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RESUMEN

En la actualidad las complicaciones crénicas de la Diabetes como la nefropatia
diabética y la insuficiencia cardiaca, son las principales causas de mortalidad en
México, las cuales estan estrechamente relacionadas a procesos inflamatorios
provenientes del aumento en el estrés oxidativo generado en la diabetes; sin
embargo, las especies reactivas de oxigeno (ROS) pueden ser inactivadas por
mecanismos de defensa natural o a través de compuestos antioxidantes presentes
en diversos alimentos o farmacos, como el Timbe. Diversos estudios han demostrado
las propiedades antioxidantes e hipoglucemiantes de la especie Acacciella, a la cual
pertenece el Timbe; sin embargo, poco se sabe acerca del efecto que pudiera ejercer
sobre algunas complicaciones como el dafio renal. Por lo anterior el objetivo de este
trabajo fue conocer el efecto hipoglucemiante del extracto metandlico del Timbe
(Acaciella angustissima) en ratas (Wistar) con hiperglucemia inducida. Para ello, se
determind la concentracion de taninos condensados, fenoles totales, flavonoides y
capacidad antioxidante a los extractos de Timbe, donde el extracto metandlico (EMA)
presentd valores 5, 3, 8 y 1.2 veces mayores, respectivamente, comparados con el
extracto acuoso (EAA). Para los estudios in vivo se trabajoé con animales diabéticos
inducidos con estreptozotocina 45 mg/kg (con =250 mg/dl glucosa), los cuales se
alimentaron con el EMA incorporada a la dieta a las concentraciones de 25, 50 y 100
mg/kg p.c., cuantificandose semanalmente glucosa sanguinea en ayuno. Al finalizar
los tratamientos, se determind la concentracion de insulina, proteina en orina, asi
como el perfil lipidico (colesterol y triglicéridos totales, HDL y LDL) y la peroxidacion
lipidica. EI consumo de EMA en el tratamiento mas alto (100 mg/kg p.c.) produjo un
efecto hipoglucemiante e hipolipidémico en ratas diabéticas y un decremento en los
marcadores de dafio renal como proteina en orina; ademas de colesterol total, LDL y
triglicéridos. Asimismo, se observo que fue capaz de atenuar de manera significativa
el aumento en el nivel de TBARS, logrando valores similares al control de ratas
sanas. Estos resultados sugieren que el consumo de EMA regula los niveles de
glucosa en ratas diabéticas, disminuyendo complicaciones como el dafio renal,
relacionados con un estado inflamatorio presente en la diabetes.

(Palabras clave : Diabetes, Estrés oxidativo, Antioxidantes, Acacciella angustissima,
Hipoglucemiante, Dafio renal, Extracto metandlico.)



SUMMARY

Currently the chronic complications of diabetes such as diabetic nephropathy and
heart failure are the main causes of death in Mexico, which are closely related to
inflammatory processes from the increase in oxidative stress generated in diabetes,
however, reactive oxygen species (ROS) can be inactivated by natural defense
mechanisms or through antioxidant compounds present in various foods or drugs,
such as Timbe. Several studies have demonstrated the antioxidant and hypoglycemic
of the specie of Acacciella , which belongs Timbe, nevertheless, almost nothing is
known about the effect it might have on some complications such as kidney damage.
Therefore the objective of this study was to determine the hypoglycemic effect of
methanol extract of Timbe (Acaciella angustissima) in rats (Wistar) with induced
hyperglycemia. To do this, we determined the concentration of condensed tannins ,
total phenolics , flavonoids and antioxidant capacity of the extracts of Timbe, where
the methanol extract ( EMA ) showed values 5, 3, 8 and 1.2 times, respectively ,
compared with the aqueous extract (EAA ). For in vivo studies worked with
streptozotocin-induced diabetic animals 45 mg / kg (with = 250 mg / dI glucose) ,
which were fed with the EMA added to the diet at the concentrations of 25, 50 and
100 mg / kg b.w., quantified weekly fasting blood glucose . At the end of treatments,
the concentration of insulin, urine protein and lipid profile (total cholesterol and
triglycerides, HDL and LDL) and lipid peroxidation. EMA consumption in the highest
treatment (100 mg / kg b.w.) produced a hypoglycemic and hypolipidemic effects in
diabetic rats and a decrease in markers of kidney damage such as protein in urine, in
addition to total cholesterol, LDL and triglycerides. Also, it was observed that was
able to significantly attenuate the increase in the level of TBARS, obtaining similar
values to control healthy rats. These results suggest that the use of EMA controlling
glucose levels in diabetic rats, reducing kidney damage associated with an
inflammatory condition present in diabetes.

(Key words : Diabetes, Oxidative Stress, Antioxidants, Acacciella angustissima,
Hypoglycemic, Kidney damage, Methanol extract.)
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1. INTRODUCCION

La Diabetes Mellitus (DM) es una enfermedad crénica degenerativa padecida por
millones de personas y que en las ultimas décadas ha mostrado un incremento
progresivo de su incidencia y prevalencia en todo el mundo, de 1995 a la fecha casi se
ha triplicado el nimero de personas que viven con este padecimiento , con cifra actual
estimada en méas de 347 millones de personas con diabetes, en donde de 5 a 10 % de
la poblacién puede agruparse en la DM tipo 1, la cual se manifiesta generalmente antes
de los 40 afios (Hernandez-Avila 2013).

En México representa un problema de salud publica que afecta a todas las clases
sociales, principalmente a la poblacion de bajos recursos econdmicos asentada en las

areas urbanas (Avila-Curiel y col., 2007).

Las complicaciones cronicas de la diabetes como la nefropatia diabética y la
insuficiencia cardiaca, son las principales causas de morbimortalidad en México y
representan una sobrecarga para los sistemas de salud, sobre todo al considerar que el
40 % de las personas que padecen esta enfermedad son menores de 40 afios, ademas
plantea que 95% del tratamiento de un paciente diabético recae directamente en él
(INEGI, 2007). En 2008 casi 3% de los egresos hospitalarios a nivel nacional fueron
debidos a la DM (SSA, 2008) porcentaje similar al reportado en 2003, cuando se
calcul6 que los costos directos e indirectos de la enfermedad fueron de 100 millones de
dolares anuales (SSA, 2003).

Frente a esta importante situacion, actualmente se han desarrollado distintos farmacos
orales que se utilizan para el tratamiento de la diabetes; no obstante, en muchos paises
en vias de desarrollo, la medicina herbolaria sigue teniendo un papel muy importante
para la terapia hipoglucemiante, siendo la prevencion de la enfermedad la mejor
solucion para esta situacion (Hayes y col., 2007).

Ikarashi y col. En el 2011 sefialan a la especie acacia como una buena opcion para el

tratamiento hipoglucemiante con el fin de mantener y reducir los niveles séricos de



glucosa y colesterol; asi mismo, su consumo disminuye las complicaciones
relacionadas con la enfermedad. Este dltimo efecto se atribuye a los compuestos
fendlicos, productos del metabolismo secundario de las plantas que se caracterizan por
poseer al menos un grupo fenol en su estructura molecular, los cuales presentan una
alta actividad antioxidante y podrian disminuir el estado de inflamacion en érganos
diana. Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue evaluar el efecto en el consumo de
extracto de vainas de timbe (Acaciella angustissima) sobre el valor glucémico en un
modelo in vivo de ratas diabéticas inducidas con estreptozotocina, el cual se logré por
medio de la determinacién del contenido de fenoles totales y la capacidad antioxidante
in vitro del extracto de timbe. Mientras que para la evaluacion in vivo se midio el efecto
hipoglucemiante y antilipidemico de tres diferentes concentraciones del extracto de
timbe, ademas de evaluar pardmetros bioquimicos de dafio renal y estrés oxidativo

animales diabéticos.



2. ANTECEDENTES

2.1. Diabetes mellitus

La diabetes mellitus es una enfermedad donde se altera el metabolismo de los
carbohidratos, las grasas y las proteinas. Se caracteriza por la presencia de
hiperglucemia con valores de glucosa basales superiores a 126 mg/dl 6 7.0 mmol/l,
como resultado de un deterioro en la secrecion de insulina, en su accién o en ambos,
de tendencia progresiva, cronica e irreversible. (American Diabetes Associaton (ADA),
2010; Islas y Revilla, 2005).

Algunas manifestaciones y sintomas méas comunes del padecimiento son: poliuria
(excrecion excesiva de orina), polidipsia (sed excesiva), pérdida de peso, algunas
veces polifagia (ingestion excesiva de alimentos), vision borrosa, disminucion de la
fuerza muscular, con menor frecuencia somnolencia, cefalea, entre otros (Braunwald y
col., 1998).

2.1.1. Epidemiologia

La DM es una de las principales enfermedades crénicas a nivel mundial, reportando
una prevalencia en el afio 2009, para todos los grupos de edad, de 2.8% para DM
(WHO, 2009).

Datos recientes de la Organizacion Mundial de la Salud calculan que existen 347
millones de pacientes diabéticos alrededor del mundo, siendo los paises de bajos y
medios ingresos los méas afectados (Hernandez-Avila 2013).

Por otra parte México ocupa el sexto lugar de personas con diabetes a nivel mundial
con un numero de diabéticos que fluctia entre los 6.5 y los 10 millones segun datos de
la Federacion Mundial de Diabetes (FMD., 2010). Esta enfermedad afecta
directamente a la poblacion productiva mayor de 20 afios, predominando en las
mujeres con una relacion de 11.7: 16.2 y una prevalencia nacional del 8 %. Se ha
observado que dicha prevalencia incrementa con la edad, afectando al 20% de la

poblacién mayor de 50 afios (INEGI., 2010).
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2.1.2. Clasificacion

Existen distintos tipos de DM siendo los mas comunes la DM1 y la DM2, Los cuales
muestran diferencias entre si, y algunas de estas diferencias se mencionan en el
cuadro 1 (Guyton, 1999).

Cuadro 1 Principales diferencias entre Diabetes tip

0 1ytipo 2

Diabetes Mellitus

Diabetes Mellitus

Tipo 1 Tipo 2
Edad de inicio Antes de los 40 afios Después de los 40 afios

Tendencia estacional Otofio e invierno Ninguna

Antecedentes familiares Raro Comun
Inicio de sintomas Aguda o subaguda Lenta
Cetoacidosis metabdlica Frecuente Rara

Obesidad Rara Comun
Insulina Disminuida o no existe Variable
Receptores de insulina Normales Variable

Remision clinica

Breve después del
tratamiento

Puede ser prolongada

Objetivo de la dieta

Sincronizar la dosis de
insulina y la dieta

Reducir de peso, mantener
los niveles de glucosa
normal y evitar sintomas

(Modificada de Guyton, 1999)

Por otra parte la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) las ha definido de la

siguiente manera:



2.1.2.1. Diabetes mellitus tipo 1 (DM1)

Este tipo de diabetes anteriormente era conocida como diabetes insulinodependiente o
de inicio en la infancia. Se caracteriza por una ausencia en la produccion de insulina y
es provocada por la destruccion autoinmune de las células  pancreéticas productoras
de insulina. Los pacientes de DM1 dependen de inyecciones subcutaneas diarias de
insulina para su supervivencia. Esto refleja la severidad de la deficiencia de la insulina,
sin la cual, la lipdlisis en tejido adiposo se activa incontroladamente, generando altos
niveles de acidos grasos libres los cuales son metabolizados a cuerpos ceténicos en el
higado. Asi se produce la cetoacidosis diabética que conlleva al coma y a la muerte del
paciente (Bupa's health, 2011; WHO, 2009).

2.1.2.2. Diabetes mellitus tipo 2 (DM2)

La DM2 fue conocida anteriormente como diabetes no insulinodependiente o de inicio
en la edad adulta (WHO, 2009). Este tipo de diabetes se da como resultado de una

resistencia a la accion de la insulina (ADA, 2010).

En etapas avanzadas, la diabetes tipo 2 se asocia con un aumento en el deterioro de
las células B pancreéticas (Bennett y Knowler, 2001) que resultan en una secrecion
insuficiente de insulina por lo que a largo plazo el paciente con diabetes tipo 2 podria

presentar caracteristicas clinicas similares a la DM1.

2.1.3. Criterios de diagnostico para la diabetes me  llitus

La evolucién clinica de la DM varia con el individuo y, en gran medida, depende del
tiempo en que se establezca el diagndstico y se proporcione al paciente el manejo
integral del padecimiento (Arreola y Partida, 2005).

Para el diagndstico de este padecimiento algunos investigadores se han basado en los

siguientes criterios, los cuales seran descritos a continuacion (WHO, 2009).
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o0 La prueba de eleccion es la glucemia basal, la cual consiste en la determinacién

de la Glucemia al azar = 200 mg/dl en presencia de sintomas de diabetes.
0 Glucemia en ayuno (al menos durante 8 horas) = 100 mg/dI.

o Glucemia = 200 mg/dl a las dos horas de sobrecarga oral con 75g de glucosa

disuelta en agua (2g/kg de peso sin superar los 759)

En las dos Ultimas pruebas es necesario comprobar el diagnostico con una nueva
determinacion de glucemia en ayuno o sobrecarga oral de glucosa. Cuando los niveles
de glucemia de una persona se encuentran alterados pero no alcanzan las cifras
diagnosticadas de DM se clasifican en glucemia basal alterada (GBA) con valores entre
100-125 mg/dl segun la asociacion americana de diabetes. Entran en la categoria de
intolerancia a la glucosa (ITG) los pacientes que tienen niveles de 140-199 mg/dl a las
dos horas de la prueba de tolerancia a la glucosa oral (ADA, 2010; WHO, 2009).

2.1.4. Causas de la diabetes mellitus

Los factores relacionados con la ocurrencia de diabetes son aquellos que incrementan
(factores de riesgo) o reducen su presencia, En la diabetes, los principales factores de
riesgo tienen que ver con la carga genética y con los estilos de vida, por lo tanto, el
riesgo genético es necesario pero no suficiente para desarrollar diabetes. Una dieta rica
en grasas saturadas y en azucares simples, asi como, el sedentarismo, son
condiciones que caracterizan a la poblacion moderna y que se relacionan

estrechamente con la presencia de diabetes (Escobedo de la Pefia, 2005).

Se ha calculado que mas del 90 % de los casos de diabetes pueden atribuirse a estilos
de vida de alto riesgo, de forma tal que la mayoria de los casos de diabetes son
potencialmente prevenibles. La diabetes también se asocia con la obesidad y la
hipertension arterial (Escobedo de la Pefia, 2005).



2.1.5. Insulina

La insulina es una proteina encargada de regular los niveles de glucosa en sangre. Fue
descubierta por Banting y Best en 1922 (Meyts, 2000) y su ausencia o resistencia a la
misma es el factor causante de la DM. Ademas, la insulina desempefia un papel
importante controlando funciones energéticas criticas como el metabolismo de la
glucosa y el almacenaje de combustibles como el glucégeno y los triglicéridos
inhibiendo la degradacion de estos y estimulando la sintesis y degradacion de
proteinas. Asi mismo, Cuando la insulina se une a su receptor, éste desencadena
multiples vias de sefalizacion que median sus acciones biologicas (Flores y cols.,
2005).

2.1.6. Mecanismos de accion de la insulina.

El principal efecto de la insulina es regular el transporte de la glucosa, el cual se lleva a
cabo por dos vias principales: la translocacién del transportador de glucosa tipo 4
(Glut4) de compartimentos intracelulares a la membrana plasmatica, por una via que
depende de la activacion de PI3K (fosfoinositol 3-quinasas) y de la cinasa Akt (treonina
qguinasa). Evidencias recientes indican que el trafico de Glut4 a la membrana
plasméatica depende de varios mecanismos entre los que se encuentra la participacion
de la AS160 (sustrato de Akt de 160 KDa). AS160 es una proteina que en su estado no
fosfatado y activo regula negativamente la actividad de las proteinas G pequefias Rab,
las cuales participan en el trafico vesicular de GLUT4, inhibiendo la exocitosis basal del
transportador. AS160 cuando es fosfatada por Akt, se inhibe, por o que se incrementa
el trafico-dependiente de Rab del transportador GLUT4 a la membrana plasmatica (Mc
Carthy., 2007).

En el 2001 Saltiel describié una via de transporte de glucosa independiente de PI3K
en adipocitos, e involucra a la proteina Cbl y a las proteinas adaptadoras APS y CAP.

La formacion de un complejo proteico entre APS/CAP/CbI, el cual permite la



fosforilacion de ésta Ultima proteina por el receptor de insulina. EI complejo CAP/Cbl
fosforilado se disocia del receptor de insulina y a través de CAP interactia con la
flotilina en microdominios de la membrana plasmatica conocidos como balsas lipidicas
(lipid rafts), en donde Cbl recluta al complejo proteico Crkll-C3G. C3G activa a la
proteina TC10, proteina G pequefia, miembro de la familia de Rho, la cual al parecer
lleva a la translocacion de GLUT4 (Mc Carthy., 2007).

2.1.7. Complicaciones de la diabetes mellitus

La hiperglucemia cronica de la diabetes se asocia a largo plazo a lesiones que
provocan disfuncion y alteracion de varios 6rganos, en especial ojos, rifiones, nervios,
corazon y vasos sanguineos (Mediavilla, 2002). Como se muestra en el cuadro 2, tales
complicaciones estan clasificadas como dafios microvasculares y macrovasculares
(Guzman, 2003).

2.1.7.1. Dafos microvasculares

Las consecuencias o dafios microvasculares pueden ser definidas como un conjunto de
problemas circulatorios causados por el dafio provocado por la glicosilacion proteica
(aumento de glucosa en la sangre que se combina con las proteinas) en la pared de los
vasos sanguineos pequefios, esto altera las funciones de la capa interna de los vasos
sanguineos, produciendo retinopatias, gangrena en miembros inferiores y nefropatias,
esta Ultima representa un alto costo para su atencién asi como una alta tasa de
mortalidad (Carrillo,2006; Palma, 2007).

2.1.7.2. Dafos macrovasculares

Dentro de la DM las principales causas de muerte en el paciente diabético son las

complicaciones o daflos macrovasculares (Palma, 2007). Estos dafios afectan



directamente a la pared de los grandes vasos por la acumulacion de lipoproteinas de
baja densidad (LDL) oxidadas, siendo éste el primer paso en la patogenia de la
aterosclerosis. En la diabetes se da un gran estrés oxidativo caracterizado por el
incremento de especies reactivas de oxigeno (ROS). Las proteinas de la matriz
extracelular sufren glicosilacion, y las LDL se unen con mas afinidad a las proteinas
glicosiladas facilitando su oxidacion por los ROS y su acumulacion en la pared
vascular. Ademas en la diabetes disminuye el oxido nitrico (NO), que tiene actividad

antiaterogénica (Garcia, 2009).

Cuadro 2 Tipo de complicaciones presentes en la dia  betes.

COMPLICACION ORGANO DIAGNOSTICO
Retina Retinopatia
Glomérulos Nefropatia
Microvasculares
Nervios Neuropatia
periférica.
Corazoén Aterosclerosis

Infarto al miocardio

Macrovasculares . o
Tejidos Apoplejia

Amputacién

(Modificada de Ambriz, 2007).

2.1.8. Diabetes y estrés oxidativo

En el estudio de las causas implicadas en la aparicién de las complicaciones macro y
microvasculares, se ha demostrado que altos valores de glicemia conducen a un estrés

oxidativo. Esto se debe a que la glucosa se autooxida y da lugar a la formacion de a-



cetoaldehidos, peréxido de hidrégeno (H20O,) y radical superdxido (Oz), entre otras
ROS (Figura 1) (Brownlee, 2001).

El incremento de los radicales libres, producidos por la hiperglicemia, inhibe a la
enzima gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa que participa en la via de la glucdlisis.
Este aumento conlleva a una acumulacion de metabolitos rio arriba de esta enzima, los
cuales activan otras vias metabdlicas (figura 2): a) via de los azucares polihidroxilados,
b) via de la hexosamina, c) produccion de diacilglicerol (DAG), el cual a su vez activa a
la proteina cinasa C (PKC), y d) sintesis de productos de glicosilacion avanzada
(AGEs, por sus siglas en inglés), los cuales también estimulan a PKC. Por lo tanto,
tratamientos que inhiben la actividad de la PKC evitaran el desarrollo de
complicaciones en la diabetes. (Brownlee, 2001; Evans y col., 2002; Schultz y col.,
2005; Yamagishi y col., 2007; Aronson, 2008).

0 N

Fuentes no enzimaticas
Cadena respiratoria mitocondrial
Autooxidacion de la glucosa
Formacidn de productos de glicacion avanzada AGES
Via de activacion de policles
Fuentes enzimaticas "OH
NAD{PIH oxidasa endotelial v WVSMC
Ciclooxigenasa

Reaccion de Fenton

NOS no acoplados (Fe o Cu]
Mn-500D
. F ) {mitecondria)
0; » H,0;
. Cu-300
NO "'-""\N {citosol) GsH
! GSH-Px
GSH-reductasa (mitocondria)
ONOO - Catalasa
GSSG (peroxisoma)
H.O+ O,
Figura 1 Formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Schultz y col.,
2005).
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Figura 2 Posibles mecanismos inducidos por la hiperglicemia, debido a la
elevada produccién de iones superéxido. (Brownlee, 2001).

2.1.9. Inflamacion en la diabetes mellitus.

Como se menciono anteriormente, la hiperglucemia caracteristica de la DM es la
principal responsable de multiples complicaciones micro y macrovasculares a través de
las cuatro rutas bioquimicas (ver figura 2) que incluyen la ruta del poliol, la via de las
hexosaminas, los AGEs y la activacion de protein cinasa C (PKC) (Flores y col., 2004).

La union de los AGEs a su receptor (RAGE) expresado en células endoteliales o
células musculares lisas de la pared vascular y a nivel renal, resulta en diferentes
acciones, incluyendo la liberacion de citocinas como el factor de necrosis tumoral- alfa
(TNF-a) y la sobreexpresion de diversos genes como el factor nuclear kappa-B (NF-
kB). Este Ultimo es una proteina dimérica que activa la expresion de muchos genes

involucrados en procesos inflamatorios. En células no estimuladas, NF-kB se encuentra
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retenido en el citoplasma por la interaccion con su inhibidor IKB (Wautier y col., 2001;
Cases y col., 2003).

En respuesta a varios estimulos, como las citocinas proinflamatorias, las especies
reactivas de oxigeno y la hiperglicemia, IKB es fosforilado por el complejo de cinasas
de IKB, denominadas IKK, dirigiendo a la ubiquitinizacibn y una subsecuente
degradacion de IKB, lo que permite que NF-kB se transloque al nucleo, uniéndose a
elementos especificos (sitios kB) y activando la transcripcion de genes (Figura 3) (Kwok
y col., 2001).

IL-1 TN LDLOX

l l l, l Viri.ls

Cinasas |

l Ub UB  eostorilacion
(P Uk v ubiquitinacion
—_—
Complejo inactivo @
INEF-wB 1B @ @

Antioxidantes AT Up  Ub
Ub

o

MNF kB activo /\" "
@ B Degradacicn

Genes diana:

IL-1,IL-6,IL-8, TNFCe

MCP-1

C3SFs, c-myc

WCAM-1, ICAM-1, E-selectina
Factor tisular

Actvacion de la
transcripcion

PpE&5 I—-

PSC JECCRNNYYEC

Figura 3 Activacion de NF-kB por diferentes agentes . (Martinez-Gonzalez y col.,
2001).

Por otro lado, PPARYy (Peroxisome Proliferator-Activated Receptor Gamma), el cual se
expresa principalmente en el tejido adiposo, riidbn y en los vasos sanguineos, e
interfiere con el factor de transcripcion NFkB inhibiendo su translocacién al nicleo y su
actividad (Stienstra y col.,, 2007). También evita la diferenciacion de células
mesangiales, inhibiendo la liberacion de la citocina TNFa y disminuyendo asi el estado

inflamatorio (Guan y Breyer, 2001).
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2.1.10. Estrategias para el tratamiento de la diabe tes mellitus

En lo que respecta al tratamiento de la diabetes, el objetivo de una terapia
hipoglucemiante en pacientes con DM se basa en alcanzar la normoglucemia, por lo
gue el tratamiento para cada persona diabética debe ser personalizado dependiendo su

necesidad.

2.1.10.1. Tratamiento no farmacoldgico.

El tratamiento no farmacoldgico de la DM comprende principalmente: un plan
alimenticio, ejercicio y habitos saludables; con el fin de reducir el peso en la DM2, lo
gue disminuye la glicemia, el perfil lipidico y la hipertension arterial, incrementando la
sensibilidad a la insulina, es decir reduce los factores de riesgo cardiovasculares
(Amoroso y cols., 2007), por lo que este tratamiento se basa en 3 factores principales

que son:

1. La educaciéon del paciente en cuanto a la enfermedad: Este método se ofrece
como tratamiento fundamental para la utilizacion de un sistema de informacién

para el diabético.

2. Actividad fisica: ayuda a reducir los requerimientos de insulina, al hacer mas
efectivo el funcionamiento de los receptores de esta, siendo también una

manera de prevenir dicha enfermedad (Amoroso y cols., 2007).

3. Dieta: El control del tipo y la cantidad de alimentos a ingerir es la base para un
tratamiento eficaz de diabetes. Esto debido a que gran parte de diabéticos tipo 2
degeneran su habilidad para la produccion de insulina y una dieta adecuada
facilita la efectividad de la insulina natural, en pacientes con diabetes tipo 1 la

dieta tiene la misma importancia.
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2.1.10.2. Tratamiento farmacolégico de laDM1 yla DM2.

En el tratamiento farmacolégico todos los pacientes con DM1  son insulino
dependientes para su supervivencia. El tratamiento con insulina debe ser iniciado tan
pronto como se realice el diagndstico para prevenir la descompensacion metabdlica y
la cetoacidosis, usualmente dentro de las primeras 24 horas si se demuestra cetonuria

(Amoroso y cols., 2007).

En el caso de la DM2 el tratamiento se realiza mediante la incorporacion de agentes
hipoglucemiantes que estimulan la liberacion de una mayor cantidad de insulina y
ayudan a reducir la resistencia ante la insulina. Sin embargo, en la eleccion del
tratamiento hay que tener en cuenta el mecanismo de accion, eficacia, efectos

secundarios, contraindicaciones, interacciones y costos (Amoroso y cols., 2007).

Al momento se conoce un sin nimero de compuestos bioactivos con propiedades
hipoglucemiantes que han sido aisladas de especies vegetales y muchos pacientes
diabéticos luego de diagnosticados, utilizan la medicina herbolaria sola o en
combinacion con la medicina convencional. Por ello desde una perspectiva
etnofarmacoldgica, el tratamiento de la diabetes se encuentra en la interface de la

biomedicina convencional y la tradicional (Cetto y col. 2005).

2.2. Compuestos bioactivos en plantas.

Las plantas tienen la peculiaridad de sintetizar gran cantidad de compuestos bioactivos
gue contienen un grupo fenol, gracias al metabolismo secundario de las plantas. Estos
compuestos reciben el nombre fenoles, polifenoles o fenilpropanoides y derivan todas
ellas del fenol, un anillo aromatico con un grupo hidroxilo (Fig. 4). A la fecha se han
descrito mas de 8.000 compuestos fendlicos distintos que, por sus propiedades
antioxidantes, podrian ser utilizados para la elaboracion de farmacos con accion
hipoglucemiante como medida terapéutica en los pacientes diabéticos (Vazquez y col.
2005).
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Figura 4 Estructura quimica del fenol.

En la sintesis de compuestos fendlicos existen dos rutas basicas implicadas: la ruta del

acido siquimico y la ruta del acido malénico (Fig. 5).

Eritros3 4- fosfato Arido Fosfoenolpirivico
D e i ruta de ks [De I glicoliciz)

pentosas fosfatos)
RUTA DEL ACIDD
siquIMICD
erkira RUTA DEL ACIDOD
¥ * MALONICD
Arido gilico
Agido Cindmico
Taninos hidrolizables
Fenoles simples l Fenoles diversos

\ Flavonoides /

Figura 5 Rutas de sintesis de compuestos fenolicos (Ref). (A valos - Pérez., 2009)
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La ruta del acido malénico es una fuente importante de fenoles en hongos y bacterias,
pero es poco empleada en plantas superiores.

La ruta del acido siquimico es responsable de la biosintesis de la mayoria de los
compuestos fendlicos de plantas (figura 6). A partir de eritrosa-4-P y de &cido
fosfoenolpirivico se inicia una secuencia de reacciones que conduce a la sintesis
mayoria de los compuestos fendlicos que derivan de la fenilalanina. Esta ruta esta

presente en plantas, hongos y bacterias, pero no en animales.

COOH
Fosfoenolpiruvato @\ _
+ ——— )
Eritrosa d-fosfato HO T TOH
OH
Acido shikimico

[(rencces ]
L -

ACIDO @ JL . AcIDO ,
ANTRANILICO " Na” ~CO0H PREFENICO
OH
Acido chorismico

_

Figura 6 Ruta del acido siquimico

En la actualidad existen antioxidantes sintéticos pero tienen la desventaja ser altamente
inestables bajo condiciones de trabajo y en ciertos casos ocasionan efectos adversos a
la salud, con lo que se ha tratado de encontrar fuentes naturales entre los que destacan
los siguientes compuestos: carotenoides, vitaminas C y E, tocoferoles, tocotrienoles,

flavonoides y licopenos, entre otros (Boussaada, 2008).

Yoon en 2008 indic6 que los polifenoles actian como antioxidantes, pues tienen
propiedades electro-donadoras lo que permite que actien como terminadores de las

cadenas de reaccion de radicales libres, transformando especies reactivas de radicales
16



libres a productos no radicales mas estables. Los antioxidantes se encuentran en
cantidades variables en alimentos como frutas, vegetales, cereales, legumbres,
nueces, hierbas comestibles, etc. y ayudan a prevenir enfermedades, por lo cual tienen
importancia en la salud humana. Por otra parte también han llegado a tener un papel
sobresaliente en otras areas, como es la industria alimentaria pues es alli donde el
deterioro oxidativo puede provocar olores y sabores rancios que disminuyen su calidad
nutricional, promoviendo la produccion de compuestos toxicos (Gaviria, 2007; Vasquez,
2007). Por ello los antioxidantes en esta industria son sumamente importantes pues se
utilizan como aditivos que ayudan a preservar los alimentos, su calidad nutricional y

caracteristicas fisicas como colores y sabores (lverson, 1995).

Los compuesto fendlicos ademas de proporcionar un elevado poder antioxidante
disminuyendo el estrés oxidativo causado por los radicales libres, se les han atribuido
propiedades hipoglucemiantes (Serrano y col.,, 2004). ElI mecanismo de accion
hipoglucemiante de ciertas plantas con altos contenidos de compuestos fendlicos,
como los flavonoides y los taninos, puede deberse a la potencializacion de la secrecion
pancreética de insulina de las células B y/o debido a un transporte mejorado de la
glucosa en la sangre. Otros mecanismos propuestos son la estimulacion de la
captacion de glucosa por los tejidos periféricos, la inhibicion de la produccién de
glucosa enddgena o la activacion de la gluconedgenesis en el higado y los musculos.
De esta manera, los compuestos fenolicos presentan un amplio espectro de actividades
biolégicas por lo que se han propuesto como una herramienta terapéutica para

enfermedades crénicas como la diabetes (Burcelain y col., 1995).

2.2.1. Compuestos fendlicos en el género acacia

Algunas especies de plantas menos estudiadas en nuestro pais y que contienen
compuestos fenolicos son las pertenecientes a la familia Fabaceae, formada por 700
géneros y 20,000 especies que se dividen en tres subfamilias: Papilionoideae,

Caesalpinioideae y Mimosoideae. A esta ultima pertenecen el género de las acacias,

17



compuesta por 400 géneros y 2500 especies. Gracias a que México posee una gran
diversidad en la flora, se han localizado 64 especies de acacias como son: A.

angustissima, A. cochliancantha, A. pennatula y A. macracantha.

Martinez-Flores y col. En el 2002 reportaron la presencia de gran diversidad de
componentes de importancia comercial en el género de las acacias, entre los que
destacan los taninos, las catequinas y los flavonoides, los cuales presentan un amplio
espectro de actividades biologicas que se han propuesto como una herramienta
terapéutica para desérdenes cronicos como la diabetes debido a su actividad
antiinflamatoria. A este respecto, se ha sugerido que los polifenoles inhiben la
produccion de enzimas proinflamatorias (Santangelo y col., 2007). Lo cual puede
ayudar a mejorar las complicaciones de la diabetes y el estado inflamatorio presente en

ella.

Dentro del género acacia, estudios de extractos macerados de la especie A. pennatula
mostraron un alto contenido de fenoles totales y flavonoides, en donde los compuestos
fendlicos encontrados en mayor concentracion fueron el acido galico y la catequina.
siendo esta especie una buena fuente natural de compuestos fendlicos, lo que le
confiere propiedades antioxidantes en comparacion con otros productos naturales
como: los cereales, frutas y bayas (Feregrino—Pérez y col., 2011), haciendo de este

género una importante fuente de compuestos antioxidantes.

Otras investigaciones realizadas en las especies A. catechu y A. milanoxylon mostraron
resultados favorables en la utilizacion de modelos experimentales in vivo, en donde
propusieron diversos mecanismos hipotéticos (figura 9) al obtener un efecto
hipoglucemiante y antiobesigenico, atribuyendo estos resultados a las diversas
acciones farmacolégicas producto de los polifenoles contenidos en estas especies, por
lo que proponen que esta especie muestra un amplio espectro terapéutico para la

prevencion de enfermedades como la diabetes y obesidad (Ikarashiy Col., 2011).
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2.2.2. Timbe (Acacciella angustissima) y su capacidad antioxidante

El timbe (Acaciella angustissima), especie nativa del estado de Querétaro (Fig.7), ha
sido poco estudiada alrededor del mundo, siendo utilizada principalmente por los
pobladores como combustible vegetal, como forraje para el ganado y en la industria de
las pieles como curtidor vegetal por su alto contenido de compuestos fendlicos. Estos
compuestos fendlicos han sido estudiados en distintas partes de la especie siendo la
vaina una de las partes con mayor contenido de estos, la cual presenta dos estadios
de maduracion, el primero de color verde y el segundo de color café. El ultimo estadio
se presenta en los meses de julio- noviembre, siendo este el mas optimo para los
meses de recoleccion por su elevado contenido de compuestos fendlicos (Terrones-
Rincoén, 2006).

Figura 7 Timbe (Acaciella angustissima)

Estudios previos de nuestro grupo de investigacion (Vargas y col., 2010) han mostrado
que A. angustissima presenta una actividad antioxidante importante. Esta actividad
puede explicarse por el alto contenido de fenoles y flavonoides encontrados, dentro de
los cuales destaca en mayor concentracion el acido protocatecuico, este Ultimo es un
compuesto fendlico natural derivado del &cido benzoico con un fuerte efecto
antioxidante, hasta 10 veces mayor en comparacion con la vitamina E, presente en

muchas plantas comestibles y medicinales. (Harini., y col., 2010),
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3. METODOLOGIA

3.1 Materiales

3.1.1. Material biolégico

* Se utilizaron ratas Wistar macho de peso entre 250-300g, compradas al
laboratorio de Rismart ®, México.

* La vaina de Timbe fue recolectada del parque nacional el Cimatario por los
meses de octubre y noviembre, mientras la vaina presentaba una coloracion

café lo cual indica una madurez 6ptima.

3.1.2. Material quimico

* Para la induccion de la diabetes mellitus se utilizé el farmaco estreptozotocina
(STZ) de la marca Sigma® (18883-66-4).

« Tiras reactivas para la determinacion de glucosa en sangre, marca
ACCUTREND ®.

» Kits para la determinacion de triglicéridos, colesterol total y colesterol HDL en
suero, marca Sigma ® (MAK043 y MAKO045).

* Kits para la determinacion de insulina en suero, marca Millipore, EE.UU ®
(EZHIASF-14K).

* Kits para la determinacion de creatinina en orina y suero, marca Randox ® Laboratories
(DICT-500).
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3.2. Métodos

3.2.1. Elaboracion del extracto de vaina de timbe  (Acacciella
Angustissima).

Los extractos se obtuvieron mediante maceracion utilizando 50 g de vainas sin
semillas las cuales previamente se trituraron para obtener particulas con un tamafio de
0.5 mm a 0.5 um aproximadamente y posteriormente se colocaron en remojo en 200
ml de metanol grado reactivo como solvente y diariamente el solvente era recolectado
y refrigerado a 4°C, cambiandolo por metanol nuevo. Este proceso se realizé hasta que
el metanol no presentaba una fuerte coloracion (aproximadamente una semana). Al
final todo el metanol recolectado se filtrO para posteriormente concentrar la solucion
(rotoevaporandola), obteniendo 28 g de extracto total que se liofilizaron y almacenaron
a 4°C en ausencia de luz. A este extracto se le realizaron las siguientes
determinaciones: fenoles totales, taninos condensados, flavonoides y se evalu6 su
capacidad antioxidante. Posteriormente este extracto fue utilizado como tratamiento en
la dieta del modelo in vivo.

3.2.2. Extraccion de compuestos fenolicos.

Para poder cuantificar el contenido de compuestos fendlicos y la capacidad
antioxidante en el extracto de timbe primero se realiz6 una extraccion de dichos
compuestos en metanol (extracto metandlico) o agua (extracto acuoso), de la siguiente

manera:

En dos tubos de 15 ml se adicionaron 10 ml de metanol o agua respectivamente, asi
como un gramo de extracto de vainas de timbe (Acacciella angustissima) para cada
uno, protegiéndolos de la luz y en agitacion continua durante 24 horas. El material
obtenido se centrifugd a 5000 RPM durante 10 minutos a temperatura ambiente y
finalmente se recuperaron los sobrenadantes, dividiendo en alicuotas de 2.5 ml cada

una. Estas alicuotas se mantienen a 4°c y en ausencia de luz para su posterior uso.
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3.2.3. Cuantificacion de compuestos fendlicos y det  erminacion de la
capacidad antioxidante

Las siguientes determinaciones realizadas para la evaluacion de los extractos de timbe
fueron llevadas a cabo en condiciones de poca luz y atemperatura bajas alrededor de
17°C dentro del laboratorio, con el fin de obtener datos veraces y evitar la degradacion

de los compuestos fendlicos.

3.2.3.1. Cuantificaciéon de fenoles totales

El contenido de fenoles totales se determiné usando el método espectrofotométrico de
Folin-Ciocalteu (Singleton y col., 1999). Para esta cuantificacion, se tomo una alicuota
del extracto de fenoles metandlico o acuoso (40 pl). Esta muestra y los puntos de la
curva estandar de acido galico (0, 1, 2, 4,5, 8, 10, 16 y 20 pg) se llevaron a un volumen
total de 500 pl, y posteriormente se mezclaron con 250 pl del reactivo de Folin-
Ciocalteu (1N) y después se adicionaron 1250 pul de Na,COj3 (20 %) y se dejo reposar
en la obscuridad por 2 horas a temperatura ambiente. El blanco utilizado para esta
determinacion se preparo utilizando reactivo de Folin-Ciocalteu y Na,CO3. Transcurrido
este tiempo, se midi6é la absorbancia por duplicado a 760 nm en un espectrofotometro
(Thermo, Multiskan Ascent). Los resultados se expresaron como mg equivalentes de

acido galico/g de extracto de la vaina timbe.

3.2.3.2. Cuantificacién de taninos condensados

La cuantificacion de taninos se realiz6 de acuerdo al método de la vainillina adaptado
para el uso de microplaca, descrito por Feregrino-Pérez y col. (2008). Para esta
cuantificacion se tomo una alicuota del extracto de fenoles metandlico o acuoso (50 ul)
equivalentes a 0.0125 g del extracto de la vaina. A esta muestra y los puntos de la
curva estandar de (+) catequina (0, 0.1, 0.2, 0.4, 0.6 y 0.8 mg/ml) se le agregaron 200
ul de la solucién de vainillina al 0.5 % recién preparada (vainillina 1 % en metanol y HCI

8% en metanol en una relacionl:1). Posteriormente se preparara un blanco al cual se le
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adicionaran 50 yl de metanol y 200 ul de HCI al 4 %. Para cuantificar los taninos
condensados se midié la absorbancia a 500 nm en un espectrofotometro (Thermo,
Multiskan Ascent). Los resultados obtenidos se expresaron como mg equivalentes de

(+) catequina/g de extracto de vaina timbe.

3.2.3.3. Cuantificacién de flavonoides totales

La cuantificacion de los flavonoides presentes en el extracto de timbe se realizd
mediante el método de Liu y col. (2002). Para esta cuantificacion se tomo una alicuota
del extracto de fenoles metandlico o acuoso (50 pl) equivalentes a 0.0125 g del
extracto de la vaina. A esta muestra, asi como a los puntos de la curva estandar de
rutina (0, 0.02, 0.05, 0.1, 0.25 y 0.5 mg/ml) se les adicion6 180 ul de agua destilada o
metanol y 20 pl de soluciéon 2-aminoetildifenilborato al 1%, preparado con metanol,
rutina y agua destilada para cada extracto. Posteriormente se mididé la absorbancia a
404 nm con un espectrofotometro (Thermo,Multiskan Ascent). Los resultados obtenidos

se expresaron como mg equivalentes de rutina/g de extracto de timbe.

3.2.3.4. Determinacion de la capacidad antioxidante  del extracto de
timbe empleando la técnica de ABTS.

La determinacion se realizo en los extractos de timbe (acuoso y metandlico) siguiendo
el ensayo de capacidad antioxidante en equivalentes de trolox (TEAC, por sus siglas en
inglés) adaptado por lo descrito por Re y col. (1999) y Van Den Berg y col. (1999). La
técnica consistid6 en mezclar ABTS (2,2’-azinobis-3—etilbenzotiazolina-6-6 acido
sulfénico) al 7 mM vy persulfato de potasio 2.45 mM en agua por 12 horas a una
temperatura de 4°C para producir el radical ABTS'. Posteriormente la solucién
concentrada de ABTS’ se diluye con un buffer de fosfatos salino (PBS), pH 7.4, hasta
obtener una absorbancia final de 0.7+ 0.02 la cual se leyé en un espectrofotometro

(Thermo, Multiskan Ascent) a una longitud de onda de 734 nm.
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Después se adiciono el extracto de fenoles (10 pl) equivalentes a 0.0025 g del
extracto de la vaina. A esta muestra y la curva estandar de Trolox preparado con PBS
(0, 10, 50, 100, 300, 500 y 800 puM) se les adiciond 990 ul de la dilucibn de ABTS
dejandose incubar a temperatura ambiente por 6 minutos, el blanco se realiz6 usando
solamente el radical ABTS". Transcurrido este tiempo se midié la absorbancia a la
misma longitud de onda y los resultados se expresardn como uM equivalentes de

Trolox/g de extracto de Timbe.

3.2.3.5. Determinacion de la capacidad antioxidante  del timbe
empleando la técnica de DPPH.

La capacidad antioxidante determinada por el método DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidracilo) se realiz6 de acuerdo a la técnica propuesta por Fukomoto y Mazza
(2000). Brevemente, se prepar6 el radical DPPH™ (150 uM) pesando en un matraz de
25 mL 1.5 miligramos de DPPH y se disolvié con 20.5 mL de metanol aforandose a 25

mL con agua destilada.

Posteriormente se adicionan 20 yL del extracto de fenoles metandlico equivalentes a
0.005 g del extracto de la vaina. A esta muestra y a la curva estandar de Trolox (50,
100, 200, 300, 400, 500 y 800 uM) se les agrego 230 pL de solucion DPPH. Para el
blanco se colocaron 20 pL de metanol y 230 uL de etanol. La placa se leyé a una
longitud de onda de 520 nm en un espectrofotometro (Thermo, Multiskan Ascent) a los
0, 4, 10, 30 y 90 minutos, para ver en qué tiempo la concentracion de DPPH disminuye
debido a la cesion de electrones de la especie antioxidante (extracto de timbe) .Los

resultados se expresaron en uM equivalentes de Trolox /g de extracto de timbe.
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3.3.ESTUDIOS IN VIVO

3.3.1. Induccién de diabetes

Para los experimentos in vivo se utilizaron ratas Wistar macho de 250-300 g de peso,
compradas al bioterio CINVESTAV, México. Los animales fueron sometidos a un
periodo de adaptacion de por lo menos una semana a 25 °C, bajo un ciclo de luz-
oscuridad de 12 horas, con acceso libre a comida Zeigler (NIH-31 Rismart S.A. de C.V.)
y agua, colocando cada rata en una jaula. Para la induccion de la diabetes, las ratas
permanecieron 15 horas en ayuno y posteriormente se les inyecto una dosis Unica de
estreptozotocina (STZ) via intraperitoneal, a una concentracion de 45 mg/kg de peso
corporal. Esta dosis ha sido descrita que produce diabetes tipo 1 (Afoloyan, 2011). Las
ratas del grupo control (sanas) recibieron via intraperitoneal solucion salina. Cinco dias
después de la administracion de STZ se cuantifico la glucosa sérica (ver seccion
3.3.3.1) presente en sangre. Consideraron para el experimento animales con glucosa
sanguinea en el rango de 180-250 mg/dl. Los animales se asignaron aleatoriamente

para formar los grupos de experimentacion.

3.3.2. Grupos de estudio

Se utilizaron un total de 30 ratas (24 diabéticas y 6 sanas), las cuales fueron divididas
en 5 grupos de seis ratas cada uno. En el cuadro 3 se especifica la dosis recibida para
cada grupo. En los grupos que se administro el extracto de Timbe este se incorpor6 en

charolas con el alimento molido.
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Cuadro 3 Grupos experimentales para la evaluacion d

Timbe en ratas diabéticas.

el consumo de extracto de

Grupos

Tratamientos
(4 semanas)

Dosis de STZ
al 7° dia

Control sano

Ninguno

Buffer de citratos 0.1 M

Control diabético

Ninguno

45mg/kg p.c. de STZ en
buffer de citratos 0.1 M

- 25 25 mg extracto de timbe / | 45mg/kg p.c. de STZ en
o kg p.c. buffer de citratos 0.1 M
3 50 50 mg extracto de timbe/ | 45mg/kg p.c. de STZ en
) kg p.c. buffer de citratos 0.1 M
& 100 100 mg extracto de timbe | 45mg/kg p.c. de STZ en

/ kg p.c. buffer de citratos 0.1 M

3.3.3. Determinaciones Semanales

Para la evaluacion de los tratamientos se llevo a cabo un control semanal de los
siguientes pardmetros: glucosa sanguinea en ayuno, peso corporal, consumo de agua

y consumo de alimento.

3.3.3.1. Determinacién de glucosa

La glucosa se cuantificO en muestras de sangre obtenidas de la vena caudal de las
ratas (localizada en el extremo de la cola del animal), con un minimo de 8 horas en
estado de ayuno. Para ello se empled un glucometro marca ACCU CHEK, el cual tiene
un rango de sensibilidad que va de 10-600 mg/dl (0.6-33.3 mmol/l) de glucosa,

utilizando tiras reactivas de la marca Accutrend.

El glucédmetro mide el poder reductor generado por la enzima glucosa deshidrogenasa,
al metabolizar la glucosa a gluconolactona, indicando la concentracién de glucosa en

mg/dl.
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3.3.3.2. Determinacion de peso

La determinacion del peso se llevo a cabo cada tercer dia por cuatro semanas pesando
a cada rata de los grupos de estudio por medio de una canastilla tarada en una balanza

granataria.

3.3.3.3. Determinacion de consumo de agua

El consumo de agua se midio cada tercer dia por cuatro semanas por medio de una
probeta graduada de 100 ml. en cada grupo de estudio, se aseguraron los

dispensadores de agua para evitar fugas.

3.3.3.4. Determinacién de consumo de alimento

Para determinar el consumo de alimento de cada rata se colocaban diariamente 50 g
de alimento a cada rata de los 5 grupos, y por las mafianas antes de cambiar de nuevo

el alimento se pesaba para determinar cantidad ingerida.

3.3.4. Sacrificio y obtencion de muestras

El sacrificio se realiz6 al término de cuatro semanas, ya que en observaciones previas
de nuestro grupo de estudio observamos que la concentracion administrada de STZ
afecta la sobrevida de las ratas, también se recolecto una muestra de orina de 12 horas
y se sometieron a un ayuno de 8 h. Posteriormente, los animales se colocaron uno por
uno en una guillotina para decapitacion y ya una vez decapitados se tomé una muestra
de sangre del cuerpo decapitado, por medio de un embudo colocado en los tubos
previamente marcados, ésta se centrifugd 2500 RPM para la obtencion de suero el cual
se congel6 y se almacend a -20 °C para posteriores determinaciones bioquimicas.
Después de obtener la sangre necesaria, se realizo una incision en forma de “Y” al
cuerpo de cada rata para remover los rifiones y el pancreas, los cuales fueron pesados

y seccionados en solucion fisiolégica conservando una porcion en nitrogeno liquido
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(para la evaluacién de los pardmetros bioquimicos de dafio renal) y finalmente se

almacenaron a -70 °C para su analisis posterior.

3.3.5. Determinaciones post- sacrificio

Para la evaluacion de los tratamientos una vez concluido el tiempo de exposicion del
extracto de timbe al modelo in vivo se realizaron las siguientes determinaciones:
insulina, perfil lipidico, peroxidacion lipidica, determinacion de proteina, determinacion

de creatinina.

3.3.6. Determinacién de la concentracion de insulin a.

Los niveles de insulina fueron determinados en el suero de ratas diabéticas y sanas
las cuales estaban en proceso de ayuno al momento del sacrificio y se llevo a cabo
utilizando un kit comercial (Millipore, EE.UU. ® EZHIASF-14K)

3.3.7. Determinacion de perfil lipidico

La determinacion del perfil lipidico se realiz6 por medio de kits comerciales de
cuantificacion (Sigma ® MAKO043 y MAKO045),siguiendo sus indicaciones para la
cuantificacion especifica de triglicéridos, colesterol total, HDL, LDL, VLDL y finalmente,
la concentracion de LDL se determin6 por medio de la formula de Friedewald, descrita
por Rijks en 1995 (Ver Anexo 2).

3.3.8. Recoleccion y determinacion de proteinaen o rina

Las muestras de orina obtenidas recientemente se emplearon inmediatamente para la

determinacion de proteina, por el método descrito por Bradford (1951).
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3.3.9. Peso relativo de rifiones en ratas diabéticas  y sanas.

En el momento del sacrificio, se procedid0 a extraer organos importantes como los
rifones los cuales fueron limpiados con solucién salina, cortados transversalmente y

pesados en el mismo momento.

3.3.10. Determinacion de la depuracion de creatinin a.

A partir de las muestras de suero y orina se determind creatinina mediante Kits
enzimaticos de la marca Randox ® Laboratories (DICT-500) y con estos datos se

calculo la depuracion de creatinina (Ver Anexo 3).

3.3.11. Peroxidacion lipidica.

Esta técnica de peroxidacion de lipidos, es decir, sustancias reactivas al acido
tiobarbitarico (TBARS) se estimo por el método de Fraga et al. (1988) la cual se realizo
a partir de las muestras patologicas de rifion utilizando aproximadamente 0.25 gr. de

cada rifidn, y se expresa como um/g de tejido renal.

3.4. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados obtenidos se expresaran como la media + el error estandar (E.E.). La
evaluacion estadistica de los datos in vitro se determinaron mediante el analisis de T-
Student, mientras que para el modelo in vivo se utilizé analisis de varianza (ANOVA) a
un nivel de confianza de 95 %, y las diferencias de medias entre los tratamientos fueron
determinadas aplicando la prueba de Tuckey. Los andlisis estadisticos se realizaron en

el programa estadistico Graphpad prism 6.0 (paquete de demostracion).
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4, RESULTADOS Y DISCUSION.

4.1. Evaluacion in vitro del extracto de Timbe (Acacciella angustissima).

4.1.1. Cuantificacion de compuestos fendlicos del e  xtracto de Timbe
(Acacciella angustissima)

Como se observa en el cuadro 4, la cuantificacion de fenoles totales del extracto de
timbe mostro que el extracto metandlico presentaba 3.5 veces mas concentracion que
el extracto acuoso, respectivamente. Estos resultados concuerdan con lo reportado por
Vargas y Munguia (2010), en los que se observan valores de 127.19 + 5.28 en mg eq.
Acido gélico/g de extracto de timbe para extractos metandlicos y 59.09 + 0.69 en mg
eg. Acido gélico/g de extracto de timbe para extractos acuosos. Estos valores muestran
una disminucion significativa de un extracto a otro al aplicar diversas técnicas de

extraccion.

Cuadro 4 Concentracion de compuestos fendlicos en extractos de Timbe

Parametro s Timbe Metanolico Timbe Acuoso
FENOLES TOTALESl 121.75 2.46al 36.68 0.70IO
FLAVONOIDES TOTALES2 4.60 + 0.14a 0.310 £ 0.009b
TANINOS CONDENSADOS3 0.616 + 0.008a 0.170+0.04 ’

Los valores representan la media de la concentracion + EE (n=6). Los valores a, b medios dentro de una
fila con distinto superindice son significativamente diferentes (P <0,05; mediante la prueba t-student).

1 Expresados en mg eq. Acido gélico/g de extracto de timbe.

2 Expresados en mg eq. Rutina/ g de extracto de timbe.

3 Expresados en mg eq. (+)Catequina/ g de extracto de timbe.

Al igual que en lo mostrado en la cuantificacion de fenoles totales, la cuantificacion de
flavonoides y taninos mostré una diferencia estadisticamente significativa entre los
extractos metandlicos y el acuoso. Siendo 4 veces mayor el contenido de taninos y 15

veces mayor el contenido de flavonoides, lo que puede asociarse como ya se menciono
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anteriormente al proceso durante la elaboracion del extracto con el metanol o bien ala

manipulacién de las técnicas.

4.1.2. Cuantificacion de la capacidad antioxidante del extracto de Timbe
(Acacciella angustissima)

Los métodos de determinacion de la actividad antioxidante se basan en comprobar
como un agente induce dafio oxidativo a un sustrato oxidable, dafio que es inhibido o
reducido en presencia de un antioxidante. Esta inhibicién es proporcional a la actividad
antioxidante del compuesto utilizado como estandar o bien la muestra de estudio. En el
Cuadro 5 se muestra la capacidad antioxidante determinada por el método de ABTS Y
DPPH para una mayor exactitud en resultados para los extractos metandlico y acuoso

del timbe.

Cuadro 5 Cuantificacion de la capacidad antioxidan  te en extractos de Timbe.

7 . T 1 2
Método De Timbe metandélico T R S
Cuantificacion
a b
ABTS 70.34+13.96 15.88+1.94
DPPH 349.1+1.03 ND

Los valores representan la media de la concentracion + E.E. a y b, indican diferencia estadistica
significativa entre diferentes extractos para cada parametro (tukey, p<0.05), ND= No determinado.
1 Expresada en mg eq. Trolox/g de extracto de timbe.

2 Expresado como ICsq (ng/ml).

Los resultados obtenidos para la determinacién de la capacidad antioxidante por el
método de ABTS fueron los esperados segun el contenido de compuestos fendlicos, en
donde obtuvimos 5 veces mayor actividad antioxidante en el extracto metandlico en
comparacion con el acuoso, respectivamente. Mientras que de la misma manera los
valores obtenidos para el método de DPPH muestran una alta capacidad antioxidante
para el extracto metandlico con 349.1 £+ 1.03 (Cuadro 6), la determinacion en el extracto

acuoso no se realizo por la metodologia implicada pero inferimos que dicha capacidad
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antioxidante seria menor por los resultados obtenidos en el contenido de compuestos
fendlicos, por lo que sugerimos que el extracto metanolico es el mejor método de
extraccion, para la obtencién de polifenoles y por lo consiguiente para la actividad
antioxidante. Nuestro estudio concuerda con lo obtenido por Feregrino y col. en el 2011
para otro género de acacias (Acacia pennatula) en donde mostraban una capacidad

antioxidante similar a los resultados obtenidos en este estudio, para la misma especie.

La capacidad antioxidante in vitro es utilizada como una prueba preeliminar para
evaluar aquellos compuestos que tengan la propiedad de donar electrones y/o protones
a radicales libres inhibiendo los procesos oxidativos y en base a los resultados
anteriores fue posible demostrar que el extracto de timbe puede ser una fuente
potencial de compuestos antioxidantes. Estos resultados sugieren que esta actividad

podria inactivar los radicales generados en un organismo en estado de hiperglucemia.

4.2.Evaluacién in vivo del extracto de Timbe ( Acacciella angustissima)

4.2.1. Efecto del consumo de extracto de vaina de T  imbe sobre los niveles

de glucosa en sangre de ratas wistar sanas y diabét icas.

En la induccién de diabetes por estreptozotocina se ha informado que este farmaco
causa un déficit de antioxidantes y un incremento de estrés oxidativo, lo que origina
dafio y destruccion parcial de las células B pancreaticas, produciendo como
consecuencia una disminucion de insulina que genera una baja incorporacion de
glucosa en los tejidos periféricos, tales como el tejido adiposo y musculo, asi como un
aumento de la glucosa sanguinea, lo que lleva al desarrollo de una condicidon
diabética (Afoloyan y cols., 2011), por lo tanto la diabetes presentada en los animales

experimentales de este estudio es parecida a una diabetes de tipo 1.

En la figura 8 se puede observar el efecto que tiene la alimentacion diaria del extracto
de timbe incorporado en la dieta sobre los niveles de glucosa sanguinea en ayuno de
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ratas Wistar sanas y diabéticas a lo largo del experimento. En el caso del tratamiento
de 100 mg/kg de p.c. se observa una disminucion en la concentracion de los niveles de
glucosa de hasta un 39 %. Por lo tanto, la alimentacién con el extracto de timbe
mantiene cierto control de la enfermedad, ya que a pesar de que para algunos grupos
la disminucion de la glicemia no es estadisticamente significativa, la diabetes no
avanza como en el caso del grupo control. Estos resultados son muy similares a lo
reportado por Ikarashi y cols., en donde mostraron que la especie acacia mostraba un
importante efecto hipoglucemiante, lo cual es consistente al obtener resultados
semejantes con nuestro estudio.

Esto puede deberse en gran parte al contenido de compuestos bioactivos como el
acido protocatecuico un compuesto fendlico, encontrado en gran proporcion para esta
especie en estudios previos y al cual se le ha atribuido un efecto hipoglucemiante
importante (Harini- pugalendi., 2011).
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Figura 8 Efecto del consumo de extracto de vaina de timbe a diferentes

concentraciones, sobre la glucosa sanguinea incorpo rado a la dieta de ratas

wistar. Los valores se presentan como media de la concentracién de glucosa en sangre + E.E. Letras
diferentes a y b indican diferencia estadistica significativa (p<0.05), analizados con la prueba de tuckey.
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Se ha reportado que los compuestos fendlicos pueden regular gluconeogénesis en
animales diabéticos, al disminuir la actividad hepéatica de las enzimas glucosa 6-
fosfatasa y fructosa 1,6-bifosfatasa (Pari y col., 2003), cuya funcién es obtener glucosa
a partir de precursores no glucosidicos como los aminoacidos, lactato, piruvato y
glicerol (Mathews, 1998). Asi mismo, compuestos fendlicos tales como &cido galico,
catequina, acido siringico, acido cafeico, clorogénico y vainillina (Guzman y col., 2004),
ayudan a la sensibilizacién de la insulina, por lo que se incorpora glucosa a tejido
dependientes de esta hormona y puede verse reflejado en una disminucién de glucosa
en sangre. Ademas, estos compuestos intervienen como antioxidantes naturales,

contribuyendo con su accion protectora sobre el estrés oxidativo (Tsimidou, 1998).

4.2.2. Efecto del consumo de extracto de vaina de T imbe sobre el peso

corporal de ratas wistar sanas y diabéticas.

En las alteraciones metabdlicas propias de la diabetes interviene también la secrecion
sin oposicion de hormonas de contrarregulacion como (glucagon, catecolaminas,
hormona de crecimiento y adrenalina) que aceleran la condicién catabdlica. La baja
asimilaciéon de la glucosa por los tejidos muscular y adiposo produce una disminucion
de los depdsitos de glucdégeno y lipidos respectivamente, ademas en el higado la
gluconeogenesis se incrementa para compensar las necesidades de glucosa en
aminodacidos provenientes del musculo, todas estas alteraciones generan una pérdida

de peso durante la diabetes tipo uno (Guyton, 1999).

Los resultados obtenidos en la medicién del peso corporal en las cuatro semanas de
tratamiento se presentan en la Figura 9 en la cual se observa que respecto al control
diabético no hubo ninguna diferencia significativa en los grupos tratados con el extracto
de timbe (25,50 y 100 mg/kg p.c.).
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Figura 9 Efecto del consumo de extracto de vaina de timbe a diferentes
concentraciones, sobre el peso corporal incorporado a la dieta de ratas wistar.

Los valores se presentan como la media del peso corporal + E.E. Letras diferentes a y b indican diferencia
estadistica significativa (p<0.05), analizados con la prueba de tuckey.

A pesar de que estos valores no fueron estadisticamente significativos como se
menciono anteriormente, si tienen relevancia fisiologica, ya que el grupo alimentado
con el extracto de timbe a 100 mg/kg presentd un peso promedio de 287 g en la primer
semana y después de 4 semanas, su peso corporal fue de 273 g, corroborando que el
extracto de timbe incorporado a esta concentracion, ayuda a que esta no evolucione.
Con estos resultados se puede sugerir que algunos componentes del EMA pudieran

estar regulando la incorporacion de glucosa a los tejidos.

4.2.3. Efecto del consumo de extracto de vaina de T imbe sobre el agua

consumida en ratas wistar sanas y diabéticas.

La diabetes es una enfermedad que se caracteriza, entre otros sintomas, por polidipsia

(sed excesiva) (Braunwald y col., 1998). El exceso de glucosa en la sangre necesita de
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la excrecién de cantidades elevadas de agua, via urinaria, para eliminar la glucosa
disuelta en el organismo (King, 1991). Debido a esto hay una deshidratacion
ocasionada por el arrastre de liquido, como consecuencia, el consumo de agua en los
animales diabéticos se hace evidente (Federacion Mexicana de Diabetes, 2003). Por lo
gue, en el presente experimento se determiné el consumo de agua como un indicador
de la evaluacion del control de la enfermedad.

Los resultados de la medicion de consumo de agua se presentan en la Figura 10, en
los que se observa que desde la segunda semana de tratamiento, el consumo de agua
por el grupo control diabético fue significativamente superior a algunos de los grupos
(50,100 mg/kg) tratados con el extracto de timbe en un porcentaje alrededor de 36.5
%, sin embargo, los grupos de 25 y 50 mg/kg no presentaron un consumo de agua
similar al del 100 mg, el cual presentaba los valores mas bajos de agua, comparables
desde la segunda semana con el grupo control sano (p<0.05). Este comportamiento se
sigue presentando a lo largo del experimento y persiste hasta el final de la cuarta
semana, lo que nos indica que la dieta con el extracto de timbe a alta concentraciones

es mas eficiente lo que conlleva a regular esta alteracion de la enfermedad.
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Figura 10 Efecto del consumo de extracto de vaina de timbe a diferentes

concentraciones, sobre la ingesta de agua en ratas wistar. Los valores se presentan
como la media de la concentracion en la ingesta de agua + E.E. Letras diferentes a y b indican diferencia
estadistica significativa (p<0.05), analizados con la prueba de tuckey.
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4.2.4. Efecto del consumo de extracto de vaina de T imbe sobre la ingesta de

alimento en ratas wistar sanas y diabéticas.

Otra caracteristica importante en la diabetes es la polifagia, es decir, un incremento en
el consumo de alimento. La figura 11 corresponde a la cantidad promedio (g) de
alimento consumido semanalmente por los grupos de estudio. A este respecto, se
observd que los animales diabéticos consumieron mayor cantidad de alimento (50 %)
gue los animales sanos. Por otro lado, los grupos diabéticos tratados con el extracto de
timbe consumieron una cantidad menor de alimento (hasta un 24 % menos) durante las
semanas de tratamiento, con respecto al control diabético, sin embargo a partir de la
tercer semana los grupos de 25 y 50 mg/ kg no mostraron un ninguna diferencia con
este grupo diabético, siendo el grupo de 100 mg/kg el mas significativo de todos los
tratamientos, ya que se mantuvo desde la primera semana.

Con los resultados obtenidos en este estudio se pudiera sugerir que los niveles de
insulina en nuestros tratamientos en especial el de 100 mg/kg han aumentado,
mejorando asi la expresion de péptidos anorexigénicos. La insulina inhibe la expresion
de péptidos orexigénicos, encargados de inducir el hambre, ademéas estimula la
expresion de los anorexigénicos, los cuales provocan una sensacion de saciedad
(Milagro y col., 2002). Por lo tanto, si se incrementan los niveles de insulina, también se
ve reflejado en una disminucién en los niveles de glucosa, por lo que los resultados de

estos grupos corroboran lo mencionado anteriormente.
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Figura 11 Efecto del consumo de extracto de vaina d e timbe a diferentes

concentraciones, sobre la ingesta de alimento enra  tas wistar. Los valores se presentan
como la media de la concentracion de la ingesta de alimento * E.E. Letras diferentes a y b indican diferencia
estadistica significativa (p<0.05), analizados con la prueba de tuckey.

Un control adecuado de la diabetes es importante, ya que los cambios que ocurren en
etapas tempranas pueden ser reversibles. Con el fin de disminuir el nimero de
complicaciones de la diabetes y retrasar su desarrollo, se ha recomendado el uso de
componentes bioldgicos activos presentes en plantas. Los principios activos bioldgicos
mas importantes para este propésito son vitaminas y minerales, proteinas,
polisacéaridos, lectinas, saponinas y flavonoides. Segun datos cientificos dentro de las
plantas mas empleadas con este fin se encuentran ginseng, ginkgo, eleuterococo,
anamu, uva, eucalipto, peibrinca, garra del diablo, mandarina, toronja, limén, naranja,

romero, agrimonia, caléndula y avena. (Vazquez y col. 2005).
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425, Efecto del consumo de extracto de vaina de T imbe sobre los niveles de

insulina sérica en ratas wistar sanas y diabéticas.

Como se hablo anteriormente en la seccién (4.3.1) La induccion de diabetes por
estreptozotocina llega a causar un déficit de antioxidantes y un incremento de estrés
oxidativo, originando de esta manera un dafo y destruccion parcial de las células 3
pancreéticas, produciendo asi una disminucion de insulina que genera una baja
incorporacion de glucosa en los tejidos periféricos, lo que lleva al desarrollo de una

condicion diabética (Afoloyan y cols., 2011), comparable con la diabetes tipo 1.

Los resultados obtenidos en nuestros grupos de estudio se muestran a continuacion,
de los cuales se puede observar para el control diabético una reducciéon en la
concentracion de insulina en comparacion con el control sano (figura 12). Sin embargo
la administracion de EMA en la concentracion méas alta (100 mg/kg) restaurd
significativamente los niveles de las ratas diabéticas cerca de lo normal. Estos
resultados son similares a lo reportado por afoloyan et al., lo cual es consistente al
obtener resultados semejantes en la diabetes inducida con STZ a ratas wistar macho.
Estos resultados sugieren que el EMA posee una actividad hipoglucemiante que puede
ser atribuida a la regeneracion de células B pancreaticas o bien a la hipersecrecién de

insulina en las células B ya existentes.
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Figura 12 Efecto del consumo de extracto de vaina d e timbe a diferentes
concentraciones, sobre la concentracion de insulina sérica en ratas wistar sanas

y diabéticas. Los valores se presentan como la concentracion de insulina + E.E. Letras diferentes a'y
b indican diferencia estadistica significativa (p<0.05), analizados con la prueba de tuckey.

4.2.6. Efecto del consumo de extracto de vainade T  imbe sobre el perfil de lipidos

en ratas wistar sanas y diabéticas.

Ademas de los trastornos del metabolismo de la glucosa que caracterizan la diabetes
mellitus, esta se ha relacionado estrechamente con anormalidades de lipidos en
plasma que incluyen la reduccién de lipoproteinas de alta densidad (HDL), predominio
de lipoproteinas de baja densidad (LDL) pequefias y densas y elevados niveles de
triglicéridos VLDL (ADA, 2003).

Estas alteraciones estan asociadas con el incremento en el riesgo de padecer
enfermedades cardiovasculares, lo cual es una de las principales causas de muerte en

los pacientes diabéticos (Ronald y col., 2004). Ademasen estos pacientes suelen
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asociarse cambios en el patron de los lipidos séricos que constituyen un riesgo

importante desde el punto de vista vascular.

El dafio vascular aterosclerético es la complicacibn mas comun en los diabéticos. La
enfermedad coronaria y la enfermedad cerebrovascular ocurren en el diabético en una
frecuencia de 2 a 3 veces mayor que en aquellas personas que no padecen esta
enfermedad. Estudios epidemioldgicos destacan de manera especial que la frecuencia
de insuficiencia arterial periférica es de 20 a 40 veces superior en los diabéticos en
relacion con las personas no diabéticas. Por lo tanto, los trastornos cardiovasculares en
el diabético es no s6lo mayor que en las personas no diabéticas, sino que ademas
resulta mas letal, sobre todo si se presenta acompafiada de hipertension arterial y
albuminuria (llinait, 1997).

La hipertrigliceridemia es la dislipidemia mas frecuente en la diabetes. Es bien conocido
gue en la diabetes mellitus tipo 1, la deficiencia aguda de insulina produce un aumento
rapido de la movilizacion de acidos grasos desde los tejidos periféricos hacia el higado,
y determina un aumento de la formacion y liberacion de lipoproteina de muy baja
densidad (VLDL) en este drgano. Al mantenerse el déficit de insulina, se inhibe la
sintesis de triglicéridos hepéticos y la formacion y liberacién de VLDL. Por otro lado,
existe una deficiencia de la depuracion de triglicéridos plasmaticos, bien por
disminucion de la actividad de la lipoproteina lipasa (LpL), enzima estimulada por
insulina, o por una posible modificacion estructural de las VLDL (que las hace menos
susceptibles a la accién de la enzima), incrementando la concentracion plasmatica de

esta lipoproteina (llinait, 1997).

En el cuadro 6 se muestra el perfil lipidico correspondiente a la ingesta de extracto de
vaina de timbe en nuestros grupos de experimentacion. En cuanto a los niveles de
triglicéridos podemos observar que existe un incremento significativo en el grupo de
ratas diabéticas control (222 mg/dl) comparado con el grupo de ratas sanas (78 mg/dl),
como era de esperarse. Este estudio concordd con lo propuesto por Akthar y col.

(2006) los cuales reportaron a otras especies de plantas como Cathranthus Coccinia y
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Cordifolia Roseus, con un efecto hipolipemiante, semejante a lo obtenido en este

estudio.

Cuadro 6 Concentracion del perfil de lipidos de rat

alimentadas con diferentes concentraciones del ext

racto de timbe.

as wistar, sanas y diabéticas

Determinaciones Sanas Diabéticas 25 mg/Kg 50 mg/Kg 100
mg/Kg
CT 65.6 +4.0°  104.2+2.1° 84.1+44° 749+3.1%* 69.9+28?%
TG 785+2.1% 2224+48° 184.1+36° 189.1+4.3° 845+21°
HDL 50.4+6.3% 279+23° 268+19° 283+3.7° 542+18°%
LDL 155+1.4% 519+43° 305+43° 47.8+39° 17.6+3.92
VLDL 18.5+0.8 2 40.6+1.4° 39.4+1.6° 35.740.6°  22.9+0.52

Los valores se presentan como la media de la concentracién (mg/dl) en suero sanguineo + E.E. Letras
diferentes a y b indican diferencia estadistica significativa (p<0.05), analizados con la prueba de
tuckey.TC= Colesterol total, TG= Triglicéridos, HDL=Lipoproteinas de alta densidad, LDL= Lipoproteinas
de baja densidad.

Con respecto a los niveles de triglicéridos el grupo tratado con 100 mg/kg p.c.
disminuyo la concentracién al 63 % significativamente, respecto al control diabético, no
siendo asi para los deméas grupos (25 y 50 mg/kg). Se puede decir que a altas
concentraciones del extracto existe una regulacion de los niveles de triglicéridos,
siendo la concentracion mas alta la mejor para esta enfermedad. En este mismo
contexto, podemos observar una tendencia similar a la disminucion en los niveles de
VLDL, por lo que en este estudio, la disminucion de los niveles de VLDL vy triglicéridos

en sangre sugiere una proteccion a nivel vascular.

En cuanto al colesterol total (cuadro 6), al igual que los triglicéridos, el grupo de ratas
sanas presenta una menor concentracion de colesterol (65.6+ 4.0 mg/dl), comparada
con el grupo de ratas diabéticas control (104.2+ 2.1 mg/dl). Se observa que las dietas
con el extracto disminuyen el colesterol total, siendo la concentracién de 100 mg/kg del
la que presentdé una menor reduccion de este parametro, casi alcanzando los niveles

del grupo de ratas sanas.

La hipercolesterolemia en el paciente diabético podria deberse a un incremento en la

sintesis de colesterol independiente de insulina, por aumento de VLDL circulante que
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aporta el 20 % del colesterol total y por disminucién del catabolismo de LDL, lo cual

explicaria una disminucién de colesterol en la ratas tratadas con frijol.

Un parametro de riesgo cardiovascular, son los niveles elevados de LDL en sangre. Por
lo que en el cuadro 6 se puede observar que las ratas sanas presentan niveles bajos
de LDL (15.5 + 1.4 mg/dl) comparada con las ratas diabéticas control (51.9+ 4.3 mg/dI)
las cuales presentan aproximadamente 3 veces mas concentracion de LDL,

incrementando el riesgo cardiovascular.

4.2.7. Efecto del consumo de extracto de vaina de T imbe sobre el peso relativo

de los riflones en ratas wistar sanas y diabéticas.

Una de las complicaciones propias de la diabetes es la nefropatia diabética, en donde
una de las caracteristicas mas comunes es la hipertrofia de los rifiones.

Debido a que se mantiene elevada el azlcar en la sangre existe una mayor filtracion de
los rifiones, debido a que hay un aumento del flujo de sangre y éstos se hacen mas
grandes. Por ello en este experimento se tomd en cuenta el peso de los rifiones como

un indicador del control de esta complicacion.

En la Figura 13 se puede observar que el peso relativo de los rifiones de las ratas
diabéticas (0.010) fue mayor comparado con el de las ratas sanas (0.007) (p<0.05). Por
otro lado, los grupos de ratas diabéticas a los que se les incorporé el extracto ( 25 y 50
mg/kg) en su dieta, no mostraron ninguna diferencia con respecto al peso de los
rifones del control diabético, siendo estadisticamente significativo para la
concentracion mas alta (100mg/kg). Estos resultados concuerdan con lo descrito por
Yamabe y col., (2007), quienes observaron que en ratas Wistar macho diabéticas
inducidas con estreptozotocina existe un aumento en el peso de los riflones respecto a
las ratas sanas, y que la administracion intragastrica de polifenoles extraidos de Corni
fructus (20 mg/kg P.C.) a ratas diabéticas disminuye significativamente el peso de los

rifiones, sugiriendo que estas fracciones mejoran los cambios renales y la hipertrofia.
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Figura 13 Efecto del consumo de extracto de vaina d e timbe a diferentes
concentraciones, sobre el peso relativo de los rifio nes en ratas wistar sanas y

diabéticas. Los valores se presentan como el peso relativo de los rifiones (peso de ambos
rifones/peso corporal) + E.E. Letras diferentes a y b indican diferencia estadistica significativa (p<0.05),
analizados con la prueba de tuckey.

4.2.8. Efecto del consumo de extracto de vaina de T  imbe sobre la concentraciéon

de proteina en la orina de ratas wistar sanas y dia  béticas.

La albumina es una proteina que se encuentra en gran proporcion en el plasma
sanguineo, siendo la principal proteina de la sangre; posee una carga negativa, lo que
impide su filtracion glomerular a la orina ya que la membrana basal del glomérulo renal
también posee carga negativa. La hiperglicemia puede alterar la permeabilidad del
glomérulo renal disminuyendo su carga negativa permitiendo asi el paso de las
proteinas (Bazari, 2007), estos cambios conllevan a una enfermedad secundaria
conocida como nefropatia diabética la cual es la causa la causa mas comun de

insuficiencia renal cronica (Atlas de la diabetes, 2002).
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Un examen de proteina urinaria mide la cantidad de proteinas, como albumina, que se
encuentra en una muestra de orina y esto se ha utilizado como referencia para evaluar
dafio renal. Por lo cual uno de los pardmetros que se tomo en cuenta para evaluar el
dafio renal fue la presencia de albumina en la orina.

Los resultados de la evaluacion de proteina en orina se presentan en la Figura 14 y
mostraron que los animales alimentados con las mas alta concentraciones tuvieron los
niveles de proteina en orina 64% menor que el Control Diabético, de igual forma la
concentracion de 25 mg/kg no mostro ninguna diferencia significativa aunque mostro
una disminucion del 34% respecto a las ratas diabéticas sin tratamiento.

Asi, estos resultados pudieran sugerir asociado un efecto protector sobre dafio renal

asociado al consumo de este extracto.
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Figura 14 Efecto del consumo de extracto de vaina d e timbe a diferentes
concentraciones, sobre la concentracién de proteina en orina de ratas wistar

sanas y diabéticas. Los valores se presentan como la concentracion de proteina + E.E. Letras
diferentes a y b indican diferencia estadistica significativa (p<0.05), analizados con la prueba de tuckey.
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4.2.9. Efecto del consumo de extracto de vaina de T  imbe sobre la depuracién de

creatinina en ratas wistar sanas y diabéticas.

La creatinina es un compuesto generado a partir de la degradacion de la creatina que
es un nutriente Gtil para los masculos. Es un producto de desecho del metabolismo
normal de los masculos que usualmente es producida por el cuerpo en una tasa muy
constante (dependiendo de la masa de los muasculos), y normalmente filtrada por los
rifones y excretada en la orina (Bazari, 2007). La medicién de la creatinina es la
manera mas simple de monitorizar la correcta funcion de los rifilones. El examen de
depuracién de creatinina compara el nivel de creatinina en la orina con el nivel en la
sangre y es una medida de la rapidez con la cual los riflones remueven la creatinina de
la sangre, niveles por debajo de los establecidos en los humanos indican una

afectacion renal (Fierro, 2009).

Los resultados para la evaluacion de depuracion de creatinina presentados en la Figura
15, mostraron que los animales tratados con el extracto a la mas alta concentracion
tuvieron niveles de depuracion estadisticamente significativos con un 34%, superior al
Control Diabético lo cual concuerda con los resultados de la evaluacién de proteina en
orina en la que se observdé que los animales que consumieron el extracto a esta
concentracion presentaron los niveles mas altos comparables con las ratas sanas lo
gue sugiere que el consumo de este extracto tuvo un efecto protector sobre la funcién
renal. Estos resultados coinciden con los de ortega (2010), quien encontré que el
consumo de frijol ejerce un efecto protector sobre dafio renal en ratas diabéticas

disminuyendo los niveles de albumina en orina.
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Figura 15 Efecto del consumo de extracto de vaina d e timbe a diferentes
concentraciones, sobre la depuracion de creatinina en ratas wistar sanas y

diabéticas. Los valores se presentan como la concentracion en la depuracion de creatinina + E.E.
Letras diferentes a y b indican diferencia estadistica significativa (p<0.05), analizados con la prueba de
tuckey.

Por otro lado se observo que los grupos tratados con las concentraciones de 25 y 50
mg/kg no mostraron niveles significativos con las ratas del control diabético, mostrando
valores semejantes a este grupo control, lo que concuerda con la evaluacion de
proteina en orina para estos grupos, lo que pudiera indicar que el efecto de este

extracto en las ratas diabéticas es dosis dependiente.

4.2.10. Efecto del consumo de extracto de vaina de  Timbe sobre la peroxidacion

lipidica en ratas wistar sanas y diabéticas.

Se ha demostrado que el aumento en el dafio oxidativo a biomoléculas, la insuficiente
capacidad de reparacién de las lesiones producidas y la disminucién en el nivel y
actividad de enzimas y antioxidantes exdgenos, son factores que contribuyen en la
etiopatogenia de enfermedades como diabetes y sus complicaciones, enfermedades
cardiovasculares, ateroesclerosis, enfermedades del sistema inmune e inflamacion,

entre otras (Beristan-Pérez y col., 2006).
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El ensayo llamado "TBARS" (sustancias que reaccionan con el acido tiobarbiturico)
siempre se ha considerado como un buen "marcador analitico" de estrés oxidativo que
resulta de una peroxidacion lipidica intensiva de las membranas biologicas (Jin et al.,
2008). Este mecanismo es en gran parte debido al aumento del estrés oxidativo y de la
pobre produccion de antioxidantes y al aumento en la peroxidacion lipidica en los
tejidos de las personas diabéticas. Las altas concentraciones de peroxidos de lipidos
puede propagar el dafio oxidativo por el aumento del peroxido y los radicales hidroxilo,

contribuyendo al deterioro funcional de diversos 6rganos (Ravi et al., 2004).

En nuestro estudio la figura 16 revela que las ratas del control diabético mostraron un
aumento (P <0,05) en las sustancias que reaccionan con el &cido tiobarbiturico
(TBARS) en comparacion con las ratas sanas. Los tratamiento con dosis de 50 y 100
mg/Kg fueron capaces de atenuar de manera significativa (P <0,05) este aumento en el
nivel de TBARS, comparados con el control diabético, logrando valores similares al
control de ratas sanas. Con lo que sugerimos que la administracion del extracto de
timbe potencializa la disminucion de los niveles de TBARS, por accién de los
compuestos bioactivos de esta planta, a los que se les atribuyen los principios
antioxidantes que producen tales respuestas.

Esto es esperable ya que en ensayos donde se emplee este modelo, la administracion
de extractos y/o compuestos con posible actividad antioxidante lograra atenuar este
fendmeno. Una observacion similar a nuestros resultados fue lo reportado en la
administracion de un extracto de punica granatum (Bagri et al.,, 2009) en donde de
acuerdo al autor el extracto puede ser eficaz en la correccion de la hiperglicemiay en la

prevencion de complicaciones de la diabetes.
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Figura 16 Efecto del consumo de extracto de vaina d e timbe a diferentes
concentraciones, sobre la peroxidacién lipidica en ratas wistar sanas y

diabéticas. Los valores se presentan como los niveles de TBARS + E.E. Letras diferentes a y b
indican diferencia estadistica significativa (p<0.05), analizados con la prueba de tuckey.
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5. CONCLUSIONES.

El extracto metandlico (EMA) mostré un mayor contenido de compuestos bioactivos
como fenoles totales, taninos condensados y flavonoides totales respecto al extracto
acuoso (EAA), teniendo de la misma forma una alta capacidad antioxidante (ABTS y
DPPH) en este extracto, lo que nos sugiere que el metanol extrae mejor los
compuestos bioactivos presentes en esta especie, en comparacion del agua, por lo que

se presenta una mayor disociacion en este tipo de extractos.

En los estudio in vivo el extracto incorporado a la dieta de ratas diabéticas como
tratamiento fue el EMA, el cual a su vez mostré el mayor efecto antidiabético a la
concentracion de 100 mg/kg p.c., al disminuir los niveles de glucosa, siendo tal efecto
dosis-dependiente. Este efecto antidiabético parece estar relacionado al contenido de

compuestos bioactivos, ya que el EMA mostréo mayor cantidad que el EAA.

La disminucion de triglicéridos observada en los animales diabéticos puede ser
atribuida al efecto hipoglucémico producido por el EMA. La regulacion de estos

parametros esta en funcion de la evolucion de la enfermedad.

La incorporacion de EMA a la dieta de ratas diabéticas, a partir de 50 y 100 mg/kg p.c.
disminuye los niveles de colesterol séricos, independientemente del control de los
niveles de glucosa. Por lo que el consumo de este extracto puede ser una alternativa

para disminuir el riesgo cardiovascular asociado a diabetes.

Los parametros empleados para la evaluacion de dafio renal fueron significativos
solamente para la concentracion mas alta (100 mg/kg P.C.). En esta concentracion se
observé que el consumo de EMA incorporado a la dieta disminuye los niveles de
microalbumina en orina. Este efecto esta relacionado con una menor concentracion

sérica de creatinina.
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La incorporacion del extracto (EMA) a la concentracion de 50 y 100 mg/kg P.C.
disminuye el estrés oxidativo del rifion obteniendo concentraciones bajas de TBARS,

casi comparables con el control sano.

El consumo de Timbe (Acacciella angustissima) como extracto, posiblemente puede
ser utilizado en la dieta como coadyuvante en personas diabéticas, aunque también
podria ser empleado en personas sanas por disminuir los picos glucémicos producidos
por alta ingesta de glucosa, produciendo efectos hipoglucemiantes, hipolipidemicos y
por ende antiinflamatorios que ayudarian a prevenir y disminuir el riesgo de progresar a

otras complicaciones como dafios cardiovasculares y nefropatia.
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7. ANEXOS

Anexo 1. Metabolismo de plantas.

El conjunto de reacciones quimicas que tienen lugar en un organismo constituye el
metabolismo. La mayor parte del carbono, del nitrégeno y de la energia termina en
moléculas comunes a todas las células, necesarias para su funcionamiento y el de los
organismos. Se trata de aminoacidos, nucleotidos, azucares y lipidos, presentes en
todas las plantas y desempefiando las mismas funciones, a estas moléculas se les

denomina metabolitos primarios.

Pero a diferencia de otros organismos, las plantas destinan una cantidad significativa
del carbono asimilado y de la energia a la sintesis de una amplia variedad de
moléculas organicas que no parecen tener una funcidn directa en procesos
fotosintéticos, respiratorios, asimilacion de nutrientes, transporte de solutos o sintesis
de proteinas, carbohidratos o lipidos, y que se denominan metabolitos secundarios
(también denominados productos secundarios, productos naturales) (Fig. 17)

Los metabolitos secundarios ademéas de no presentar una funcién definida en los
procesos mencionados, difieren también de los metabolitos primarios en que ciertos
grupos presentan una distribucién restringida en el reino vegetal, es decir, no todos lo
metabolitos secundarios se encuentran en todos los grupos de plantas. Se sintetizan en
pequefias cantidades y no de forma generalizada, estando a menudo su produccién
restringida a un determinado género de plantas, a una familia, o incluso a algunas

especies.

Algunos productos del metabolismo secundario tienen funciones ecoldgicas especificas
como atrayentes o repelentes de animales. Muchos son pigmentos que proporcionan
color a flores y frutos, jugando un papel esencial en la reproduccion atrayendo a
insectos polinizadores, o atrayendo a animales que van a utilizar los frutos como fuente

de alimento, contribuyendo de esta forma a la dispersion de semillas.
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Otros compuestos tienen funcién protectora frente a predadores, actuando como
repelentes, proporcionando a la planta sabores amargos, haciéndolas indigestas o
venenosas. También intervienen en los mecanismos de defensa de las plantas frente a

diferentes patdégenos, actuando como pesticidas naturales.

Es importante destacar que también reciben la denominacion de productos naturales y
tienen un importante y significativo valor medicinal y econémico, derivado éste ultimo
de su uso en la industria cosmética, alimentaria, farmacéutica. Un gran namero de
estos productos naturales, que ya se usaban en la medicina antigua como remedios
para combatir enfermedades, se utilizan en la actualidad como medicamentos, resinas,

gomas, potenciadores de sabor, aromas, colorantes, etc.
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Figura 17 Origen de algunos metabolitos secundarios (alcaloides,

fenilpropanoides y terpenos) en el metabolismo prim ario.
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Anexo 2. Determinacion de perfil lipidico

Determinacion de triglicéridos

Los triglicéridos se determinaron a partir de la hidrolisis enzimatica con lipasas
mediante un kit enzimatico marca Randox, el cual emplea un método colorimétrico.
Este andlisis se basa las siguientes reacciones. Los triglicéridos presentes en la
muestra dan lugar a glicerol por medio de hidrolisis enzimatica con lipasas. El glicerol
formado se convierte a glicerol-3-fosfato por accion de la enzima glicerol cinasa, éste,
al estar en presencia de oxigeno y por la enzima glicerol fosfato oxidasa produce el
compuesto dihidroxiacetona y peroxido de hidrogeno, el cual reacciona con el 4
aminofenazona y el 4-clorofenol, y mediante la enzima peroxidasa se produce el
compuesto colorido quinoneimina (indicador) el cual, finalmente, se lee en un lector de
ELISA Turnable Versamax a 546 nm. En donde la intensidad de color es proporcional a
la concentracién de triglicéridos en suero sanguineo, ésta se determind empleando la

siguiente férmula:

Concentracién de triglicéridos (mg/dL) = Abs de la muestra * 200
Abs del estandar

Determinacion de colesterol total

La concentracion de colesterol total en sangre se evalu6 mediante un kit de la marca
Randox, en donde los esteres de colesterol de las muestras se hidrolizaron por medio
de la colesterol esterasa, produciendo colesterol libre el cual en presencia de oxigeno y
por accion de la colesterol esterasa formé el colesten-3-ona y peréxido de hidrégeno,
este Ultimo en presencia de a 4- aminoantipirina y fenol, mediante la enzima
peroxidada, dieron lugar al compuesto colorido quinoneimina, que fue leido en un lector
de ELISA Turnable Versamax a una longitud de onda de 546 nm. En donde la
intensidad de color es proporcional a la concentracidon de colesterol en suero

sanguineo, la cual se determiné empleando la siguiente formula:

Concentracion de colesterol (mg/dL) =_Abs de la muestra * 200
Abs del estandar
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Determinacion de HDL (lipoproteina de alta densidad )

La concentracion de colesterol HDL en suero sanguineo se cuantific6 mediante un kit
de la marca Randox. Donde se sigui0 la siguiente metodologia.

Primero se llevo a cabo una precipitacion de las lipoproteinas de baja densidad (LDL y
VLDL) y de las fracciones de quilomicrones presentes en la muestra, por medio del
acido fosfotungstico en presencia de iones de magnesio.

Posteriormente las muestras se centrifugaron y se obtuvo el sobrenadante, donde se
encuentra la fraccion HDL, éste, se hidrolizé por medio de la enzima colesterol
esterasa, produciendo colesterol libre el cual en presencia de oxigeno y con la enzima
colesterol esterasa produce el colesten-3-ona y peroxido de hidrogeno. La 4-
aminoantipirina y el fenol en presencia del perdxido de hidrégeno formado y por accion
de la enzima peroxidasa dieron lugar a un compuesto colorido (quinoneimina) que fue
leido a una longitud de onda de 546 nm en un lector de ELISA Turnable Versamax. La
concentracion de colesterol es proporcional a la coloracién producida y se obtuvo

empleando la siguiente férmula:

Concentracion de HDL (mg/dL)= Abs de la muestra * 150
Abs del estandar

Determinacion de LDL y VLDL (lipoproteinas de baja  densidad)

La concentracion de las proteinas de baja densidad LDL, no son valores analiticos si no

gue se determinan matematicamente mediante la formula de Friedewald.
Concentracion de LDL (mg/dL)= colesterol total - VLDL - HDL

A su vez, la concentracion de VLDL, se determina empleando la siguiente formula, solo

si la concentracion de triglicéridos tiene un valor igual o inferior a 400 mg/dL.

Concentracién de VLDL (mg/dL)= concentracién de triglicéridos (ma/dL)
5
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Anexo 3. Determinacion de la concentracion de creat inina.

Los célculos se realizan mediante las siguientes formulas:

Creatinina suero (mg/dL)= (A2-Al de la muestra) x Concentracién Patron (mg/dl)
(A2-Al del Patron)

Creatinina orina (mg/24 horas)=* mg/dl x volumen urinario (en mL)
100

Depuracion (ml/minuto)= U x VM
S
Donde:

U= creatinina en la orina (mg/dl)
S= creatinina en el suero (mg/dl)

VM= Volumen minuto (Vol. Urinario de 24 h (ml), dividido por 1440), estos minutos

equivales a 24 horas.
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