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RESUMEN

Actualmente la diabetes es la primera causa de muerte en México. Alrededor del
95% de los pacientes padecen la diabetes tipo Il. La herbolaria tradicional mexicana
es un recurso adoptado como tratamiento por un gran porcentaje de esta poblacion
y dentro de estas plantas se encuentra la chaya, Cnidosculus aconitifolius ssp.
aconitifolius. La chaya presenta una amplia variedad morfolégica de hojas, las
cuales son utilizadas para elaborar el té, como principal forma de tratamiento
hipoglucémico. Sin embargo, existe poca informacion cientifica que respalde el uso
de esta planta. En base a lo anterior, el objetivo del presente experimento consistié
en evaluar la actividad hipoglucemiante del té de chaya a través de parametros
fisiolégicos y su efecto sobre la cascada de sefalizacion de la insulina, asi como su
capacidad coadyuvante con el empleo de un farmaco hipoglucémico. Se usaron
ratas Zucker obesas como modelo de diabetes tipo Il, las cuales fueron tratadas
con el té de dos diferentes isotipos de hojas, chaya1 (trilobulada) y chaya2
(pentalobulada).

En la Fase 1 del estudio, los animales consumieron el té ad libitum durante 5
semanas. El té de chaya 1 y 2 a la concentracion del 1% no produjo efecto
hipoglicémico. La concentracién del 2% disminuyo los niveles de glucosa en sangre
del 17% y 28% con la chayal y 2, respectivamente. Sin embargo, dicho efecto
hipoglicémico no fue constante. En la curva de tolerancia a la glucosa por via oral,
el té de chaya no ejercid actividad antihiperglicémica.

En la Fase 2 del estudio, se evalud en los animales el efecto coadyuvante de la
administraciéon ad libitum del té de chaya con Mellitrén durante 5 semanas. Se
establecieron los grupos: control (agua), Mellitron, chaya1, chaya1-Mellitrén,
chaya2 y chaya2-Mellitrén. El tratamiento combinado de té de chaya1-Mellitron (17
mg/kg) produjo un efecto hipoglucémico del 20% después de 13 dias de este
tratamiento. Asimismo, solo se presentd una disminucion del 27% en los niveles de
glucosa después de dos dias del incremento en la concentracion del Mellitron (56
mg/kg). El tratamiento combinado del té de chaya2-Mellitron, mostrd una tendencia
no estadisticamente significativa en la disminucién en los niveles de glucosa
sanguinea. Los tés de chaya 1y 2, asi como el Mellitrén, produjeron un decremento
significativo en los niveles de triglicéridos en un 30%, 40% y 58% respectivamente,
comparados con el grupo control. El tratamiento combinado de ambos tés de chaya
y Mellitréon durante cinco semanas no alcanzaron el efecto antilipolitico observado
para el Mellitrén. En las muestras musculares, la expresion de las proteinas IR e
IRS-1 vy la actividad de Akt de la cascada de sefalizacién de insulina, no mostraron
aumento por efecto del tratamiento con chaya1, Mellitron y por la combinacién de
chaya1-Mellitron.

Los resultados derivados del presente estudio indican que el té de chaya a ia
concentracion del 2% modula particularmente la hiperglicemia a corto plazo, sin
producir actividad antihiperglicémica. A largo plazo, el té de chaya no modifica la
expresion de proteinas que participan en la cascada de transduccion de sefiales de
lainsulina (IR, IRS-1 y Akt). Sin embargo, el té de chaya si disminuye los niveles de
triglicéridos, lo que puede conducir a la mejora del estado insulinorresistente propio
de este modelo.




INTRODUCCION

La diabetes es la primera causa de muerte en México. Aproximadamente el 95 %
de los diabéticos padecen la diabetes tipo Il. Esta enfermedad cronico degenerativa
se ha establecido como un problema prioritario de salud publica debido al
incremento de su incidencia y de las complicaciones que se generan como
consecuencia del curso de la enfermedad. La herbolaria tradicional de origen
prehispanico usada para el control glicémico es extensa, asi como su uso por el
paciente diabético. Por ello, el interés cientifico se orienta hacia el estudio que
caracterice dichas especies. Dentro de la lista de plantas usadas para el control de
la diabetes, destaca la chaya (Cnidoscolus aconitifolius ssp. aconitifolius Breckon).
La chaya presenta una amplia distribucion, abarcando desde la costa del Golfo de
México, destacando la Peninsula de Yucatan, y continda hasta América Central.
Actualmente se cultiva en varios estados de la Republica Mexicana y Estados
Unidos.

Esta planta ha sido usada desde los antiguos mayas como alimento, cuyo valor
nutricio ya ha sido demostrado, y como tratamiento para diversas enfermedades. El
té obtenido de las hojas es empleado para lograr el control glicémico.

Los antecedentes cientificos proporcionan informacién contradictoria acerca de fa
capacidad hipoglucemiante/antihiperglicémica del té de chaya, lo cual podria
atribuirse a las variedades de hoja utilizadas, al tiempo de corte de la hoja, a la
concentracion del té, al modelo experimental utilizado o al periodo de duracién del
tratamiento.

Por lo tanto, es necesaria una investigacion en la que a través de la administracion
crénica del té se simule la ingesta del paciente, para observar [a respuesta
fisiologica del organismo y, de manera mas especifica, su efecto sobre la cascada
de tranduccién de sefales de la insulina. Considerando el uso generalizado de la

combinacion de los tratamientos farmacoldgicos con los tradicionales resulta

importante evaluar el efecto coadyuvante del té con los farmacos.




ANTECEDENTES

1. INSULINA

1.1 Estructura

La insulina es una proteina de 5.8 kilodaltones, constituida por dos cadenas
polipeptidicas (A y B) de 21 y 30 residuos respectivamente. Ambas cadenas se
mantienen unidas mediante enlaces disulfuro entre residuos de cisteina,
conectando A7 a B7 y A20 a B19, y un puente intracatenario que conecta los
residuos 6 y 11 de la cadena A. La insulina contiene dos grupos N-terminal
distintos, glicina y fenilalanina, y dos residuos C-terminal diferentes, asparaginay
treonina. Existen pequefias diferencias de especie a especie en los aminoacidos
que conforman la molécula, sin embargo la ubicacion de los puentes disulfuro es
invariable y las cadenas poseen el mismo nimero de aminoacidos en casi todas las

especnes (Ganong, 1994; Mathews y Holde, 1998)(F|gura1)

Figura 1. Estructura de la Insulina en la cual se muestra la cadena A de
21 aminoacidos y la B de 30 aminoacidos con sus respectivos enlaces
(Sanger, 1959).




1.2 Biosintesis

La insulina es sintetizada en forma de preprohormona en las células beta (B) de los
islotes de Langerhans en el pancreas, por los ribosomas acoplados al reticulo
endoplasmico. La preprohormona insulinica tiene un péptido sefial el cual es
removido al entrar al reticulo endoplasmico. El resto de la molécula posteriormente
se pliega y se forman puentes de disulfuro dando origen a la proinsulina.
Posteriormente, el péptido (péptido C), que conecta las cadenas A y B, es

escindido de la proinsulina originando la molécula madura de insulina que es

empaquetada en granulos secretores en el aparato de Golgi (Figura 2) (Ganong,
1994: Mathews y Holde,1998; Guyton y Hall, 2000).

e e
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Figura 2. Sintesis de la insulina. La sintesis da inicio con la preproinsulina en
los ribosomas asociados al reticulo endoplasmico. Esta posee una
secuencia lider que, tras ingresar a éste organulo, se escinde obteniéndose
la proinsulina que se pliega en una conformacion estable por la formacion de
enlaces disulfuro. Posteriormente en el aparato de Golgi, la secuencia
conectora de las cadenas A y B también es escindida obteniéndose la
insulina madura que es empaquetada en granulos secretores (Méthews y
Holde,1998).




1.3 Regulacién de la secrecidn de insulina

La secrecidn de insulina es un proceso regulado de manera estrecha, disefiado
para proporcionar concentraciones estables de glucosa en la sangre tanto en ayuno
como en la alimentacion. La regulacion se logra por la interrelacion coordinada
entre nutrimentos, hormonas gastrointestinales, hormonas pancreaticas vy
neurotransmisores del sistema nervioso autbnomo. La glucosa, los aminoacidos,
los acidos grasos y los cuerpos cetdnicos favorecen la secrecién de insulina
(Goodman,1996).

El aumento repentino y sostenido de la glucemia (hasta dos o tres veces el valor
normal) induce una secrecion elevada de insulina, la cual se describe en dos fases.
En la primera fase la concentracion plasmatica de la insulina puede elevarse hasta
10 veces en los primeros 3 a 5 minutos. A nivel celular, la glucosa entra en la céluia
B através del transportador de glucosa Glut2 (Figura 3). Posteriormente, la glucosa
es metabolizada por la enzima glucocinasa (GK), entrando en la ruta glucolitica.
Esto produce una elevacion de los niveles de ATP, equivalentes reducidos NADPH
e hiperpolarizacién de la membrana mitocondrial. El incremento del ATP citosoélico
producira el cierre de los canales de potasio dependientes de ATP (Karp), la
despolarizacién de la membrana plasmatica y la apertura de canales de calcio tipo
L dependientes de voltaje (Roche, 2003). La entrada y, por consiguiente, ia
elevacion del calcio intracelular, activa las fosfolipasas A, y C, lo que da como
resultado la formacién de acido araquiddnico, fosfatidilinositol y diacilglicerol. El
inositol-1,4,5-trifosfato también moviliza Ca®" desde el reticulo endoplasmico. Esto
corresponde a la fase de secreciéon dependiente de caicio y coincide con el primer
pico de la liberacidn de insulina procesada y empaquetada en vesiculas listas para
fusionarse con la membrana plasmatica y liberar su contenido hormonal (Roche,
2003). Aproximadamente 15 minutos después del estimulo, se observa por
segunda vez un aumento en la secrecién de insulina mayor a la primera fase,

alcanzando una meseta en las 2 a 3 horas siguientes. Esta segunda fase de

secrecion de la insulina es dependiente de la concentracién de glucosa, y consiste




en la liberacién de la hormona previamente formada aunada a la sintetizada

(Guyton y Hall, 2000).

1 11 Citrato->TMatenil-CoA
{1Glutamato

3

Figura 3. Proceso de induccién de la secrecion de insulina por glucosa en la

célula B. La glucosa (G) entra en la célula a través del transportador de

membrana Glut-2 (Roche, 2003).

1.4 Distribucién y desintegracién de insulina

La insulina circula en la sangre corho monoémero libre. Presenta una vida media en
plasma de cinco a seis minutos en individuos normales y en pacientes con diabetes
no complicada. Se desintegra principalmente en higado, rifiones y musculo.
Alrededor del 50% de la que llega por la vena porta al higado es degradada. Se
filtra en los glomérulos renales y se resorbe en los tubulos, donde también se
desintegra.

Su desintegracion proteolitica en el higado ocurre de manera primaria después de
la internalizacion de la hormona y su receptor y, en menor grado en la superficie
celular. Varias enzimas han sido relacionadas en la desintegracion de la insulina, la

principal es una tiol metaloproteinasa, que se localiza primordialmente en los

hepatocitos (Goodman,1996).




1.5 Acciones celulares de la insulina

Los efectos de la insulina de acuerdo al tiempo de accidn son clasificados como: 1)
Inmediatos: aparecen en el transcurso de segundos o minutos e involucran la
activacion de los sistemas de transporte de iones y glucosa; y la modificacion
covalente (la fosforilacion o desfosforilacibn de enzimas); 2) Intermedios: se
presentan en horas, y se relacionan con la transcripcién de genes y sintesis de
proteinas; 3) A largo plazo: se manifiestan en dias y actidan sobre la proliferacion y

diferenciacién celular (Goodman,1996).

1.6 Cascada de transduccion de sefales de la insulina

1.6.1 Receptor de insulina

Este receptor se encuentra presente en todos los tejidos de vertebrados. En
adipocitos y hepatocitos existen mas de 200 000 receptores (White y Kahn, 1994),
el higado expresa la mayor concentracion siendo >10 ° por hepatocito (Guglielmo y
col.,1998). El receptor de insulina es una glucoproteina transmembranal compuesto
por dos subunidades o135 kDa) y dos (94 kDa), las cuales se unen de forma
covalente a través de puentes disulfuro para formar un tetramero. Las subunidades
o son extracelulares y poseen el sitio de unién de la insulina; mientras que las
subunidades B son transmembranales y contienen la actividad de cinasa de tirosina
en sus dominios citosélicos (Guglieimo y col., 1998). La autofosforilacién en tirosina
ocurre en |a subunidad 3 después de la unidn de la insulina al receptor (White y
Kahn, 1994).

1.6.2 Sustratos del receptor de insulina (IRS)

Los IRSs son proteinas que son fosforiladas por el receptor de insulina activado.
Poseen un dominio PH (homdlogo de plekstrina) y PTB (unién a fosfotirosina). El
dominio PH se une a las cabezas polares de fosfoinositidos especificos y dirigen a
las proteinas IRS a la membrana adyacente al receptor de insulina. Los dominios

PTB reconocen la secuencia NPXpY del receptor de insulina. El sustrato principal

del receptor de insulina es IRS-1, que presenta un peso de 185 kDa.




Durante la interaccién con el receptor de insulina, los IRSs son fosforilados en
numerosos residuos de tirosina por el receptor, creando sitios de reconocimiento-
unién para los dominios SH2 (Src homélogo 2) de proteinas adaptadoras
(Virkaméki y col.,1999) (Figura 4).
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Figura 4. Dominios de interaccion proteina-proteina involucrados en la transduccion
de sefiales de la insulina. Una tipica proteina IRS contiene un dominio PH, el cual
dirige la proteina a membrana celular; mientras que el dominio PTB, se une a
NPXpY en la subunidad B del receptor de insulina. El dominio SH2 de adaptadores
y enzimas SH2 liga mdlltiples fosfotirosinas de proteinas IRS (Virkamaki vy
col.,1999).

1.6.3 Cinasa de 3 fosfatidilinositol (PI3K)

PI3K es una proteina SH2 que se asocia con IRS-1. Esta proteina esté constituida
por las subunidades p110 (110 kDa), con actividad catalitica, y p85 (85 kDa), con
actividad reguladora (Virkamaki y col.,1999). El dominio SH2 localiza la region
donde se asocia p110 con p85 e interactiia con los residuos de fosfotirosina,

activando con ello la subunidad catalitica p110 .
p110 fosforila a fosfatidilinositol (Pl), a fosfatidilinositol 4 fosfato (PI(4)P), a
fosfatidilinositol 4,5 bifosfato (P1(4,5)P,) en la posicion 3 del anillo inositol para




producir fosfatidilinositol 3 fosfato (P1(3)P), fosfatidilinositol 3,4 bifosfato (P1(3,4)P-)
o fosfatidilinositol 3,4,5 trifosfato (P1(3,4,5)Ps) respectivamente (Galetic y col., 1999).
Posteriormente, PI(3,4,5)P3 se une a los dominios PH de la cinasa dependiente de
PI3K (PKD-1), y de Akt (Le Roith y Zick, 2001) (Figura 5).

Insulina

a subunidades
Receptor
de Insulina

B subupidades

intracelular

vesicula Glist-4

Figura 5. Cascada de transduccion de sefiales de la insulina resultante en la
translocacién de los transportadores GLUT4 a superficie celular en musculo

promoviendo la entrada de glucosa (Adaptado de Sanger, 2003).

1.6.4 Akt (PKB)

PKB es una cinasa de serina/treonina de 60 kDa y es un blanco regulado cuesta
abajo por la PI3K (Krook y col., 1998). La presencia de los lipidos PI(3,4,5)Ps y
P1(3,4)P, parece tener un papel importante en la activacion del proceso. La proteina
cinasa dependiente de PI(3,4,5)P; (PKD1) posee un dominio PH, se piensa que

ésta se dirige hacia membrana y forma un complejo en donde es activada por




PI(3,4,5)P3. Dado que Akt posee también un dominio PH, ésta puede dirigirse hacia
membrana, donde para ser activada requiere que PKD1 la fosforile en el sitio Thr
38y pKD2 en Ser “° Akt esta implicada en la translocacién de las vesjculas
transportadoras de glucosa GLUT4 hacia membrana celular (Galetic y col., 1999)
(Figura 5).

1.7 Transportadores de Glucosa

Los transportadores de glucosa son glucoproteinas que pueden formar parte de la
membrana celular o estar contenidos en vesiculas intracelulares. Los
transportadores que se encuentran como proteinas integrales de membrana estan
constuidos por 12 dominios o helicoidales, poseen una masa molecular de
aproximadamente 50 kDa (figura 6), y son los responsables de la difusion facilitada
de la glucosa al interior de las células en los tejidos como el cerebro, cuyo
funcionamiento depende principalmente del uso de este carbohidrato (Mueckler,
1990). '

Figura 6. Representacion esquematica de un transportador de glucosa.

Este preéenta doce dominios transmembranales (Cruz y col., 2000).

Los transportadores sensibles a la insulina contenidos en vesiculas intracelulares
en tejidos periféricos, tales como el musculo y el tejido adiposo. En estos tejidos, la
insulina estimula el transporte de glucosa al favorecer la translocacion (dependiente

de energia) de las vesiculas intracelulares ‘que contienen los transportadores de




glucosa GLUT4 hacia la membrana plasmatica. Este efecto es reversible, ya que
los transportadores vuelven al fondo comun intracelular en el momento en que se
elimina la insulina donde se funden con unos sacos grandes de membrana
llamados endosomas. Dentro de estas particulas, las moléculas de GLUT4 se
separan en extensiones tubulares y se reempacan en vesiculas (Lienhard y
col.,1992).

En el cuadro 1 se muestran los diferentes transportadores que se han identificado,
indicando brevemente el tipo de transporte que realizan y los principales lugares de
expresion.

Cuadro 1. Transportadores de glucosa presentes en mamiferos (Adaptado de
Ganong, 1994; Cruz y col., 2001).

TRANSPORTADOR FUNCION PRINCIPALES LUGARES DE
EXPRESION
TRANSPORTE Transporteactivo secundario de la| Intestino delado,
ACTIVO glucosa tubulos renales
Cotransportador

de Na' - glucosa

DIFUSION Captacién basal de glucosa Piacenta,encéfalo, eritrocitos,
FACILITADORA rinones, colon, tejido adiposo y
GLUT1 musculo.

GLUT2 Sensor de la glucosa en las células|Células § de los islotes, higado,

B8, transporte hacia el exterior de las | células epiteliales del intestino

células epiteliales del intestino y del| delgado, rifién.

rifdn
GLUT3 Captacion basal de glucosa Encéfalo, rifiones, placenta, etc.
GLUT4 Captacion de glucosa estimulada| Misculo esquelético y cardiaco,
por insulina tejido adiposo
GLUTS Transporte de fructosa Intestino delgado, células esper-
maticas, rifidn, cerebro, tejido
muscular y adiposo.
GLUTS8 Transporte de glucosa Regulacion  hormonal a  nivel

testicular en adulto.
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1.8 Efecto de la insulina sobre el metabolismo de los nutrientes

1.8.1 Efecto de la insulina sobre el metabolismo de los carbohidratos
Directamente, la insulina fomenta el transporte de la glucosa al miocito y la
captacién del exceso del carbohidrato por el higado para su depdsito casi inmediato
en forma de glucdgeno, correspondiente al 5-6 % de la masa hepatica. Ademas, la
insulina inhibira la sintesis de glucosa hepdtica, estimulado solamente el proceso
de sintesis de glucégeno. El musculo puede disboner del 70 al 80% de la glucosa
postprandial, considerandose como el sustrato energético principal. Cuando el
musculo no se ve ejercitado, se promueve el deposito de la glucosa como

glucégeno, que podra ser usado en periodos posteriores con fines energéticos.

1.8.2 Efecto de la insulina sobre el metabolismo de los lipidos

Cuando la glucosa captada por el hepatocito rebasa el depésito de glucogeno, cesa
la sintesis del polisacarido y la insulina estimula a que el exceso del carbohidrato
tenga conversién en acidos grasos. Los acidos grasos forman triglicéridos, los
cuales son empaquetados dentro de lipoproteinas de muy baja densidad para ser
transportados a través de la sangre al tejido adiposo. En el tejido adiposo los acidos
grasos formaran triglicéridos, contituyéndo asi el almacén energético de éstas

células.

1.8.3 Efecto de la insulina sobre el metabolismo de las proteinas

La elevacidn de la concentracion de la insulina tras la ingesta de alimentos estimula
la absorcion de los aminoacidos por las células, favoreciendo su como proteinas. A
su vez, se estimula la sintesis de enzimas relacionadas con el almacenamiento de
carbohidratos, lipidos y proteinas. Aunado a esto, se inhibe el catabolismo de
proteinas, principalmente musculares, con lo que se tiene una liberacién disminuida
de aminoacidos al plasma. Dentro del higado, la insulina inhibe la gluconeogénesis
a partir de aminoacidos como sustrato, conservandolos para el depésito corporal
(Guyton y Hall, 2000).
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En resumen, la funcién de la insulina consiste en fomentar la utilizacién preferente
de la glucosa con fines energéticos y reducir el uso de los lipidos. Es en esencia la
concentracion de glucosa sanguinea la que controla el uso de uno u otro sustrato
energético, ya que el aumento de la glucemia intensifica la secrecion de insulina y
la reduccion de la glucemia disminuye también los niveles de insulina.

2. Regulacién de la ingestion de alimentos y el almacenamiento de energia.

En nuestro pais, se han dado cambios en las condiciones de los estilos de vida en
los Ultimos afios, observandose un aumento en el consumo de alimentos
hiperenergéticos (grasa, carbohidratos refinados, poca fibra) y habitos sedentarios
(poca o nula actividad fisica). Los primeros contribuyen a la alteracién de los
mecanismos de régulacién de la ingesta, sobreviniendo el depédsito incontrolado y
aumentado de las reservas energéticas. Aunado a esto, la poblacién
latinoamericana, dada su mezcla racial, posee un mayor nimero de genes gue le
predisponen al desarrollo de la obesidad y la diabetes tipo Il. Se ha comprobado
que dichos genes son activados por los cambios de los estilos de vida. Por lo que
en los Ultimos 10 afios se ha detectado un aumento de la prevalencia de la

obesidad en muchos paises occidentales.

2.1 Obesidad y su relacién con la resistencia a la insulina

La obesidad esta asociada con el desarrollo de la resistencia a la insulina, que es
un factor de riesgo de la diabetes tipo Il medible desde la etapa prediabética
temprana y que se encuentra en la mayoria de los pacientes con diabetes tipo Il
(Golstein, 2002; Petersen y Shulman, 2002).

Durante la obesidad, el tejido adiposo del compartimiento visceral (central o
abdominal) se encuentra preferentemente aumentado. La grasa visceral es poco
sensible a la insulina, consecuentemente desarrolla una elevada lipélisis,
introduciendo a la sangre grandes cantidades de acidos grasos.

Se ha encontrado que al existir niveles elevados de acidos grasos circulantes en

plasma e ingresar a la célula muscular o hepatica, se generan productos de la ruta
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lipogénica como el diaciacilglicerol, especificamente 1,2 diacilglicerol (DAG). Este
compuesto activa la proteina cinasa C (PKC, proteina que requiere del fosfolipido
fosfatidilserina y del i6n Ca®), tras incrementar la afinidad de ésta por el Ca*".
Activada la PKC, ésta fosforila residuos de serina y treonina en sus proteinas diana.
Se ha observado, ademas, un incremento en las fosforilaciones de los residuos en
serina de IR e IRS-1 en tejido muscular y hepatico. Por otro lado, las fosforilaciones
en serina sobre IR e IRS-1 causadas por la PKC resultan similares a las producidas
por el control negativo de la cascada, produciendo una disminucién en la
autofosforilacién y en la actividad cinasa de tirosina del receptor. Esto disminuye el
acoplamiento de [RS-1 hacia IR y sustratos cuesta abajo, observandose una
disminucion en la actividad de PI3K y Akt1. Finalmente, esto produce una
deficiencia en la activacién de los transportadores GLUT4 hacia membrana,
conduciendo al desarrollo de la resistencia a la insulina (Qu y col., 1999; Petersen y
Shulman, 2002).

Por otro lado, al tener acceso directo a la circulacion porta el excedente de acidos
grasos procedentes de la lipdlisis del compartimiento visceral, llegan en abundancia
al higado, en donde produciran alteraciones en el metabolismo de carbohidrados al
incrementar la producciéon endégena de glucosa. Asi, el higado se torna resistente
a la accion inhibitoria de la gluconeogénesis regulada por la insulina (Goldstein,
2002; Gastaldelli y col., 2004).

3. DIABETES

México ocupa actualmente el noveno lugar mundial en la prevalencia de la
diabetes. En 1981, la tasa de mortalidad por 100 mil habitantes fue de 21.4%,
ascendiendo a 33.4% en 1993 y llegando hasta un 43.5% en el 2000, para
constituirse en el 2004 como la primer causa de muerte en el pais (Rodriguez,
2004).

3.2 Clasificacion
Desde el punto de vista clinico, la enfermedad puede ser clasificada como: diabetes

insulinodependiente (IDDM o diabetes tipo |) debido a la destruccién autoinmune de
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las células B pancreéticas; diabetes no insulinodependiente (NIDDM o diabetes tipo
1), ésta a su vez puede dividirse en las variantes que presentan o no obesidad; y

en un tercer tipo, més raro, conocido como la diabetes juvenil (Robbins,19895).

4. DIABETES TIPO Il

4.1 Definicion

La diabetes tipo Il no insulino dependiente (NIDDM) se presenta en mas del 95%
de los casos de diabetes en nuestro pais.

En la mayoria de los casos es una enfermedad poligénica. Factores ambientales,
especialmente la dieta, la actividad fisica, la edad y la etnicidad, interactian con la
predisposicion genética afectando significativamente la prevalencia de la
enfermedad. La susceptibilidad a la resistencia y a los defectos de la actividad
secretora de la insulina parecen estar determinados genéticamente (Goodman,
1996; Kahn, 1998).

4.2 Patofisiologia

El desarrollo de la resistencia a la insulina conduce a un estado de hiperinsulinemia
que compense el deterioro de la sensibilidad del control fisiolégico en el
metabolismo de carbohidratos y lipidos, constituyen los marcadores de la etapa
temprana del desarrollo de la diabetes tipo ll. En el paciente insulinorresistente
obeso y con diabetes tipo Il se ha encontrado que la fosforilacion de IRS-1, la
actividad de PI3K y Akt y la traslocacion de GLUT4 hacia la membrana plasmatica
se encuentran alteradas en el musculo esquelético (Krook y col., 1998, Krook y col.,
2000), generando una baja dispbsicién del carbohidrato por el musculo. Asi mismo,
se observa que la supresion de la gluconeogénesis hepatica requiere de hasta 2 o
4 veces mayor cantidad de insulina (DeFronzo, 1999; Peterseny Shulman, 2002).
Debido a que la gluconeogénesis hepética se encuentra altamente activa, ésta
contribuye aproximadamente con el 50 a 60% de la glucosa circulante en el
paciente diabético (Song y col., 2000). La baja disposicion de la glucosa por el

musculo y la gluconeogénesis hepética altamente activa, someten al organismo a
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un estado constante de hiperglicemia. Lo anterior origina que se pierda la primera
fase de la secrecidon de la insulina, 1o que a su vez genera un desfasamiento en la
secrecidn de la hormona y, posteriormente bajo condiciones mas graves, la pérdida
de la sensibilidad al estimulo hiperglicémico. En el paciente diabético, la pérdida de
la primer fase de secrecidn de la insulina trae consigo una alta y tardia secrecién de
la hormona, observada como la intolerancia a la glucosa, que genera la
hiperglicemia postprandial.

Después de un largo periodo de hiperinsulimenia compensatoria, la funcién de la
célula B se pierde progresivamente. Se ha observado que el agotamiento y la
muerte celular reducen la cantidad de las células B hasta un 50%. Entonces, la
resistencia a la insulina y la excesiva gluconeogénesis, que ya no pueden ser
compensadas satisfactoriamente debido a la ahora deficiente secrecidn de insulina,
conducen a un estado constante de hiperglicemia a lo largo del dia, mismo que es

detectado bajo la condicidén de ayuno (Goldstein, 2002).

4.3 Factores que indican el desarrollo de la diabetes

Los valores normales de glucosa en sangre en ayuno se encuentran entre 80 y 90
mg/dl. El limite superior bajo condicion de ayuno es de 110 mg/dl, y al rebasarlo se
diagnostica el desarrollo de la diabetes. Cuando la hiperglucemia alcanza valores
mayores del valor umbral de 180 mg/d! en sangre, se produce la eliminacion del
carbohidrato por via renal, [o que se denomina glucosuria. Los sintomas inducidos
por la glucosuria son poliuria (eliminacién excesiva de orina) y polidipsia (aumento

de la sed).

4.4 Complicaciones de la diabetes

Los pacientes con diabetes pueden desarrollar complicaciones microvasculares
(retinopatia, nefropatia y neuropatia) y macrovasculares (infarto de miocardio,
enfermedades vasculares periféricas). De esta forma, el 40% de los pacientes
diabéticos que presentan problemas de retinopatia culminan en ceguera. El 14 %

de los pacientes desarrollan problemas renales. Problemas de neuropatia
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periférica y autonémica (trastornos reflejos cardiovasculares, alteraciones del
control vesical, la disminucion de la sensibilidad de miembros) ocurren en un 10%.
La enfermead cerebrovascular es 2.5 veces mayor en diabéticos que en el resto de
la poblacién. El 30% de los problemas de pie diabético culminan en amputacion
(Kuri, 2001).

Por otro lado, como consecuencia del metabolismo anémalo de lipidos se
desarrollan la arteriosclerosis y la lesiébn renal y, de ésta ultima se deriva la

hipertensién arterial.

4.5 Modelos de animales para el estudio de la Diabetes

En torno al estudio de la diabetes tipo [l o NIDDM existen varios modelos
experimentales de animales que nos permiten evaluar los mecanismos de accién y
las vias de sefalizacién desarrolladas en la patologia, asi como los posibles
tratamientos.

Los modelos de ratones frecuentemente utilizados son los que incluyen
alteraciones en genes especificos que conducen al desarrollo de diabetes (db) y
obesidad (ob). Los modelos de ratas han sido desarroliados mas recientemente. El
gen fa responsable de la obesidad fue descrito primeramente en la rata Zucker
(Peterson y col., 1990). Asi también se usan ratas diabéticas por induccién quimica
con estreptozotocina (STZ) que puede producir diabetes tipo | y Il dependiendo de
la dosis administrada (Kawa y col., 2004).

Dentro de las ratas Zucker existen tres variedades. Las Zucker lean control (ZLC
+/fa 6 +/+) son usadas como control no diabético delgado. Las Zucker fatty (ZF
fa/fa) son obesas e insulino-resistentes. Las Zucker Diabetic Fatty (ZDF Gmi, fa/fa)
son obesas, insulino-resistentes y diabéticas (hiperglucemia de 450 mg/dl)
(Kuhlmann y col., 2003). Estas dos Ultimas son utilizadas para el estudio de la
diabetes tipo Il debido a la similitud de las alteraciones en la patologia desarrollada

en humanos (Pick y col., 1998).
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4.5.1 Rata Zucker Fatty (ZF, fa/fa): Un modelo de estudio de la Diabetes Tipo Il
La rata ZF (fa/fa) es genéticamente obesa debido a una mutacién en el receptor de
leptina (Pick y col., 1998; Szayna y col., 2000). La rata ZF es leptinorresistente
registrando hiperfagia desde las primeras semanas de vida y disminucién
significativa de la actividad fisica (Bray, 1977), lo que le origina una elevada
ganancia de peso durante su crecimiento (lonescu y col., 1985). La rata ZF
desarrolla intolerancia a la glucosa después de la 6ta semana de edad,
declarandose fisiolégicamente insulino-resistente (lonescu y col., 1985). El modelo
se considera normoglicémico en el rango de 90 mg/dl a 135 mg/dl en promedio
hasta las 18 semanas de edad (Fursinn y col., 1991; Pedersen y col., 1992; Pick y
col,, 1998; Zhen y col., 1999; Szayna y col., 2000; Saengsirisuwan y col., 2001; Liu
y col., 2002; Li y col., 2003), desarrollando hiperglicemia ( =156 mg/ dl) asociada
con la edad en la etapa adulta, alrededor de los 12 meses, cuando el pancreas
presenta agotamiento y muerte celular de las células B con la resultante
disminucién de secrecion de insulina (Pedersen y col., 1992; Pick y col., 1998).

El desarrollo caracteristico de hipertrigliceridemia en las ratas ZF se debe a la
produccién elevada de lipoproteinas de baja densidad en higado; presentandose
también un incremento en los niveles de colesterol. Las ratas muestran un aumento
en el nimero y tamafio de los adipositos, especificamente en los depdésitos
subcutaneo y retroperitoneal. Asimismo, la lipdlisis se encuentra aumentada en

animales jévenes y disminuye con la edad (Bray, 1977).

5. TRATAMIENTO DE LA DIABETES

El tratamiento de la diabetes tiene como finalidad lograr el control glicémico para
reducir el riesgo de desarrollar complicaciones y-con ello de la disminucién de
enfermedades cardiovasculares, renales, etc.

En pacientes con diabetes tipo I, la terapia basada en agentes orales es la mas
indicada cuando la dieta y el ejercicio no logran un control aceptable de la
glucemia. Actualmente, entre los agentes orales usados se incluye a las

sulfonilureas, biguanidas, tiazolidinedionas e inhibidores de la absorcién de
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glucosa. Asi mismo, la insulina se puede aplicar en combinacién con algun agente

de la terapia oral.

5.1 Hipoglucemiantes orales

5.1.1 Biguanidas: Metformina

La Metformina es una biguanida usada para el control de la glucosa sanguinea del
paciente que es insulinorresistente y para la prevencion de la diabetes en el que ha
desarrollado intolerancia a la glucosa. En la etapa temprana del desarrollo de la
diabetes tipo I, cuando el paciente aun es capaz de secretar cantidades suficientes
de insulina, asi como para el paciente con diabetes tipo Il que presenta obesidad.
La Metformina produce la disminucidén de la glucosa sanguinea principalmente por
supresiéon de la produccién de glucosa hepdtica. Los estudios en torno al
mecanismo de accién de la metformina indican que al promover la re-esterificacién
de los acidos grasos del tejido adiposo produce la inhibicidn de la lipblisis. De esta
forma, al reducir la lipotoxicidad, indirectamente contribuye en la supresidén de la
gluconeogénesis hepatica (Stolar, 2002; Giannarelli y col.,, 2003). En el tejido
muscular, la mejora de la sensibilidad a la insulina por la metformina puede ser
explicada a través de distintos mecanismos, incluyendo el incremento en la
actividad de cinasa de tirosina del receptor de insulina, aumento en la promocion
de los trasportadores GLUT4 y aumento en la sintesis de glucdgeno. La metformina
no presenta un efecto directo sobre la célula B, ya que ésta no estimula la secrecion
de insulina, por ello, la posibilidad de causar hipoglicemia es minima. Otra

caracteristica consiste en que no produce aumento de peso (DeFronzo, 1999).

5.1.2 Sulfonilureas: Clorpropamida

Las sulfonilureas estimulan la liberacion de insulina a partir de las células
pancreaticas. El mecanismo comienza con la union de la sulfonilurea al receptor en
la célula B, que cierra un canal de potasio dependiente de ATP, disminuyendd el
flujo de potasio y provocando la despolarizacién de la membrana plasmatica. Esto
produce el incremento del flujo de calcio en la célula que activa al sistema del
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citoesqueleto, causando a su vez la translocacion de los granulos secretores a la
superficie celular y la liberacion de la insulina a través de exocitosis
(Goodman,1996; DeFronzo, 1999).

La combinacion de la metformina con la monoterapia de una sulfonilurea ha
demostrado mejorér eficientemente el control glicémico (DeFronzo, 1999;
Kirpichnikov y col., 2002). Dentro de los farmacos que poseen la combinacion

biguanidas-sulfonilureas se encuentra el Mellitron.

5.1.3 Mellitron

El Mellitron comercial consiste en tabletas compuestas de-metformina (400 mg) y
clorpropamida (125 mg). Es un hipoglucemiante oral sinérgico recomendado para
diabetes no insulinodependiente, en especial cuando se asocia a obesidad. Se
recomienda la administracién de 1 a 3 tabletas al dia dependiendo de los

resultados de glucemia (Diccionario de especialidades farmacéuticas, 2003).

5.2 Plantas medicinales: la herbolaria mexicana

La herbolaria se conoce como la practica terapéutica que utiliza plantas
medicinales. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) reconoce el valor de esta
practica terapéutica y le otorga gran importancia en los esquemas o0 sistemas
plblicos para la salud (Huerta, 2002). Para grandes nucleos de la poblacién
mexicana, las plantas medicinales aun constituyen el recurso mas conocido y
accesible para el tratamiento de diversas afecciones. La informacidn etnobotanica
mundial reporta casi 800 plantas usadas en el control de la diabetes y
aproximadamente 150 de estas existen en México. Sin embargo, dichos
tratamientos se aplican empiricamente y s6lo un numero reducido de estas plantas
ha sido estudiado. Algunas de las plantas estudiadas se citan en el Cuadro 2 y

dentro de éstas se encuentra la chaya (Alarcon-Aguilara y col., 1998).
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Cuadro 2. Plantas medicinales de uso intensivo en México para el tratamiento de la
diabetes (Adaptado de Alarcén-Aguilara y col., 1998).

Ngﬁr_nﬁré”@:jen‘\t'ﬂco “Familia |“Nombre Popular | Partes usadas |Preparacion
"Opunt/a ;;réptécéhthav \éaéiaéeée Nopal Tallo kfrésco Jugo
Tecoma stans Bignoniaceae |Tronadora Flores Decoccién
: obis; | Eljphoitiassas | Chaya |Hoja§ 7" | Decocion. |
Euphorbla pr'o'straté“Aitﬁt Eupﬁorblaceae \éolondrlna Planta compieta Bécocmon
Guazoma ulmifolia Sterculiaceae |Guacima Hojas Decoccion
Lam.
Salvia officinalis L. Labiatae Salvia Flores Decoccion
(Ort.) Epl
Musa sapientum L. Musaceae Platano Flores frescas | Decoccion
Rhizophora mangle L. | Rizophoraceae | Mangle rojo Tallo Decoccion
Trigonella foenum- Leguminosae |Fenogreco Semillas Decoccion
graceum L.
Tournefortia Boraginaceae |Lagrimas San|Tallo Decoccion
hirsutissima L. Pedro
Turnera diffusa Willd Tumeraceae |Damiana Hojas ' Decoccion
6. LA CHAYA
6.1 Botanica

La Chaya es un arbusto que pertenece a la clasificacion Calayptosolen del género
Cnidoscolus de la familia Euphorbiaceae .

El conjunto de especies agrupadas en la taxonomia como chayas, quedan
comprendidas dentro de la taxonomia Cnidosculus aconitifolius (Mill.) 1.M. Johnst.
ssp. aconitifolius (Breckon 1975). Estas p[antas crecen hasta seis metros de altura,

son de hojas lobuladas, savia lechosa y pequefias flores blancas en la punta de las
ramas en dicotomia.
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Dentro de las subespecies de la chaya existe una amplia variacion morfolégica y
fenologica. En la investigacion realizada por Ross y Molina (2002), se identificaron
cuatro variedades cultivadas de chaya, cuyas diferencias morfol()gicas facilmente
separables y baétante consistentes, resultaron suficientes para tal diferenciacion,

pero cuya taxonomia ain no es asignada (Figura 7).

(X1

Figura 7. Cuatro variedades cultivables de chaya: Estrella |,
Picuda Il, Chayamansa lil y Redonda IV (Ross y Molina, 2002).
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6.2 Distribucion

Las subespecies de Cnidosculus aconitifolius aconitifolius tienen una amplia
distribucion. En forma silvestre crecen desde el sur de Texas a lo largo de la costa .
del Golfo de México, Guerrero, a través de Yucatan y Chiapas, Centroamérica,
hasta el sur de Colombia. Recientemente, En tiempos recientes su cultivo se ha
extendido a Cuba, Florida, Puebla, Morelos, y areas urbanas y suburbanas por todo
México y el suroeste de Estados Unidos.

6.3 Uso como alimento

Andlisis quimicos han mostrado que las hojas de chaya tienen un alto contenido
nutricional en comparacién a otras hojas comestibles. Las hojas de chaya
sobresalen por su alto contenido en vitamina C, actividad de provitamina A
(principalmente B caroteno) y proteina (Ross y Molina, 2002). Los niveles de
vitamina C son altos y resultan diez veces mayores comparados con los niveles
encontrados en naranja o limén (Molina y col.,1997) .

Sin embargo, resulta importante tener presente que las hojas cocinadas en agua
hirviente (aproximadamente 20 ml agua/hoja) alcanzan niveles no téxicos de
glucésidos cianogénicos (0.017 + 0.002 mg HCN/g hoja) a los 15 minutos de
coccion, coincidiendo con el tiempo tradicional para hervir el agua (Molina y col.,

1997) y sblo asi pueden consumirse sin riesgo.

6.4 Medicina: Usos

La chaya ha sido y continua siendo una importante planta medicinal en México. La
gran expansion que ha tenido recientemente en distintas areas probablemente se
debe a su valor medicinal.

Los registros que existen sobre el uso tradicional de la chaya abarcan numerosas
enfermedades como los problemas de rifién incluyendo disoluciéon de calculos,
diabetes, obesidad, inflamacioén, desoérdenes musculares, reumatismo, artritis,

hemorroides, problemas visuales, problemas de encias.
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Para el tratamiento de la diabetes, las hojas de chaya son preparadas y usadas de
. forma similar como normalmente son consumidas, con la precaucion de ser
hervidas cuando la administracion es oral a través de infusiones o té (Ross y
Molina, 2002).

6.5 Posible Efecto Antidiabético

Existen dos estudios publicados que han evaluado el potencial hipoglucémico de la
chaya. El primero de ellos fue realizado por Kuti y Torres (1996), con conejos a los
cuales se les indujo la diabetes con Streptozotocina (STZ). La variedad de hojas de
chaya utilizadas fue Cnidoscolus chayamansa, cuyo extracto se prepar6 con 10 g
de hojas en 1000 ml de agua a ebullicién por 30 minutos hasta que el volumen se
redujo al 90% (900 ml). Este té fue administrado ad libitum durante 6 horas (Cuadro
3). Los resultados obtenidos muestran la capacidad hipoglucemiante del té de
chaya en base a la disminucién del 26% de glucosa 6 horas después de iniciado el

experimento.

Cuadro 3. Efecto del extracto de hojas de Cnidoscolus chayamansa sobre los
niveles de glucosa sanguinea en conejos no diabéticos y diabéticos por induccion
con estreptozotocma STZ (Kuti y Torres,1996).

vael de glucosa sangumea (mg/dl+SEM )
No —diabéticos |  Diabéticos
Tlempo (h) agua { '‘chaya" ! { Agua § "chaya" ,

00 ( 87+3.1]|85+25| 112483118+ 13.2
10  186£27[91+3.9 138+4.6/11427.3

20 | 87:26]99t4. 3{143 +6.4/103£8.7
30 | 8731 82+16] 139+80| 96+9.3

40 1 88+3.0]85+21 153163 92+58
50 | 87+47/84142] 158+7.4) 89+3.6

" 60 |87%31) 82%27| 162£90| 8727

Alarcon-Aguilara y col. (1998), realizaron un estudio para evaluar el efecto
antihiperglicémico de 28 plantas mexicanas utilizadas como antidiabéticas,
incluyendo la chaya Cnidoscolus multilobus (Cuadro 4). En este estudio el té fue
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preparado con 40 g de hojas secas de chaya Cnidoscolus muitilobus en 300 ml de
agua a ebullicion lenta. Se utilizaron conejos Nueva Zelanda, machos, adultos,
normoglicémicos, para realizar la prueba de tolerancia a la glucosa mediante la
administracién subcutdnea del carbohidrato (2 g/kg) y la administracion
intragastrica de agua 6 del té (4 ml/kg de peso corporal) como tratamiento. Los
niveles de glicemia fueron evaluados durante 300 minutos después de iniciada la
prueba. El pico hiperglicémico alcanzado con el tratamiento del té de chaya
Cnidoscolus multilobus fue superior al obtenido por el grupo control, registrando a
su vez un desfasamiento de 60 minutos. Debido a que el té de la chaya
Cnidoscolus multilobus no mostré reduccién en el pico hiperglicémico y a que el
nivel de glicemia promedio obtenido durante la prueba fue mayor al mostrado por el
grupo control, este estudio sefiala que el té de la chaya Cnidoscolus multilobus no
posee efecto anti-hiperglicémico.

Cuadro 4. Prueba de Tolerancia a la Glucosa en conejos sanos por administracion

gastrica de agua (control) y preparacion de planta (té). Glicemia en mg/dl (media +

(n=18)
C. multilobus 71.8+1.8 155.4+3.5 251.944.9 265.749.1 235.2+13.3 156.3+14.7 204.5+7.8
(n=9)

El amplio consumo empirico del té de chaya en nuestro pais por los pacientes
diabéticos para lograr el control glicémico hace necesario el estudio cientifico que
valide el posible efecto antidiabético de Ia planta.

Los antecedentes cientificos proporcionan informacién contradictoria acerca de la
capacidad hipoglucemiante/antihiperglicémica de la chaya, lo cual podria atribuirse
a las variedades de hoja utilizadas, al tiempo de corte de la hoja, a la concentracion

del te, al modelo experimental utilizado o al periodo de duracién del tratamiento.
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Esto lleva a plantear un estudio en el cual se incluyan diferentes variedades de
hoja, considerando que la capacidad hipoglucémica pudiera estar asociada a la
variedad. Asi mismo, es de gran importancia considerar los efectos producidos por
esta planta en un modelo de animales para la diabetes tipo Il que nos permita
sugerir un posible mecanismo de accién. Ademas, debido a que es comun que el
paciente diabético se someta a una terapia con farmacos hipoglucémicos
combinada con el uso de plantas medicinales, resulta de suma importancia evaluar
el efecto coadyuvante del t& de chaya con un farmaco ampliamente utilizado como
el Mellitrén.
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HIPOTESIS

El té de chaya presenta capacidad hipoglucemiante y ésta pueda estar basada por
una mejora en la cascada de transduccion de sefiales de la insulina. Asi mismo,
dicho efecto puede verse influenciado por la variedad de la hoja utilizada y por la

combinacion de farmacos hipoglucemiantes.
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OBJETIVOS

GENERAL
Evaluar la capacidad hipoglucemiante y coadyuvante del té de chaya (Cnidoscolus

aconitifolius ssp. aconitifolius Breckon) en un modelo de diabetes tipo Il.

ESPECIFICOS
e Comparar la capacidad hipoglucemiante de dos variedades del té de chaya
sobre los niveles de glucosa sanguinea en condiciones de ayuno y con una

carga de glucosa en ratas Zucker Fatty (ZF).

o Determinar el efecto combinado del té de chaya y un farmaco
hipoglucemiante sobre los niveles de glucosa vy triglicéridos en plasma de
ratas ZF.

e Evaluar el efecto del t& de chaya y farmaco sobre la expresion y actividad de
proteinas participantes en la cascada de transduccién de sefiales de la

insulina en tejido muscular de ratas ZF.
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METODOLOGIA
1. MATERIALES

1. 1 Biolégicos

-Animales. Se usaron ratas macho obesas Zucker Fatty (fa/fa), de 4 semanas de
edad, proporcionadas por Harlan-México. Los animales se aclimataron durante 6
semanas y se mantuvieron bajo ciclos de luz/obscuridad de 12 horas, con libre

acceso al agua y comida estandar para roedor.

Las hojas de chaya fueron obtenidas del banco de germoplasma del Instituo
Nacional de Investigacion Forestal Agricola y Pecuaria (INIFAP) campus Celaya.
En base en.la informacion etnobotanica, las variedades Redonda (tres l6bulos) y
Estrelia (cinco I6bulos) de chaya Cnidosculus aconitifolius ssp. aconitifolius (Ross y

Molina, 2002), fueron asignadas como chayaly chaya2, respectivamente.

1.2 Quimicos
-Los anticuerpos Primarios se obtuvieron de Santa Cruz biotechnology
a) IRS-1, mouse monoclonal 1G24, 200pg/mi
b) p-Tyr (pY99), mouse monoclonal IgG2s, 200pg/mi
c) p-Akt1 (Ser 473)-R, rabbit polyclonal 1gG, 200ug/ml!
d) Insulin RB, mouse monoclonal IgG4, 200pg/ml

e) Actin, goat polyclonal igG, 200pg/ml

_Los anticuerpos Secundarios se obtuvieron de Zymed
f) HRP-Goat anti-Rabbit 19G (H+L) Conjugate, 1.5 mg/ml
g) HRP-Rabbit anti-Goat IgG (H+L) Conjugate, 1.5 mg/mi
h) HRP-Goat anti-Mouse IgG (H+L) Conjugate, 1.5 mg/m.
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Insulina. Insulina Humana Humulin R R, Regular, (origen ADN recombinante),

solucion inyectable, 100Ul/mi, accion rapida, marca Lilly.

_Mellitrén tabletas compuestas de metformina (400 mg) y clorpropamida (125 mg)
marca JANSSEN-CILAG.

-Otros

- Pentobarbital sédico

_ Reactivos para electroforesis marca Bio-rad

- Kit de quimioluminiscencia marca Roche Molecular Biochemicals

- Membranas-inmuno-Blot™ PVDF para Protein Blotting (0.2mm)

—Tiras reactivas para la medicion cuantitativa de la glucosa en sangre capilar
fresca (Roche)
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2. METODOS

2.1 Preparacion de té de chaya

Se pesaron 10 g de hojas frescas de chaya, se adicion6 agua hasta 1L y se calentd
a ebullicion. Se dej6é evaporar el agua hasta un volumen de 900ml, durante un
periodo minimo de 15 min. Una vez filtrado el t& se conservé en refrigeracion,
atemperandolo antes de administrario a los animales diariamente ad libitum.
Considerando el volumen promedio del té ingerido diariamente por animal, la dosis
administrada se aproximé al 1% (gramos hoja/100 mi). Posteriormente se duplicé la
cantidad de hojas (20 g) siguiendo el proceso citado para obtener el extracto
acuoso, el cual fue administrado a la dosis aproximada del 2%.

2.2 Dosificacion del Mellitrén

La dosificacion del farmaco se consideré en base a los 400 mg de metformina
como constituyente principal en el Mellitron. La dosis inicial fue de 3 pastillas por
dia. Se consideré el volumen promedio de liquido diariamente ingerido por animal.
Las tabletas se triturarén finamente. Iniciaimente los 1200 mg/dia equivalentes a 17
mg/kg de peso corporal del animal fueron incorporados directamente en el liquido
(agua o té) en disolucién y fueron administrados diariamente ad libitum.

Posteriormente la dosis se triplicé y se administraron 56 mg/kg de peso corporal.

2.3 Tratamientos. Se disefiaron dos Fases de tratamiento.

Fase1: Los animales se dividieron en un grupo control, que recibié agua, y un
grupo para cada variedad de té de chaya, que iniciaimente se administré al 1% vy
posteriormente al 2%. El experimento inici6 a las 10 semanas de edad de los
animales y tuvo una duracién de 5 semanas, realizandose una Curva de Tolerancia
a la Glucosa al final del periodo. Todos los tratamientos fueron administrados ad
libitum.

Fase2: Como continuacion de la fase 1, esta fase dio inicio a las 15 semanas de
edad de los animales. Se establecieron 6 grupos: 1) Control (agua), 2) Mellitron
(56mg/kg) , 3) Té Chayal (2%), 4) Chaya1-Mellitrén, 5) Té Chaya2 (2%), 6)
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Chaya2-Mellitrén. La dosis inicial del farmaco fue de 17 mg/kg y posteriormente de

56 mg/kg. Los tratamientos fueron administrados durante 5 semanas ad libitum .

En cada una de las fases se registr6 semanalmente el peso corporal de los
animales. Las determinaciones de los niveles de glucosa sanguinea se realizaron
en condiciones de ayuno.

2.4 Determinaciones de glucosa en sangre

Las muestras de sangre fueron obtenidas de la vena caudal de las ratas en estado
de ayuno y la medicion de glucosa se realizé6 empleando un glucémetro Accutrend
GC, cuyo rango de sensibilidad es de 20 a 600 mg/dl de glucosa. La medicién de la
prueba se realiza a través de bioamperometria, que mide la corriente generada por
la reaccion de la enzima glucosa-deshidrogenasa de la tira reactiva al convertir la
glucosa de la muestra sanguinea en gluconolactona. El método tiene una precisiéon
< 3% y una exactitud + 5 % respecto al método de la hexoquinasa (Roche
Diagnostics).

2.5 Determinacion de triglicéridbs en plasma

La toma de muestra siguié el protocolo previamente mencionado. La muestra fue
colectada en tubos eppendorff. Formado el coagulo, el plasma fue obtenido por
centrifugacién. La medicion de los niveles de triglicéridos fue determinada por
analisis enzimatico-colorimétrico (Bayer).

2.6 Curva de Tolerancia a la Glucosa

En estado de ayuno, se administré por via oral una solucién de glucosa (4.9 g/kg
por peso corporal) y se realizaron determinaciones de glucosa sanguinea a los
tiempos 0, 5, 15, 60 y 120 minutos.
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2.7 Sacrificio de animales y toma de muestras

Al finalizar el tratamiento, los animales se dejaron en ayuno y se les determiné la
glucosa sanguinea. Se sacrificaron bajo anestesia con Pentobarbital (90 mg/kg de
peso corporal) por via intraperitoneal. Se administr6é insulina Humulin R (10 U/kg)
por via cardiaca (Giorgino y col., 1992; Kim y col., 2000) y se extrajo rapidamente el
tejido muscular a los tiempos 0, 3, 5 y 156 min. Se congelaron las muestras en
nitrégeno liquido y se almacenaron a —74°C has'ga su analisis.

2.8 Preparacion de tejido muscular

Cada muestra de tejido muscular se homogenizé usando un polytron a 15 unidades
de velocidad durante 30 segundos en 2 ml de buffer (Hepes 50mM (pH 7.5), NaCl
105mM, NasP,0O; 10mM, NazvO, 2mM, MgCl, 1mM, NaF 10mM, EDTA 2mM,
PMSF 2mM, leupeptina 5mg/mi, Nonidet p-40 (NP40) 1% vy glicerol al 10%). Los
tejidos lisados fueron solubilizados por agitacién constante (30 rev/min) durante 40
min a 4°C. Posteriormente, las muestras se centrifugaron durante 30 min a 36000 g
a 4°C. El sobrenadante fue almacenado a -74°C hasta su analisis.

2.9 Cuantificacion de Proteinas

Se cuantificaron las proteinas totales del homogenizado del tejido muscular
utilizando el método de Lowry y col. (1951), empleando una solucion de
seroalblimina bovina (BSA) para realizar la curva estandar de referencia.

2.10 Western-Blot

2.10.1 Electroforesis en geles de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio
SDS-PAGE

El extracto proteico fue mezclado volumen a volumen (1 :1) con la solucién

digestora de muestra. Esta mezcla se incub6 a 60°C en bafio maria por 20 minutos.

Las proteinas fueron separadas en geles de poliacrilamida con SDS al 7%, a voltaje

constante (120 volts) durante 100 min. Para verificar la electroforesis y visualizar las

bandas de proteinas, los geles se tifieron con Azul de Coomasie G-250 (Laemmli,

1970).
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Después de la electroforesis, el gel y la membrana de nitrocelulosa se trataron con
una solucién de electrotransferencia durante 10 min. La transferencia se realiz6 a
15 volts durante 18 min en una camara de transferencia semiseca (BIO-RAD). La
membrana se bloque6 en solucién amortiguadora TBS 10% durante toda la noche
a 4°C y se incub6 con un primer anticuerpo (IR, IRS-1, pTyr y pAkt1) durante 3
horas, a temperatura ambiente. Se realizaron lavados con solucién TTBS.
Posteriormente, la membrana se incubé con un segundo anticuerpo conjugado con
peroxidasa dilﬁido (1:1000) en solucién de bloqueo por 45 minutos. Finalrﬁente, la
membrana se lavé con TTBS y se incubé con la solucién sustrato del kit de
quimioluminiscencia (Western blot Chemioluminiscence Reagent Plus NEN™ Life
Science Products), y se visualizé por autorradiografia cuando la membrana fue
expuesta a una pelicula fotografica (Fuji medical x-ray film). El revelado de las
placas se hizo con soluciones comerciales (Kodak).

Como control interno de la carga de proteina, se empleo un anticuerpo contra
Actina.

2.10.2 Analisis Densitométrico

Las bandas se cuantificaron por andlisis de la intensidad maxima a través de un
fotodocumentador mediante el software Kodak ID Image. Las bandas de IR, IRS-1
y Akt se ajustaron respecto a las de Actina.

2.11 Analisis estadistico

La evaluacion estadistica de los datos se realiz6 utilizando el analisis de varianza
seguido de la prueba de Fisher post hoc de comparaciones muitiples, asi como
Tukey. En todos los casos un o de 0.5 fue usada para determinar la significancia.

Los resultados son presentados como media + el Error Estandar de la Media
(SEM).
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RESULTADOS

1. Fase 1: Tratamiento con el té de Chaya

El analisis de la relacion entre la variedad morfolégica y efecto hipoglucemiante del
té de chaya se estudio en ratas Zucker Fatty (ZF). La concentracion de chaya en el
té administrado fue determinada en base al consumo diario del liquido. Esta fase de
tratamiento did inicio a las 10 semanas de edad de los animales y tuvo una

duracién de cinco semanas.

1.1 Efecto del té de chaya sobre el peso corporal de las ratas ZF

Al inicio del experimento el peso de los animales fue de 382 + 13 g, 398 £ 8 g y 406
+ 11 g en los grupos control, chayal y chaya2, respectivamente, sin presentar
diferencia significativa. Durante el tratamiento la ganancia de peso corporal de los
animales tratados con el té de chaya fue similar al grupo control, sin presentar
diferencia significativa, a excepcién de la altima determinacién. Como lo muestra la
figura 8, después de 30 dias de tratamiento se registraron 131+ 8¢, 162+10gy
148 + 17 g de incremento en los grupos control, chaya1 y chaya2, respectivamente,

presentando diferencia estadistica el grupo de chaya1 respecto al control.
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Figura 8. Incremento del peso corporal en las ratas ZF tratadas con

t& de chaya, administrado en agua de uso.

Los valores son presentados como media + SEM, n=4-5.

Tratamiento inicial chaya 1%, durante 11 dias,  incremento a 2%, durante 24 dias.
* p < 0.05, respecto al Control por el analisis estadistico de Fisher.
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1.2 Efecto del té de chaya sobre la concentracion de glucosa sanguinea en
las ratas ZF
La figura 9 muestra los niveles de glucosa sanguinea y el cuadro 5el Qorcentaje de
incremento de dicho parametro en las ratas ZF durante el tratamiento con el té de
chaya.
El experimento dio inicio a las 10 semanas de edad de los animales, los cuales
presentaron niveles de normoglicemia entre los 97 y 108 mg/dl, no encontrandose
diferencia significativa entre grupos.
Durante los 11 dias de tratamiento inicial con el t¢ de chaya al 1 %, se registré
alrededor del 3 % de incremento de glucosa en los grupos control y tratado con
chayal. E! grupo tratado con chaya2 presentdé un 19 % de incremento
estadisticamente significativo. Sin embargo, estos valores de glucemia se
encuentran dentro del rango de normoglicemia del animal (90 a 135 mg/dl). No se
observé efecto hipoglucémico a ésta concentracion.
Durante las semanas 12 y 13 de edad de los animales, los tres grupos presentaron
un incremento en los niveles de glucemia. En la semana 12, la glicemia ascendié
en el grupo control a 182 + 4 mg/d| correspondiente a un incremento del 86 %. En
los grupos tratados, los cuales ya habian iniciado con la doble concentracion del té
(2%), presentaron un incremento del 53 % (151 + 8 mg/dl) y 20 % (130 + 8 mg/dl)
en los grupos tratados con chayal y chaya2 respectivamente. Ambos grupos
fueron significativamente diferentes respecto al control.
Estos resultados nos indican que el tratamiento con chaya tiene la capacidad de
prevenir el efecto hiperglicémico producido por la condicion de resistencia a la
insulina desarrollada en estos animales de manera genética.
En la semana 13, los niveles de glicemia de los tres grupos oscilaron entre 166 y
180 mg/dl sin presentar diferencia significativa. Posteriormente a partir de la
semana 14, en los tres grupos disminuyeron los niveles de glicemia, finalizando
esta fase con valores entre 131 + 8 y 149 + 7 mg/dl sin presentar diferencia

significativa.

36




—a— Control
--@-- Chaya1
& - Chaya2

Glucosa en sangre {(mg/dl)

T ]
-5 0 5 10 15 20 25 30 35 40

Tratamiento (Dias)

1 ! I ' 1 M I ' I ! I ' I ! 1 ¢ 1 ' I

10 11 12 13 14 15
Edad de los animales (Semanas)

Figura 9. Determinacién de glucosa en sangre en las ratas ZF con té

de chaya, administrado en agua de uso.

Los valores son presentados como media + SEM, n=3-5.

Tratamiento inicial chaya 1%, durante 11 dias, d incremento a 2%, durante 24

dias.

[ El 4rea sombreada representa el rango de normoglicemia de las ratas ZF (90-

135 mg/dl).

* p < 0.05, respecto al Control por el a}1élisis estadistico de Fisher.
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Cuadro 5. Porcentaje de incremento de glucosa en sangre de las ratas ZF tratadas

con té de chaya.

DIAS TRATAMIENTO 0 . 36

valor inicial valor final

(mg/dh) (mg/di)
CONTROL 97 £13 2 86 85 48 46 142+ 3
CHAYA1 99+ 4 3 53* 80 35 33 13118
CHAYA2 109+ 4 19* 20* 52 28 37 149+ 7

*, p < 0.05, por el analisis estadistico de Fisher.

1.3 Efecto del té de chaya sobre la Curva de Tolerancia a la Glucosa en las
ratas ZF
En la figura 10 se muestra la Curva de Tolerancia a la Glucosa (CTG) en ratas ZF
tratadas con el té de chaya durante 34 dias. Los valores iniciales de glucosa
sanguinea fueron de 149 + 8 mg/dl, 126 + 8 mg/dl y 141 + 2 mg/di en los grupos
control, chayal y chaya2 respectivamente. Se observdo que el grupo control
presenté su pico maximo de glucosa sanguinea (457 + 15 mg/dl) a los 15 minutos
de la administracion oral de la glucosa (4.9 g/kg). Estos niveles corresponden a un
incremento del 208%, alcanzando al final de los 120 minutos de monitoreo un
incremento del 136% con respecto a sus valores iniciales.
Los grupos tratados con el té de chaya presentaron su pico maximo de glucosa
sanguinea a los 30 minutos (462 + 2 mg/dl) y 60 minutos (446 + 15 mg/dl),
correspondientes a un incremento del 264% y 214% para chayal y 2
respectivamente. Al final del monitoreo se observd un incremento del 214% y 160%
con para chayal y 2 respecto a sus valores iniciales y no se encontré diferencia
estadistica con el control.
En base a los resultados se observa un desfasamiento del pico hiperglicémico por
efecto del tratamiento con ambas chayas. Los tiempos 30 y 60 min en los que se
registrd este pico hiperglicémico por la chaya1 y chaya2 fueron significativamente
diferentes respecto al control. Los niveles de glucosa registrados por los tres
grupos como pico hiperglicémico no fueron diferentes estadisticamente.
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Figura 10. Curva de Tolerancia a la Glucosa en ratas ZF alos 34 dias

del tratamiento con té de chaya 2%.

Los valores son presentados como media + SEM, n=3.
Intubacién por via oral de Glucosa: 4.9 g/kg.
* p < 0.05, respecto al Control por el analisis estadistico de Fisher.
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2. Fase 2: Tratamiento Chaya-Mellitrén

Para evaluar el efecto coadyuvante de la Chaya con el farmaco Mellitron, el
farmaco (metformina-clorpropamida)se incorporé al té de chaya al 2% y se
administr6 como agua de uso. Los animales se trataron durante 5 semanas, dando
inicio a las 15 semanas de edad.

La terapia con metformina inicia con una dosis simple de 500 mg/dia (7 mg/kg) y se
incrementa bisemanalmente en 500 mg. Se ha observado que el efecto
hipoglucémico constante se logra a una dosis de 2000 mg/dia, (28.6 mg/kg) y la
maxima dosis sugerida en humanos es de 2550 mg/dia (36.4 mg/kg).
Concentraciones mas altas pueden generar efectos adversos como acidosis lactica
(DeFronzo, 1999, Kirpichnikov y col., 2002).

2.1 Efecto coadyuvante del té de Chaya - Mellitrén sobre el peso corporal de
las ratas ZF

En la figura 11 se presenta el incremento de peso corporal con el t¢ de Chaya-
Mellitron. Durante los primeros 13 dias se administré una dosis simple de Mellitron
de 17 mg/kg de peso corporal. Posteriormente, a partir del dia 14 se incrementd la
dosis a 56 mg/kg. A lo largo del tratamiénto, la ganancia de peso obtenida por los
diferentes grupos fue similar, observandose que la administracién del farmaco no
afecté el crecimiento de los animales. Al término de ésta fase, se observo una
ganancia de peso alrededor de 52 + 6 g hasta 64 * 23 g en los grupos, con
excepcion del grupo tratado con el té de chaya2, el cual registr6 una ganancia de
peso mayor (91 * 18 g) significativa respecto al control. Particularmente, el grupo
chaya2 registré6 un mayor incremento de peso corporal durante los 21 y 28 dias de

tratamiento, presentando diferencia significativa respecto al control.
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Figura 11. Incremento del peso corporal en las ratas ZF tratadas con

té de Chaya — Mellitrén, administrado en agua de uso.

Los valores son presentados como media + SEM, n=2-4
Tratamiento inicial Chaya 2%- Mellitrén (17 mg/kg de peso corporal), durante 13 dias,
4 incremento Mellitrén (56 mg/kg de peso corporal), durante 18 dias.

* p<0.01* p<0.05, respecto al Control por el andlisis estadistico de Fisher
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2.2 Efecto coadyuvante del té de Chaya- Mellitron sobre la concentracién de

glucosa sanguinea en las ratas ZF

La fase 2 inicié con la subdivision de los grupos provenientes de la fase 1. Cada
grupo se subdividio en dos grupos, de tal forma que la mitad de los animales
recibieron el tratamiento original (agua, chayal o chaya2), y la otra mitad el
tratamiento+Mellitron. Los niveles de glicemia iniciales oscilaron entre 135 y 162
mg/dl, la mayoria por encima del rango de normoglicemia, sin existir diferencia
significativa entre los seis grupos. Al finalizar los 13 primeros dias de la dosis de 17
mg/kg de Mellitrdbn de peso corporal, el grupo chayai-Mellitrdbn presentd una
reduccion del 20% en los niveles de glucosa sanguinea, los cuales fueron
significativamente diferentes con respecto al grupo control. Una vez que la dosis de
Mellitron se incrementd a 56 mg/kg, nuevamente se encontr6é que el grupo chaya1-
Mellitrén registrd una disminucion del 27% (110 £ 7 mg/dl) al segundo dia de
tratamiento, siendo significativamente diferente al grupo control (132 + 3 mg/dl). Por
otro lado, durante el curso de esta misma fase, el grupo tratado con el té de
chaya2-Mellitron produjo una disminucidn continua en los niveles de glicemia, que
aunque no fueron significativamente diferentes respecto al grupo control, denotan

una mayor tendencia en la disminucién de este parametro (Figura 12) .

2.3 Efecto coadyuvante del té de Chaya - Mellitrén sobre los triglicéridos
Niveles elevados de triglicéridos (TG) en plasma estan relacionados con el estado
de la resistencia a la insulina, razén por la cual se determind su concentracion en
los animales tratados con chaya y/o Mellitron. ‘

Los resultados muestran que los animales de los grupos chaya1 y 2 registraron una
dismucién estadisticamente significativa en los niveles de triglicéridos en un 30% y

40%, respectivamente, comparados con el grupo control de tratamiento.
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Figura 12. Disminuciéon de glucosa sanguinea en porcentaje en ratas ZF tratadas

con té de chaya -Mellitron durante 31 dias.
Tratamiento inicial Chaya 2%- Mellitrobn (17 mg/kg de peso corporal), durante 13 dias,
{4 incremento Mellitrén (56 mg/kg de peso corporal), durante 18 dias.

**, p < 0.01, con respecto al Control por el analisis estadistico de Fisher.

43




La 'sola administracion de Mellitrobn produjo una disminucién en los niveles de
triglicéridos del 58%, mientras que la combinacion del té de chaya1-Mellitron
Unicamente causdé una disminucién del 23%, comparados con el control agua y
chayal, respectivamente, ambos fueron diferentes estadisticamente respecto al
control agua. Asi mismo, la disminucién en los niveles de ftriglicéridos presente en
los animales tratados con la chaya2-Mellitrén no superé lo logrado por el Mellitron y
no fue estadisticamente diferente de los niveles obtenidos Unicamente con el té de
chaya2. Cabe recordar que para este estudio se emplearon los animales
provenientes de la fase 1. Por lo que, en realidad, los animales de los grupos
control, chaya1 y chaya2 se mantuvieron bajo 10 semanas de tratamiento. Por otro
lado, los grupos a los que se adiciciond el Mellitron, estuvieron durente 5 semanas
bajo dicho tratamiento. (Figura 13)
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Figura 13. Determinacion de ftriglicéridos en ratas ZF tratadas con
Meliitron (56 mg/kg).

Los valores son presentados como media, n=2-4
* p < 0.05, con respecto al Control por el andlisis estadistico de Fisher.
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2.4 Efecto coadyuvante del té de Chaya — Mellitron sobre proteinas de la
cascada de seifializacion de la insulina
Para observar si el tratamiento del té de chaya, asi como el té+Mellitron causaron
una mejora en la expresién y activaciéon de proteinas participantes en la cascada de
la insulina, se analizaron IR, IRS-1, Akt1, en el tejido muscular. Este tejido es
insulinorresistente y se ha reportado que existe una disminucién en la activacién de
dichas proteinas en las ratas Zucker Fatty. El tratamiento elegido para este analisis
fue el té de Chaya1+Mellitron, debido a que presenté una disminucién significativa
en el monitoreo de la glucemia de la fase 2, aunado a la disminucién significativa
que produjé en los niveles de ftriglicéridos en plasma. Asi mismo, los grupos

controles correspondientes fueron incluidos.

241 ProteinalR

Particularmente, se evalu6é la expresién de IR e IRS-1 que son las primeras
proteinas participantes en la sefializacion de la insulina. Para este analisis, el tejido
muscular esquelético fue aislado sin previa estimulacién externa con insulina. Al
tejido fue homogenizado e inmunoprecipitado con anticuerpo anti-IR. En la figura 14
se puede observar la expresion de la proteina IR en el masculo esquelético de
ratas Zucker obesas de los diferentes tratamientos control, Mellitrdn, chayal y
chaya1-Mellitrén. Los resultados muestran que no hubo diferencia estadistica

significativa para los tratamientos chaya1 y/o Mellitrbn comparado con el control.
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Figura 14. Expresion de la proteina IR en misculo esquelético en ratas ZF.
En la parte superior de la figura se muestra un Western-Blot
representativo de la expresién de IR.

Cada barra esta presentada como la media £ SEM, n= 2-3.
Control: agua

Meliitrén: agua+ Mellitrén (56 mg/kg)

Chayat: té al 2%

Chaya1+ Mellitrén:té al 2% + Mellitrén (56 mg/kg)
*, p < 0.05, con respecto al Control por el andlisis estadistico de Tukey.
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2.4.2 Proteina IRS-1
La figura 15 muestra la expresion de la proteina IRS-1 en ratas Zucker obesas para
los grupos control, control-Mellitrén, chaya1 y chaya1-Mellitrén. Similar al caso de

IR, no se presentd diferencia estadistica significativa en la expresion de esta

proteina para ninguno de los tratamientos comparados con el control.
IRS1
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Figura 15. Expresion de IRS-1 en musculo esquelético de ratas ZF. En la
parte superior de la figura se muestra un Western-Blot
representativo de la expresion de IRS1.

Cada barra esta presentada como la media £ SEM, n= 2-3.
Control: agua

Mellitron: agua+ Mellitron (56 mg/kg)

Chayat: té al 2%

Chaya1+ Mellitron:té al 2% + Mellitron (56 mg/kg)

*, p < 0.05, con respecto al Control por el andlisis estadistico de Tukey.
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2.4.3 Proteina p-AKT

La actividad de Akt estd determinada por su fosforilacién en residuos de serina.
Dicha fosforilaciéon dépende directamente de las fosforilaciones en residuos de
tirosina en algunas de las proteinas rio arriba de la cascada de transduccion de
sefiales de la insulina. Por lo tanto, primero se evalué el tiempo en el cual se
muestra la maxima fosforilacion de las proteinas en residuos de tirosina (p-Tyr)
después de la estimulacion externa con insulina. Para tal motivo, los animales se
anestesiaron y posteriormente se les inyecté insulina (10 U/kg) via puncion
cardiaca y se procedio a la toma de muestra de musculo a los 0, 3 y 15 minutos.

En base a estos resultados se observo un nivel mayor de fosforilacion de p-Tyr a

los 3 minutos (figura 16).

0 3 15
(min)
CONTROLES

Figura 16. La figura muestra un Western-Blot representativo de la
fosforilacién de proteinas en residuos de tirosina, estimuladas con

insulina en muasculo esquelético de ratas ZF a diferentes tiempos.

Tomando en cuenta que a los 3 minutos posteriores del estimulo con insulina se
observé el mayor numero de fosforilaciones en residuos p-Tyr, se infiere que una
mayor cantidad de las proteinas IR e IRS-1 han sido fosforiladas en dichos residuos

y con ello activadas, lo cual conduce a la activacion rio abajo de la proteina Akt
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dentro de la via de sefializacion de la insulina. Considerando lo anterior, las
muestras de tejido muscular extraidas a los 3 minutos fueron usadas para el

analisis de la actividad de Akt.

En la figura 17 se muestra la actividad de la proteina p-Akt en el musculo
esquelético de las ratas Zucker obesas bajo los diferentes tratamientos. Como se
puede observar, no se registr6 diferencia de actividad en los grupos tratados

comparados con el grupo control.

p-Akt1

1.5-1

1.0

0.5

Unidades Arbitrarias (p-Akt1/Actina)

0.0
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Figura 17. Actividad de p-Akt 1 en musculo esquelético de ratas ZF.
En la parte superior de la figura se muestra un Western-Blot
representativo de la actividad de Akt1.

Cada barra esta presentada como la media + SEM, n = 2-3.
Control: agua

Mellitrén: agua+ Mellitrén (56 mg/kg)

Chayai: té al 2%

Chaya1+ Mellitrén:té al 2% + Mellitrén (56 mg/kg)

*, p < 0.05, con respecto al Control por el analisis estadistico de Tukey.
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DISCUSION

Los resultados de este proyecto muestran que durante la Fase | el té de chaya 1
(trilobulada) afecté el peso corporal de los animales después de 5 semanas de
tratamiento, no asi para el caso de la chaya 2 (pentalobulada). Estos resultados
podrian atribuirse a la composiciéon proximal de Ia hoja, ya que estudios realizados
por Ventura y col. (2004) demuestran que el té de la chaya trilobulada contiene
mayor concentracién de ciertos nutrientes, lo cual podria influir en un mayor aporte
energético y como consecuencia una mayor ganancia de peso en los animales. Sin
embargo, otros factores no considerados en el presente estudio pudieran afectar el
peso de estos animales.

La determinacion del nivel de glucemia en sangre bajo la condiciéon de ayuno fue el
parametro indicador del desarrollo de la diabetes tipo Il y del efecto del tratamiento
sobre esta patologia. Los resultados obtenidos con el tratamiento ad libitum del té
de chaya al 1% durante 11 dias, demostraron que esta concentracién no fue
suficiente para producir un efecto hipoglucémico en las ratas Zucker obesas,
contrario al estudio realizado por Kuti y Torres (1996) en conejos diabéticos
inducidos con STZ.

Esta diferencia puede atribuirse a las diferentes variedades de hoja utilizadas en
ambos estudios, asi como al modelo experimental empleado. En el presente se
emplearon las ratas Zucker obesas, representativas de la diabetes tipo 1l por la
insulinorresistencia que desarrollan, a diferencia de los conejos tratados con STZ,
en los cuales el farmaco al destruir parcial 6 totalmente las células $ del pancreas
genera una baja o nula produccién de insulina, manifestando entoces deficiencia en
la secrecién de la hormona. Por lo tanto, se puede sugerir que en los conejos
tratados con STZ la chaya pudiera actuar como estimulador de la secrecion de la
insulina en las células p funcionales, compensando de esta forma la deficiencia
secretora. Asimismo, la chaya pudiera actuar de forma similar en las ratas Zucker.
Sin embargo, en estos animales hiperinsulinémicos un incremento en la secrecion

de insulina no causaria mayor efecto, ya que la mayor alteraciéon de estos animales
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esta a nivel de la cascada de transduccion de la insulina en tejidos dependientes de
esta hormona.

Las ratas Zucker mostraron hiperglicémia (en estado de ayuno) después de la
semana 12 (180 mg/dl). La hiperglicemia en ayuno presentada por los animales
concuerda con lo reportado por otros autores, donde animales de 12 semanas y 13
semanas de edad mostraron niveles 176 mg/di y 188 mg/dl respectivamente
(Pederson y col. 1998; Qu y col. 1999).

Es importante sefalar que el efecto hipoglucémico causado por el té al 2% sélo se
observé durante el inicio del tratamiento, lo que coincidié con el periodo de
desarrollo de hiperglicemia en los animales, por lo que se puede sugerir que la
chaya produce una resistencia a dicho estado. Una vez estabilizados los niveles de
glucosa, los animales tratados con chaya muestran un comportamiento similar al

control, por lo tanto el animal parece presentar una tolerancia a la accién de la
chaya.

Los resultados derivados de la curva de tolerancia a la glucosa por via oral,
muestran que los niveles de glucosa alcanzados en el pico hiperglicémico fueron
superiores al 200% respecto a los valores iniciales, ademas de presentar un
desfasamiento. Con esto se resume que a las 15 semanas de vida los animales ya
mostraban hiperglicemia en ayuno, presentando la péerdida de la primer fase de
secrecién de la insulina. Lo anterior, a su vez origic6 un desfasamiento en la
secrecion de la hormona y producto de ello es la intolerancia a la glucosa
observada a través de la hiperglicemia postprandial, la cual se mantuvo arriba del
150% dos horas después de iniciada la prueba.

Los resultados obtenidos en esta prueba son similares a los de Alarcén-Aguilar y
col. (1998). Estos autores realizaron una curva de tolerancia a la glucosa en
conejos normoglicémicos mediante la administracién subcutanea del carbohidrato e
intragastrica del té de chaya Cnidoscolus multilobus (4 mi/kg de peso corporal). Sus

resultados muestran que dicho tratamiento no disminuyé el pico hiperglicémico,
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obteniendo ademas desfasamiento en el tiempo en que se alcanzé dicho punto v,
en promedio, el nivel de glicemia fue mayor al obtenido por el grupo control que
recibi6 agua. Sin embargo, debido a que en nuestro estudio la glucosa fue
administrada por via gastrica se puede sugerir que la chaya no tiene efectos en la
disminucién de la absorcion de glucosa a nivel gastrointestinal, ni mejora la
respuesta a insulina confirmada por las dterminaciones en ayuno.

Continuando con la Fase Il del proyecto en la cual se evalué el efecto coadyuvante
del t& de chaya con el farmaco Mellitrén, se encontré que después de cinco
semanas de tratamiento los animales presentaron un adecuado crecimiento. Sin
embargo, el que la chaya pentalobulada haya producido una ganancia de peso
significativamente mayor en estos animales, pudiera deberse a otros factores no
considerados en el presente estudio.

El tratamiento combinado de chaya con Mellitrén fue el que indujo una mayor
respuesta en los niveles de glucosa en sangre en los animales comparado con los
tratamientos con farmaco o té de forma independiente. ,

La accién del Mellitrén, cuyo constituyente principal es la Metformina, produce una
mejora en la sensibilidad a la insulina en los tejidos periféricos en condiciones de
insulinorresistencia e hiperglicemia, esto trae como consecuencia una disminucién
de los niveles de glucosa en sangre. Sin embargo, dicho efecto no se observé en
este estudio, sugiriendo que la dosis administrada del farmaco distribuida a lo largo
del dia en el agua de consumo, no fue suficiente para ejercer su accidén
hipoglucémica. De tal forma que es importante considerar la via y la dosis
administrada en este tipo de estudios.

En el siguiente parametro estudiado, el t¢ de ambos tipos de chayas redujo
significativamente los niveles los triglicéridos en plasma, de aunque dicho efecto
fue superado por el farmaco Mellitron. A este respecto, la Metformina puede
disminuir el proceso de lipdlisis en el tejido adiposo, mejorando los niveles de
glicemia en sangre. Debido a que el tratamiento combinado de la chaya con
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Mellitron mostré un efecto similar al logrado tinicamente con el tratamiento del té v,
no superé el efecto logrado por el tratamiento tnico del Mellitrén, se sugiere que la
chaya puede alterar la accién del Mellitrén, mediante la modificacién de su actividad
antilipolitica. '

Al extrapolar estos resultados con el tratamiento en humanos obesos
insulinorresistentes, es posible inferir que el paciente que se encuentra bajo la
terapia del Mellitron no presentara mayor ventaja en adicionar a su terapia
farmacoldgica la ingesta del t& de chaya para el control de los triglicéridos en
plasma.

La disminucién de los niveles de triglicéridos correlacionan con una mejora en la
respuesta a la insulina, la cual no sélo regula el transporte de glucosa, sino también
el metabolismo de otros componentes. En base a o anterior se decidié evaluar el
efecto del té€ de chaya sobre una mejora de la respuesta a insulina, mediante la
determinacién de algunas proteinas que participan en la cascada de sefializacién
en el tejido muscular in vivo. Los resultados del presente estudio muestran que el
tratamiento con el té de la chaya trilobulada no incrementa la expresién de las
proteinas IR, IRS-1 y la actividad de Akt, no se vio incrementada al comparardas
con el grupo control. Por lo tanto, la administracion ad libitum del té durante 10
semanas no produjo un efecto compensatorio sobre el incremento en la expresion
de estas proteinas frente al estado insulinoresistente. Asimismo, se observé que el
tratamiento con Mellitron tampoco incrementé la expresion de éstas proteinas, y
que el efecto coadyuvante del té con éste farmaco de igual forma no ejercié efecto
alguno. Es posible que el Mellitron no tenga la capacidad de incrementar la
expresion de IR e IRS-1, ya que la literatura reportaque lala Metformina, el
constituyente principal, puede incrementar la actividad cinasa de IR pero no su
expresion en el tejido muscular (DeFronzo, 1999; Kirpichnikov y col., 2002 ). Cabe
afadir que Akt es regulada a nivel de expresioén y activacion por otras vias, a través
de factores de crecimiento, del factor de necrosis tumoral o de forma independiente

por la fibronectina, las cuales activan diferentes procesos, tales como el
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crecimiento, prolifereacién, supervivencia y apoptosis celulares (Cheng y col.,

2002), las cuales no fueron evaluadas en el presente estudio.

En base a los resultados del presente estudio se sugiere que la baja respuesta de
los animales ante el tratamiento de la chaya pudiera deberse a que a través de la
administracién ad libitum del té, los compuestos responsables de la actividad “anti-
diabética” de las hojas no alcanzaron. Lo anterior trajo como consecuencia una
baja estimulacion a nivel periférico en el aumento de la captacién de glucosa por el
musculo y la supresion del proceso de gluconeogénesis en higado que, no mejoro
la sensibilidad en los tejidos periféricos. ‘

Por otro lado, para descartar la problematica del método der administracion, se
sugiere el empleo de canulas para la realizacion de estudios cientificos que
caractericen los mecanismos de accion de ésta y otras plantas, tal y como lo
reportan Andrade-Cetto y Wiedenfeld (2001) y Kamalakkanan y col. (2003). Lo
anterior asegurara que la dosis sea depositada directamente en la cavidad gastrica
y, posterior a su absorcién, se pueda alcanzar la concentracion farmacoldgica
efectiva.
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CONCLUSIONES

El té de chaya de las dos variedades de hojas utilizadas, trilobulada (chaya1) y
pentalobulada (chaya2) administrado ad libitum a una concentracion del 2%, causo
un incremento de peso en las ratas Zucker obesas después de cinco semanas de

tratamiento con respecto al grupo que recibié solamente agua.

El tratamiento al 1% con el t& de chaya trilobulada y pentalobulada no produjo
efecto hipoglucémico en las ratas Zucker obesas durante 11 dias de tratamiento. La
administraién del t& al 2% disminuy6 el estado hiperglicémico en un 17% y 28%
para la chaya trilobulada y pentalobulada, respectivamente, solo al inicio del
tratamiento.

En la curva de tolerancia a la glucosa, después de 35 dias de tratamiento con el té .
(11 dias al 1% y 24 dias al 2%) ambas hojas de chaya no presentaron efecto
antihiperglicémico.

El tratamiento combinado de té de chaya trilobulada-Mellitron (17 mg/kg) produjo un
efecto hipoglucémico del 20% después de 13 dias de este tratamiento. Asimismo,
solo se presenté una disminucién del 27% en los niveles de glucosa después de

dos dias del incremento en la concentracion del Mellitron (56 mg/kg).

El tratamiento combinado del té de chaya pentalobulada — Mellitron, mostrd una
tendencia no estadisticamente significativa en la disminucion en los niveles de
glucosa en sangre.

Los tés de chaya trilobulada y pentalobulada, asi como el Mellitrén, produjeron un
decremento significativo en los niveles de triglicéridos en un 30%, 40% y 58%
respectivamente, comparados con el grupo control. El tratamiento combinado de
ambos tés de chaya y Mellitrén durante cinco semanas no alcanzaron el efecto
antilipolitico observado para el Mellitrén.
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En el masculo esquelético insulinorresistente de las ratas Zucker obesas, el té de
chaya trilobulada, el Mellitron y la combinacion de chaya trilobulada - Mellitrén no
incrementaron la expresion de las proteinas IR e IRS-1 en la cascada de

transduccion de sefales de la insulina.

La maxima fosforilacién en los residuos de tirosina del musculo esquelético

abdominal se produjo a los 3 minutgs de la puncién cardiaca con insulina (10 U/kg).

Asimismo, el t¢ de chaya trilobulada, Mellitron y la combinacién de chaya

trilobulada - Mellitrén no incrementaron la actividad de Akt.

Los resultados derivados del presente estudio indican que el té de chaya a la
cqncentracién del 2% modula particularmente la hiperglicemia a corto plazo, sin
producir actividad antihiperglicémica. A largo plazo, el té de chaya no modifica la
expresion de proteinas que participan en la cascada de transduccién de senales de
la insulina (IR, IRS-1 y Akt). Sin embargo, el té de chaya si disminuye los niveles de
triglicéridos, lo que puede conducir a la mejora del estado insulinorresistente propio
de este modelo.
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ANEXOS

1. Glucosa al 70% para Ia prueba de tolerancia a la glucosa
Glucosa 70 g

Aforar con agua destilada a 100 m|
2. Buffer para Homogenizar las muestras

. para 20 ml
Hepes 50 mM 2.0ml
NaCl 150 mM 20ml
NaPP 10 mM 2.0 ml
Na;VO,~ 2 mM 200 pl
MgCl, 1T mM 2.0 ml
CaCl, ’ 1 mM 800 pl
NaF 10 mM | 2.0 ml
EDTA 2 mM 2.0 mi
PMSF 2mM 600 pi
Leupeptina 5 pg/dL 50.0 pl
NP4 1% 200 pl
Glicerol 10% 2.0ml
Agua destilada 4,15 mi

Prepararlo con bastante agitacion, y adicionarlo gota a gota

xx

Adicionarlo en este orden ya que este reactivo es un inhibidor

NOTA: para hacer este reactivo se debe realizar en este orden y agregar los
reactivos gota a gota para que no haya precipitado, cuando esto ocurra, este buffer
ya no servira. El buffer para homogenizacion se debe realizar el dia que se va a

usar. Todos los reactivos deben estar en hielo mientras se prepara el buffer.
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3. Técnica de cuantificacién de proteinas por el Método de Lowry

A. Curva de Calibracién
* Solucién Stock 1mg/mI de albamina
Albimina 10 mg

Aforar con 10 ml de agua destilada

e Solucién A
NaHCO; 10g
NaOH 20g
Tartrato de Na 0.134 g
Tartrato de K 0.179 ¢g
Aforar con agua destilada a 50.0 ml

e Soluciéon B
CuSO, * 5H,0 05g¢g
Aforrar con agua destilada a 100 ml

e Solucién C
50 partes de A mas 1 parte de reactivo B

Nota: debe prepararse al momento de usarse

¢ Reactivo de Folin
Diluir el reactivo de Folin 1:1
Mezclar de 5 — 15 segundos

Nota: debe prepararse el dia que se va a usar
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4. Soluciones para Electroforesis

A. Gel separador al 7%

Acrilamida 30% - bis ( 0.938%)
Tris 3M - HCI 1M - SDS 0.3%
Glicerol 79.5% (v/v)

Agua

Persulfato de amonio 10%’

Temed concentrado 4° C

B. Gel de condensacion

Acrilamida 30% - bis ( 0.938%)
Tris 3M ~ HCI 1M -~ SDS 0.3%
Agua

Persulfato de amonio 10%’

Temed concentrado 4° C

Para 15 ml
3.50 m|
5.00 mi
2.00 ml
4.53 ml
50.0 pl

5.00 pl

Para 5 ml
0.60 ml
1.50 mi
3.90 ml
40.0
4.00 pl

! Indica que este reactivo debe estar congelado y usarlo lnmedlatamente despues

de que se descongela.

C. Buffer Inferior
Tris (0.2M)

HCI ajustar hasta un pH=8.9

Aforar a 1 litro con agua destilada

D. Buffer Superior
Tris 0.1 M

Tricina 0.1 M
SDS 0.1 %

Aforar a 1 litro con agua destilada

2423g/L

12.10 g
17.76 g
01.00 g
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E. Solucién Digestora para muestras

SDS 10% 25¢g
Glicerol 30% 7.5 mi
Tris 100 MM ph = 6.8 2.5 ml
Mercaptoetano 4%>2 1.0ml
Azul de Bromofenol 0.02% 0.005¢g

Aforar a 25 ml con agua destilada

5. Buffer de transferencia (pPH=8.3)

Tris 3.0g
Glicina 1449
Metanol 200 ml
SDS 1.0g

Aforar a 1 litro con agua destilada

6. Tincién de Membranas con azul de Coomasie
Azul de Coomasie 0.2%
Acido acético 7 ml por cada 100 ml
Aforar a 100 ml con metanol al 50%

Tiempo de tincién aproximado 3 minutos

A. Desteiir Iés membranas
Metanol 80 mi
Acido acético 10 ml
Aforar con agua destilada a 100 m|
Nota: dejar las membranas con esta solucion de 3 - 5 minutos
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7. Soluciones para Western — Blot

A. TBS
Tris —HCIpH =8 10 mi
NaCl 5M 30 mi

Aforar a un litro con agua destilada
B. TTBS

Tris — HCI pH =8 1.0 ml
NaCl 5M ‘ 3.0 ml
Tween 20 1.0 ml

Aforar a un litro con agua destilada

C. Solucién Bloqueante 10% (para bloquear la membrana Y para preparar los

anticuerpos)
Solucién bloqueante 10.0 mi
TBS 90.0 ml

D. Solucién bloqueante 5%
Solucién bloqueante 5.00 ml
TBS 95.0 ml

E. Anticuerpos

¢ Proteina P- Akt 1
- Primer anticuerpo

- Secundo anticuerpo (anti-cabra)

¢ Proteina IRS-1
- Primer anticuerpo

- Segundo anticuerpo (anti-ratén)

0.4 pl por cada 2 ml
1.0 pl por cada 2 m|

0.5 ul por cada 2 ml
1.0 ul por cada 2 m|
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¢ Proteina IR
- Primer anticuerpo

- Segundo anticuerpo (anti-ratén)

¢ Proteina Actina
- Primer anticuerpo

- Segundo anticuerpo (anti-cabra)

0.5 pl por cada 2 m|
1.0 pl por cada 2 mi

0.2 pl por cada 2 mi
1.0 pl por cada 2 mi

Nota: los anticuerpos se aforan con la solucién de TBS

F. Solucidn de Quimioluminiscencia

Reactivo A 15 pl por cada 1.5 m|
Reactivo B 1485 pl por cada 1.5 ml

Nota: Este reactivo se debe proteger de la luz
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