmente, en estados tempranos no es severa y el paciente no
presenta ninguno de los sintomas clasicos de diabetes. Sin embargo, tales
pacientes van incrementando el riesgo de desarrollar complicaciones

macrovasculares y microvasculares.

Las anormalidades en el metabolismo de carbohidratos, lipidos y
proteinas en la diabetes es debida a la deficiente accion de la insulina en tejidos
blanco. El dafio en la secrecién y defectos en la accién de la insulina
frecuentemente coexisten en el mismo paciente. Los sintomas de una marcada
hiperglicemia incluyen poliuria, polidipsia, pérdida de peso, algunas veces
polifagia, y vision borrosa. Las complicaciones a largo plazo incluyen retinopatia

con una potencial pérdida de la vision; nefropatia que conduce a falla renal;

neuropatia periférica, con riesgo de tlceras en los pies.




El riesgo de desarrollar la diabetes tipo 2 incrementa con la edad,
obesidad y pérdida de la actividad fisica. Ocurre frecuentemente en individuos con
hipertensién o dislipidemia, y varia en diferentes subgrupos raciales/étnicos, por lo
tanto esta asociada’ con una fuerte predisposicion genética (The Expert
Committee, 2002)

2.4. Hipertrigliceridemia en la diabetes

Ademas de los trastornos del metabolismo de la glucosa que caracterizan
la diabetes, en los pacientes diabéticos suelen asociarse cambios en el patrén de
los lipidos séricos que constituyen un riesgo importante desde el punto de vista
vascular. El dafio vascular aterosclerético es la complicaciébn mas comun en los

diabéticos.

La enfermedad coronaria y la enfermedad cerebrovascular ocurren en
una frecuencia de 2 a 3 veces mayor en el diahético que en aquellas personas que
no padecen esta enfermedad. Estudios epidemiolégicos destacan de manera
especial que la frecuencia de insuficiencia arterial periférica es de 20 a 40 veces
superior en los diabéticos en relacién con las personas no diabéticas. La
frecuencia de los trastornos cardiovasculares en el diabético es no sélo mayor que
en las personas no diabéticas, sino que ademas resulta mas letal, sobre todo si se
presenta acompanada de hipertensién arterial y albuminuria (llinait, 1997).

La hipertigliceridemia es la dislipidemia mas frecuente en la diabetes. Es
bien conocido que en la diabetes tipo 1, la deficiencia aguda de insulina produce
un aumento rapido de la movilizacién de acidos grasos desde los tejidos
periféricos hacia el higado lo que determina un aumento en la formacién y
liberacién de lipoproteina de muy baja densidad (VLD'L) en este organo. Al
mantenerse el déficit de insulina, se inhibe la sintesis de triglicéridos hepaticos y la
formacion y liberacién de VLDL. Por otro lado, existe una deficiencia de la

depuracién de triglicéridos plasmaticos, bien por disminucién de la actividad de la




lipoproteina lipasa (LpL), enzima estimulada por insulina, o por una posible
modificacién estructural de las VLDL (que las hace menos susceptibles a la accién
de la enzima), e incrementa la concentracién plasmatica de esta lipoproteina. En
la diabetes mellitus tipo 2, la insulinemia es normal o algo elevada en la mayoria
de los pacientes (aunque bajos en relacién con la alta concentracién plasmatica de
glucosa). En estos casos, la presencia de insulina en el higado aumenta la
formacién y la liberacibn de VLDL, por lo que también se detecta
'hipenrigliceridemia. Sin embargo, a pesar de los niveles elevados de insulina,
persiste un defecto del catabolismo de la VLDL por inhibicién de la LpL al nivel del
tejido adiposo (llinait, 1997).

2.5, Estudios en modelos animales

En las investigaciones biomédicas se precisa la utilizacién de animales de
laboratorio como biomodelos naturales o inducidos de diversas enfermedades, los
cuales ayudan al estudio y la comprension de la patogenia, fisiologia y
posibilidades de tratamiento de las mismas. Los animales diabéticos han
contribuido a entender las causas, consecuencias y tratamiento de este sindrome
metabdlico, aunque no representen exactamente los aspectos de la enfermedad

en el ser humano.

En los animales de laboratorio, la diabetes se puede presentar de forma
espontanea o inducida experimentalmente por distintos métodos, mediante el
empleo de drogas o sustancias quimicas que son capaces de provocar la
diabetes ya que algunas de estas drogas pueden inducir a la resistencia de la

insulina o al dafio de las células B y provocar la enfermedad.

Dentro de las sustancias utilizadas para el desarrollo de la enfermedad se
encuentra la estreptozotocina (STZ) que es un antibiético de amplio espectro
citotoxico. La STZ ha sido empleada en ratas, ratones, perros, hamsteres, ovejas y
monos (Hugues y col., 2001). La STZ es utilizada para inducir diabetes tipo 1 y 2.

16




La dosis unica frecuentemente utilizada por via intraperitoneal en ratas
adultas es de 40-60 mg/kg de peso corporal (Szkudelski, 2001). La accién de la
STZ en las células B estd acompafiada de alteraciones en las concentraciones de
insulina y glucosa en la sangre. Dos horas después de la inyeccién, se observa
hiperglicemia con una concomitante caida en la concentracidn de insulina.
Alrededor de las seis horas, ocurre una hipoglicemia con un alto nivel de insulina
en sangre. Finalmente, la hiperglicemia se desarrolla y el nivel de insulina
disminuye (West y col., 1996).

La diabetes tipo 2 puede ser facilmente inducida en ratas por tratamiento
de 90 mg/kg de peso corporal de STZ al segundo dia del nacimiento. Esto induce
dano en las células B, seguido de una limitada regeneracién como resultado de un
proceso de mitosis. L.a degranuiacion de las células 8 causan al inicio un aumento
en los valores de insulina sérica, resultando en una fase de hipoglicemia seguida
después de una hiperglicemia persistente. A las 6-15 semanas de edad se
manifiesta la enfermedad, aunque no es exactamente igual que en el humano ya
que por ejemplo la resistencia a la insulina no es inducida (Verspohl, 2002).

Una vez que la STZ ingresa a la célula B por medio del transportador de
glucosa GLUTZ2, esta disponible para su descomposicién espontanea a isocianato
y metildiazohidréxido. El isocianato puede sufrir carbamilacién intramolecular o
puede carbamilar otros componentes celuiares. El metildiazohidréxido puede
descomponerse a una forma altamente reactiva que es el ion carbonio, el cual

causa alquilacién del DNA (Murata y col., 1999) (Figura 3).

Asimismo estudios recientes han sugerido que las especies reactivas del

oxigeno, incluyendo el ion superéxido, peréxido de hidrégeno, radical hidroxilo y

6xido nitrico, juegan un papel critico en el mecanismo de dafio y citotoxicidad del
DNA por STZ (Bolzan y Binchi, 2002).
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Figura 3. Productos de la descomposicién de la estreptozotocina al ingresar a las células

B del pancreas (Murata y col., 1999).




2.6. Tratamientos

El objetivo prioritario del tratamiento farmacologico en la diabetes es la
disminucién de la hiperglicemia. Por lo tanto, los medicamentos a utilizar son los
hipoglucemiantes orales (sulfonilureas, meglitinidas, biguanidas, inhibidores de

alfa-glucosidadas) y la insulina.

2.6.1. Sulfonilureas

Las sulfonilureas tal como la clorpropamida, la glibenclamida, la gliclazida,
la glimepirida, la glipizida, la gliquidona, la glisentida y la tolbutamida, son agentes
que estimulan la secrecion de insulina al actuar sobre receptores pancreaticos.

Son los farmacos de eleccién para el tratamiento de diabéticos tipo 2.

El mecanismo de accién de las sulfonilureas se inicia a partir de la union a
un receptor especifico, provocando el bloqueo de los canales de salida de potasio
dependientes de ATP. Esto provoca a una disminucién del flujo de potasio y
despolarizacion de la membrana celular, lo que incrementa el fiujo de calcio al
interior de la célula, activando un sistema celular que causa desplazamiento de los
granulos secretores a la superficie celular, con expulsion de insulina a través de

exocitosis (Ruiz y col., 2002) (Figura 4).

2.6.2. Insulina.

El tratamiento con insulina es obligado para los pacientes con diabetes
tipo 1 y se administra a pacientes con diabetes tipo 2 cuando ni la dieta ni los
hipoglucemiantes orales son capaces de lograr el control del nivel de glucosa. La

insulina es asimismo el tratamiento de eleccion para la diabética gestante, ya que

la insulina no atraviesa la barrera placentaria.
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Figura 4. Mecanismo de accion de las sulfonilureas. Provocan el bloqueo de los canales

de salida de potasio (1), se despolariza la membrana e incrementa la entrada de calcio a

la célula (2), lo que provoca la expulsién de insulina (3) (Ruiz y col., 2002).




La insulina es degradada por via oral, lo que obliga a que su uso se haga
por inyeccion. Por lo general se usa por via subcutanea o intramuscular, siendo la
subcutanea la via mas usada. La vida media de la insulina en plasma es corta,
aunque puede extenderse por formacion de complejos con protamina. Existen
diferentes preparados comerciales cuya accién va desde una respuesta rapida
hasta una respuesta ultralenta y que permiten realizar las combinaciones de modo
que se ajusten a las caracteristicas del paciente. Estos preparados se diferencian
en las sustancias afadidas con objeto de modificar  sus caracteristicas
farmacocinéticas (inicio de la accion, tiempo de vida media y maxima

concentracion plasmatica).

La insulina NPH (Neutral Protamine Hagedorn) se sintetiza a partir de una
cepa especial de laboratorio, no patégena de la bacteria E. coli, la cual ha sido
modificada genéticamente mediante la adicion de un gen humano para produccion
de insulina. Este producto es una modificacion de una solucién de cristales de
insulina-zinc que proporciona una duracion de accién diferente de la insulina
regular. El resultado es una insulina de accion intermedia de comienzo mas lento
(2 horas) que el de la insulina regular y con accién mas prolongada (18 a24
horas).

2.7. Plantas tradicionales antidiabéticas.

La informacién etnobotanica en el mundo reporta cerca de 800 plantas

usadas en el control de la diabetes. Aproximadamente 150 de éstas existen en

México. Sin embargo, solo un pequefio nimero de ellas han sido estudiadas
(Alarcon, 1998).




2.7.1 Cnidoscolus chayamansa

2.7.1.1. Generalidades

En nuestro pais existe una gran diversidad de especies de plantas que
constituyen una fuente inexplotada de sus principios activos, tal es el caso de la
cr;aya, la cual ha sido considerada un valioso recurso natural por su utilizacion en
la alimentacién y medicina tradicional desde épocas precolombinas (Figura 5).
Esta planta es nativa de la Peninsula de Yucatan y actualmente se cultiva en
varios Estados de la Republica Mexicana, Estados Unidos y en América central.
La planta esta perfectamente adaptada a regiones tropicales humedas y secas
con distintas clases de suelo, desde el nivel del mar hasta 1500 metros sobre el

nivel del mar (msnm).

Estimaciones realizadas por algunos centros de investigacion agricola
han reportado que una hectarea de cultivo puede producir aproximadamente
39,204 plantas. Su cultivo presenta varias ventajas ya qué es tolerante a altas
precipitaciones pluviales, resistente a sequias y a enfermedades que normalmente

atacan a vegetales de clima tropical (Diaz, 19795).

Se conocen cinco variedades de chaya, tres de las llamadas mansas Yy
dos silvestres. De las tres primeras una es de hoja mas delgada y contiene menos
vellosidades urticantes, la cual es la mas utilizada para consumo humano. La

variedad silvestre contiene hojas mas largas y presenta mas espinas que la

variedad mansa (Diaz, 1975).




Figura 5. Hoja de chaya utilizada en medicina tradicional para el tratamiento de la

diabetes.




2.7.1.2. Composicion de la chaya

La chaya puede ser considerada como un suplemento alimenticio por su
alto contenido de proteinas (5.7% base humeda), fibra cruda (1.9%), calcio (199.4
mg/100g), potasio (217.2 mg/100g), hierro '_(11.,4 mg/100g), vitamina C (164.7
mg/100g) y caroteno (0.085 mg/100g). En términos de valores nutricios la chaya
es superior a la acelga, la lechuga, los berros y la col (Kuti y Torres, 1996). Otro
estudio realizado por Ventura (2004) demostr6 que existe diferencia en la

composicién nutrimental en tres diferentes isotipos de hojas de chaya (Cuadro 2).

Por otro lado se ha reportado que las hojas crudas contienen glucésidos
cianogénicos, los cuales son toxicos pues forman éacido cianhidrico, pero este es
eliminado en el vapor y no permanece en el agua de coccion (Molina 'y col., 1999).
Los mayas usaban las hojas de chaya junto con el maiz para obtener una dieta

rica en proteinas, vitaminas y otros compuestos (Booth y coi., 1992).

Las infusiones de la hoja de chaya se han usado desde tiempos
precolombinos para el tratamiento de la arteriosclerosis, calculos renales,
hemorroides, obesidad, para combatir la pelagra, para mejorar Ia funcién del
higado, de la circulacién y de la digestion. La chaya se ha recomendado

tradicionalmente para el tratamiento de la diabetes (Diaz, 1975).
2.7.1.3. Efecto hipoglucemiante

En un estudio realizado por Kuti y Torres (1996) se evalu6 el efecto del té
de chaya (10 g de hojas por litro de agua) administrado ad libitum a conejos sanos
y diabéticos inducidos con estreptozotocina, en este experimento se observo que
el nivel de glucosa en ayuno disminuy6 gradualmente después de 6 horas de

iniciado el experimento (Cuadro 3). Sin embargo, la dosis eficaz y el mecanismo

de actividad hipoglucemiante no fueron evaluados.




Cuadro 2. Composicion nutrimental de tres isotipos de chaya (Ventura, 2004)

Isotipo

Componente AGS1 ; | AGS2 | AGS3

Eroteina (%) | 208:08 i 21.8%12 23.740.2
—— [ 262014 ? 353005 | 4.00000

"Fe (mg/100 g) f 211.1 1411.3 20+0.4

Se (mg/100 g) 0.38:0.3 | 0.43:0.3 0.34+0.1
T Camgtoog ron | waessre | reweeia
Zn (mg/100 g) | 45201 24401 | 2.9:0.1
T e
% Vitamina C (mg/100 g) 1.9+0.08 17£1.0 | 15¢14
i E ’

Todos los resultados son presentados como la media + DE.

El contenido de proteina se expresa en base seca.
FDT= Fibra Dietética Total.
Fe, Se, Ca, Zn: mg/100 g de material liofilizado

Los valores de compuestos fendlicos totales estan expresados como equivalentes de

acido galico por gramo de muestra (base seca).

La cuantificacién de vitamina C es en extracto acuoso liofilizado.
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Cuadro 3. Efecto del té de chaya sobre el nivel de glucosa en conejos normoglicémicos y

diabéticos inducidos con estreptozotocina (Kuti y col., 1996).

Bt S,

- Conce)ntr‘akc;ié.mr de glt:cosa en sanwg«:é (mgldi..)l ;:WSE ‘
. wo diabéticos Diabéticos
;riémpo ) ':;gua "chaya" é(jua ) "cha&é"
(horas)
0 8713.1 85:2.5 11228.3 118+13.2
E 86127 9113.9 Jota6 | 11473
2 T 726 99+4.3 14316.4 10318.7
3 8743 1 8216 13048.0 96£9.3
4 8813.0 8512.1 153263 02258
5 8714.7 84+4.2 158+7.4 8913.6
6 87231 §2:2.7 162690 | 87427




En otro estudio realizado por Alarcon y col. (1998) se ptilizé la chaya
(Cnidoscolus multilobulus) para determinar su efecto antihiperglicémico. En este
experimento se utilizaron dos grupos de conejos sanos, machos, adultos de Nueva
Zelanda, el primer grupo fue el control y el segundo fue el grupo tratado con el
preparado de la planta. Se practicé una curva de tolerancia a la glucosa, la
glucosa fue administrada via subcutanea y el preparado de la planta (40 g de hoja
seca en 300 mL de agua a ebullicion por 10 minutos) se administré por via

intragastrica. Se tomaron muestras de sangre cada 60 minutos durante 5 horas,

los resultados mostraron que el té de chaya no tiene efecto antihiperglicémico.




I1. JUSTIFICACION.

El interés por las posibilidades terapéuticas que ofrecen ciertas plantas ha
crecido en los ultimos afios, por consiguiente, el marco de la terapia medicinal
tiene cada dia mayor relevancia. Sin embargo, se debe mencionar que existe una
falta de informacion de caracter cientifico, lo que provoca una cierta inseguridad

en cuanto al empleo de estas plantas como una forma de terapia.

La necesidad de alternativas en el tratamiento de enfermedades crénico
degenerativas ha crecido dia a dia y el empleo de medicina tradicicnal sigue
siendo una practica comun en la poblacién mexicana. La chaya (Cnidoscolus
chayamansa) es una planta que ha sido ampliamente utilizada para el tratamiento
de diabetes. Sin embargo, su uso esta basado en una tradicién y con pocos

antecedentes cientificos, por lo que resulta evidentemente importante estudiar la

forma en que podria reducir o controlar la diabetes a corto y mediano plazo.




IV. OBJETIVOS
4.1. General

Evaluar la capacidad hipoglucemiante y antihiperglicémica del té de la hoja de

chaya en animales sanos y en animales diabéticos inducidos con estreptozotocina.
4.2. Especificos

& Comparar la capacidad hipoglucemiante y antihiperglicémica del té
preparado con tres diferentes isotipos de hoja de chaya.

& Determinar la dosis de té mas efectiva en base a su efecto
hipoglucemiante y antihiperglicémico.

& Evaluar el efecto del estado de maduracion de la hoja de chaya sobre la
actividad antihiperglicémica.

» Determinar el efecto del t& de chaya sobre la absorcién de glucosa a
nivel gastrointestinal.

& Analizar el efecto de la administracion subcronica del té de la hoja de

chaya en animales normoglicémicos y diabéticos.




V. MATERIALES Y METODOS
5.1. Planta

Se trabaj6 con tres diferentes isotipos de hojas de chaya: AGS1, AGS2y
AGS3 (Figura 6). Estas fueron proporcionadas por el Campo Experimental del
Bajio en el Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias
(INIFAP). Asi como del Centro de Ciencias Agropecuarias de la Universidad

Auténoma de Aguascalientes (UAA).
5.2. Animales

Para llevar a cabo los estudios en condiciones de normoglicemia, se
utilizaron ratas macho Sprague Dawley con un peso entre 150-250 g. Para el
estudio con animales diabéticos, se utilizaron ratas macho' Wistar y Sprague
Dawley con un peso entre 150-250 g. Todos los animales fueron obtenidos del
bioterio del CINVESTAV-México y se sometieron a un periodo de adaptacion de
una semana bajo un ciclo de luz-obscuridad de 12 horas y con acceso libre a

comida y agua.

5.3. Elaboracién del té

Para evaluar diferentes dosis del té& de chaya (0.3, 0.6 y 1.2 g de hoja / kg
de peso corporal) se elaboraron de manera independiente tres diferentes
concentrados de té con el objeto de administrar el mismo volumen de té por kg de

rata.

La elaboracién del té consistié en adicionar 10, 20y 40 g (correspondiente

a las dosis antes mencionadas) de hojas de chaya en un litro de agua a ebullicion

durante 15 minutos, posteriormente se filtré el té y se aforé al volumen inicial.




AGSj

AGS)

AGS3

Figura 6. Muestras representativas de los isotipos de hoja de chaya empleadas en el

presente estudio.




5.4. Determinaci6n de glucosa

La glucosa se cuantificé utilizando muestras de sangre obtenidas de la
vena caudal de las ratas en estado de ayuno empleando un glucometro de la
marca ROCHE el cual tiene un rango de sensibilidad que va de 20 a 600 mg/dL

de glucosa, ademas del uso de tiras reactivas de la marca Accutrend.

La medicién de la prueba se lleva a cabo a través de bioamperometria,
ésta mide la corriente generada por la reaccién de la enzima glucosa
deshidrogenasa de la tira reactiva al convertir la glucosa de la muestra de sangre

en gluconolactona.
5.5. Curva de tolerancia a la glucosa (CTG)

La CTG consisti6 en administrar a las ratas una dosis de glucosa (3 g/kg
PC por via oral y 2 g/lkg PC por via intraperitoneal) en ayuno y posteriormente

cuantificar los niveles de glucosa en sangre a diferentes intervalos de tiempo.
5.6. Determinacion de triglicéridos.

Las muestras de sangre se obtuvieron por medio de una puncion
cardiaca a las ratas anestesiadas, la sangre se centrifugé y posteriormente se

obtuvo el suero.

Para medir la concentracién de triglicéridos en las muestras se utiliz6 un
kit de la marca Sera-Pack Plus de Bayer. El fundamento de este método es que
los triglicéridos presentes en la muestra de sangre reaccionan con la enzima
lipoproteina lipasa (LPL) para formar glicerol. El glicerol es convertido a glicerol-3-
fosfato por la enzima glicerol cinasa, el cual interactia con la enzima glicerol
fosfato oxidasa para formar fosfato de dihidroxiacetona y peréxido de hidrégeno.
Finalmente el peréxido de hidrégeno interactia con 4-aminoantipirina/p-clorofenol
y a través de la enzima peroxidasa se lleva a cabo la formacién de un compuesto

de color rojo, la intensidad del color es medida en el espectrofotémetro.
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5.7. Preparacion de la solucién de estreptozotocina (STZ)

Para determinar la dosis de STZ (45, 50 y 60 mg/kg) Sigma, No. 242-646-
8, que seria utilizada para la induccion de diabetes en las ratas para llevar a cabo
el experimento a largo plazo se prepararon tres diferentes soluciones disolviendo
por separado 45, 50 y 60 mg de ésta en 1.2 mL de buffer.de citrato 0.1 M, pH 4.5.

5.8. Tratamientos
5.8.1. Tratamiento con té de chaya a animales normoglicémicos

5.8.1.1. Eleccién del isotipo de hoja de chaya con mejor actividad

hipoglucemiante

Se seleccionaron 20 ratas macho Sprague Dawley que fueron distribuidos
al azar en cuatro tratamientos de cinco animales cada uno. El primer grupo fue el
control, y a los tres resiantes se les administré el té elaborado con cada uno de los
isotipos de hoja de chaya (AGS1, AGS2 y AGS3), el cual fue administrado en
condiciones de ayuno por medio de una sonda por via intragastrica a una dosis de
0.6 g de hoja/ kg de PC, el grupo control solo recibié agua. Para la determinacion
de glucosa se tomaron muestras de sangre a los tiempos 0, 30, 60 y 120 minutos
posterior a la administracion del té y se eligi6 el isotipo de hoja de chaya que

mostré el mayor efecto hipoglucemiante.

5.8.1.2. Determinaciéon de la dosis efectiva con mayor capacidad

hipoglucemiante y antihiperglicémica

En la segunda etapa se formaron cuatro grupos de cinco ratas, el primer
grupo fue el control al que solo se le administré agua y para los grupos restantes
se administré el té de la hoja de chaya AGS3 en condiciones de ayuno a tres

diferentes dosis ( 0.3, 0.6 y 1.2 g de hoja/kg PC). Se tomaron muestras de sangre

a los tiempos 0, 30, 60,120 y 180 minutos.




Para el efecto antihiperglicémico se trabaj6 en forma similar al
experimento anterior, s6lo que en este caso ademas de administrar el té en
condiciones de ayuno, se les administro al mismo tiempo una carga de glucosa a

una dosis de 3 g/kg de peso (Curva de Tolerancia a la Glucosa).

Las pruebas antes mencionadas se realizaron para determinar, la dosis de
té con mayor efecto tanto hipoglucemiante como antihiperglicémico para llevar a

cabo las siguientes pruebas.

5.8.1.3. Estado de maduracion de la hoja sobre la actividad

antihiperglicémica

Para esta evaluacién se formaron tres grupos de ratas. El primer grupo
fue el control al que solamente se le di6 una carga de glucosa y agua. El segundo
grupo recibié ademas de la carga de glucosa, el t& elaborado con hojas jovenes.
El tercer grupo recibié la carga de glucosa y el té elaborado con hojas maduras.
Posteriormente se midi6 la glucosa a diferentes intervalos de tiempo (0, 30, 60,120

y 180 minutos).

5.8.1.4. Efecto antihiperglicémico del té de la hoja de chaya en glucosa

administrada por via intraperitoneal

Para esta prueba se formaron dos grupos de cinco animales cada uno. El
primero fue el grupo control al cual se le administré agua por via oral y glucosa (2
g/kg) por via intraperitoneal. EI segundo grupo recibi6 té de chaya por via oral y
glucosa por via intraperitoneal a la misma dosis. Se tomaron muestras de sangre a

los 0, 30, 60, 120 y 180 minutos para medir el nivel de glucosa.

5.8.2. Pruebas de induccion de diabetes.

Se realizaron diferentes pruebas con STZ para inducir la diabetes en ratas
Sprague Dawley (45, 50y 60 mg/kg PC) y Wistar (40 y 45 mg/kg PC).




En ambos casos la solucién de STZ fue administrada por via
intraperitoneal (dosis Unica). Para corroborar la presencia de hiperglicemia
(concentracién de glucosa mayor a 180 mg/dL) se determiné la concentracién de

glucosa sanguinea a diferentes intervalos de tiempo (dias).

5.8.3. Tratamiento subcréonico con té de chaya a ratas Wistar

normoglicémicas y diabéticas.

Para la primera parte del estudio subcronico se utilizaron ratas
normoglicémicas y diabéticas. Los animales normoglicémicos fueron divididos en

dos grupos: a) control, que solo recibié agua y b) té de chaya ad libitum.

Los animales diabéticos fueron divididos en cuatro grupos a) control, que
solo recibi6 agua, b) grupo tratado con té de chaya via intragastrica (0.6 g de
hoja’kg PC), ¢) grupo tratado con té de chaya ad libitum, y d) grupo tratado con
farmaco, (glibenclamida, 3 mg/kg PC). Cada semana se determiné: concentracion
de glucosa en ayuno, consumo de liquido (agua y te), ingesta de alimento, peso y

sobrevivencia.

Para la segunda parte del experimento, el tratamiento b con animales
diabéticos se modificé, tratando a las ratas con té de chaya ad libitum junto con la
administracién de insulina NPH (3 Ul/100 g) de actividad intermedia; mientras que

en el cuarto grupo el usc de glibenclamida fue remplazado por insulina (3 UI/100

9)-

Se midieron los mismos parametros que en el experimento anterior. Al

finalizar los experimentos, los animales fueron anestesiados para la obtencién de

muestras de sangre por puncién cardiaca para la cuantificacion de triglicéridos.




5.9. Analisis estadistico

Los datos son expresados como la media + SEM. Se determiné el analisis
de varianza (ANOVA) a un nivel de confianza de 95% y se realiz6 el analisis de
comparacion de medias aplicando la prueba de Tukey-Kramer para la
comparacion entre diferentes tratamientos asi como también la prueba de Dunnet

en los casos en los que sélo se compararon tratamientos con respecto a un

control.




VI. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Tratamiento con té de chaya a animales normoglicémicos.
6.1.1. Eleccién de la colecta de chaya con mejor actividad hipoglucemiante.

Debido a que los resultados obtenidos por Ventura (2004) muestran que
existe diferencia en cuanto a la composicién quimica y nutrimental de diferentes
isotipos de chaya, y dado que dichos isotipos son los mismos que se utilizaron en
el presente experimento, fue importante saber si en cuanto al efecto

hipoglucemiante y antihiperglicémico también presentan diferencias.

Es por esto que la primera prueba se realiz6 para determinar cual de los
isotipos  AGS1, AGS2, o AGS3 es el que tiene la mayor capacidad
hipogiucemiante. En la Figura 7 se muestran los cambios de glucosa sanguinea
con respecto al tiempo transcurrido a partir de la administracién del té elaborado
con cada una de los isotipos de hoja de chaya. Como se puede observar, el nivel
de glucosa en sangre disminuyé con el té preparado de los tres isotipos
empleados. Los isotipos que presentaron un efecto hipoglucemiante significativo
con respecto al grupo control tanto a los 120 y a los 180 min fueron AGS1 y AGS3
ya que hubo una disminucién de aproximadamente entre 15 y 25 mg/dL del nivel

de glucosa, este efecto se observé en AGS2 s6lo a los 180 min.

Los resultados anteriores sugieren que estos isotipos de chaya presentan
diefrentes compuestos responsable del efecto hipoglucemiante o que dicho
compuesto se encuentra en diferente proporcion, lo que se puede correlacionar

con el estudio realizado por Ventura (2004) al encontrar diferencias en la

composicion quimica de los isotipos de hoja de chaya.
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Figura 7. Efecto hipoglucemiante del té elaborado con hojas de chaya de tres diferentes

isotipos AGS1, AGS2 y AGS3 en ratas Sprague Dawley.
Los valores son presentados como media del incremento o decremento

de la concentracién de giucosa + SEM, n= 5. ANOVA a < 0.05. Prueba de Dunnet *,

significativos P < 0.05.




En otro estudio realizado con extractos de ginseng se encontré que la
respuesta hipoglucemiante depende de la especie de la planta, y esto se atribuye
a la diferencia en concentracién de los ginsenosidos, compuesto considerado

como principio activo (Sievenpiper y col., 2004).

De acuerdo a lo anterior se decidi6 utilizar el isotipo AGS3 para los
siguientes experimentos ya que fue uno de los que presenté mayor efecto

hipoglucemiante.

Por otro lado, el efecto hipoglucemiante producido por el té de chaya en
condiciones de ayuno sugiere que el o los compuestos presentes en el té tienen la
capacidad de modular los niveles de glucosa enddégena por diferentes
mecanismos, entre los que se encuentran: disminucién de gluconeogénesis,

estimulacion de la secrecion de insulina o actividad similar a la insulina.

6.1.2. Determinaciéon de la dosis con mayor capacidad hipoglucemiante y

antihiperglicémica

Con la finalidad de determinar la dosis con mayor efecto hipoglucemiante
del té de hoja de chaya preparado a partir de AGS3, se analizaron tres diferentes
dosis del té: 0.3, 0.6 y 1.2 g de hoja/kg PC (Figura 8).

Como se puede observar, para la dosis de 0.3 g/kg hay una disminucion
significativa de tres y cuatro veces el nivel de glucosa con respecto al control en

los tiempos 120 y 180 minutos.

En cambio, las dosis de 0.6 y 1.2 g/kg mostraron que disminuyd

significativamente de dos a tres veces aproximadamente el nivel de glucosa con

respecto al control en todos los tiempos evaluados.
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Figura 8. Efecto hipoglucemiante del t& de chaya (AGS3) administrado a diferentes dosis
a ratas Sprague Dawley.
Los valores son presentados como media del incremento o decremento

de la concentracién de glucosa + SEM, n = 5. * P < 0.05, estadisticamente diferente

respecto al control por la prueba de Dunnet.




Con base a lo anterior se puede deducir que una dosis mayor a 0.6 g de
hoja’lkg PC no incremente la actividad hipoglucemiante. De esta forma, se
consider6 la dosis de 0.6 g/kg para los estudios posteriores ya que es la dosis

minima con la que se logra el mayor efecto.

La capacidad antihiperglicémica es utilizada en los estudios de diabetes
para evaluar la accién de ciertos componentes sobre el efecto de una alimentacion
simulada a través de una carga de glucosa. Para esto es necesario recurrir al uso

de una curva de tolerancia a la glucosa.

En la figura 9 se muestra la capacidad'antihiperglicémica del té de chaya.
La dosis de 0.6 g/kg present6 una reduccion del pico hiperglicémico en un 50%
aproximadamente (31 + 10.8 mg/dL) a los 30 min con respecto al control (61 +
14.01 mg/dL), mientras que las otras dosis (0.3 y 1.2 g/kg) presentaron el mayor
pico hiperglicémico a los 60 min de forma similar al control. Ademas, a los 120 y
180 min la disminucién significativa del nivel de glucosa de la dosis 0.5 g/kg (-10 +
58 y -11.2 + 13.4 mg/dL respectivamente) fue aproximadamente tres veces
menor con respecto al control (33.6 £15.2, 20.3 +11.3 mg/dL), cabe mencionar que
este efecto fue semejante en las otras dosis evaluadas. Por lo anterior, la dosis
empleada para impedir el incremento de glucosa, es un factor importante a

considerar cuando es consumido el té.

Existen estudios en plantas sobre el efecto que ejerce la dosis en la
disminucién del nivel de glucosa sanguinea, por ejemplo, Pérez y colaboradores
(1998) observaron que existe un efecto dosis-dependiente al utilizar 100, 200 y
300 mg/kg del extracto hexanico de Brickellia veronicaefolia en ratones

normoglicémicos, presentando el mayor efecto la dosis de 300 mg/kg.
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Figura 9. Capacidad antihiperglicémica del té de chaya (AGS3) administrado a diferentes
dosis a ratas Sprague Dawley.

Los valores son presentados como media del incremento o decremento
de la concentracién de glucosa + SEM, n= 5. * P < 0.05, estadisticamente diferente

respecto al control por la prueba de Dunnet.
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Alarcon y colaboradores (2000) en otro estudio también muestran que
existe un efecto hipoglucemiante dependiente de la dosis al utilizar el extracto
acuoso de Psacalium descompositum para las dosis de 50, 100 y 200 mg/kg
administradas a ratones normoglicémicos, sin embargo a dosis mas elevadas(400
y 800 mg/kg) el efecto dosis-dependiente no se observa.

Sugiriendo que altas dosis pueden causar efectos téxicos, por otros
compuestos que no son hipoglucemiantes, los cuales pueden alterar la capacidad
del extracto para disminuir los niveles de glucosa. Este resultado concuerda con
el efecto observado en este estudio de té de chaya, en el cual dosis mayores no

muestran efecto hipoglucemiante

6.1.3. Estado de maduracion de la hoja sobre la actividad antihiperglicémica

Se ha reportado que en ciertas plantas utilizadas para el tratamiento de la
diabetes la edad influye en la concentracion de compuestos hipoglucemiantes, tal
es el caso del ginseng (Panax ginseng) en el cual se encontré que tanto la
composiciéon quimica asi como su capacidad para la reducciéon del nivel de

glucosa son dependientes de la edad (Dey y col., 2002).

En esta prueba, el estado de maduracién de la'hoja fue un factor
importante que intervino en la propiedad antihiperglicémica del té. Las hojas
jévenes resultaron tener un efecto significativo al impedir el aumento de glucosa
en todos los tiempes evaluados al realizar la curva de tolerancia a la glucosa,
presentando el mayor pico hiperglicémico a los 30 min (46.25 £ 10.9 mg/dL) y
siendo aproximadamente 3 veces menor que el presentado por el grupo control
(129.0 £ 8.6) (Figura 10). En comparacion, la hoja madura sélo tuvo un efecto
antihiperglicémico significativo a los 30 min (52.6 + 23.2 mg/d\L) y a 10s180 min (-
46 + 13.6 mg/dL) con respecto al control (129 + 8.6 y 20.6 + 3.7 mg/dL
respectivamente). Lo anterior sugiere que el compuesto responsable del efecto
biolégico se encuentra en mayor proporcion en la hoja joven.
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Figura 10. Efecto del estado de maduracién de la hoja de chaya en la capacidad

antihiperglicémica del té.
Los valores son presentados como media del incremento o decremento

de concentracion de glucosa + SEM, n= 5. * P < 0.05, estadisticamente diferente

respecto al control por la prueba de Dunnet.
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En un estudio realizado para determinar la composicién quimica de las
hojas de chaya (Cnidoscolus acontifolius) en funcién de su crecimiento, se reporté
que existe diferencia en la concentracion de metabolitos secundarios entre plantas
de diferente edad, por lo que es probable que los compuestos presentes en la hoja
dependen del estado fenoldgico de ésta (Sarmiento y col., 2003).

6.1.4. Efecto antihiperglicémico del té de la hoja de chaya en el nivel de

glucosa administrada por via intraperitoneal.

Con respecto a los resultados anteriores se pudo demostrar que gl té de
chaya tiene un efecto hipoglucemiante. Ademas, el mecanismo involucrado para
producir dicho efecto parece ser por el aumento de la secrecion de insulina,
inhibiendo la gluconeogénesis o bien incrementando la entrada de glucosa a las
células. Para corroborar lo anterior y con la finalidad de comprobar que el té tiens
ia capacidad de disminuir este monosacarido cuando ya se encuentra en
circulacion al introducir la giucosa a los animales por una via diferente a la oral, se
realiz6 una curva de tolerancia a la glucosa intraperitoneal. La administracién de
glucosa por una via diferente a la oral es ampliamente utilizada en estudios en los
que se quiere probar que el mecanismo por el que actia algian compuesto de
alguna planta ejerce su efecto cuando la glucosa ya se encuentra en circulacién
sanguinea. En estudios realizados por lhara y colaboradores (2000) la glucosa es
administrada por via intraperitoneal para probar el efecto del a-tocoferol sobre la
disminucién del nivel de glucosa en un modelo animal de diabetes tipo 2. Mientras
que Hsu y colaboradores (2003) administraron la glucosa por via intravenosa para
probar la capacidad de la puerarina para eliminar la glucosa de la circulacién

sanguinea.

En la figura 11 se puede observar que al administrar la glucosa por via
intraperitoneal, junto con el té administrado por via oral, hubo un efecto
antihiperglicémico significativo a los 30 min (44.4 +3.0 mg/dL) y a los 60 min (35.4
+ 4.0 mg/dL) comparado con el grupo control (67.5 + 9.5y 66.25 + 8.1mg/dL

respectivamente).
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Figura 11. Efecto antihiperglicémico del té de la hoja de chaya AGS3 en el nivel de

glucosa administrada por via intraperitoneal.

Los valores son presentados como media del incremento o0 decremento

de concentracion de glucosa + SEM, n= §. * P < 0.05, estadisticamente diferente

respecto al control por la prueba de Dunnet.
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Lo anterior sugiere que la forma en que se impide el aumento en la
concentracion de glucosa sanguinea podria ser a través de un mecanismo

diferente al de la inhibicién de la absorcién intestinal de glucosa.

6.2. PRUEBAS DE INDUCCION DE DIABETES

6.2.1. Induccion de diabetes en ratas Sprague Dawley

Para la segunda parte del presente estudio fue importante realizar
pruebas de induccion de diabetes en ratas Sprague Dawley para obtener el
modelo en el cual el nivel de glucosa fuera superior a 180 mg/dL. Para lo anterior
se probaron tres dosis (45, 50 y 60 mg/kg PC) de STZ via intraperitoneal de
acuerdo a la informacion reportada en la literatura. En la figura 12 se muestra el
cambio en el nivel de -glucosa durante quince dias de observacién a partir de la
induccion de diabetes. Para la dosis de 45 mg/kg PC (ratas 1-4) sé6lo se observé
una ligera hiperglicemia con un nivel maximo de 154 mg/dL durante los dias de
estudio. Para la de 50 mg/kg PC, dos ratas murieron durante el transcurso del
experimento, de los animales restantes uno no presenté hiperglicemia (rata 5) y el
otro mostré variaciones muy fluctuantes a lo largo del periodo de observacién, que
van desde niveles normales, hasta niveles extremadamente elevados, por
ejemplo, 509 mg/dL (rata 6). En el caso de la dosis de 60 mg/kg PC también
murieron dos ratas y las que sobrevivieron (ratas 7 y 8) presentaron niveles de
glucosa muy inestables al igual que en el caso anterior. La cepa de ratas Sprague
Dawley es utilizada para la inducciéon de diabetes, tal es el caso del estudio
realizado por Bwititi y colaboradores (2000), en el experimento que realizan, llevan
a cabo la induccién de enfermedad con STZ en esta cepa de ratas, sin embargo

no reportan fluctuaciones en el nivel de glucosa ni mortalidad.
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Figura 12. Concentraciones de glucosa sanguinea en ratas Sprague Dawley después de
la administracion intraperitoneal de estreptozotocina: 45 mg/kg (Rata 1, 2, 3 y 4), 50
mg/kg (Rata 5 y 6) y 60 mg/kg (Rata 7 y 8).
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6.2.2. Induccidon de diabetes en ratas Wistar.

Debido a que las ratas Sprague Dawley mostraron niveles de glucosa
inestables y una mortalidad, se evalué la induccién de diabetes en la cepa de
ratas Wistar, de acuerdo a la literatura, esta cepa también es empleada para
modelos de diabetes. Para la induccién de diabetes en ratas Wistar se utiliz6
inicialmente la dosis de 40 mg/kg PC de -STZ via intraperitoneal (datos no

presentados), sin embargo las ratas no mostraron hiperglicemia.

Por lo tanto se decidi6 probar otra dosis (45 mg/kg PC STZ) para la

induccién de la enfermedad.

Con el incremento de la dosis de STZ, se observé que al tercer dia
posterior a la induccion de la enfermedad todas las ratas presentaron
hiperglicemia (216-400 mg/dL de glucosa), existen fluctuaciones en el nivel de
glucosa, sin embargo, es mucho menor en ratas Wistar con respecto a las ratas
Sprague Dawley. Ademas, todas las ratas utilizadas para la prueba sobrevivieron.
Por lo tanto, se utilizd este modelo (ratas Wistar, 45 mg/kg PC STZ) para la
induccién de la enfermedad para llevar a cabo el tratamiento subcrénico con el té

de chaya.

En la literatura se ha reportado que el uso de una dosis baja de STZ (45
mg/kg PC) provoca una destruccién parcial de las células B del pancreas en ratas
Wistar adultas (Kamalakkanan y col., 2003). En otro estudio se reporta que con
una dosis de 50 mg/kg PC utilizando la misma cepa se produce una ligera
hiperglicemia (Andrade y col., 2000). Ambos estudios afirman que se obtiene un
modelo de diabetes tipo 2 con las dosis de 45 y 50 mg de STZ. Sin embargo
Szkudelski (2001) afirma que se obtiene un modelo de diabetes tipo 1 utilizando
ratas adultas a las cuales se les administra una dosis de 40-60 mg/kg PC de STZ,
mientras que un modelo de diabetes tipo 2 se obtiene a partir de ratas recién

nacidas a las cuales se les administra una dosis elevada de STZ (100 mg/kg PC).

49




450 1
400 ~
350 -

300 -
—o—RATA 1

250 -

——RATA 2
200 -

—A—RATA3

GLUCOSA (mg/dL)

150 +
100 - —3—RATA 4

50 ~

0 3 6 9 12 15
TIEMPO (dias)

Figura 13. Concentracién de glucosa sanguinea en ratas Wistar después de la

administracion intraperitoneal de estreptozotocina (45 mg/kg).
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Estos animales regeneran parcialmente su pancreas y presentan cierta

resistencia a la insulina.

En el presente estudio atin no se puede decir que modelo de diabetes se obtuvo,
ya que no se conoce el nivel del dafio de las células 3 pancreaticas, aunque por el
nivel de glucosa que presentaron las ratas podfia especularse que se trate de
diabetes tipo 1 ya que supera los 250 mg/dL de glucosa en estado de ayuno, en el

caso de diabetes tipo 2 se espera que el nivel de glucosa sea menor.

6.3. Tratamiento subcrénico con té de chaya a ratas Wistar diabéticas y

normoglicémicas.

Se ha reportado que algunas plantas soélo presentan actividad
hipoglucemiante y/o antihiperglicémica cuando se someten a estudios por
periodos prolongados de tiempo (Alarcon y col., 1998). Por otro lado, se sabe que
plantas tales como E. prostrata (Akhtar y col., 1984) y L. csulescens (Roman y
col., 1992) tienen efecto hipoglucemiante en animales sanos pero no presentan
ninguna actividad en animales diabéticos. Por lo que es importante conocer si el
té de la hoja de chaya presenta efecto hipoglucemiante y antihiperglicémico en
animales tanto sanos como diabéticos durante un tratamiento subcrénico, ya que
en el estudio realizado por Kuti y colaboradores (1996) el efecto del té de chaya

sélo fue evaluado durante 6 horas.

Para el presente experimento se decidi6 someter a las ratas a un
tratamiento subcrénico (siete semanas), y observar el efecto que tiene el té en
distintos parametros, siendo el principal el nivel de glucosa en sangre. A su vez se
dividié el tratamiento en dos fases. Durante la primera fase (primeras cuatro
semanas), se administré el té de chaya y la glibenclamida. Durante la segunda
fase (Ultimas tres semanas), los animales fueron tratados con té de chaya e

insulina.
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6.3.1. Cambio en el nivel de glucosa
Primera fase

Este experimento se realizé con el fin de conocer el efecto que tiene el
consumo de té de chaya sobre el comportamiento en los niveles de glucosa en
animales diabéticos y normoglicémicos, tratados por tiempos prolongados (cuatro

semanas) como primera parte del tratamiento.

La figura 14 muestra que no existe diferencia significativa en el nivel de
glucosa entre los grupos de ratas normoglicémicas, asi como tampoco entre los
grupos de ratas diabéticas durante las cuatro semanas en que se evaiué este

parametro.

Como se esperaba, s6lo hubo diferencia en el nivel de glucosa de les
grupos normoglicémicos con los diabéticos. Los resultados obtenidos en la
primera fase del experimento muestran que el tratamiento con glibenclamida no
fue capaz de disminuir la concentracion de glucosa sanguinea en animales
diabéticos. Dado que esta sulfoniiurea actia aumentando la liberacién de insulina,
se puede afirmar que el pancreas sufri6 un dafio severo y, por tanto,
aparentemente las células B fueron destruidas en su totalidad (modelo de diabetes
tipo 1).

Otra posibilidad es que se hayan empleado bajas concentraciones del
farmaco y de esta manera no se pudo observar un efecto hipoglucemiante,
aunque de acuerdo a lo reportado por la literatura, la dosis de glibenclamida

utilizada en el presente experimento es una de las mas altas.
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Figura 14. Efecto del tratamiento del té de chaya sobre el nivel de glucosa de animales

sanos y diabéticos durante la primera fase del experimento.
Dosis del té: 20 g hoja/kg PC
Farmaco:Glibenclamida 3 mg/kg via oral.

Los valores son presentados como la media de la concentracion de glucosa £ SEM, n=

# Control
normoglicémico

| Chaya.
normoglicémico

¥ Control diabético

M Chaya sonda
diabético

M Chaya ad libitum
diabético

B Farmaco
diabético

6-7, * P < 0.05, estadisticamente diferentes por la prueba de Tukey-Kramer.

a, b, ¢, d : Letras iguales indican que no existe diferencia significativa entre los grupos.
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De la misma manera, no se observé ninguna disminucién significativa en
el nivel de glucosa en los grupos diabéticos tratados con té de chaya, por lo que
podria existir la posibilidad que el compuesto presente en el té pueda tener un
mecanismo de acciéon similar a una sulfonilurea, es decir, que aumente la
secrecion de insulina, y dado que al parecer el pancreas fue destruido en su
totalidad, es posible que el metabolito no haya tenido érgano blanco para actuar.

Por otro lado, Kuti y Konuro (2004) -demostraron que extractos de dos
especies de chaya (Cnidoscolus aconitifolius y C. chayamansa) contienen una
elevada cantidad de flavonoides, principalmente kaempferol y quercetina. Esto es
importante mencionarlo ya que en un estudio realizado con una planta liamada
‘cola de caballo” (Equisetum myriochaetum), en un modelo de diabetes tipo 2, se
sugiere que el compuesto responsable de la actividad hipoglucemainte podria ser
un derivado del kaempferol y el mecanismo propuesto es el aumento en la
secrecion de insulina (Andrade y col., 2000). Existen otras plantas con capacidad
hipoglucemiante tales como Bahuina variegata (Andrade, 1999) y Zizhyphus
rugosa (Khosa y col., 1983) en las que se encontraron glicésidos de kaempferol
que corresponden a los que también estan presentes en las dos especies de
chaya arriba mencionadas. Sousa y col. (2004) reportaron que un glicésido de
kaempferol presente en la hojas de Bauhinia forficata también disminuye el nivel
de glucosa en ratas diabéticas; pero en un estudio realizado por Matsui y col.
(2002) se menciona al kaempferol como un flavonoide capaz de inhibir a una o-
glucosidasa, es decir, que por medio de este mecanismo bloquea la absorcién de

glucosa a través del intestino.
Segunda fase

Debido a que no se observé una disminucion significativa por efecto de la
chaya y glibenclamida en la concentraciéon de glucosa, se decidi6 cambiar el

tratamiento sustituyendo el uso de glibenclamida por el uso de insulina, ya que al
utilizar insulina se espera una respuesta en la disminucién del nivel de glucosa.
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En la figura 15 se observa que no existe diferencia significativa en el nivel
de glucosa entre los grupos normoglicémicos. Sin embargo en los estudios agudos
que se presentan al inicio de este experimento, se muestra que el té tiene efecto
tanto hipoglucemiante como antihiperglicémico, en este caso hay que recordar que
es un tratamiento ad libitum del té,v es muy posible que un efecto de dosis esté
influyendo. '

De los grupos diabéticos, el tratado sélo con insulina fue el que present6
niveles de glucosa menores en la mayoria de los tiempos evaluados, la menor
concentracién de glucosa alcanzé los 149.6 + 31.2 mg/dL en la tercera semana,
comparado con todos los grupos diabéticos cuyos valores van de 399.7+ 48.1 a
489.3 * 43.8 mg/dL de glucosa. En los grupos diabéticos tratados con té no se
observo diferencia significativa con respecto al control, posiblemente el
mecanismo por el cual actia el compuesto responsable de disminuir la glucosa es
a través del aumento en la secrecién de insulina y debido a que las células B del
pancreas estan dafadas por la inducciéon de la enfermedad, el efecto en la

disminucion de glucosa no se observa.

Por otro lado, el nivei de glucosa en el grupo iratado con chaya e insulina
se mantuvo en un nivel superior durante la primera y tercera semana (451.7 £ 31.9
y 489.3 £ 43.8 mg/dL) comparado con el grupo diabético tratado solo con insulina
(260.6 £59.5 v 149.6 + 31.2). Lo anterior sugiere que la chaya no es un

coadyuvante apropiado en individuos insulinodependientes.

Por otro lado, es posible que el compuesto responsable de la disminucién
de glucosa se encuentre en una baja concentracién y que ésta concentracién sea
dependiente de la estacién del afio en que se colecte y por esta razén no se
observe ningln efecto hipoglucemiante, cabe mencionar que la primera parte del
experimento (estudios agudos en ratas normoglicémicas) se realizé en un periodo

comprendido entre invierno y primavera.
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Figura 15. Efecto del tratamiento del té de chaya sobre el nivel de glucosa de animales
sanos y diabéticos durante la segunda fase del experimento.

Dosis del té: 20 g hoja/kg PC

Dosis insulina: 3 Ul/100 g

Los valores son presentados como la media de la concentracién de glucosa + SEM, n= 5-
7, * P < 0.05, estadisticamente diferentes por la prueba de Tukey-Kramer

a, b, ¢, d : Letras iguales indican que no existe diferencia significativa entre los grupos.
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Kuti y col. (2004) reportan que el contenido de compuestos fendlicos es
.mayor antes del inicio del verano, por lo que también toma importancia la estacion
del afio como un parametro a considerar al realizar este tipo de experimentos. El
presente estudio se realizé en un periodo que comprende la ultima parte de la

primavera y el inicio del verano.

6.3.2. Consumo de liquido

Primera fase

La diabetes es una enfermedad que se caracteriza por polidipsia (sed
excesiva), lo anterior se debe a una deshidratacion por aumento en la salida de
glucosa via urinaria y el arrastre de liquido. Por lo tanto, en el presente
experimento se determiné el consumo de liquido (té o agua) como un indicador de

la evaluacion del control de la enfermedad.

Debido a que el liquido fue medido semanalmente y por grupo, no se
presenta analisis estadistico, s6lo se presenta un analisis cualitativo de los datos

obtenidos.

Los grupos normoglicémicos consumieron menos liquido (1.47 a 1.88 L)
comparado con los grupos diabéticos (5.72 a 7.27 L) (Cuadro 4). Estos resultados
estan relacionados con los obtenidos cuando se evalu6 el nivel de glucosa, el cual
no disminuyé por la administracién del té, por tanto los animales diabéticos
sufrieron deshidratacion y esto provocé a que el consumo de liquido fuera mayor.
Entre los grupos normoglicémicos se puede observar que el grupo tratado con
chaya tiende a disminuir el consumo de liquido durante el transcurso del mes de

tratamiento.
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_ Cuadro 4. Efecto del tratamiento del

e G B

SRR QT S, &

animales sanos y diabéticos durante la primera fase del experimento subcrénico.

té de chaya sobre el consumo de liquido en

N s

i R

Cantidad estimada de liquido consumido por rata (L/semana)

Grupo
| Normoglicsmicos Diabéticos
Semana Control | Chaya | Control | Chaya-S Chayaad | Farmaco
1 . 159 1.57 6.66 6.01 572 5.75
2 1.70 - 1.54 628 | 6.77  6.42 - 6.00
3 188 | 155 625 | 617 {676 | 631
4 1.66 1.47 7.27 5.47 6.68 5.64

Dosis de té de chaya: 20g hoja’/kg PC

Chaya-S:Chaya administrada con sonda

Chaya-ad: Chaya ad libitum
Farmaco: Glibenclamida (3mg/kg)
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Con respecto a los grupos diabéticos, en general el grupo tratado con
glibenclamida fue el que consumié una menor cantidad de agua, podria ser que
hayan quedado sin ser afectadas un pequefio numero de céluias $ y por lo tanto
que el farmaco haya tenido un leve efecto y aumentar la secrecion de insulina y
por tanto también una disminucion del nivel de glucosa aunque ésta no resulté
disminuida significativamente; mientras que el té de chaya no tuvo una influencia

directa en la disminucién de esta caracteristica.

En un estudio realizado por Ananthan y colaboradores (2003) sobre el
efecto del extracto etanolico de Gymnema montanun en el nivel de glucosa de
animales diabéticos con respecto al consumo de liquido, se demostré que existe
una relacién entre estos dos parametros, ya que al disminuir el nivel de glucosa,

la ingesta de liquido también disminuyo.

En el presente experimento, no se observé un efecto del té de chaya
sobre los niveles de glucosa, lo cual se refleja en altas cantidades de liquidas

consumida por los animales enfermos.

Segunda fase.

En el Cuadro 5 se muestra que el grupo normoglicémico control en las
tres semanas mostré un mayor consumo de liquido (1.74, 2.58 y 1.56 L) en
comparacién con el grupo normoglicémico tratado con chaya (1.30, 1.33y 1.07 L).
Unicamente el grupo diabético tratado con insulina mostré un consumo de liquido
menor (4.49, 5.07 y 4.85 L) con respecto al control diabético (5.02, 7.71 y 5.84L)
durante las tres semanas de tratamiento. Lo anterior pudo deberse a que existi6
‘una menor concentracién de glucosa en sangre, con lo que la eliminacién de ésta
por orina fue menor y, por tanto, también la deshidratacion disminuy6. Sélo en la

segunda semana el grupo control diabético fue el que consumié mas liquido.
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Cuadro 5. Efecto del tratamiento con el té de chaya en el consumo de liquido de animales
sanos y diabéticos durante la segunda fase del experimento.

Cantidad estimada de liquido consumido por rata (L/'semana)
Grupo
Normoglicémicos Diabéticos
H
Chaya+
Semana _ |Control'| Chaya | Control | Insulina 'Chaya-ad|| Insulina
1 174 | 130 | 502 | 553 604 | 449
2 . 2.58 1.33 7.7 6.01 6.61 5.07
; 3 166 | 1.07 5.84 5.75 | 576 4.85

Dosis de té de chaya: 20g hoja/kg PC
Chaya-ad: Chaya ad /ibitum
Insulina: 3U1/100 g
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6.3.4. Cambio en peso

La pérdida de peso es comun-en individuos con diabetes tipo 1 debido al
gasto de reservas de triglicéridos que son utilizados como fuente de energia al no
haber glucosa en el interior de las células. En el presente estudio desde que se
realiz6 la induccién de diabetes en las ratas, éstas €mpezaron a perder peso.

Primera fase

En la figura 16 se observa una diferencia significativa en el peso entre los
grupos normoglicémicos y diabéticos. Los primeros tienden a incrementar sy peso,
de 11.2+23genla primera semana a 108.2 + 3.8 g en la cuarta semana, para
el grupo control normoglicémico y de 11.5+ 12 enla primera semana a 108.5 +
8.4 g en la cuarta para el grupo normoglicémico tratado con chaya. A diferencia de
los segundos en los cuales se observé siempre una pérdida de peso que va desde
los 28 a los 74 g aproximadamente. Con respecto a los grupos diabéticos sélo se
observé en la tercera semana que el grubo tratado con glibenclamida perdié
significativamente menos peso (40.6 + 4.1 g) que el grupo tratado con té de chaya
via intubacion intragastrica (743 £ 4.7 g). Sin embargo, no existe diferencia con
los grupos diabéticos restantes.

Segunda fase.

El peso registrado durante |a segunda fase del experimento subcrénico se
muestra en la figura 17. Se puede observar que los grupos normoglicémicos
aumentaron y todos los grupos diabéticos disminuyeron de peso. En los segundos
esto se debe a que la glucosa no es utilizada como fuente de energia por lo que
las reservas de triglicéridos son usadas y por tanto se presenta una disminucién

de peso.
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Figura 17. Efecto del tratamiento del té de chaya sobre el cambio en peso de animales
sanos y diabéticos durante Ia segunda fase del experimento.

Té de chaya: 20 g hojaskg PC

Insulina: 3 Ul/ 100 g

Los valores son presentados como media de la concentracién de glucosa + SEM, n= 5-7

*P < 0.05, estad [sticamente diferentes por la prueba de Tukey-Kramer
a, b : Letras iguales indican que no existe diferencia significativa entre los grupos.




También se observé que durante la primera semana el grupo diabético
tratado con té de chaya mas insulina fue el que present6é una pérdida de peso
significativa (15.8 + 3.1 g) comparada con el grupo diabético tratado con insulina,
cuya peérdida de peso fue menor (0.5+ 5.6 g). Se aprecia que el grupo tratado con
té de chaya mas insulina fue el mas afectado, por lo que se puede deducir que la
chaya esta contrarrestando el efecto de la insulina.

6.3.5. Concentracion de Triglicéridos.

La diabetes es una enfermedad que de no tratarse adecuadamente puede
resultar en graves alteraciones a largo plazo. Estas son silenciosas y su monitoreo
es importante. Por ejempio, un elevado nivel en Ia concentracién de triglicéridos
puede provocar alteraciones vasculares que pueden conducir a infartos.

Los  individuos  diabéticos S€ caracterizan por presentar
hipertrigliceridemia. En este estudio al final del tratamiento a largo plazo se evalué
la concentracion de triglicéridos en todos los grupos (Figura 18). Se observé
similitud en el nivel de éstos entre los grupos normoglicémicos control y tratado
con té de chaya (72.8 + 4.8 y 86.6 + 11.6 mg/dL respectivamente) con el grupo
diabético tratado con insulina (93.8 £ 13.2 mg/dL).

El grupo de té de chaya + insulina (113.6 + 16.7 mg/dL) y el grupo tratado
solo con té (120 + 10.1 mg/dL) mostraron ser similares tanto a los grupos
normoglicémicos como al control diabético, siendo el grupo control diabético el que
presento una mayor concentracién de triglicéridos (162.9 + 12.1 mg/dL) por lo que
se puede deducir que la chaya esta ejerciendo cierta influencia para la disminucién
de este parametro, lo que se puede asociar también en una mayor sobrevivencia
de los grupos tratados con el té (como se mostrara en ol andlisis de
sobrevivencia), ya que el aumento en estos suele Ser una causa de las

complicaciones en los pacientes diabéticos.
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Figura 18. Efecto del t& de chaya en !a concentracién de triglicéridos evaluado al final de
la segunda fase de tratamiento. Control normoglicémico (C-N), Chaya normoglicémico
(CH-N), Control diabético (C-D), Chaya + Insulina diabético (CH+I-D), Chaya consumo
* continuo diabético (CHCC-D), Insulina diabético (I-D).

Téde chaya: 20 g hoja/kg PC

Insulina: 3 UI/ 100 g

Los valores son presentados como media de la concentracién de glucosa + SEM, n= 3-,
*P < 0.05, estadisticamente diferentes por Ia prueba de Tukey-Kramer

a, b: Letras iguales indican que no existe diferencia significativa entre los grupos.




6.3.6. Sobrevivencia

Primera fase.

El porcentaje de sobrevivencia de ratas normoglicémicas y diabéticas fue
evaluado semanalmente. En la figura 19 se observa que durante las cuatro
Sémanas de tratamiento ne murig ningin animal en ambos grupos
normoglicémicos ni tampoco en e| grupo tratado con glibenclamida. En este tltimo
grupo, posiblemente Ia glibenclamida porque esta ejerciendo un efecto minimo
sobre las células pancreaticas que no fueron dafiadas después de la induccion de
la enfermedad. E| grupo control diabético fue el que resulté mas afectado, ya que
durante la segunda y tercera semana se registraron muertes (85.7y 71.4 % de
sobrevivencia), mientras que en el grupo tratado con chaya con sonda se
registraron muertes en Ia primera semana pero se mantuvo este porcentaje
(85.7%) de ratas sobrevivientes durante las Semanas restantes. FEn e] grupo
tratado con chaya ad libitum se registraron muertes sélo en Ia segunda y cuarta
semana (85.7 y 71.4% de sobrevivencia respectivamente).

De acuerdo a estos resultados se puede deducir que aunque la chaya no
esta disminuyendo Ia concentracién de glucosa sanguinea, tal vez sean otras
propiedades las que permitieron que sobrevivieran mas tiempo las ratas tratadas
con té de chaya. Las hojas de chaya contienen una elevada cantidad de
flavonoides (Kuti, y Konuru, 2004). Dichos compuestos han sido reportados por
tener maltiples efectos biol6gicos incluyendo actividad antioxidante (Shahidi y col.,
1992). Asi mismo varios estudios han mostrado que los tratamientos con
antioxidantes reducen las complicaciones de la diabetes ya que atentian el
desarrollo de disfuncion nerviosa periférica, normalizan Ia funcién endotelial y

ejercen efectos benéficos en la hiperagregacién plaquetaria (Soo-Yeul y col,
2002).
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Figura 19. Efecto del tratamiento subcrénico con el té de chaya en Ia sobrevivencia de
animales sanos y diabéticos durante la primera fase del experimento.

Dosis del té de chaya: 20 g hoja/ké PC
Dosis de farmaco (glibenclamida): 3 mg/kg




Segunda fase

En la figura 20 se muestra el porcentaje de sobrevivencia de ratag Wistar
normoglicémicas y diabéticas en la segunda fase de| experimento a largo plazo. Ej
100% de los animales sobrevivié durante esta fase en los grupos
normoglicémicos, en el grupo diabético de té de chaya en consumo continuo, asi
como en e} diabético tratado con insulina. Dicho resultado podria atribuirse al
efecto de los flavonoides anteriormente mencionado o bien a la disminucién de la
concentracion de triglicéridos. En el caso de la insulina, la sobrevivencia (100%)
pudo deberse a que la disminucion de glucosa en sangre no permitié que las
complicaciones provocadas por la diabetes no fueran muy severas. El grupo
control de animales diabéticos terminé con tan sélo un 60% de ratas vivas,
mientras que el 83.3% de los animales del grupo chaya+insulina se mantuvo vivo
durante esta etapa. Los resultados anteriores sugieren que el tratamiento de
manera individual resulta mas ventajoso que al usar terapias combinadas (chaya

junto con insulina).
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Figura 20. Efecto del tratamiento subcrénico con el té de chaya en la sobrevivencia de
animales sanos y diabéticos durante la segunda fase del experimento.

Dosis del té de chaya: 20 g hoja/kg PC
Dosis de insulina: 3 Ul/ 100 g
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Vil. CONCLUSIONES

Se pudo demostrar que las tres colectas de chaya AGS1, AGS2 y AGS3
presentaron efecto hipoglucemiante en ratas Sprague Dawley
normoglicémicas. Observandose un mayor efecto para las colectas AGS1 y
AGS3, por lo cual es muy probable que el metabolito responsable de tal

efecto se encuentre en diferente proporcién en cada una de las colectas.

La dosis de 0.6 g de hoja’kg PC de AGS3 tuvo la mayor capacidad tanto
hipoglucemiante como antihiperglicémica. Dosis mayores no contribuyen a
una mayor disminucién del el nivel de glucosa en ratas Sprague Dawley

normoglicémicas.

En el presente estudio al evaluar la diferencia entre hojas de diferente
estado de maduracion, se pudo observar un mejor efecto de las hojas

jovenes sobre la disminucion del nivel de glucosa.

La curva de tolerancia a la glucosa intraperitoneal nos muestra que el
mecanismo por el cual la chaya ejerce su accién es por un mecanismo

diferente a la absorcién intestinal de glucosa.

Existe diferencia al utilizar diferentes cepas de ratas como modelo de
diabetes por induccién quimica con STZ. Las ratas Sprague Dawley

mostraron ser inestables en el nivel de glucosa y méas sensibles al

diabetégeno STZ que las ratas Wistar.
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Durante el tratamiento a largo plazo no hubo diferencias en el nivel de
glucosa entre el grupo de ratas diabéticas control y el grupo de ratas
diabéticas tratadas con chaya o glibenclamida. Al no funcionar ia
glibenclamida se puede concluir que el pancreas fue destruido en su
totalidad, y que probablemente el mecanismo de accién de la chaya sea
igual al de esta sulfonilurea y por tal motivo no se observé efecto en la

disminucién del nivel de glucosa sanguineo en ambos casos.

Con respecto a la ingesta de alimento, consumo de liquido y peso no se
observaron diferencias entre los grupos diabéticos tratados con chaya con
respecto al control diabético. Estos pardmetros estan relacionados tanto
con la presencia de insulina como con la disminucién en el nivel de glucosa,
y de acuerdo a nuestros resultados, el té de chaya no mostré un aumento
en la secrecion de insulina debido a que el pancreas fue destruido en su

totalidad, ni tampoco provoco aumento en la entrada de glucosa a la célula.

El tratamiento combinado de chaya e insulina durante un periodo
prolongadc resulta en una disminucion de la accion de esta hormona, por fo

que no es recomendable.

Se observé un efecto en la disminucion del nivel de triglicéridos al

administrar t¢ de chaya por un periodo prolongado, esto podria estar

relacionado con el porcentaje de sobrevivencia, ya que un nivel alto de

triglicéridos en sangre esta asociado a infartos.




 El efecto tanto hipoglucemiante como antihiperglicémico del té de la hoja de
chaya administrado a ratas normoglicémicas depende de varios factores
como el tipo de colecta, la concentracién del té y el estado de maduracién
fisiolégica de la hoja. En base a los resultados obtenidos se sugiere que el
mecanismo por el que el metabolito presente en el té disminuye la glucosa
es diferente al de la inhibicién de la absorcion intestinal de glucosa y es
posible que sea similar al de las sulfonilureas, es decir, aumentando la
secrecién de insulina. El tratamiento con el té aumenté el tiempo de
sobrevivencia debido posiblemente a la disminucién de triglicéridos en
sangre o bien a un efecto antioxidante del té. Ademas es importante
mencionar que el tratamiento de té con insulina resulto ser menos efectivo

que el tratamiento en el que solo se utilizé insulina por lo que no es

recomendable el tratamiento combinado.
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